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Introduction

Le blé constitue une céréale d’importance primordiale a travers le monde, d’un point de
vue économique et en tant que denrées alimentaires pour I’homme. En Algérie, la
céréaliculture revét une importance majeure dans I'économie nationale par I’importance des
superficies occupées et par son poids dans la réalisation de la sécurité alimentaire Zaghouane
et al. (2006). Par ailleurs, les blés (dur et tendre) représentent la consommation alimentaire de
base dans le pays. La consommation moyenne annuelle est estimée a 207 kg/habitant, derriére
le Maroc (210 kg) et la Tunisie (232 kg) (Hamadache, 2013). En dépit de I’importance
socioéconomique des blés, 1’ Algérie n’a cessé d’enregistrer un déficit céréalier systématique
qui est comblé chaque année par des importations (Rastoin et Benabderrazik, 2014). Bien que
différentes mesures aient été prises pour améliorer la production nationale des blés et assurer
notre sécurité alimentaire en cette denrée de base, la qualité des grains recoltés continue a étre
appréciée sur la base du poids spécifique, de I’humidité, des taux de métadinage et des
impuretés (Zaghouane et al., 2013). Or, la qualité sanitaire des grains récoltés dépend
étroitement de la présence de moisissures et de leurs mycotoxines (cahagnier, 1998). Ces
contaminants biologiques constituent actuellement un probléme majeur de sécurité sanitaire
des aliments. Parmi les probléemes phytosanitaires affectant la qualité des grains de blé, la
fusariose de 1’épi ou Fusarium Head Blight (FHB) est connue comme 1’'une des maladies les
plus destructrices dans les principales zones de production du blé a savoir 1I’Europe et

I’ Amérique du Nord (Bottalico et Perrone, 2002).

L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de rendements

considérables et a I’altération de la qualité des grains par les mycotoxines (Lori et al., 2009).
Parmi les fusariotoxines présentes sur blé, les trichothécenes, la zeéaralénone et les
fumonisines sont les plus rencontrées. Nous nous intéressons dans ce travail particulierement
aux trichothécenes de type B ou TCTB sont le déoxynivalénol (DON) et ses formes acétylées
(3 ADON) et (15 ADON), le nivalénol (NIV) et sa forme acétylée, la fusarénone X (FX)
(Balzer et al., 2004, Bennett et Klich, 2003, Sweeney et Dobson, 1999).

L’espéce F.culmorum, majoritairement présente dans le blé en Algérie, produit des
mycotoxines appelées trichothécenes de type B (Touati-Hattab et al., 2016 ; Laraba et
al.,2017).

A I’heure actuelle, en cas de conditions climatiques favorables a contamination par Fusarium

et au développement de la maladie, il n’existe pas de stratégie suffisamment efficace
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permettant de garantir des niveaux de trichothécénes acceptables dans les récoltes. Les
fongicides de synthese utilisées pour combattre Fusarium et limiter la contamination en
mycotoxines ne sont pas suffisamment spécifiques et sont susceptibles d’induire un
déséquilibre de la population fongiques en faveur, des espéces toxinogeénes les plus
productrices en toxines. Par ailleurs, le risque sanitaire lié¢ a I’utilisation excessive de ces
fongicides n'est pas négligeable (Soro S . ,2010).

Dans des travaux il a été rapport¢ qu’une sensibilit¢ différente a I’accumulation de
mycotoxines au sein des variétés de blé dur disponibles est connue. les plantes pourraient
réduire 1’accumulation des mycotoxines en inhibant leur biosynthése sous 1’action de
composés endogenes des grains. Ces composés pourraient étre constitutifs des grains ou
induits en réponse a I’infection par le pathogene. Actuellement, différents composés avec des
propriétés antioxydantes, comme les composés phénoliques, des peptides ou les caroténoides
ont été décrits comme des composés "modulateurs” de la biosynthése des mycotoxines.
(boutigny, 2007).

Les biofongicides regroupent 1’ensemble des molécules naturelles ayant une efficacité vis-a-vis des
champignons. Vis-a-vis de Fusarium, il serait intéressant d’employer des molécules a effet
antifongique avéré mais aussi capable de cibler spécifiquement les voies de toxinogénese.

Certains composés phénoliques pourraient remplir ces critéres.

Dans ce contexte, la question scientifique :

Dans les grains, plusieurs acides phénoliques sont présents simultanément a des
concentrations différentes. Dans ces conditions, quel est leur effet sur la croissance
fongique et la biosynthese des toxines par Fusarium ?

Des extraits naturels et acide phénoliques reconstitués ont été testés in vitro a différentes
concentrations vis-a-vis de la croissance mycélienne et mycotoxinogenese de deux souches de
F. culmorum de chémotypes différents et une souche de F.graminearum.

L’étude in vitro de tels composés pourrait permettre de sélectionner des variétés pour leur

composition plus ou moins riches en composés modulateurs de la mycotoxinogenese.
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1.1.Le blé

Le blé (genre Triticum, famille des Poacées) est une céréale originaire du croissant
fertile. Cette ressource a d’abord été utilisée par ’homme, il y a plus de 10000 ans,
grace a la cueillette dans les espaces sauvages. Entre -8900 et -7500, la culture du blé a
¢été instituée passant d’un usage sauvage de la plante & un usage domestique. Cette
culture s’est étude a 1’ Asie centrale, a I’Europe du sud et a I’Egypte entre -7500 et -6200
(Feldman et Millet, 2001).

Le bl¢ est aujourd’hui une céréale primordiale a travers le monde, aussi bien sur le
plan économique que sur celui de 1’alimentation. On parle souvent du blé tendre
(Triticum aestivum L. ssp. aestivum) et du blé dur (Triticum turgidum L. ssp. durum
Desf. Husn.) qui sont les deux espéces les plus communément cultivées du fait de leur
exigences peédoclimatiques et de leur qualités biochimiques et techniques répondant a

des besoins alimentaires complémentaires.

Le blé dur se distingue du blé tendre par son grain a albumen vitreux avec une
amande dure et sa plus forte teneur en protéines. Le blé dur est tétraploide avec un
équipement chromosomique 4n=28 chromosomes alors que le blé tendre est hexaploide,

avec 6n=42 chromosomes (Feillet, 2000).
1.1.1. Importance économique

Le blé est la deuxieme plante cultivée au monde en termes de quantités (653
millions de tonnes en 2010), derriére le mais (826 millions de tonnes), et la premiére en

termes d’échanges commerciaux (125 millions de tonnes échangées en 2010 (FAO,

2011).

La production mondiale de blé a presque triplé en I'espace de 44 ans, passant ainsi
de 222 millions de tonnes en 1961 a plus de 626 millions de tonnes en 2005. Au 6
octobre 2016, les prévisions de I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et
I'agriculture (FAQO) établissaient la production mondiale de blé en 2016-2017 a 742
millions de tonnes et sa consommation estimée a 730,5 millions de
tonnes.(source:https://www.planetoscope.com/cereales/191-production-mondiale-de-
ble.html).Si I'on se référe aux etudes et aux projections publiées par la FAO qui

prennent en compte le développement demographique mondial, les besoins devraient
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encore s'accroitre dans les années a venir, pour atteindre sans doute 1000 millions de

tonnes de blé en 2020 (source :http://www.unctad.org/infocomm/francais/ble/plan.htm).

En Algérie, la céréaliculture a une importance stratégique puisqu’elle est a la base
de la sécurité alimentaire du pays, le blé dur et le blé tendre sont les céréales les plus

cultivées pour I’alimentation humaine (Fourar, 2015).

Le blé est cultivé a travers I’ensemble des zone agro-écologiques, mais il est
essentiellement localisés dans les régions semi-arides et méme arides et donc, soumis
aux aléas climatiques qui qui pénalisent fortement les niveaux de productivité et par la

méme occasion la production (Boulal et al., 2007).

La superficie occupée par le blé dur en 2010 avoisine 1,1 millions d’hectare et le
rendement moyen est de 15,3qx/ha, tandis que le blé tendre occupe une superficie
réduite qui avoisine 0,5 million d’hectare et le rendement moyen est de 13,9qx/a
(MADR ,2010). (Tableau 1).

