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1- INTRODUCTION

1.1. La fusariose
1.1.1. Généralités

La fusariose est une maladie des céréales dites "a petits grains" que I’on retrouve
partout dans le monde (Parry et al., 1995). De 1998 a 2000, les pertes dues a la fusariose ont
pu étre estimées a pres de 2,7 milliards de dollars dans les états du centre et du nord des Etats-
Unis (Gautam, 2011). L’importance économique de la fusariose est attribué¢e aux pertes de
rendements considérables (avortement des fleurs, diminution du nombre et du poids des
grains) et a l’altération de la qualité des grains (Pirgozliev et al, 2003); ce qui a des
conséquences néfastes lors des processus de transformations industrielles des grains.

En plus des pertes de production, certaines espéces de Fusarium présentent sur les
céréales peuvent conduire a la contamination des grains par diverses mycotoxines. Ces
métabolites secondaires produits par les champignons présentent une toxicité avérée vis-a-vis
de nombreux organismes. Certaines especes de Fusarium qui infectent les céréales peuvent
produire une ou plusieurs mycotoxines. Parmi les fusariotoxines présentes sur céréales en
Europe, les trichothécénes, les fumonisines et la zéaralénone sont les plus rencontrées.

1.1.2. Symptomes

Lorsque les conditions climatiques sont favorables, la fusariose peut attaquer a tous les
stades de développement et tous les organes de la plante, depuis les racines jusqu’aux épis. Le
terme "fusariose" des céréales regroupe trois types de symptdmes (Parry et al., 1995) :

- "Seedling Blight" : fusariose des semences, provoquent des manques a la levée et des fontes
des semis

- "Foot Rot" : fusariose du collet, entrainant la nécrose de ces tissus

- "Head Blight": fusariose de I’¢épi

Notre travail concerne plus particulierement la fusariose de 1’épi.

La fusariose des ¢€pis de blé est caractérisée par le flétrissement des épis et une
sénescence prématurée, les épis apparaissent alors blanchatres (figure 1-A). Les grains de blé
fusariés sont petits, 1égers, ridés et parfois couverts d’un duvet blanc ou rose (Figure 1-B). Si
I’infection est plus tardive, les grains peuvent étre de taille normale mais ils se décolorent en
rose. Les symptdmes observés sur orge sont semblables a ceux observés sur blé décrits plus
haut (McMullen et al., 2008).
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Figure 1 : Symptomes de la fusariose sur céréales : épis de blé avec des grains fusariés (A), grains de blés ridés
et rosatres (B), grains de mais fusariés (C), €pi de mais fusariés (D) (McMullen et al., 2008).

Sur le mais, la fusariose se caractérise par la présence d’une pourriture grise a rose sur
I’épi (Figure 1-D), ainsi que sur la tige et le collet. Les grains de mais sont rabougris (Figure
1-C). En cas d’infection précoce, les grains sont de taille normale mais avec une décoloration
rose.



1.2 Les champignons du genre Fusarium
1.2.1 Epidémiologie

La fusariose de I’épi peut étre causée par une vingtaine d’espeéces du genre Fusarium

(Parry et al., 1995). Le nom donné a Fusarium est reli¢ a I’allure fusiforme de ses spores
(figure 2).

Figure 2 : Spore de Fusarium graminearum (Leslie et al., 2006)

La distribution et la prédominance de ces espéces pathogeénes sont déterminées par la
plante-hote, la région et les conditions climatiques (Xu, 2003). L’analyse de la bibliographie
de ces dernicres années permet la représentation schématique (figure 3) de la flore fusarienne
sur blé, orge et mais en Europe ainsi que les mycotoxines associées a ces espeéces (Bottalico et
Perrone, 2002 ; Ioos et al., 2004 ; Schollenberger et al., 2007 ; Parikka et al., 2012 ;

Scauflaire et al., 2012)..
ORGE
BLE ESPECE TOXINE
ESPECE TOXINE F. avenacenm MON.BEA. ENN
F gi’t””f”&'tﬂ'i”ﬂ TCT B ZEA F. grmm’m’drum TCTB. ZEA
F. avenacenm MON, BEA, ENN F. poae TCTB (NIV)
F. poae TCT B (NIV) F. culmorum TCTRB, ZEA
F. culmorum TCT B, ZEA F. ricinctum MON.BEA (TCT A)
F. tricinctium MON.BEA (TCT A) F. sporotrichioides TCT A
F. sambicum TCT A, ZEA, BEA TCT AetB, ZEA
TCT A ZEA
TCT AetB, ZEA
TCT A MAIS
TCTB, ZEA ESPECE TOXINE
TCTB F. graminearum TCTB. ZEA
ZEA F. verticillioides FUM
FUM F. proliferatum FUM
FUM F. subglutinans MON,BEA, FUM
MON.BEA. FUM F. culmorum MON,. TCT B et A,
TCT A F. crookwellense TCTB. ZEA
MON. BEA, ENN
. . 4 o MON, ENN
Figure 3 : Importance des espéces de Fusarium sur céréales et leurs TCT A et B. ZEA
mycotoxines associées TCT A. ENN
(TCT : trichothéceéne, ZEA : zéaralénone, MON : moniliformine, FUM

BEA : beauvericine, ENN : enniantine, FUM : fumonisine)
Les especes figurant en marron sur la figure X représentent les espéces majoritaires sur la
plante-hote, celles en orange sont de moindre importance, celles en jaune sont peu présentes.

1.2.2 Biologie des champignons du genre Fusarium
1.2.2.1 Cycle biologique

L’infection d’une plante par Fusarium peut avoir plusieurs origines : (i) une origine
biotique dans le cas d’un oiseau ou d’un insecte (Sitodiplosis mosellana notamment,
Mongrain et al., 2000) qui transporterait des spores et les dissémineraient dans la nature ou

(i1) une origine abiotique lorsque c’est le vent ou la pluie qui permet la dissémination des
spores dans la nature.



La fusariose est considérée comme une maladie polycyclique, mais I’inoculum
primaire est la source principale d’inoculum pour 1’apparition de la maladie (Trail, 2009). Cet
inoculum primaire se trouve sur les résidus de culture antérieure infectés qui permettent, apres
la récolte, le développement de péritheces et donc d’ascospores. Les périthéces permettent au
champignon de passer 1’hiver sous cette forme de conservation. Lorsque des conditions
favorables a I’ouverture du périthéce sont réunies, c’est-a-dire obscurité et humidité
suffisante, les ascospores se diffusent dans ’air ce qui permet la colonisation des fleurs, de la
tige voire des grains par ces ascospores (figure 4). Le champignon est alors sous sa forme
sexuée, Gibberella. Par la suite, les ascospores vont germer si I’humidité relative (HR) est
supérieure a 85% et la température avoisine les 25-30°C. L’infection peut intervenir a
différents stades de développement de la plante-hdte puisque la pénétration du champignon se
fait par les zones dites sensibles, ¢’est-a-dire des ouvertures de tissus dues a la sénescence, par
les anthéres apres la floraison, ou encore par le péricarpe, le champignon progressant entre

lemme et palea (Kang et Buchenauer, 2002).

Maturation
du grain

Colonisation des
fleurs, des grains
et de la tige

Récolte

= f Spores
aériennes
Augmentation de la teneur en
mycotoxines déja présentes a la récolte
durant le stockage

Décharge
d’ascospores
du périthéce

Acquisition de
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provenant de

ng »
dies
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des conj

Périthéce

Résidus de culture
apreés la récolte

it

Dégradation par la
microflore du sol

Formation de périthéces sur les résidus de culture

l

Survie pendant
I"hiver

Figure 4 : Cycle biologique de Fusarium (F.P. : Gibberella) sur céréales (Trail, 2009)

Le champignon colonise ainsi la plante-hdte de I’épi a la tige. Certains grains infectés
tombent au sol pendant la récolte formant une nouvelle source d’inoculum. Le champignon
est alors sous la forme asexuée, Fusarium. Des conidies se trouvent ainsi au niveau du sol et
en cas de chute de gouttes d’eau, ces conidies sont disséminées par phénomeéne de
« splashing » (figure 4). D’autre part, quand le champignon se trouve au sol, il produit des
chlamydospores, une forme asexuée de spores a paroi épaisse lui permettant de passer 1’hiver.

1.2.2.2 L’infection

La spore qui se trouve sur la plante hote germe en produisant un mycélium. Les

hyphes qui forment le mycélium parviennent a pénétrer dans la plante, c’est-a-dire a

I’infecter, par des ouvertures naturelles ou des blessures a la surface de la plante. Lorsque le



champignon s’est introduit dans un tissu, celui-ci progresse d’abord de maniére intercellulaire,
c’est la phase asymptomatique de la maladie. Le champignon rejoint les vaisseaux
conducteurs du xyleme et se développe ainsi dans la moelle de la tige. Cela permet au
champignon de se développer dans I’ensemble de la plante. C’est le début de la phase
symptomatique avec formation de nécroses sur la tige et décoloration des tissus. L’hyphe
pénetre dans les cellules de I’hote (Figure 5) en traversant la paroi.

Figure 5 : Micrographie de I’infection d’une cellule de 1’“épiderme du lemme par un hyphe de Fusarium

culmorum (Kang et Buchenauer, 2002).
EW : Paroi de la cellule de I’épiderme : IH : Hyphe du parasite

1.3 Fusarium graminearum (F.P. : Gibberella zeae)
1.3.1 Importance

En 2012, la revue scientifique Molecular Plant Pathology (Dean et al., 2012) établit
un classement des champignons phytopathogeénes d’importance économique. F. graminearum
est classé quatrieme champignon phytopathogéne majeur mondial. Ce résultat s’explique par
la prédominance et le potentiel mycotoxinogene de F. graminearum qui provoque outre des
baisses de rendement, des baisses de la qualité du grain et des produits transformés issus de ce
grain. En effet, les grains sont rabougris et contaminés par des mycotoxines (Osborne et Stein,
2007). Cette espece est aujourd’hui majoritaire sur le blé et ’orge dans la plupart des pays
européens et en Amérique du Nord (Parikka ef al., 2012).

1.3.2 Phylogénie
Depuis les années 2000, des études phylogénétiques menées sur 1’espéce F.
graminearum en utilisant des outils moléculaires et de séquengage ont permis de diviser
I’espece F. graminearum en un complexe de 15 especes (figure 6), on parle du complexe
d’espece de Fusarium graminearum (FGSC = Fusarium graminearum species complex)
(O’Donnell et al., 2000 ; Ward et al., 2002 ; O’Donnell et al., 2004 ; Starkey et al., 2007 ;
O’Donnell et al., 2008 ; Yli-Mattila et al., 2009 ; Sarver et al., 2011). Ces especes ne peuvent
pas étre distinguées morphologiquement et leur potentiel toxinogeéne ainsi que leur

distribution géographique different.
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Figure 6 : Arbre phylogénétique représentant les 15 espéces du complexe FGSC (Sarver et al., 2011)

De plus, I’agressivité des différents espéces du FGSC differe et semblerait en partie
corrélée aux mycotoxines produites par la souche (Carter et al., 2002). Une étude menée en
2012 montre que F. graminearum sensu stricto (s.s.) est plus agressive que F. boothii sur blé

(Malihipour et al, 2012).

1.3.3. Origine géographique

Des données biogéographiques suggerent que F. graminearum sensu lato (s.l.) seraient
originaires de ’hémisphere Sud et de 1’Asie (Wang et al., 2011). Les échanges commerciaux,
la mondialisation et le changement climatique auraient permis la réémergence de la fusariose
dans les régions de 1’hémisphére Nord comme en Europe ou en Amérique du Nord et
I’apparition de cette maladie dans des régions jusqu’alors préservées comme 1’Océanie

(Starkey et al., 2007 ; O’Donnell et al., 2004).

Certaines espéces du FGSC

graminearum s.s. retrouvée en Asie, en Europe, en Afrique, en Amérique du Nord et du Sud
et en Océanie. A I'inverse, certaines especes du FGSC semblent endémiques. F. acaciae-
mearnsii serait endémique de 1’ Australie (O’Donnell et al., 2004), F asiaticum, F. ussurianum

semblent cosmopolites, comme par exemple F.
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et F. vorosii seraient endémiques de I’ Asie (O’Donnell et al., 2004), F. austroamericanum, F.
meridionale, F. brasilicum et F. cortaderiae seraient endémiques de 1’Amérique du Sud
(Sampietro et al., 2011) et enfin F. mesoamericanum et F. gerlachii seraient respectivement
endémiques d’Amérique centrale et des Etats-Unis (O’Donnell ef al, 2004).

La répartition géographique des espéces du FGSC, tout comme celle des espéces de
Fusarium est influencée par les conditions climatiques, température, humidité, durée et
intensité d’ensoleillement, pression atmosphérique. Les résultats de la littérature suggerent
que F. graminearum s.s. est plus largement observé dans des régions tempérées dont la
température annuelle moyenne est de 15°C ou moins. Au contraire, F. asiaticum est plutot
observé dans des régions chaudes (Zhang et al., 2007). En Allemagne, une étude montre que
64,9% des 521 souches de Fusarium spp. isolées de blé sont F. graminearum s.s.(Talas et al.,
2011).

1.4 Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des molécules aux structures chimiques trés variées. Ce sont des
métabolites secondaires synthétisés par des champignons filamenteux parmi lesquels les
genres principaux sont Aspergillus, Penicililum, Fusarium, Alternaria et Claviceps (Steyn,
1995). Les espéces de Fusarium produisent différents types de mycotoxines parmi lesquelles
les plus fréquentes sont les trichothéceénes, les fumonisines et la zéaralénone (Placinta et al.,
1999). Ces mycotoxines sont connues pour étre produites au champ, mais également lors du
stockage du grain si de I’eau est disponible (Langseth et al., 1997).

1.4.1. Les trichothécénes

Les trichothécénes constituent le groupe de mycotoxines produites par Fusarium le
plus important avec prés de 150 trichothécénes isolés chimiquement. Toutefois, seuls les
trichothécenes de type A et B semblent avoir une réelle importance sur les cultures de céréales
(Smith et al., 1994). Les espéces produisant des trichothécenes, comme F. graminearum s.l.
sont trés cosmopolites, ce qui explique I’importance de ces mycotoxines a I’échelle mondiale.
Il existe une différence géographique pour la répartition des mycotoxines produites par
Fusarium. Par exemple, on retrouve davantage de trichothéceénes de type B en Europe et en
Amérique du Nord que de trichothécenes de type A (Fink et Grernmels, 1999).

Les principales mycotoxines produites par le genre Fusarium et en particulier le
complexe d’espéces Fusarium graminearum sont les trichothécénes B, notamment le
déoxynivalénol (DON), le nivalénol (NIV) et leurs dérivés acétylés (Ward ef al., 2008).

1.4.1.1 Propriétés chimiques et physiques des trichothécenes

Figure 7 : Structure générale des trichothécénes



Les trichothécenes (12,13-epoxytrichothec-9-énes) sont des sesquiterpenes
tricycliques caractérisés par une double liaison en C-9,10, un groupement carbonyle en C-8 et
une fonction époxyde en C-12,13 qui conferent a la molécule sa toxicité (figure 7)

1.4.1.2 Identification de chémotypes

11 a été possible d’identifier sur des bases génétiques trois chémotypes caractérisant les
trichothécenes de type B produits par une souche de Fusarium (Desjardins, 2006) :

e 3-ADON : Souches produisant du DON (figure 8a) et du 3-ADON (figure 8b)
e 15-ADON : Souches produisant du DON et du 15-ADON (figure 8c)
e NIV : Souche produisant du NIV (figure 8d) et de la fusarénone X (figure 8e)

Les différentes espeéces de Fusarium ne possédent pas tous le méme chémotype
(Alexander et al, 2011). De plus, deux isolats d’'une méme espece de Fusarium ne
synthétisent pas nécessairement non plus les mémes trichothécenes B (Talas ef al., 2011).

\\\OH

.CH
-

(2.