La production des céréales en Algerie est marquée par une forte irrégularite, elle-
méme conditionnée par les aléas climatiques .Ainsi, sur les 40 derniéres années, on
enregistre un écart de 1 a 5 entre une année calamiteuse (9,7 millions de g en 1994) et
une année d’abondance (52,5 millions de q en 2009). Cependant, les progrés technico-
économiques, s’ils ne parviennent pas a stabiliser la production du secteur, ont permis
de I’augmenter signifie activement : la moyenne décennale a ainsi presque doublé entre
1981-90 (18,2 millions de q) et 2001-2010 (34,9 millions de q), avec une progression
réguliere qui a permis d’accompagner la progression démographique (de 19 a 38

millions d’habitants entre 1980 et 2012) (Rastoin et al., 2014).
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Algérie dans les années 2009 et 2010

Tableau 1: Les superficies, la production et le rendement du blé dur et du blé tendre en

Annee Culture Superficie Production Rendement
(ha) (ax) (ax/ha)

2009 Blé dur 1262842 20010378 15,8

Blé tendre 585733 9520791 16,3
2010 Blé dur 1181774 18089739 15,3

Blé tendre 573954 7962041 13,9
Taux Blé dur -6 -10 -3
d’accroissement | Blé tendre -2 -16 -15
2009/2010

(MADR ,2010).

1.1.2. Caractéristiques morphologiques

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre triticum de la famille des
gramineae. C’est une céreale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé
caryopse, constitué d’une graine et de téguments. Les deux especes les plus cultivées

sont le blé tendre (triticum aestivum) et le blé dur (trticum durum) (Soltner, 1990).

Le blé dispose, au cours de son développement, de deux systemes radiculaires
successifs (Belaid 1996). Le systéme radiculaire primaire, est constitué d’une racine
principale et Le systéeme radiculaire secondaire ou tallage (ou systeme coronaire)

La tige creuse ou chaume constitue le systéme aérien, dont les entre-nceuds ne se sont
allongés qu’a la montaison, porte des feuilles engainantes a nervures paralléles (Belaid,
1996 ; Soltner, 2005).

1.1.3. Legraindu blé

Le grain de blé est un caryopse nu constitué d'un albumen représentant 80 a 85%
du grain, d'enveloppes de la graine et du fruit (13 a 17% du grain) tandis que le germe

n'est composé que de 3%.(Soltner, 2005).
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1.1.3.1. Composition du grain :

Toutes les céréales présentent les mémes constitutions a savoir : enveloppe,
amande farineux et germe de la future plantes dont le blé. Ce qui difféere est le
pourcentage de la répartition des différents constituants chimiques, que ce soit a

I’intérieur des différentes parties de la graine (tableau). (Roudant et al, 2005)

Le grain est principalement constitu¢ d’amidon (environ 70%), de protéines (10
a 15%) et de pentosanes (8 a 10%) et contient aussi en faibles quantités des lipides, de
la cellulose, des sucres libres, des minéraux et des vitamines (Feillet, 2000). Les sons de
blé sont constitués principalement de polysaccharides, incluant des arabinoxylanes, des
xyloglucanes et de la cellulose, mais contiennent aussi des quantités significatives

d’acides phénoliques, de lignine et de protéines (Parker et al., 2005).

Tableau 2 : Composition des différentes parties du grain (Roudant et al, 2005)

Partie du grain % du Composition en pourcentage
grain
Enveloppes 9% Cellulose : >20
Assisse 8% Protide : 20, lipides : 9, minéraux : 16 vitamines
protéique
Albumen 80% Amidon : 72, protides : >10, gluten
Embryon 3% Protide : 26, lipides: >10, glucide : 10, minéraux : 4.5,
vitamines
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Figure 1: Structure d'un grain de blé DEWALQUE Marc.

(Janvier 2012).
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Figure 02: Constitution histologique d’un grain de céréale (Godon et willm, 1991).
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1.1.4. Pathologie de la plante :

Le blé peut étre attaqué par de nombreuses maladies a différents stades de son
développement, ces attaques peuvent occasionner des pertes importantes (Ezzahiri,
2001). Selon Feliachi (2002) une estimation sur les pertes causées par les ennemis du
blé que soit lors de la récolte ou lors du stockage est voisine de 30%. Cette
dépréciation est le résultat de 1’existence de plusieurs agent tels que les champignons,

les virus, les bactéries, les nématodes et les adventices.

Les maladies fongiques ont une influence sur le rendement puisquelles
contaminent pour certaines une partie de la feuille voire la totalité (ex : la septoriose) ce
qui inhibe le rendement photosynthétique. Certaines maladies affectent les épis et les
grains (ex : la carie, le charbon et la fusariose). De plus, certaines especes fongiques
synthétisent des mycotoxines qui s’accumulent dans les grains, c’est le cas pour la

plupart des espéces responsables de la fusariose.
1.2. La fusariose du blé

La fusariose est une maladie fongique qu'on trouve sur toute une gamme d'hotes,
dont le blé, I'orge, I'avoine, le mais, le seigle et les herbages graminées (Richard, 2004 ;
Wegulo et al., 2008 et Mathieu et al., 2012). La fusariose est causée par le genre
Fusarium et Microdochium ou les symptomes sont décelables peu apres la floraison
(Simpson et al., 2001). Les principales espéces communes responsables des fusarioses
sur blé sont : F. graminearum, F culmorum, F. avenaceum, F.poae, et Microdochium
nivale (anciennement nommée Fusarium nivale) (Parry et al., 1995 ; Miedaner, 1997 ;
Tekauz et al., 2000 ; Brennan et al., 2003).

Dans des conditions climatiques favorables, la fusariose peut attaquer tous les organes
du blé et a tous les stades de développement, depuis les racines jusqu’aux épis,
engendrant trois types de maladies (Parry et al., 1995):

_ La fonte de semis (seedling blight)

_ Le piétin fusarien (foot rot, crown rot)

_ L’échaudage des épis ou la fusariose de 1’épi (Fusarium Head Blight)

Nos travaux sont centrés sur la fusariose de I’épi. Cette maladie a été décrite pour la

premiére fois en 1884 en Angleterre sous le terme « Fusarium Head Blight » ou
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« FHB », et a pris une ampleur considérable ces dernieres années en Asie, au Canada,
en Europe ou encore en Amérique du Sud (Goswami et Kistler, 2004). La maladie a été
identifiée comme un facteur majeur limitant la production du blé dans plusieurs parties
du monde (Stack, 2000).

La fusariose des épis de blé est caractérisée par le flétrissement des épis et une
sénescence prématuree, les épis apparaissent alors blanchatres (Mascheret al., 2005), les
grains de blé fusariés sont petits, 1égers, ridés et parfois couverts d’un duvet blanc ou
rose. Si I’infection est plus tardive, les grains peuvent étre de taille normale mais ils se

décolorent en rose (Champeil et al., 2004 ; McMullen et al., 2008).

1.2.1.L’importance économique :

La fusariose est attribuée aux pertes de rendements considérables et a
’altération de la qualité des grains (Pirgozliev et al., 2003). Aprés inoculation d’épis de
blé par F. culmorum, Hani (1981) a observé des pertes de rendement de 60%. Au cours
d’études menées en champs avec du blé infecté artificiellement, Arseniuk et al., (1993)
ont observé que le poids de 1000 grains, le nombre de grains par épi et le poids moyen

des épis étaient réduits de 15%, 18% et 22% respectivement.

La fusariose affecte également les qualités nutritives et technologiques des
grains, ce qui a des conséquences néfastes lors des processus de transformations
industrielles des grains. Il a ét¢ mis en évidence que ’invasion du grain de blé par F.
graminearum entrainait la dégradation des grains d’amidon, des protéines de réserve et

des parois cellulaires (Bechtel et al., 1985).