HO
Figures 8 : Molécule de DON (a), 3-ADON (b), 15-ADON (c), NIV (d) et fusarénone-X (e)

F. poae est considérée comme 1’espece principale productrice de NIV dans les pays du
nord de I’Europe tandis que F. graminearum s.l. est considérée comme une espece produisant
majoritairement du DON (Bottalico et Perrone, 2002). Certaines souches de F. graminearum
s.l. sont productrices de NIV. Les trois chémotypes sont présents chez Fusarium
graminearum s.s. et F. asiaticum. Seuls les chémotypes 3-ADON et NIV ont été observé pour
F. acaciae-mearnsii, F. mesoamericanum, F. austroamericanum, F. cortaderiae et F.
brasilicum. Enfin, seul le chémotype 3-ADON a été observé pour F. ussurianum, seul le
chémotype 15-ADON a été observé pour F. boothii, F. vorosii et F. aethiopicum et seul le
chémotype NIV a été observé pour F. meridionale et F. gerlachii (Wang et al., 2011).

1.4.1.3 Voie de biosynthése des trichothécénes B

La biosynthése des trichothéceénes chez Fusarium est codée par un cluster de 15 genes
Tri. Ces genes sont répartis en 3 loci sur différents chromosomes. Le premier locus est un
ensemble de 12 genes ; le second loci contient les genes 7ril et Tril6 ; le troisieme est formé
par le géne Tril0l (Alexander et al., 2011). Cette biosynthése s’intégre dans la voie de
biosynthése des stérols. En effet, le précurseur aux réactions conduisant a la biosynthese des
trichothécene est le farnésyl-pyrophosphate (FPP).
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La synthese de trichothéceénes est influencée par des facteurs exogenes tels que la
température, pH, pression atmosphérique, lumiere, les nutriments disponibles... Ces facteurs
influencent I’expression des genes 77i6 et Tril0, identifiés comme les geénes régulateurs de la
biosynthése des trichothécenes (Seong et al., 2009).

La différence génétique entre le chémotype 3-ADON et le chémotype 15-ADON
viendrait du géne 77i8 (Alexander ef al., 2011). Le géne code une enzyme estérase, qui dans
le cas du chémotype 3-ADON catalyse la déacétylation du C-15 de I’intermédiaire 3,15-
diacetyldeoxynivalénol (figure X) et dans le cas du chémotype 15-ADON catalyse cette
méme réaction mais en C-3. De méme, la possibilité pour une souche de produire du NIV
serait corrélée aux génes 7ri 7 et Tri 13 qui seraient fonctionnels pour le chémotype NIV et
pas pour le chémotype DON (Lee et al., 2002)

1.4.1.4 Relation plante-hote

Le DON inhibe la germination du blé comme le montre la figure 9 avec un témoin
traité a 20ppm de DON (A) et un témoin traité avec de I’eau (B) (Rocha et al., 2005). Ce
phénoméne s’expliquerait par 1’action inhibitrice du DON sur I’activit¢ du facteur
d’¢longation EF-1a impliqué dans la croissance cellulaire.

Figure 9 : Effet inhibiteur de 20ppm de DON (A) appliqué sur des grains de blé (cv. Avalon) et grains de blés

traités avec de 1’eau (B) (Rocha et al., 2005)

Parmi les nombreux effets cellulaires des trichothéceénes, et en particulier des
trichothécenes B, citons I’inhibition des synthéses protéiques qui a lieu dans les grains et les
gaines foliaires de blé ainsi que dans les grains de mais. Ces mycotoxines interferent avec le
site actif de la peptidyl-transferase des ribosomes, ce qui inhibe 1’initiation, 1’élongation ou la
terminaison des synthéses protéiques (Rocha et al., 2005).

Lors de I’infection d’une plante hote par un parasite, la plante met en place des
mécanismes de défense comme 1’émission de formes actives de I’oxygene (ROS) créant un
environnement oxydant qui induit une 1’expression de génes 77i et donc la production de
DON ou de NIV (Pont et al., 2007).

1.4.1.5. Les trichothécénes dans les produits transformés

En 2006, la Commission Européenne instaure des limites de teneurs en DON dans le
grain non transformé imposant 1250 ppb pour les grains destinés a la consommation humaine,
et 900 ppb pour ceux destinés a I’alimentation du bétail (Verstraete, 2006). Le rapport final de
I’AFSSA (2009) conclut que le consommateur francais est exposé a des doses de DON et de
NIV inférieures aux DJT (Doses Journaliéres Tolérées). Toutefois, ces DJT ont été définies
d’apres des études subchroniques faites sur des modéles animaux. L’OCDE requiert des
données toxicologiques plus précises afin d’affiner ces seuils.

Lors du processus de fabrication de la biére, le maltage consiste a recréer
artificiellement dans un cadre industriel les conditions favorables a la germination des grains
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d’orge, soit chaleur et humidité. Ainsi stockés, lorsque ces grains sont infectés par Fusarium,
le champignon peut synthétiser des mycotoxines qui se retrouvent dans le produit fini (Vegi et
al.,2011)

Il est possible de diminuer la teneur de produits en trichothécénes de 50%, notamment
par cuisson a I’eau des pates, les trichothécénes étant solubles dans I’eau (Kimura et al.,
2006).

1.4.1.6 Effets chez les mammiferes

L’effet toxique du DON a été mis en évidence pour la premiére fois en 1972 au Japon
chez les consommateurs de bicre atteints de vomissements (Ueno et al., 1983), ce qui vaut au
DON le nom de «vomitoxine ». D’autres symptomes ont toutefois été observés parmi
lesquels des diarrhées, des douleurs abdominales, maux de téte, sensation de vertiges, ficvre,
syndromes dépressifs et anorexie (Sobrova et al., 2010). De maniere plus générale, les
trichothécenes ont des effets immunotoxiques, neurotoxiques voire carcinogenes.

Des expérimentations menées chez les rongeurs ont mis en évidence que de fortes
teneurs en DON dans le plasma avaient pour incidence des lésions stomacales, des effets
immunodépresseurs et la diminution de 1’hématopoiese (Sobrova et al., 2010). Le NIV est
considéré comme étant plus toxique que le DON, sa DJT étant inférieure a ce dernier. Par
ailleurs, les effets du NIV sur un Mammifeére sont semblables a ceux du DON. La microflore
intestinale aurait un réle important dans le phénoméne de détoxification (Pestka, 2007).

1.4.2. Les fumonisines

Les fumonisines sont des mycotoxines produites par les espéces de Fusarium
dominantes sur mais (figure 3) comme F. verticillioides, F. proliferatum et F. subglutinans.
Les fumonisines se divisent en 4 groupes (B1, B2, B3 et B4) se distinguant par la position des
groupements alcool. Les fumonisines B1, B2 et B3 sont retrouvées naturellement dans les
aliments issus des céréales, mais la fumonisine B1 (figure 10) est la plus toxique (Soriano et

al., 2005).

o} COOH
COOH

i1 f O NH,
COOH
O  COOH

Figure 10 : Molécule de Fumonisine B1

Les fumonisines sont des analogues structuraux de la sphinganine et de la sphingosine,
précurseurs des sphingolipides constituants majeurs des membranes plasmiques des cellules
nerveuses et du cerveau notamment. Les fumosinines inhibent la synthése de ces lipides
membranaires par inhibition de la céramide synthase chez la plante-hote. Toutefois, la
biosyntheése des fumonisines par le champignon s’intégre a la voie de biosynthése des
sphingolipides.

Chez les Mammiferes, les fumonisines ciblent principalement le foie, mais aussi les
reins et induisent des nécroses due a des processus oncotiques et apoptiques. Elles seraient a
I’origine de cancers de 1’cesophage et du foie (Soriano ef al., 2005). Les micro-organismes du
tractus digestifs dégradent en partie ces mycotoxines. D’autre part, ’hématotoxicité et les
nécroses cérébrales des équidés sont connues depuis le XIX® siécle et causées par les
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fumonisines de F. verticillioides et F. proliferatum retrouvées dans les aliments, il s’agit de la
leucoencéphalomalacie.

La population frangaise est peu exposée aux fumonisines en raison de la faible
consommation de mais. Une recommandation (2006/576/CE) européenne existe pour la
teneur en fumonisines des aliments destinés aux Hommes, mais pas pour les aliments destinés
au bétail (Rapport Final de I’ Afssa, 2009).

1.4.3. Autres mycotoxines

La figure X montre que d’autres mycotoxines sont produites par les souches
majoritairement trouvées sur les céréales. Il s’agit notamment de la zéaralénone (ZEA)
produite par F. graminearum, F. culmorum ou encore F. equiseti. La ZEA est une mycotoxine
a effet oestrogénique qui provoque des perturbations endocriniennes a la puberté (Rapport
Final de I’Afssa, 2009). Cependant 1’exposition de la population frangaise a la ZEA reste
modeste et atteint 31% de la DJT chez les végétaliens.

Enfin, les enniantines, produites notamment par F. avenaceum sont des molécules
ionophores inhibitrices d’enzymes comme la cholestérol-acétyltransferase chez ’Homme
(Meca et al., 2010), la furasine C, produite par F. tricinctum, agit comme un agoniste
oestrogénique responsable du cancer du sein (Sondergaard et al., 2011), la moniliformine,
produite par F. subglutinans, F. tricinctum et F. avenaceum, altére le cartilage chez I’Homme
(Zhang et al., 2010) et la beauvericine a une cytotoxicité proche de celle des enniantines et de
la moniliformine (Stenglein, 2009).

2- STRUCTURE D’ACCUEIL ET MISSION
2.1. Présentation de la structure d’accueil

La structure qui m’a accueilli est un laboratoire de I’Agence Nationale de Sécurité
Sanitaire de 1’Alimentation, de I’Environnement et du Travail (ANSES), ex-AFSSA. 1l fait
partie du Laboratoire de la Santé des Végétaux (LSV) qui sont des laboratoires de référence et
de recherche. Chacun des laboratoires composant le LSV est spécialisé dans une discipline :
OGM, virologie, nématologie, bactériologie ou encore mycologie. L’Unité de Mycologie du
LSV est implantée a Malzéville (54) et est dirigée par Renaud 100S.

L’ANSES, créée au 1 Juillet 2010, est issu de la fusion de I’AFSSA et de ’AFSSET.
Le champ d’activité de 1’agence est large et englobe aussi bien 1’autorisation de mise sur le
marché de produits phytopharmaceutiques (PPP) et des médicaments vétérinaires, que
I’organisation de comités d’expertise indépendants, la prévention d’épidémies ou encore la
mise au point de protocoles de référence. Plus généralement, elle contribue a « assurer la
sécurité sanitaire humaine dans les domaines de 1’environnement, du travail et de la
consommation » (www.anses.fr, consulté le 02/07/2012).

Au sein de I’Unité de Mycologie du LSV, plusieurs activités sont exercées. Le
laboratoire met au point des protocoles de référence pour la détection et I’identification de
champignons parasites de grandes cultures, de cultures maraichéres, ornementales ou
forestieres. D’autre part, il est régulierement sollicité pour le diagnostic de champignons
présents sur ce type de culture. Il forme également d’autres laboratoires aux protocoles qu’il
publie et organise des Essais Inter-Laboratoires (EILA) de validation des aptitudes a 1’échelle


http://www.anses.fr/

nationale et européenne. Enfin, le laboratoire a une activité¢ de recherche, notamment sur les
Fusarium et leur potentiel mycotoxinogeéne, menée par Anne-Laure BOUTIGNY.

Dix personnes travaillent au laboratoire : un chef d’unité, une chargée de projets
scientifiques et techniques, une responsable sécurité et qualité, trois ingénieurs chargés de
diagnostic et de mise au point de protocoles, trois techniciennes de laboratoire et une
secrétaire.

2.2. Objectifs du stage

Fusarium est un pathogéne de grande importance en Europe et notamment en France
puisqu’il est responsable de pertes de rendements et produit des mycotoxines. Dans ce
contexte, les objectifs de mon stage étaient de :

= (Caractériser la flore fusarienne présente sur blé, orge et mais en France
= Caractériser la diversité du FGSC et des chémotypes sur céréales frangaises

= Analyser les données obtenues afin d’obtenir un profil d’espéces de Fusarium et de leur
potentiel mycotoxinogeéne présents sur le territoire francais en fonction de la plante-hote.
Les données seront ensuite replacées dans un contexte européen et mondial.

L’analyse de la flore fusarienne sur blé et orge permettra de faire une comparaison
avec une ¢étude similaire menée en 2002 (Ioos et al., 2004) afin de mettre en évidence
I’émergence ou la disparition de certaines especes En ce qui concerne le mais, aucune étude
n’a été publiée concernant la diversité de la flore fusarienne sur mais en France. Nos résultats
constitueront donc un état des lieux de la diversité de la flore fusarienne sur mais en France.

De nombreuses études sont menées de par le monde pour la caractérisation de la
diversité des especes du FGSC et des chémotypes, mais aucune étude n’a encore ét€ menée en
France. Nos résultats constitueront donc également un premier état des lieux de la diversité
des especes du FGSC et chémotypes associés sur céréales frangaises.

Ainsi, la connaissance de 1’épidémiologie des espeéces de Fusarium présentes en
France permettra d’optimiser les moyens de lutte (utilisation de PPP, création variétale) afin
de prévenir la contamination en mycotoxines des produits finis.

3- MATERIEL ET METHODES
3.1. Les échantillons

Orge % Mais @

Figure 11 : Répartition des échantillons de grains utilisés pour 1’étude



Les échantillons de blé, d’orge et de mais ont été fournis par Arvalis, I’Institut du
Végétal. Vingt échantillons de grains de blé, 20 échantillons de grains de mais et 8
¢chantillons de grains d’orge collectés dans toute la France (figure 11) étaient disponibles
pour 1’é¢tude. Ces échantillons proviennent de la récolte 2011 et étaient stockés a 5°C au
laboratoire avant analyse.

3.2. Isolement des espéces de Fusarium
3.2.1 Isolement et caractérisation des espéces de Fusarium

La démarche suivie pour cette étude est décrite dans la méthode « Toutes céréales,
Détection et Identification des Especes de Fusarium spp. et Microdochium nivale sur grains
de céréales par isolement mycologique semi-sélectif et étude microbiologique », Réf. MH.03-
16 : version B inscrite dans la Directive Générale Mycologie, disponible au laboratoire.

Le sachet de grain est d’abord secou¢ afin de mélanger les grains de manicre aléatoire.
Puis il est ouvert sous une hotte a flux laminaire. Cinquante millilitres (mesuré dans une
éprouvette graduée) de grains sont désinfectés a 1I’hypochlorite de sodium (1,5°Cl) pendant 10
minutes. Les grains sont ensuite séchés sur papier filtre stérile sous la hotte avant de déposer
aléatoirement 100 grains sur des boites de Dichloran Chloramphenicol Peptone Agar (DCPA)
araison de 4 a 5 grains par boite. La composition du milieu DCPA figure en Annexe 1.

Figure 12 : Grains de mais (gauche) et d’orge (droite) sur DCPA aprés 8 jours a 22°C

Le DCPA est un milieu inventé dans les années 1980 d’abord considéré comme un
milieu sélectif au genre Fusarium (Andrews et Pitt, 1986) mais sélectionne en fait €¢galement
des Hyphomycetes dématiés proches du genre Fusarium comme Microdochium nivale ou
Epicoccum. Toutefois, il est possible de reconnaitre une souche de Fusarium se développant
sur DCPA de par la vitesse de croissance rapide, I’aspect du mycélium aérien cotonneux et
parfois de couleur rose a orange comme représenté sur la figure 12.

Les boites de DCPA sont placées en culture a 22°C pendant 8 jours avant repiquage
sur Potato Dextrose Agar1 (PDA) dont la composition figure en Annexe 1, et Spezieller
Ndhrstoffarmer Agar (SNA) des souches de Fusarium. Le PDA est un milieu nutritif
classiquement utilisé pour la culture de champignons microscopiques. Le SNA (Gerlach et
Nirenberg, 1982) est un milieu minéral composé de sels minéraux, de glucose et de
saccharose dont la composition figure en Annexe 1. Ce milieu pauvre en nutriments favorise
le champignon mis en culture a former des fructifications comme les conidies qui sont des
structures de conservation. Ces fructifications permettent I’identification morphologique de
I’espece de Fusarium.

! Milieu composé d’amidon de pomme de terre, de dextrose et d’Agar
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Les boites de PDA et SNA sont mises en culture a 22°C pendant 7-10 jours avant de
pouvoir étre identifiées. On note la couleur des boites de PDA, ainsi que la vitesse de
croissance, 1’aspect et la couleur du mycélium aérien (figure 13) et éventuellement 1’odeur.
Cette premiére approche oriente 1’identification de 1’espéce.