Dexter et al. (1997) ont observé que les farines issues d’échantillons de blé
contenant des grains contaminés par Fusarium présentaient des qualités de panification
(cuisson) non satisfaisantes. La fusariose peut également diminuer la qualité des futures
semences. En effet, semer des graines de céréales infectées par Fusarium peut entrainer
des symptomes de fontes de semis et des symptdmes de fusariose de la tige chez les

plantulesns (Pirgozliev et al., 2003).
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Figure 3: Symptomes de la fusariose de 1’épi du blé; les épis montrent plus ou moins
d’épillets affectés ( Quenneville et Lauzo 2017)

Grains fusariés roses

Grains fusariés ridés

Figure 4 : Grains de blé fusariés

(Boutigny 2007)
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1.2.2. Le pathogene principal responsable de la fusariose : Fusarium

La fusariose de 1’épi peut étre causée par une vingtaine d’espeéces du genre

Fusarium et une espece du genre Michrodochium (Arseniuk et al., 1999).

Les Fusarium sont des champignons filamenteux imparfaits appartenant a la
classe des Deutéromycétes. Ce genre fongique comprend plus de 100 especes, dont
plusieurs sont phytopathogénes. Les plus fréquemment retrouvées sur blé sont Fusarium
culmorum et Fusarium graminearum qui produisent des trichothécenes B et de la
zéaralénone. (Bennett et Klich 2003 ; Kristensen et al., 2005 ; Champeil et al., 2004).
Au sein des espéces F. graminearum et F. culmorum, les souches ont des capacités trés

différentes a produire des trichothécenes B.

L’analyse de la bibliographie de ces derniéres années permet la représentation
schématique de la flore fusarienne sur blé en Europe décrite sur la figure 8 (Bottalico et
Perrone, 2002 ; Waalwijk et al., 2003 ; loos et al., 2004 ; Rohacik et Hudec, 2005 ;
Schollenberger et al., 2007). Les espéces F. graminearum, F. avenaceum et F. poae
sont prédominantes. Puis, les espéces F. culmorum, F. tricinctum et F. sambucinum sont

également importantes.

Les résultats de I'enquéte réalisée en Algérie durant les années 2012-2013 et 2014
ont montré que F. culmorum est I’espéce prédominante observée en Algérie sur le blé,
suivi par le Microdochium nivale et Fusarium pseudograminearum qui a été observé
également assez fréqguemment. Des especes plus minoritaires comme F. graminearum,

F. sporotrichioides et F. avenaceum sont également recensées ( Touati -Hattab, 2018)

1.2.3. Le cycle de la maladie
L’infection d’une plante par Fusarium peut avoir plusieurs origines : une origine
biotique dans le cas d’un oiseau ou d’un insecte qui transporterait des spores et les
dissémineraient dans la nature ; ou une origine abiotique lorsque c’est le vent ou la pluie

qui permet la dissémination des spores dans la nature (Mongrain et al., 2000).
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Ascospom

Macroconidies
G. zeae G avenacea /-\
',v/“.
F culmorum V
E. graminearum Infection dela graine
E avenaceum
F. pseudograminearum 1
Microdochium nivale

Fonte de semis

Résidus des cultures
Infection dela
base des talles

Figure 5 : Cycle de vie des especes du genre Fusarium et Microdochium responsables
de la fusariose (Parry et al., 1994).
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L’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, aprés la récolte, le développement de périthéces et
donc d’ascospores.

Le champignon est alors sous sa forme sexuée, Gibberella. Par la suite, les
ascospores vont germer si 1’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-
hote puisque la pénétration du champignon se fait par les zones dites sensibles, c¢’est-a-
dire des ouvertures de tissus dues a la senescence, par les antheres apres la floraison, ou

encore par le péricarpe (Kang et Buchenauer, 2002).

1.2.4. Conditions favorables au développement de la maladie :
La sevérité de la fusariose est conditionnée par trois facteurs indépendants des
champignons (Bai et Shaner, 1994 in Siou, 2014) :

1.2.4.1.Les facteurs climatiques
La température et ’humidité sont responsables de 48 % de la variation dans la
maladie. Le climat joue donc le réle principal dans le développement de la maladie.
(Mathieu et al., 2012).

1.2.4.2. Les facteurs agronomiques
IIs jouent un réle principalement dans la conservation de I’inoculum primaire.
Ainsi, un précédent cultural sensible a la fusariose (mais, blé, orge), infecté lors de son
cycle, est une source potentielle d’inoculum pour la culture suivante via ses résidus.
Egalement, le travail du sol augmenterait la dégradation des résidus en favorisant
I’activité microbienne et donc limiterait la colonisation des résidus par F. graminearum

(Pereyra et al., 2004) .

1.2.4.3. Les facteurs physiologiques
La maladie dépend de la quantit¢ d’inoculum présent dans le précédent
cultural, qui détermine en partie I’inoculum présent, et dépend aussi de la sensibilité des
plantes, de 1’état de stress, le stade de développement, la date et la durée de la floraison

et le niveau de résistance de la varieté (Champeil et al., 2004).
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1.3.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 trichothécénes, 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 1’eau est
disponible (Langseth et al., 1997).

1.3.1. Les trichothécenes

Les trichothécenes sont produits au champ principalement par des Fusarium. Ils
peuvent aussi étre produits par d'autres genres de micromycetes tels que Myrothecium,
Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium... (J. W. Bennett et M. Klich,
2003).

Les trichothécénes (TCT) sont des sesquiterpenes avec un noyau tricyclique
substitué par un groupement époxyde en C12 et C13 responsable de leur toxicité (Rocha
et al. 2005). lls sont répartis en 4 types de A a D en fonction des substituants. Les deux
types de TCT les plus fréqguemment retrouvés sur les céréales sont avant tout les TCT B
puis les TCT A.

Parmi les TCT B on retrouve quatre groupes qui difféerent par leurs chaines
latérales il y a le déoxynivalénol (DON) et ses dérivés acétylés le 3- et 15-
déoxynivalénol (3-ADON et 15-ADON), le nivalénol (NIV) et sa forme acétylée
fusarénone X (FX) (Bennett et al., 2003) (Figure 6).
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Trichothécénes B R1 R2 R3 R4
Deoxynivalenol (DON) OH H OH OH
3-acetyl deoxynivalenol (3-ADON) 0-CO-CH3 H OH OH
15-acetyl deoxynivalenol (15-ADON)  OH H 0-CO-CH3 OH
Nivalenol (NIV) OH OH OH OH
Fusarenone X (FX) OH 0-CO-CH3  OH OH

Figure 6: Structure chimique de cing trichothécénes de type B. Source :(Ponts,

2005)
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Plusieurs especes peuvent produirent des TCT B, mais en fonction de leur
capacité a produire tel ou tel type de TCT B, les souches sont classées en trois
chémotypes : le chémotype de type DON-3ADON, le chémotype DON-15ADON, et le
chémotype NIV-FX (Ichinoe et al., 1983).

Par conséquent, au sein d'une méme espece, il existe différents chémotypes et
les différents génotypes ont potentiellement une capacité de production de toxine
variable. (Luongo et al 2008) montrent que la toxicité du DON et de ses dérives n'est

pas équivalente et que certains dérivés peuvent étre plus toxiques que le DON.

En Algérie, une étude récente a permis de conclure que les souches de F.
culmorum sont majoritairement de chémotype DON/3 ADON avec un pourcentage de
95% par rapport au chémotype NIV/FX (5%) (Touati-Hattab, 2018).

Les génes impliqués dans la voie de biosynthese des TCT B sont appelés « Tri ».
Les chémotypes de TCT B résulteraient de différences structurales au niveau de certains
genes de la voie de biosynthése des trichothécénes (Lee et al., 2002)

Douze d’entre eux sont regroupés en le méme locus fonctionnel « cluster Tri »
et 3 se trouvent sur deux loci particuliers. Parmi ces génes Tri, le géne Tri5 joue un réle
important puisqu'il code pour la trichodiene synthése qui catalyse la formation du
trichodiene, premiere étape de la voie de biosynthese des TCTB.

Concernant les différences de chémotype, elles sont génétiques dépendantes. Les
génes Tri7 et Tril3 sont non fonctionnels chez les souches de chémotype DON/ADON.
De plus, le gene Tri3 code pour une 15-O-acétyltransférase nécessaire a la production
de 15-ADON (Mc Cormick et al., 2011).

Trit6* Tri1 Tri101 Tri1s Génes extemes

_;\—_-_ _-_ —-— au cluster

Cluster

a1 —a-aC—

Trig Tri7**  Trid Tri4 Tri6  Tri5 Trito  Tri9 Tritt  Tri12  Tri13** Tri14

Figure 7 : Structure des régions génomiques contenant les génes Tri connus
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Source : Barreau C., communication personnelle; (Brown, McCormick et al. 2001,
Kimura, Tokai et al.2003; McCormick, Harris et al. 2004)

Les fleches représentent le sens de traduction de chaque gene. * = géne non
fonctionnel chez F. graminearum ; ** = genes non fonctionnel chez F. graminearum

de chémotype DON exclusivement.

1.3.2. Toxiciteé
Les trichothécénes sont thermostables et résistantes aux différents procédés
industriels de transformation des grains. Il est donc impossible de les éliminer par des
traitements simples utilisés dans 1’agroalimentaire (D'Mello, et al., 1999; Hazel et Patel,
2004). 11 est a noter que jusqu’a 40% de la teneur en TCT B du grain récolté peut se
retrouver dans les pates séches (Logrieco et al., 2004 ).

Les trichotéhcenes ont été associés a des toxicoses chroniques et fatales chez
I'animal et I'nomme incluant les Alimentary Toxic Aleukia ATA (Desjardins, 2007).
Parmi les pathologies humaines liées aux toxines de Fusarium, nous pouvons citer les
troubles hématologiques : thrombocytopénie (diminution du nombres de plaquettes
sanguines), perturbation de 1’hémostase (réaction anti- hémorragique), leucopénie et
agranulocytose (diminution du nombre de globules blancs) (Boutigny, 2007 ; Montibus,
2013).

1.4.Composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques considéres comme des métabolites
secondaires, sont des molécules spécifiques du régne végétal sont présents partout dans
les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles. Cette appellation générique désigne un vaste
ensemble de substances aux structures variées qu’il est difficile de définir simplement
(Bruneton, 1993).

A D’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiés (Mompon et
al., 1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de
classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur

structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre
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variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). Ces espéces sont des
monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre
9000 (Harbone, 1993).

Les composés phénoliques les plus rencontrés dans les céréales sont les acides
caféique, ferulique, chlorogénique et p-coumarique. Ce sont des composés aromatiques
qui contiennent au moins un groupement carboxylique et un cycle phénolique ( Pons,
2010). Ces acides phénoliques peuvent étre solubles ou encore liés a la paroi. Ils
peuvent donc jouer un réle dans le renforcement de la paroi ou encore comme
molécules antifongiques lorsqu’ils sont solubles ou lorsque la paroi est dégradée sous
I’activité d’enzymes fongiques de dégradation des parois végétales.

1.4.1. Quelques axes actuels des recherches concernant les composes

phénoliques :

Les composes phénoliques ont été impliqués depuis longtemps dans certains
aspects de la physiologie de la plante. (\Volpert et al., 1995). Mais c'est dans le domaine
de la régulation du transport polarise que !intervention de certains composes
phénoliques (regroupes sous le nom de phytotropines) est la plus significative (Jacobs et
Rubery, 1988 ; Brunn et al., 1992 ; Katekar et al., 1993), en entrant en compétition avec
les transporteurs defflux de l'auxine. De plus, les glucosides de Ialcool
dehydroconiferylique participent vraisemblablement a la régulation de la division

cellulaire (Teutonico et al., 1991).

Un autre aspect concéde la participation d'acides phénoliques, en particulier
I'acide ferulique, a la regulation de la croissance pariétale par modification du niveau de
réticulation des polymeresproteiques ou polyosidiques des parois (liyama et al., 1994).
Ces modifications rapides de réticulation peuvent étre l'une des réponses quasi
immédiates de la plante a I' agression par des agents pathogenes, passant par la mise en

place de formes toxiques de I' oxygéne (Medhy, 1994).

Les acides phénoliques sont présents chez toutes les plantes et leurs réles dans les
mécanismes de résistance a été décrits par de nombreux chercheurs (Friend, 1981 ; Bell,
1981 ; Matern et Kneusel, 1988 ; Nicholson et Hammerschmidt, 1992 ; Métraux et
Raskin, 1993). lIs interviendraient dans les mécanismes de défense des plantes en tant

que constituants des parois cellulaires, en tant que composés antimicrobiens constitutifs
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des plantes ou induits en réponse a I’infection et en tant que molécule signal (Métraux et
Raskin, 1993).

1.4.2. Les composés phénoliques : des molécules intéressantes dans les

mécanismes de résistance chez le blé

Les mécanismes naturels qui existent chez les céréales et qui permettent une
réduction de I’accumulation dans les grains des trichothécénes, mycotoxines
synthétisées par Fusarium ont été décrits par Boutigny et al., 2008.

Les plantes pourraient réduire 1’accumulation des mycotoxines en inhibant leur
biosynthése sous I’action de composés endogéenes des grains.Ces COMpPOsEs pourraient
étre constitutifs des grains ou induits en réponse a l’infection par le pathogene.
Actuellement, différents composés avec des propriétés antioxydantes, comme les
composés phénoliques, des peptides ou les caroténoides ou avec des propriétés pro
oxydantes tel le peroxyde d’hydrogeéne ou les hydroperoxydes dérivés de 1’acide
linoléique ont été décrits comme des composés "modulateurs” de la biosynthese des
mycotoxines. (Ponts 2005 ; Boutigny et al., 2008 ; Boutigny et al., 2009).

Plusieurs acides phénoliques sont présents dans les grains de bl¢, il s’agit en
particulier des acides ferulique, vanillique, gentisique, caféique, salicylique, syringique,
p-coumarique, p-hydroxybenzoique ; et des aldéhydes tels que la vanilline et le
syringaldéhyde (Naczk et Shahidi, 2006). L’acide férulique est 1’acide phénolique

largement majoritaire des grains (Klepacka et Fornal, 2006).

Les acides phénoliques existent sous formes solubles libres ou conjuguées
(phénoliques solubles libres, phénoliques solubles esters, phénoliques solubles
glycosides). La majorité des acides phénoliques sont en fait insolubles. Cependant, ils
sont extraits des parois cellulaires par une hydrolyse alcaline (phénoliques insolubles

liés aux parois). Boutigny thése (Figure8)

En réponse a I’infection, chez les variétés résistantes, on observe une synthése
rapide d’acides phénoliques qui sont soit estérifiés aux polysaccharides pour consolider
et stabiliser les parois cellulaires, soit libres. Chez les variétés sensibles, on observe, au

contraire, une diminution de la synthése d’acides phénoliques qui sont soit dégradés par
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le pathogene, soit leur biosynthese est inhibée par les mycotoxines (inhibiteurs de la

synthese protéique). (Galtier P. et al., 2009).

Plusieurs travaux ont mis en évidence une possible relation entre les teneurs en
acides phénoliques des grains (acide férulique et acide p-coumarique) et le degré de
résistance a la fusariose chez le mais (Assabgui, Reid et al. 1993; Beekrum, Govinden et
al. 2003) ainsi que chez le blé (McKeehen, Busch et al. 1999; Siranidou, Kang et al.
2002).

chaines de polysaccharides des parois végétales
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Figure 8 : Les acides phénoliques dans la paroi cellulaire.

Les acides phénoliques des parois cellulaires lient les chaines polysaccharidiques
entre elles et avec les autres composés des parois, incluant la lignine.

Source : http://www.chemie.uni-hamburg.de/lc/ballaststoffe.html

D’autres études ont montré le réle des composés phénolique sur la biosynthese
des mycotoxines. Par exemple, une concentration de 0.1 mM d’acide férulique ajoutée
au milieu de culture réduit la production de tricothécéne B synthétise par fusarium
culmorum jusqu’a 84% et inhibe également les genes Tri (Tri 4, Tri 6, Tri 5,Tri 10 ,Tri

12 ,Tri 101) impliqués dans la voie de biosynthese des mycotoxines .



http://www.chemie.uni-hamburg.de/lc/ballaststoffe.html
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D'une autre part Desjardins a montré, sur une culture de F.sporotrichioide ayant
subi un traitement avec de flavone ou de furanocoumarins, que le taux de la toxine
finale est diminué mais le trichodiene (le premier intermédiaire de la voie de
biosynthese des trichothécénes) s'était acumulé.L'interprétation de ces résultats était que
la conversion de trichodiene en trichothécéne oxygéné est blocké par les composés

phénoliques ajoutés. (Desjardins et al ,1988).