Figure 13 : Morphologie d’espéces de Fusarium sur PDA (Sumerell et al., 2003)

(La boite du haut de chaque paire correspond au mycélium aérien, celle du bas a la vue de dessous)
A, F. poae. B, F.oxysporum. C, F. acuminatum. D, F. nelsonii. E, F. subglutinans. F, F. nygamai. G, F. pseudonygamai. H, F. lateritium.
L F. thapsinum. J, F. decemcellulare. K, F. verticillioides. L, F. culmorum.

Les boites de SNA sont utilisées pour faire des lames de mycélium colorées au Bleu
de Méthyle, ce qui permet I’observation des conidies. La morphologie des macroconidies
et/ou des microconidies sont relativement spécifiques de 1’espece (figure 14).

HARNRE

Figure 14 : Morphologie de conidies de Fusarium spp. (Les
(Macroconidies de F. graminearum (A) et microconidies de F. sporotrichioides (B), F. tricinctum (C) et F. poae (D))

3.2.2. Monospores de Fusarium graminearum s.l.

Pour chaque souche préalablement identifiée comme F. graminearum, un cube de
gélose provenant de la boite de SNA est placé dans un tube contenant 10 mL d’eau stérile et
agité afin de mettre en suspension les spores. La suspension est versée sur du une boite de
pétri contenant du Water-Agar (Agar a 2%), ce qui permet la sédimentation des spores dans la
gélose. L exces d’eau est éliminé. Apres une nuit a I’étuve a 22°C, les spores ont commencé a
germer.

/
—
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Figure 15 : Spores de F. graminearum sur Water-Agar
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On observe alors la boite de Water-Agar sous une loupe binoculaire (figure 15), et a
I’aide d’un scalpel on préleve stérilement une spore que I’on dépose sur une boite de PDA. 3
spores de chaque souche sont ainsi placées sur une boite de PDA. Les souches monosporées
assurent la pureté de 1’échantillon. Aprés 3 jours, un repiquage est effectué sur une nouvelle
boite de PDA qui est alors placé a 1’étuve pendant 7-10 jours.

3.2.3. Mise en collection
Afin d’assurer la viabilité des souches mises en collection, plusieurs procédés sont
utilisés. Huit cubes de gélose PDA de chaque souche sont placés dans des microtubes
contenant 1 mL d’huile stérile puis stockés a 5°C. Huit autres cubes de gélose sont placés
dans des microtubes contenant du glycérol (15%) stérile puis stockés a -80°C. Enfin, le
mycélium est récupéré et placé dans un microtube stérile pour étre stocké a -20°C avant d’en
extraire I’ADN.

3.2.4. Extraction d’ADN

L’ADN est extrait du mycélium a 1’aide du kit Nucleospin Plant II® de Macherey
Nagel™. 400 pL de tampon de lyse et 4 pL. de RNase sont ajoutés dans le microtube
contenant le mycélium ainsi que deux billes d’acier. L’échantillon est broy¢ a 1’aide du Tissue
Lyser (Retsch™, MM400) pendant, 2 x 1min30 a 30 Hz, puis incubé dans un bain a sec a
65°C pendant 20 min. Aprés centrifugation a vitesse maximale pendant 5 min, 1’échantillon
est traité selon le protocole fourni avec le kit. L’extrait d’ADN obtenu est dosé au nanodrop et
on s’assure de sa pureté a 1’aide des valeurs Aye0/Azso €t Azso/Azso.

3.2.5. Séquencage

Lorsqu’un doute persiste pour 1’identification de 1’espéce d’une souche, ’ADN est
extrait et le gene EF-1a est séquencé. Pour cela, on amplifie ce géne par PCR pour I’ADN de
la souche. Le mix de réaction est composé des deux amorces Efl et Ef2 (0,45 uM chacune),
de 2 uL de I’échantillon d’ADN, de solution tampon polymérase 1X, de MgCl, a 2 mM, de
dNTP a 2 mM chacun, de 0,5 U de Diamond® Taq Polymerase et d’eau ultra-pure (QSP 20
puL). Le thermocycleur dénature a 95°C pendant 10 minutes, puis il y a 35 cycles de
dénaturation, hybridation et synthése avant la synthese finale a 72°C. Les produits de PCR
sont visualisés et quantifiés par €lectrophorese sur gel d’agarose a 1,5%.

Enfin, les produits de PCR sont envoyés a Beckman Coulter Genomics™ (Royaume-
Uni) pour séquencage. Les séquences sont alignées et corrigées avec le logiciel Sequencher”.
Les séquences ainsi obtenues sont comparées avec des séquences de références disponibles
sur le sitt BLAST® du NCBI.

3.3. MGLT

Les extraits d’ADN sélectionnés dont la liste figure en Annexe 2, ont ét€¢ envoyés a
I’Université de Peoria (Etats-Unis), Bacterial Foodborne Pathology & Mycology Research
Unit. Cette unité de recherche de ’'USDA est dirigée par le Dr. Todd J. Ward. Ce laboratoire
dispose d’une technique permettant la caractérisation simultanée du chémotype et de I’espece
d’une souche de F. graminearum s.l. a partir de son ADN. Il s’agit de « Multilocus
Genotyping Assay » utilisant la technologie Luminex (Luminex Corporation, Austin, TX).

? Logiciel développé par la société Gene Code Corporation
* http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
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Figure 16 : Schéma de principe du MLGT (d’aprés Ducey et al., 2007)

La premiére étape consiste en une réaction d’amplification de type PCR multiplex de
I’ADN. Les génes amplifiés sont le géne Red, codant une réductase, le géne EF/-a, un géne
MAT, et les génes Tril01, Tril2, et Tri3 du cluster de génes Tri impliqués dans la biosynthése
des trichothécénes (Merhej et al., 2011). Les produits de PCR sont ensuite purifiés.

L’étape suivante de « Allele Specific Primer Extension» (ASPE) nécessite des sondes
congues sur la base de séquences des genes amplifiés précédemment. La technique
développée par le laboratoire utilise 41 sondes : deux pour le genre Fusarium, une pour la
production de trichothécénes B, deux pour le complexe d’espéces F. graminearum (FGSC),
deux par chémotype, deux pour chaque clade de FGSC et deux pour chacune des quatre
especes F. lunusporum, F. cerealis, F.culmorum, F. pseudograminearum et F. culmorum
phylogénétiquement proches de F. graminearum (figure X) (Ward et al., 2008).

Ces sondes sont fixées a des microsphéres xMAP (Luminex Corporation)
fluorescentes en polystyréne. Chacune de ces microspheres est marquée de fagon unique par
un mélange de colorants pour leur identification par laser. La réaction ASPE fixe des ANTP
associés de la biotine aux produits de PCR, ce qui les rend fluorescents. Les produits de PCR
s’hybrident ou non aux sondes et donc aux microspheres (figure 16). Les microspheres sont
ensuite « lues » par cytométrie de flux selon deux lasers. Le premier laser rouge permet
d’identifier la microsphere grace a sa fluorescence. Le second laser vert capte la fluorescence
émise par la biotine liée aux produits de PCR liés a la microspheére.

Chaque microsphéere correspond a une sonde. Ainsi, on associe a chaque sonde la
fluorescence émise par la biotine en cas d’hybridation. En révélant les sondes hybridées, on
obtient I’espece et le chémotype de 1’échantillon. De plus, a chaque chémotype ou espece sont
associées deux sondes correspondant a deux genes différents ce qui permet de confirmer le
résultat du MLGT (Ward et al., 2008).
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4. RESULTATS

4.1. Niveau d’infection des échantillons

La figure 17 présente le pourcentage moyen de grains infectés par Fusarium spp. pour
chaque plante-hote dans les différentes régions de France. En effet, le nombre d’échantillons
dont nous disposions et leur répartition géographique sur le territoire frangais ont permis de
faire des regroupements régionaux pour l’analyse des résultats. Ces regroupements ont été
effectués en prenant en compte la proximité géographique et climatique et en essayant
d’obtenir la plus petite erreur-type possible avec un nombre satisfaisant d’échantillons par
regroupement. Les échantillons de mais dont nous disposions nous ont permis de faire quatre
regroupements : Centre (N=3), Rhone-Alpes (N=7), Alsace (N=6) et Aquitaine (N=6). Trois
regroupements ont pu étre réalisés avec les échantillons de blé : Nord (N=8), Sud-est (N=6) et
Sud-ouest (N=6). En raison du faible nombre d’échantillons d’orge disponibles (N=8) et de
leur répartition sur la France, il n’a pas été possible de les regrouper par région.