L’ensemble de ces résultats sont prometteurs quant a [’utilisation de ces

molécules en tant que biofongicides.

1.4.3. Molécules antifongiques et « anti-mycotoxines
Les acides phénoliques ont été décrits comme des molécules antifongiques
efficaces. Leur capacité a inhiber la croissance de champignons toxinogenes a été
illustrée vis-a-vis d’Aspergillus (Chipley and Uraih 1980; Nesci, Gsponer et al. 2007) et
F. proliferatum (Beekrum, Govinden et al. 2003). Leur efficacité serait alors étroitement

liée a leur caractére plus ou moins lipophile (Park et al.,2004 , Kim et al., 2007).

La resistance au Fusarium est déterminée par ’efficacité des mécanismes de
défense de I’hote activés en réponse a 1’attaque du pathogéne. Ces mécanismes de
défense de la plante face a I’infection peuvent résulter par la modification de la paroi
cellulaire.

Ainsi en réponse a l’infection, des acides phénoliques seraient synthétisés
rapidement et polymérisés dans la paroi cellulaire pour la renforcer (Siranidou et al.,
2002). Les acides phénoliques ( tel que I’acide férulique ) sont présents dans la paroi

primaire des céréales (Harris et Hartley 1980).

Les plantes peuvent aussi transformer chimiquement la toxine par des activités
métaboliques entrainant la dégradation ou la détoxification des mycotoxines. Parmi les
stratégies de détoxification, la glycosylation des trichothécénes B est un processus
naturel qui existe chez le blé. Concernant leur capacité a inhiber la production de

mycotoxines (Boutigny, 2007 ; Boutigny et al., 2009 ).

Ceci suggeére que les acides phénoliques pourraient avoir un réle "anti mycotoxines",
c'est-a-dire qu’ils seraient capables de limiter la biosynthése des mycotoxines.
(Boutigny , 2007)




MATERIEL ET METHODES



Partie 2 : Matériel et Méthodes

2. Matériel et méthodes
2.1. Extraits des acides phénoliques naturels et algue testés

Cinque extraits naturels des acides phénoliques insolubles liés aux parois des

variétés de blé dur et un extrait d’algue ont été testés pour leurs propriétés antifongiques.

Au cours d’études précédentes, menées au laboratoire, des extractions des acides
phénoliques ont été réalisées a partir d’épi de blé au stade Floraison de huit variétés de blés (Ben
boudina2017). Alors que les variétés avaient montré une sensibilité différente a la Fusariose
de I’épi selon la composition biochimique en acide phénoliques des variétés, les niveaux des
acides produits étaient moins importants lorsque la variété était sensible. Ces résultats
suggéraient la présence ou absence de composes responsables de cette sensibilité vis-a-vis
des Fusarium et éventuellement ces molécules pourraient constituer un pool de composés

a activité "anti mycotoxines".

Tableau 3: Les extraits d’acides phénoliques naturels testés sur la croissance fongique
(Ben boudina 2017).

Variétés TC G %F.culmorum 1A% EAP | I
Ardente 2% 2t B

Cham03 20% 21 E5

Djimila 25% 12,5 E6

Belikh 02 24% 21 E8

Mahon Demias 31% 27,5 E9

TCG% : Taux de contamination des grains de blé par F.culmorum
IA% : L’indice d’attaque

EAP : Les extraits d’acides naturels
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2.2. Souches de Fusarium

Trois souches de Fusarium ont été utilisées au cours de cette étude (tableau 4). Les
souches appartiennent aux especes Fusarium culmorum et F. graminearum. Leurs
spécifications ont été¢ définies en utilisant des critéres d’observation morphologiques (Nelson
et al.,, 1983) sur milieu PDA et en utilisant des techniques moléculaires de type PCR
classique (données antérieures disponibles au laboratoire). Les souches utilisées pour 1’étude
ont été choisies pour leurs caractéristiques mycotoxinogeénes différentes. En effet, elles sont
de chémotype DON/ADON ou NIV/FX et ont des potentiels toxinogénes différents. Ces
souches ont été isolées de blé.

Tableau 4: Liste des différentes souches de Fusarium utilisées.

N° de la| Code Espece Organe chémotypes
souche expérimentale d’isolement

1 T706 F.culmorum épis NIV/EX

2 BD11 F.culmorum épis DON/3Adon
3 FG E13 F.Graminearum | épis DON/3Adon

(Touati et al 2016)
2.3. Effet des acides phénoliques sur la croissance mycélienne

2.3.1. Effet de I’acide férulique et de ’acide caféique
Deux acides phénoliques fournis sous forme de poudre commerciale (Sigma) ont été
supplémentés séparément, acide caféique, et acide férulique, a 6 concentrations differentes 5/
2,5/1/0,55 /0,25/0,1 mM final a partir d’une solution mére a I1mM obtenue dans 1’éthanol.
Chaque condition de culture a été realisée en triplicata.

Les effets des acides phénoliques sur la croissance mycélienne ont été testés par contact sur
milieu solide PDA dans des boites de Pétri (diametre 9 cm). Les solutions des acides
férulique et caféique sont appliquées au centre de la boite et étalées sur le milieu. Trois
répétitions ont été effectuées pour chaque dose. Les cultures ont été placées a 25°C et le taux

d’inhibition a été mesuré au bout de 7 jours d’incubation.

2.3.2. Effet des acides phénoliques naturels sur la croissance mycélienne
Les extraits naturels des AC sont testés pour leurs propriétés par voie gazeuse sur

champignons cultivés en milieu PDA dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre.
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Pour ce faire, la méthode des boites a puits central est employée. 1 mL de suspension de
spores a 10° spores/boite est inoculé sur la boite et incubée durant 16 heures afin de
permettre la germination des spores. Ensuite les extraits AC sont rajoutes dans le puit central
effectué¢ sur le PDA. Les cultures ont été mises a 1’étuve a 25°C et leur diamétre mesuré

chaque jour pendant une semaine.

2.4. Effet des trois souches de Fusarium sur la croissance de la coléoptile in vitro :

Dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA, des rondelles de papier filtre
stérilisé sont placées sur le milieu, en suite 4 ml de suspension de spores a 10¢ spores/boite
sont inoculés sur la boite, en plus 3 ml des deux acides phénoliques (caféique, férulique)

sont rajoutés, en suite on couvre avec un 2éme papier filtre stérile.

Un nombre de 25 graines de blé dur de la variété Vitron préalablement désinfectées (a
I’aide de I’hypochlorite du sodium) sont déposées dans chaque boite.

Les boites contenant les grains sont inoculées par les différents isolats et supplémentées
en acide phénolique, ensuite sont incubées a I’obscurité a 25°C a raison de deux
répétitions pour chaque isolat. Des boites témoin sont réalisées et incubées dans les

mémes conditions.

(Original, 2018)

Figure 9: boites de Pétri contenant les graines de blé inoculées par le mycélium.
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2.5. Etude de I’effet d’acides phénoliques sur la biosynthese des TCTB chez F.
culmorum et F.graminearum

2.5.1. Culture des spores dans le milieu MS

Le milieu utilisé pour les cultures liquides statiques a été mis au point par

Boutigny, (2008). Ce milieu contient 20 g/L de glucose, 0,5 g/L de KH2PO4, 0,6 g/L de
K2HPO4, 0,017 g/L de (NH4)2S04.

CONDITIONS

15 Jours de culture a 25°C

- Milieu MS

- Acides phénolique

- Algue + Fusarium culmorum

MILLIEU DE CULTURE

Dosage des Analyse
toxines spectro

Figure 10 : Conditions de culture

2.5.2. Supplémentation des cultures par les acides phénoliques
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2.5.2.1. Acides phénoliques individuels :

L’effet de I’acide phénolique a été testé dans des cultures réalisées dans des
flacons contenant de milieu de culture liqguide MS (Mycotoxin Synthetic Medium) de
Vogel (1956) inoculées avec une suspension de spores & la concentration finale de 10°

spores / ml.