Les taux moyens d’infection des échantillons de blé (12,5%) et d’orge (13,8%) sont
moins importants que les taux moyens d’infection des échantillons de mais (22,2%). Les
échantillons de mais provenant de la région Aquitaine sont les plus infectés par Fusarium
(29,6%), ceux provenant d’Alsace sont les moins infectés (16,8%). Les échantillons de blé
provenant du Sud-est sont les plus infectés (12,3%), et ceux du Nord sont les moins infectés
(8,1%) par Fusarium spp.
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Figure 17 : Pourcentage moyen de grains de mais (orange), de blé (vert) et d’orge (bleu) infectés par Fusarium
spp. en fonction de la région
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4.2. Diversité des espéces de Fusarium
4.2.1. Especes de Fusarium majoritairement trouvées sur les plantes-hétes
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Figures 18 : Diversité des espéces de Fusarium isolées de blé, d’orge et de mais en 2011

La figure 18 présente la diversité des espeéces de Fusarium isolées de blé, d’orge et de
mais collectés en 2011. Sur ’ensemble des échantillons, 797 souches de Fusarium ont été
isolées, 243 proviennent du blé (N=20), 110 de I’orge (N=8) et 444 du mais (N=20). Au total,
le géne EF-1a de 144 souches de Fusarium a été séquencé afin de confirmer I’identité de ces
souches. Ces souches ont toutes ét¢ mises en collection et sont disponibles au sein du
laboratoire.

En ce qui concerne le blé, F. poae est I’espéce majoritaire (50,2%), suivie par F.
graminearum s.1. (31,3%), F. tricinctum (6,6%), F. avenaceum (4,9%) et F. proliferatum
(4,5%). Sur orge, les espéces majoritaires sont F. tricinctum (31,8%), F. poae (20,9%), F.
graminearum s.1. (15,5%), F. langsethiae (12,7%) et F. avenaceum (10,0%). Enfin, F.
graminearum s.l. (56,8%) est ’espece majoritaire isolée du mais, suivie par F. proliferatum
(19,4%), F. poae (10,8%) et F. temperatum (6,1%). Les autres especes isolées, mais, de facon
minoritaire, sont F. equiseti, F. sporotrichioides et F. temperatum sur blé, F. proliferatum, F.
equiseti, F. sporotrichioides et F. temperatum sur orge, et F. subglutinans, F. equiseti, F.
verticillioides, F. sporotrichioides, F. andiyazi, F. oxysporum sur mais. Au total, 14 especes
de Fusarium ont ainsi été isolées des céréales francaises en 2011.
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Nombre moyen de souches

4.2.2. Répartition des especes a I’échelle régionale
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Figure 19 : Espéces de Fusarium isolées de mais en fonction de la région
(Centre, N=3 ; Rhone-Alpes, N=7 ; Alsace, N=6, Aquitaine, N=6)

La figure 19 présente le nombre moyen de souches de chaque espeéce de Fusarium
isolées par échantillon de mais. F. graminearum s.l. constitue I’espece majoritaire isolée du
mais en 2011 en régions Centre, Rhone-Alpes et en Alsace. En Aquitaine, F. proliferatum est
I’espece prédominante. F. poae est la seconde espéce majoritaire en régions Centre et Rhone-
Alpes alors qu’il s’agit de F. gramienarum s.1. en Aquitaine et de F. proliferatum en Alsace.

Le test de Tukey (o = 0,05) met en évidence que davantage de souches de F.
proliferatum ont été isolées en Aquitaine que dans les autres régions. Cet effet serait du au fait
qu’un échantillon de mais parmi les 5 échantillons provenant d’Aquitaine est particuliérement
contaminé par F. proliferatum, 70% des souches de Fusarium isolées de cet échantillon étant
F. proliferatum. 11 n’a pas été possible de mettre en évidence statistiquement d’autres
différences significatives en fonction des régions.
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Figure 20 : Especes de Fusarium trouvées sur blé par région
(Nord, N=8 ; Sud-Ouest, N=6 ; Sud-Est, N=6)
Les barres d’erreur représentent les erreurs-type
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La figure 20 présente le nombre moyen de souches de chaque espeéce de Fusarium
isolées par échantillon de blé. Les especes prédominantes sur blé sont F. graminearum s.l. et
F. poae dans les trois régions. F. poae est majoritaire au Sud-est (en moyenne 55,8% des
souches de Fusarium isolées) et au Sud ouest (51,4%) tandis que F. graminearum s.l. est
prédominante dans le Nord (46,0%) (figure X). On observe des différences de diversité en
fonction des régions, la diversité la plus grande étant observée dans le Sud-est, avec la
présence de F. tricinctum (12,5%), F. proliferatum (9,7%), F. avenaceum (3,9%), F. equiseti
(1,9%), F. sporotrichioides (1,9%), F. temperatum (0,2%) et Fusarium sp. (0,2%). Le test de
Tukey (o = 0,05) met en évidence que davantage de souches de F. poae et F. tricinctum ont
été isolées au Sud-est qu’au Nord.

4.3. Diversité des espéces du FGSC et de leurs chémotypes
4.3.1 Diversité des espéces du FGSC

Dans un premier temps, 79 extraits d’ADN (cf. Annexe 2, souches identifiés en bleu)
de F. graminearum s.l. isolées de blé, orge et mais ont été envoyées au laboratoire de Todd J.
Ward pour analyse par MGLT afin de caractériser 1’espéce et le chémotype des souches. Les
résultats ont révélé que toutes les souches appartenaient a I’espeéce F. graminearum sensu
stricto.

Des extraits d’ADN supplémentaires correspondants a 103 souches de F.
graminearum s.1. (cf. Annexe 2, souches identifiées en jaune) ont été envoyés au laboratoire
de Todd J. Ward pour analyse par MGLT, mais nous ne disposons pas des résultats au
moment de la rédaction de ce mémoire. Les 103 souches ont été isolées d’orge (Bourgogne et
Champagne-Ardenne), de mais (Pays de la Loire, Rhone-Alpes, Alsace et Pyrénées-
Atlantiques) et de blé (Rhone-Alpes, Pyrénées-Atlantiques, Basse-Normandie et Bretagne).

4.3.2. Diversité des chémotypes
La figure 21 présente les chémotypes, définis par MLGT, des souches de F.
graminearum s.s. (N=79) isolées des trois plantes-hotes.

5,9

H 15-ADON
3-ADON
ENIV

N=49 N=20 N=10

Figure 21 : Chémotypes des souches de F. graminearum s.s. isolées de blé (N=49), orge (N=20) et mais (N=10).
Les résultats sont exprimés en pourcentage

Les souches de F. graminearum s.s. avec le chémotype 15-ADON sont majoritaires
quelque soit la plante-hote. Des souches avec un chémotype NIV ont été isolées de mais et
blé, mais pas d’orge. Les souches avec un chémotype 3-ADON n’ont été isolées que de
I’orge.

Il n’a pas été possible, pour I’instant, d’observer de différences régionales dans la
répartition des chémotypes car les souches proviennent toutes de Lorraine pour 1’orge et des
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Pyrénées-Atlantiques pour le mais. Les résultats que nous obtiendrons avec les 103 souches
supplémentaires devraient permettre d’observer si des différences régionales dans la
répartition des chémotypes existent.

5. DISCUSSION

5.1 Diversité du complexe fusarien sur blé, orge et mais
5.1.1. Sur blé

Les especes de Fusarium majoritaires sur blé en 2011, F. poae suivie par F.
graminearum s.1., F. tricinctum et F. avenaceum sont les mémes que celles obtenues au cours
d’une étude menée en 2002 en France (Ioos ef al., 2004). En revanche, des différences
concernant les espeéces minoritaires sont observées entre 1’é¢tude menée en 2002 (loos et al.,
2004) et notre étude. Ces différences peuvent étre attribuées a des conditions climatiques
différentes en 2002 et en 2011, aux régions différentes ou les échantillons ont été collectés,
mais aussi des différences dans les pratiques culturales, les variétés de blé, les traitements
fongicides. De plus, au cours de 1’étude menée en 2002, les souches avaient été identifiées
morphologiquement, alors que les identifications morphologiques de certaines souches de
notre étude ont été confirmées par séquencage.