Le milieu de culture liquide MS a été réparti aseptiqguement dans des fioles
erlenmeyer de 250 ml a raison de 100 ml pour chacun. Les milieux de culture seront

ensemencés avec une suspension de spores de chaque isolat afin d’avoir une concentration

5
en spore finale égale a 10 spores/ml.

Des doses de 9 mg de I’acide caféique et de 9,7 mg de 1’acide férulique, ont été
dissoutes directement dans le milieu MS pres d’une flamme. Deux erlenmeyers
contenants uniquement le milieu et la suspension sporale sont considérés comme
témoins. L’ensemble des erlenmeyers ont ¢té¢ portés a I’incubation pendant 15 jours a

25°C.

2.5.3. Extraction des mycotoxines sur un milieu liquide
Apres 15 jours d’incubation, un volume de suspension de milieu MS est versé dans une
éprouvette graduée avec deux volumes d’acétate d’éthyle. Apres la décantation (30-60
min), et par une pipette stérile le surnageant (éthyle acétate) est récupéré dans un autre
erlenmeyer. Ce dernier est placé dans le routa-vapeur sous une température de bain marie
qui égale 44C° et une rotation de 282 rpm. Aprés 1’évaporation totale de la phase
liquide, I’extrait sec est récupéré par I’ajout de 2 ml de méthanol/eau (1/1, v/v), et enfin
cette solution obtenue est récupérée par une micropipette stérile dans un tube en verre

bien fermé par un bouchon.
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La phase organique

(Acétate d’éthyle)

Milieu MS

(Original, 2018)

Figure 11 : Séparation de deux phases, la phase organique et le milieu MS.

2.5.4. Méthode physique de séparation et d’analyse de TCTB

2.5.4.1. Chromatographique sur couche mince :

La chromatographique sur couches minces est une méthode physique qui
permet, de tester la pureté des composés et de séparer les constituants d’un échantillon
entre deux phases selon leur différence d’affinité pour I’une ou 1’autre phase (Anonyme,
1999).

La phase mobile (phase liquide) est un solvant ou un mélange de solvants choisi
en considérant les propriétés de 1’échantillon a analyser, alors que la phase solide est
généralement un adsorbant (gel de silice) maintenu sur une chromatoplaque, soit en verre
soit plastique rigide ou en métal.

Notre choix s’est port¢ sur la chromatographique sur couche mince

monodimensionnelle. Celle-ci est réalisée sur une plaque de CCM prétes a 1I’emplois
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comportant déja une couche de 0,25 de silicagel Apres les avoir réactivées dans une
étuve a 110°C pendant deux minutes ensuite les avoir refroidies (Gorst Allman et al.,
1979), la plaque est spottée immeédiatement ou nous avons déposés 10 spots de de chaque
extrait a analyser. La plaque est ensuite placée dans une cuve chromatographique et
trempée dans un solvant d’élution constitué d’acétate d’éthyle et Hexane (8/2, v/v).

Respectivement.

2.5.4.2. Développement des chromatogrammes :

Le principe de cette technique consiste que les constituants de 1’échantillon sont
élués par mobile qui migre par capillarité vers le haut de la plaque ; ils peuvent alors étre
identifiés par comparaison a 1’élution simultanée du témoin. Les différents constituants
de I’extrait ne sont pas séparés par la méme vitesse sur le trajet de migration du solvant le

long de la chromatoplaque.

Les chromatoplagues sont placées dans la cuve en vapeur de solvant, en prenant
soin d’éviter tout contact entre le dépdt ponctuel et le solvant. Pour la CCM
monodimensionnelle, les chromatogrammes sont développés a une distance de migration
de 15 cm a I’abri de la lumicre et a température ambiante, dans un solvant d’élution
constitué de d’acétate d’étyle et Hexane Aprés migration et évaporation du produit

d’¢lution a sec, la plaque est examinée sous UV a 254 nm et 366 nm.
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Figure 12: Préparation de CCM
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(Original, 2018)
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Le principe de révélation repose sur la fluorescence des mycotoxines sous UV et
sur la comparaison des rapports frontaux (Rf) des spots des extraits avec ceux des

standards.

La technique de révélation consiste a lire les fluorescences émises par les
différentes taches sous UV a une longueur d’onde 365 nm ainsi que leur rapports

frontaux, puis comparés a ceux des standards.

Le rapport frontal est la distance parcourue par la mycotoxine recherchée (h) sur la

distance parcourue par le solvant (H). Rf=h/H

2.5.4.3. Analyse des TCTB par spectrophotomeétre :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative et qualitative
qui consiste a mesurer l'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique
donnée, généralement en solution. Plus I'échantillon est concentré, plus il absorbe la

lumiére dans les limites de proportionnalité énoncees par la loi de Beer-Lambert.

La densité optique des échantillons est déterminée par un spectrophotomeétre

préalablement étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de la substance a étudier.

Il faut régler le zéro en placant le solvant dans la cuve et I'absorbance doit étre
nulle. Connaissant le spectre d'absorption des TCTB, nous avons fait un balayage entre
longueurs d’ondes de 320 et -600 nm. La valeur retenue a été mesurée, & une longueur
d'onde de 582 nm, les variations de l'intensité | d'un faisceau lumineux traversant une

méme épaisseur L de solution en fonction de la concentration.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Absorbance
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Loi_de_Beer-Lambert
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrophotom%C3%A8tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Longueur_d%27onde

RESULTATS
ET DISCUSSION



Partie 3 : Résultat et Discussion

3. Résultat et discussion :
3.1 Effet des acides phénoliques sur la croissance mycélienne
3.1.1 Effet de I’acide férulique et I’acide caféique :

La croissance du champignon a été évaluée par mesure de la croissance mycélienne
effectuées apres 24, 48,...... pendant 7 jours d’incubation Avec le pied a coulisse. Les figures
13 et 14 représentent la croissance mycélienne de Fusarium culmorum T7 et BTCR ainsi

que F.graminearum pour les différentes conditions.

On observe que pour tous acides phénoliques étudiés comparativement au témoin, les
courbes suivent la méme tendance, avec une augmentation croissante du développement
mycélien jusqu’a 7 jours. En effet, si on se référe a la valeur moyenne de la croissance du
mycélium, et avec la concentration 0,5Mm on passe de 2,8 pour le temps de culture 5 jours a
4,2 pour 6 jours et enfin, la masse du mycélium atteint 5,71 pour le dernier temps de culture
de 7 jours. On peut enfin remarquer qu’a 7 jours, toutes les croissances myceéliennes sont a
peu pres égales ; le minimum étant pour 1’acide férulique avec les trois souches a 1mM de
5,05 de myceélium et le maximum étant pour I’acide caféique a 1mM de 7 de mycélium, le

témoin étant a 8,4cm.

Globalement, on n’observe pas ou peu de différence de croissance entre les acides
phenoliques testés et le témoin, entre les acides entre eux et ce quel que soit le temps de
culture considéré. On peut tout de méme remarquer qu’a 7 jours, les échantillons
supplémentés avec 1’acide férulique présentent une croissance mycélienne 6,8cm inférieure a
celle du témoin 8,3cm L’acide férulique aurait donc tendance a inhiber la croissance du

mycélium.

Donc il n’y a pas de différence de la croissance quel que soit 1’acide par rapport au
témoin ; ainsi les acides n’ont pas d’effet sur la croissance du mycélium de F.culmorum et
F.graminearum. En effet aux cours de travaux antérieurs, ou les cultures ont été effectuées en
présence d’acides phénoliques, il a été démontré que les acides phénoliques sont toxiques
envers certains champignons. Cependant leurs effets dépendent largement des conditions de
culture. (Elad, 1992).
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Figure 13 : Effet de I’acide férulique a différentes concentrations sur la croissance de

Fusarium culmorum pour différents temps de culture.
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Figure 14 : Effet de 1’acide caféique a différentes concentrations sur la croissance de

Fusarium culmorum pour différents temps de culture.
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Beekrum et al., (2003) qui a montré que
I’acide férulique inhibe la production de fumonisines B1 par F. verticillioides de 90% sans

affecter la croissance mycélienne

3.1.2 Effet des extraits organiques sur la croissance mycélienne :

Trois souches de Fusarium ont été testées. Une seule concentration a été testée pour
chacun des extraits des cing variétés de blé : 0,5 pg/g. Nous avons constaté que le
développent de BTCR n’est pas affecté quel que soit la variété et 1’acide considérés, On peut
tout de méme remarquer que les extraits E1 et E9 semble avoir plus d’effet sur
F.graminearum. Cependant le T7 supplémentés avec les acides (E1, E5, E6, E8) présentent
une croissance myceélienne affaibli inférieure a celle du témoin. Pour 1’acide (E9) nous avons
obtenu une inhibition trés importante du mycélium de T7.

Divers acides phénoliques également présents dans le blé ont été testés pour leurs effets
sur la biosynthese de TCT B par F. culmorum, en particulier 1’acide sinapique, 1’acide
caféique, I’acide p-coumarique, I’acide syringique, 1’acide férulique, I’acide p-OH benzoique,
I’acide gallique, 1’acide vanillique et 1’acide protocatéchuique. La présence de ces différents
acides phénoliques dans le blé a été rapportée par plusieurs auteurs (Onyeneho et
Hettiarachchy, 1992 ; Zhou et al., 2004 ; Kim et al., 2006).

Nous pouvons déduire d’aprés nos essais des acides naturels que D’effet des acides
phénoliques sur les Fusarium différent selon leur composition chimique.

D’aprés ‘Boutigny (2007) les dérivés de 1’acide cinnamique (acides sinapique, caféique, p-
coumarique et férulique) ont tous un effet inhibiteur de la biosynthese des TCT B alors que

les dérivés de I’acide benzoique, a I’exception de ’acide syringique, ont un effet activateur.

3.2 Effet de Fusarium spp. supplémentés par I’acide férulique et caféique sur la

croissance de la coléoptile in vitro

Ce test de pathogénicité est réalis¢ a une température de 25 °C. Le degré d’agressivité
des isolats de Fusarium spp. est exprimé par le pourcentage de réduction de la croissance du

coléoptile.

Les résultats obtenus montrent que les isolats de Fusarium induisent des pourcentages de

réduction de la croissance de coléoptile élevés par rapport aux boites supplémentées en acide




Partie 3 : Résultat et Discussion

caféique et férulique. En effet nous avons obtenu un pourcentage de réduction respectivement
de 98% ; 95% ; 95% pour BTCR, T7 et FG dans les boites sans acides ajoutés.

Nous avons également noté le nombre de grains germés avec des acides ajoutés dans le
milieu de culture. Lorsque la souche est inoculée dans une boite supplémentée par 1’un des
deux acides étudiés le pouvoir pathogéne des trois Fusaria diminue beaucoup plus
rapidement ; en effet, a 4 jours le nombre de grains germés a augmenté (Figure 15).

Figure 15: grains germes avec des acides ajoutés dans le milieu de culture.

Nous avons bien retrouvé le pourcentage de réduction que 1’on attendait et ces acides
agissent surtout sur la biosynthése des TCTB. Les pourcentages de réductions pour 1’acide
férulique avec les trois souches sont respectivement de 40% ; 45% et 40% et pour 1’acide
caféique nous avons noté respectivement des réductions de 50% ; 45% et 52% avec BTCR ;
T7 et FG.

Tableau 5 : Effet des deux acides phénoliques férulique et caféique sur les Fusarium dans la
réduction de la croissance de la coléoptile des grains de blé.

Espéces Reéduction de la croissance du coléoptile | Effet acide | Effet acide
(%) sans acide férulique caféique

F.culmorum 98% 40% 50%

(BTCR) 45% 45%

F. culmorum (T7) 95% 40% 52%

F.graminearum(FG) 95%

Encore une fois nous remarquons 1’effet des acides testés sur les TCTB facteur d’agressivité,

qui diminue par la suite la pathogenicité des souches de Fusarium.
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Plusieurs études ont suggéré un role des mycotoxines de Fusarium en tant que facteurs
d’agressivité in planta (Desjardins et al., 1996 ; Desjardins et Hohn, 1997, Proctor et al.,
1995 ; Harris et al., 1999 ; Proctor et al., 2002 ; Yao et al., 2005 ; Maier et al.,2006).

3.3 Etude de l’effet d’acides phénoliques et extrait d’algue sur la biosynthése des

TCTB chez F. culmorum et F.graminearum

Au cours de notre étude, nous avons remarqué des développements morphologiques
différents du mycélium en fonction des fioles Erlenmeyer. Ces différences de
développements morphologiques du mycélium peuvent étre reliées aux différences de

niveaux de TCT B produits intra expérimentations (Boutigny . 2007)

Pour les cultures supplémentées en acide ferulique, caféique et extrait d’algue on
observe que la teneur en TCTB est inférieure a celle dans le milieu sans acide (témoin) pour
trois cultures fongiques, ceci est expliqué par la couleur jaune du milieu non supplémenté
(Figure 16).

Chaque composé candidat a une concentration déterminée précédemment, qui a été
additionné au milieu de culture liquide inoculé avec les différentes souches de Fusarium. La
production de DON, et NIV analysée par méthode CCM, sera comparée entre des milieux
témoins et des milieux supplémentés. Les molécules candidates seront ainsi classées selon

leur capacité a inhiber cette production.

La lecture de la plague CCM sous la lampe UV permis de constater. Une belle séparation
qui s'est produite sur la plaque des bondes linéaires. Avec des densité différentes et qui
émettent une florescence bleu. Pour la plupart des spots. Cependant cing taches ont attiré
notre attention , il s'agit AC/FG, AC/BTCR/, AF/FG, AF/BTCR ou il n'y a pas eu
d'absorbance et de florescence.

Sur la figure, on peut observer que I’AC a provoqué une 1égére augmentation de la synthése
de NIV par comparaison avec les témoins. Dans le cas AC avec FG et BTCR pas de
production de TCTB. Cependant pour I’AF une augmentation de la production de
mycotoxines NIV a été observée chez T7, nous avons remarqué que I’AF a inhibé la
production des TCTB chez FG et BTCR. Ceci met en évidence une différence de sensibilité

vis-a-vis de I’acide férulique selon les souches de F. culmorum.
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L’extrait d’algue semble avoir un effet sur la biosynthese des TCTB concentrations
dépendantes puisque seulement la concentration a 0.5mM inhibe la production de toxines.

Nos résultats sont en accord avec de Bily, (2003).

Il a ét¢é montré qu’a 50 pg/mL, ’acide férulique inhibe 57% de la production de
trichothécénes B par F. graminearum

Les acides p-coumarique, syringique et férulique inhibent les niveaux de TCT B (DON)
produits de 85%, 72% et 90% respectivement. (Boutigny 2007). Les effets de ces mémes
acides phénoliques sur la biosynthese de TCT B par la souche INRA 319, de chémotype
NIV/FX, sont moins prononcés.

Les propriétés antioxydantes des acides phénoliques pourraient jouer un réle dans leur
effet modulateur de la mycotoxinogenese. Les trichothécénes sont synthétisés a partir du
trichodiéne par une série d’oxygénations (Desjardins et al., 1993). Par conséquent, les
modifications des parameétres oxydatifs du milieu de culture pourraient interférer avec le
métabolisme secondaire du champignon et moduler les niveaux de trichothécenes produits
(Ponts, 2005).

3.4 Résultat d’analyse des TCTB par spectrophotometre

Parallélement, on a réalisé sur les milieux de culture un dosage spectrométrique de
300nm a 600nm pour voir si la couleur du milieu pouvait étre un indicateur de la teneur en
TCTB.

Les résultats des dosages spectrophotométriques de nos milieux de culture nous ont
permis de sélectionner 1 longueur d’ondes intéressante. En effet, pour cette longueur d’ondes,
on pouvait remarquer des pics d’absorbance pour tous les échantillons. Grace a ¢a, nous
avons réalisé des tests statistiques sur une longueur d’onde de 582nm. Ces analyses
statistiques étaient nécessaires pour savoir si 1’absorbance a cette longueur d’onde était
corréelée avec la teneur en TCTB. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel STAT BOX.