F. poae, espéce majoritaire isolée du blé en France en 2011 et 2002 (Ioos et al., 2004),
est la quatriéme espéce majoritaire isolée de blé en Allemagne au cours d’une étude menée
entre 2006 et 2009 (Talas et al., 2011). De plus, au cours de 1I’étude menée par Talas et al.
(2011), F. culmorum et F. sporotrichioides représentent deux espéces majoritaires isolées du
blé¢ en Allemagne alors qu’elles sont respectivement quatrieme et cinquieéme en France en
2002 (Ioos et al., 2004) et que seulement 2 souches de F. sporotrichioides et aucune de F.
culmorum ont été isolées de nos échantillons de blé¢ en 2011.

Les conditions climatiques influencent fortement la répartition des espeéces de
Fusarium et pourraient ainsi jouer un rdle dans les différences de diversité des especes de
Fusarium observées en France et en Allemagne. F. graminearum s.l., bien que tolérante aux
conditions climatiques, est une espéce majoritaire en Europe centrale et en Europe de 1’Ouest
alors qu’elle est peu présente dans les pays du nord de I’Europe (Parikka et al., 2012).
Cependant, I’émergence de F. graminearum s.l. a été observée au Danemark entre 2001 et
2012 (Parikka et al., 2012), au détriment de F. culmorum et F. avenaceum, deux especes
majoritaires sur blé et orge en climat humide tempéré froid. F. poae est une espece favorisée
par un climat chaud et sec et ’on observe que plus de souches de F. poae ont été isolées
d’échantillons de blé provenant du sud-ouest et du sud-est que du nord de la France en 2011
(figure 20).

5.1.2. Sur orge

En 2002 (Ioos et al., 2004), les especes majoritaires sur orge étaient F. avenaceum, F.
graminearum s.l., F. poae et F. culmorum (figure 18) alors qu’en 2011 il s’agit de F.
tricinctum suivie par F. poae, F. graminearum et F. langsethiae. Pour 1’é¢tude menée en 2002,
les échantillons provenaient pour moiti¢ de Lorraine et pour 1’autre moiti¢ de Picardie. Dans
notre ¢tude, les échantillons d’orge provenaient de Champagne-Ardenne (N=4), de Cote-d’Or
(N=1), et du Loiret (N=3). La différence de diversité¢ et d’espeéces majoritaires entre ces deux
¢tudes menées en France pourraient provenir des conditions climatiques différentes mais
¢galement des lieux de récolte des échantillons différents.
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Figure 22 : Espéces de Fusarium trouvées sur orge (N=28) en France en 2002 (loos et al., 2004)

F. tricinctum est considérée comme assez commune sur blé et orge dans le nord de
I’Europe mais sa présence est treés variable d’une année sur ’autre (Yliméki et al., 1979) ce
qui peut expliquer que ¢’est une espece majeure sur orge dans notre étude alors qu’elle n’était
que la cinquiéme espéce majoritaire sur orge en 2002 (loos et al., 2004).

F. langsethiae est une espéce décrite récemment (Torp et Nirenberg, 2004) qui étaient
auparavant identifiée comme F. poae et surnommée « powdery poae » ce qui explique qu’elle
n’a pas pu étre identifiées en 2002. Cette espéce est considérée comme la principale
productrice de trichothécénes A en Europe du Nord (Parikka ef al., 2012). Ces trichothécenes
altérent la qualité du maltage du grain puisqu’ils inhibent la germination des grains (Vegi et
al.,2011).

Enfin, notons qu’une souche de F. temperatum a été isolée d’un échantillon d’orge
provenant du département de la Marne et de blé provenant du département du Rhone. Cette
espeéce a récemment été décrite sur mais en Belgique par Scauflaire ef al. (2011a), c’est la
premicre fois que cette espece est isolée d’orge et de blé.

5.1.3. Sur mais

F. graminearum s.1. est I’espece majoritaire sur mais en France en 2011, ce qui est en
accord avec une ¢tude menée en Belgique en 2005-2008 (Scauflaire et al., 2011b) et en
Allemagne en 2006-2007 (Goertz et al., 2010). C’est également une espéce majoritaire sur
mais en Argentine (Sampietro ef al., 2010) et en Suisse (Dorn ef al., 2008). La faible présence
de F. verticillioides sur mais en France en 2011 est en contradiction avec des études menées
en Argentine (Sampietro et al., 2010) et en Allemagne (Goertz et al., 2010) ou F.
verticillioides était I’espéce majoritaire, mais elle est en accord avec les résultats obtenus en
Belgique (Scauflaire ef al., 2011b). F. proliferatum est une espece dominante sur mais en
France en 2011, comme en Allemagne en 2006-2007 (Goertz et al., 2010), mais pas en
Belgique en 2005-2008 (Scauflaire et al., 2011b) ou c’est une espece minoritaire.

L’importance des especes F. temperatum, F. equiseti et F. oxysporum est semblable en
France et en Belgique (Scauflaire er al., 2011b). F. temperatum est une espece décrite
récemment (Scauflaire et al., 2011a), morphologiquement et phylogénétiquement proche de
F. subglutinans. F. temperatum semble plus présente que F. subglutinans sur mais (Scauflaire
et al., 2011b). De plus, a l'instar de F. subglutinans, elle produit des fumonisines, de la
moniliformine, de la beauvericine et des enniantines (Scauflaire et al., 2012). C’est donc la
premiere fois que des souches de Fusarium isolées en France sont identifiées comme F.
temperatum.
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Au contraire, F. poae et F. subglutinans sont des especes importantes en France alors
qu’elles sont peu ou pas présentes en Belgique (Scauflaire et al., 2011b) et en Allemagne
(Goertz et al., 2010). F. cerealis et F. culmorum isolées de mais en Belgique (Scauflaire ef al.,
2012) n’ont pas été isolées en France en 2011.

5.1.4. Les espéces du FGSC et leurs chémotypes

L’espece F. graminearum s.s. semble prédominante en France, d’aprés nos résultats
obtenus sur 79 souches pour I’instant, ce qui est en accord avec les résultats obtenus en
Allemagne sur bl¢é et mais (Talas et al., 2011), mais également au Canada (Ward et al., 2008),
en Afrique du Sud (Boutigny et al., 2011), au Brésil (Astolfi et al., 2011) et en Argentine
(Alvarez et al., 2011). Aucune autre espéce du complexe F. graminearum n’a pu étre
identifiée pour I’instant, 103 souches étant toujours en cours d’analyse. Alors que les 3
chémotypes sont présents parmi les souches de F. graminearum s.s. frangaises, le chémotype
15-ADON est majoritaire indépendamment de la plante hote, ce qui est en accord avec les
résultats d’une étude menée en Italie sur blé (Prodi ez al., 2011) et ceux d’une étude menée en
Allemagne sur blé (Talas ef al., 2011).

5.1.5. Changement climatique

Tous les modéles climatiques s’accordent sur une augmentation de la température
moyenne mondiale. Une augmentation de 1°C de la température moyenne mondiale a pu étre
observée au cours du XX° siécle (Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC, 2007)
ce qui accroitrait I’importance de F. graminearum s.l. au détriment d’espeéces comme F.
culmorum ou F. avenaceum qui se développent préférentiellement en zones tempérées froides
(Parikka et al., 2012). On assiste bien a 1’émergence de F. graminearum s.l., espece tres
tolérante aux conditions climatiques, en France entre 2002 et 2011, et plus généralement en
Europe (Talas et al., 2011 ; Parikka et al., 2012). Ces conditions devraient également étre
favorables a I’émergence de F. subglutinans, F. verticillioides et F. temperatum (Parikka et
al., 2012). De plus, le réchauffement climatique est favorable aux especes productrices de
NIV, comme F. poae. Son émergence est déja observée en Norvege (Parikka et al., 2012) et
elle est I’espece majoritaire sur blé en France en 2011.

Le changement climatique affecte également la répartition des especes du FGSC. Dans
les provinces de I’ouest du Canada, la fréquence du chémotype 3-ADON a été multipliée par
14 entre 1998 et 2004, ce qui représente 27,4% des souches analysées (Ward et al., 2007).
L’accroissement de la température moyenne mondiale et en particulier en Europe pourrait
donc voir I’émergence d’un chémotype.

5.2. Effet des pratiques culturales

Les pratiques culturales sont un facteur fondamental dans le processus d’infection de
Fusarium et donc dans la présence de maladies. Les techniques culturales simplifiées (TCS)
préconisent peu ou pas de travail du sol, ce qui laisse les résidus de culture en surface. Ces
résidus de culture constituent un substrat favorable au maintien de Fusarium sous forme de
péritheces pendant I’hiver (Pereyra et al., 2004), notamment F. graminearum et F. culmorum
(Xu, 2003) qui pourront ainsi coloniser la culture nouvellement implantée au printemps
(figure 4). Enfouir les résidus de culture permet de limiter la présence de 1I’inoculum primaire
qui est fondamental pour I’installation du parasite.
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Conclusion

La connaissance des especes de Fusarium majoritaires sur céréales permet de mieux
appréhender le risque sanitaire que constitue la production de mycotoxines par ces
champignons et de mettre en place des moyens de lutte adaptés en prenant en compte des
facteurs tels que le climat. De plus, I’observation d’espéces et de chémotypes émergents
permet de prévenir le risque d’infection par les pathogeénes et de contamination des aliments
par les mycotoxines. La connaissance des especes de Fusarium majoritaires sur céréales
permet également d’orienter la sélection variétale et le choix des PPP. En effet, en France
actuellement, les PPP utilisés sur blé et orge comme moyens de lutte contre la fusariose sont
formulés pour contrer principalement F. graminearum alors que F. poae est une espéce
majoritaire sur blé et que F. tricinctum est majoritaire sur orge.

6. PERSPECTIVES
6.1 Etude du FGSC en France

L’étude que nous avons menée pour la caractérisation des especes du FGSC et de leurs
chémotypes est la premiere de ce type en France. Une étude de 2012 au Danemark met en
évidence I’émergence du chémotype 15-ADON chez F. graminearum s.l. depuis 1957
(Nielsen et al., 2012). 11 s’agirait donc de poursuivre notre étude par I’analyse des especes et
chémotypes de souches de F. graminearum s.1. plus anciennes afin d’observer si I’on assiste a
I’émergence du chémotype NIV en France. Il serait également intéressant de reconduire notre
é¢tude a I’avenir afin d’observer la dynamique des populations de Fusarium du fait du
changement climatique.

6.2 Fusarium temperatum

Ne pouvant pas distinguer morphologiquement les souches de F. subglutinans et de F.
temperatum, elles ont toutes été s€quencées. Dans notre étude, F. temperatum apparait comme
la quatrieme espece majeure sur mais et représente 6,1% des 444 souches de Fusarium isolées
de mais. Une ¢tude menée en Belgique place cette espeéce comme la cinquieme majoritaire sur
mais (Scauflaire et al.,, 2011b). Nous avons isolé une souche de F. temperatum d’un
échantillon de blé provenant du département du Rhone et une autre sur un échantillon d’orge
provenant de la Marne. Nous ne pouvons conclure a I’émergence d’une telle espece car ayant
été décrite tres récemment, des études plus anciennes ont pu assimiler les souches de F.
temperatum aux souches de F. subglutinans. 1l conviendrait donc de séquencer des souches
anciennes identifiées comme F. subglutinans afin de conclure a I’émergence ou non de cette
espece en France.

6.3 Diversité de F. poae

Nos résultats mettent en évidence I’importance de F. poae sur les trois plantes-hotes.
De plus, cette espece est considérée comme principale productrice de NIV dans les pays
d’Europe du Nord (Stenglein, 2009) dont la toxicité est importante. Lors de la détermination
morphologique des especes de nos isolats de Fusarium sur PDA et SNA, nous avons
remarqué une certaine diversité dans la morphologie des souches de F. poae. Cette diversité
est notamment mise en évidence par la couleur des souches sur PDA allant du beige au rouge.
Toutefois, nous n’avons pas pu observer de différence quant a la morphologie des micro- ou
macroconidies au microscope photonique.
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Tout comme F. graminearum est considérée comme un complexe d’especes depuis les
années 2000, F. poae pourrait étre un complexe d’espeéces qu’il s’agirait de décrire
notamment par I’analyse du polymorphisme de plusieurs genes tels que EF-/a, des génes Tri,
RED, ou encore MAT comme cela a été le cas pour F. graminearum (O’Donnell et al., 2000).
A notre connaissance, aucune étude de ce type n’a déja été menée. Notons que ’espece F.
langsethiae décrite pour la premiere fois en 2004 étaient identifiée auparavant comme F. poae
(Parikka et al.i, 2012) ce qui suggere 1’existence d’un complexe d’especes.

Les 193 souches de F. poae que nous avons isolées sont en collection ce qui permettra
d’en extraire I’ADN et de séquencer des génes tels que ceux cités précédemment. L’analyse
du polymorphisme de ces genes permettra la construction d’un arbre phylogénétique qui
pourrait permettre d’identifier des clades parmi les souches de F. poae.
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ANNEXE 1

Composition des milieux de culture

DCPA
Pour 1L (2)
Bactopeptone 15
MgSO4(H,0), 0,5
K,HPO, 1
Chloramphenicol 2
Dichloran 1
Crystal violet 1
Agar 15

PDA
Pour 1L (2) SNA

Amidon de 4 Pour 1L (2

pomme de terre K,HPO, 1

Dextrose 20 KNO; 1
Agar 15 MgSO,(H,0), 0,5
KCl 0,5
Glucose 0,2
Saccharose 0,2

Agar 20

ANNEXE 2

Liste des extraits d’ADN de F. graminearum s.l. analysés par MLGT

Plante-hote

Région d'origine = Nombre d'échantillons

Ile de France 9
Languedoc-Roussillon 33
Auvergne 7
Drome 5
Essonne 2
Tarn 3
Eure-et-Loir 4
BLE Puy-de-Dome 4
Ille-et-Vilaine 3
Rhone 1
Calvados 2
Tarn 4
Gers 1
Total : 79
Sud-Ouest 9
Puy-de-Dome 1
Finistére 1
- Loir-et-Cher 14
MAIS Rhéne-Alpes 22
Haut-Rhin 17
Pyrénées-Atlantiques 17
Total : 83
Ardennes 8
Lorraine 12
ORGE Marne 5
Cote d'Or 3
Total : 30
TOTAL : 172
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RESUME

La fusariose est une phytopathologie affectant les céréales qui impacte le rendement et la
qualité¢ du grain. La plupart des especes de Fusarium, agents de la fusariose, produisent des
mycotoxines les plus répandues étant les trichothécénes dont le déoxynivalénol, le nivalénol,
la zéaralénone et les fumonisines. Aucun recensement de la diversité des especes de Fusarium
retrouvées sur mais n’a été fait en France jusqu’a présent. De plus, Fusarium graminearum
est considérée comme I’espéce de Fusarium majeure sur céréales et produit des
trichothécenes. Elle est considérée depuis les années 2000 comme un complexe de 15 especes
produisant différents trichothéceénes de type B. L’objet de cette étude est donc de caractériser
la diversité des especes de Fusarium présentes sur blé, orge et mais puis de caractériser par
MLGT les especes et chémotypes de F. graminearum s.l. trouvées sur ces plantes-hotes, ce
qui n’avait jamais €té fait en France auparavant. Les especes F. graminearum et F. poae sont
majoritaires sur céréales en France. Toutes les souches de F. graminearum s.l. analysées sont
F. graminearum s.s. et la majorité ont un chémotype 15-ADON.

Mots-clés : Fusarium, fusariose, mycotoxines, trichothécénes, DON, NIV, Fusarium
graminearum, MLGT, fumonisines, zéaralénone

TITLE : Characterisation of the diversity of Fusarium species and their mycotoxigenic
potential on French cereals

ABSTRACT

The Fusarium species are responsible of a major cereal disease called Fusarium Head Blight
or Ear Rot. It causes yield losses and contaminated grain with mycotoxins such as
trichothecenes. No study on the diversity of Fusarium species diversity on cereals has already
been done in France. F. graminearum is now considered as a species complex with fifteen
species producing different mycotoxins. We characterized Fusarium species diversity on
cereals, and then determined F. graminearum s.. species and their chemotypes. F.
graminearum s.l. and F. poae are the main species on the 797 Fusarium strains isolated from
wheat, barley and maize grain. Moreover, all F. graminearum s.l. isolates are F. graminearum
and 15-ADON is the main chemotype for the three host-plants.
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