Pour les trois variables souche, acides les analyses de la variance ont montré des résultats
hautement significatifs pour le facteur 1 (souches), facteur 2 (biomolécule) et I’interaction F1
* F2 (p< 0.0001).

La comparaison multiple des moyennes (CMM) des AC et Algue en utilisant le test de
Newman — Keuls a 5%, a montré que le groupe (A) représente le témoin qui a produit le plus
de toxine suivi par le groupe B avec une faible accumulation de toxine presque la moitié de A

alors que le groupe C et D représente respectivement les plus faibles quantités de toxines.
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Témoin  MS + Acide caféique et Témoin MS + Acide caféique et
férulique férulique

Figure 16 : Illustration des développements morphologiques différents du mycélium en

fonction des acides phénoliques et extrait d’algue supplémentés.

AC/FG AC/BTCR AC/T7 AFIFG AF/BTCR AF/T7 T/FG TI/T7 ALGUE

Figure 17: Révélation de la plaque CCM sous les rayons UV 254.
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Tableau 6: Répartition des isolats en groupes homogeénes selon I'analyse CMM de

biomolécule (test de Keuls a 5%)

Id Modalité Moyenne Groupes homogeénes
3 T 2,410 A
2 AF 1,375 B
4 ALG 1,006 C
1 AC 0,666 D
DO/582 nm
2,43

2,23

2,03

1,83

1,63

1,43

1,23

1,03

0,83 I

0,63 . . — .

T AF ALG AC

Figure 18: Effet des AC, AF et ALG sur la biosynthése des TCT B par la souche de F.

culmorum cultivée sur milieu MS.
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3.5 Discussion

Les acides phenoliques en tant que molécules candidates, nos résultats montrent
clairement une action inhibitrice de certains acides phénoliques sur la toxinogenése de

Fusarium, quelle que soit la concentration testée ou la souche utilisée

Les acides caféique et férulique ont un effet inhibiteur de la mycotoxinogenese des deux
souches de F. culmorum et F.graminearum de chémotype DON et sans effet pour la souche
F.culmorum de chémoype NIV. La supplémentation des cultures par ces extraits n’a pas

d’effet sur la croissance fongique

Cependant, nos résultats confirment ceux de Boutigny (2007) et Pons, (2005) que les
acides phénoliques seraient des inhibiteurs potentiels tres puissants de la mycotoxinogenése.
Les perspectives seraient de séparer et de purifier les différentes formes oligomériques que
contient cet extrait ou de les synthétiser chimiquement afin de les tester individuellement

pour leur effet sur la biosynthese des toxines.

De plus, dans des cultures de Fusarium supplémentées par ces extraits naturels d’acides
phenoliques, les résultats obtenus par Ben boudina (2016) ont clairement mis en évidence

I’inhibition totale de la biosynthése des toxines.

Cette toxiciteé peut étre liée aux propriétés lipophiliques des acides phénoliques (Giraud et
al., 1995) permettant le franchissement de la membrane. Aprés pénétration les acides
phénoliques ont de multiples cibles potentielles. Ce sont essentiellement des inhibiteurs
d’activité enzymatique oxydasique et hydrolytique. Boutigny (2007) avait déterminé la
lipophilicité de nombreux acides phénoliques par le temps de rétention en méthode d’analyse
de ces composés par HPLC dont les deux acides que nous étudions. Le classement pour nos
deux acides est le suivant du moins lipophile au plus lipophile : acide caféique (18.9 min),
acide férulique (33.1 min).




Conclusion

Conclusion

Les acides phénoliques ont fait 1’objet d’un certain nombre d’études parmi lesquelles
certaines se sont attachées a montrer leur réle inhibiteur de la toxinogénese in vitro, suggérant

leur implication in planta.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence des effets différents des acides
phénoliques et une biomolécule d’extrait d’algue sur le développement fongique et la
biosynthese de TCTB. En effet, On observe que pour tous acides phénoliques étudiés
comparativement au témoin, les courbes suivent la méme tendance, avec une augmentation

croissante du développement mycélien jusqu’a 7 jours.

On peut tout de méme remarquer qu’a 7 jours, les échantillons supplémentés avec 1’acide
férulique présentent une croissance mycélienne légérement inférieure a celle du témoin.

L’acide férulique aurait donc tendance a inhiber la croissance du mycélium.

Nous avons également vu que des extraits naturels des cing variétes de blé semblent avoir
plus d’effet sur F.graminearum et T7. En effet ces souches présentent une croissance
mycélienne affaiblie inférieure a celle du témoin. Cependant le BTCR n’est pas affecté quel

que soit la variété et I’acide considérés.

Les résultats de I’étude de I’effet de Fusarium spp. supplémentés par I’acide férulique et
caféique sur la croissance de coléoptile in vitro, montrent que les isolats de Fusarium
induisent des pourcentages de réduction de la croissance de coléoptile élevés par rapport aux

boites supplémentées en acide caféique et férulique.

Lors de 1’étude de I’effet d’acides phénoliques et extrait d’algue sur la biosynthése des
TCTB chez F. culmorum et F.graminearum nous avons observé pour les cultures
supplémentées en acide ferulique, caféique et extrait d’algue que la teneur en TCTB est
inférieure a celle dans le milieu sans acide (témoin) pour les trois cultures fongiques, ceci est

expliqueé par la couleur jaune du milieu non supplémenté.

Les résultats de CCM montrent que les acides férulique, cafeique et I’extrait d’algue

semblent inhiber la biosynthése des TCTB.



Conclusion

L’étude de la relation entre 1’absorbance de nos milieux et la teneur en TCTB par dosages
spectrophotométriques nous a permis de mettre en évidence une corrélation entre 1’absorbance
a 582 nm et la teneur en TCTB. Ainsi, il serait possible d’estimer la présence de TCTB dans

un milieu par simple dosage spectrophotométrique.

Si un résultat majeur devait étre retenu de ce travail de mémoire, il s’agirait :

» Une implication potentielle des acides phénolique dans les mécanismes de

résistance a Fusarium et a sa production de toxines chez le blé.

Suite a ce travail, les perspectives que nous proposons sont :

Une meilleure compréhension des processus naturels permettant de limiter 1’accumulation
des mycotoxines dans la plante est nécessaire et pourrait ouvrir des voies pour la sélection de
variétés possédant des activités métaboliques ou des compositions des grains appropriées, ce
qui permettrait d’élargir les choix pour la réduction du "risque mycotoxique". Il serait
intéressant d’établir une relation entre contenu en acides phénoliques et sensibilité a

I’accumulation de trichothécénes B

Actuellement, [’utilisation de variétés résistantes a [’accumulation de mycotoxines
constitue la voie préférentielle pour limiter la contamination des céréales par les toxines de
Fusarium. Ces études ouvrent de nouvelles perspectives pour la sélection de variétés

résistantes a 1’accumulation de trichothécénes.
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Résume

Résume

La Fusariose de 1’épi (FHB) est une maladie du blé responsable de pertes considérables de
production. Les especes impliquées peuvent conduire a la contamination des grains par

diverses mycotoxines, qui sont dangereuses pour la santé humaine et animale.

L’existence de sensibilités différentes a 1’accumulation de mycotoxines au sein des
variétés de blé dur disponibles est connue. La résistance a I’accumulation de mycotoxines
chez certaines variétés pourrait résulter de processus naturels qui permettraient de limiter

I’accumulation des mycotoxines dans les grains.

Actuellement, différents composés avec des propriétés antioxydantes, comme les
composés phénoliques, des peptides ou les caroténoides ont été décrits comme des composés

"modulateurs” de la biosynthése des mycotoxines.

Dans ce contexte, le but de ce mémoire est d’étudier les effets des acides phénoliques sur la
croissance myceélienne et la production des toxines.Des cultures liquides et solides de F.
culmorum et F.graminearum ont été supplémentées par des extraits de 1’acide férulique et
caféique, des extraits naturels d’acides phénoliques obtenus a partir de cinq variétés de blé,
ainsi qu’un extrait d’algue. Une CCM a été rélisée pour analyser 1’effet des composés

modulateurs de la biosynthése de mycotoxines par Fusarium.

Les résultats obtenus montrent que ces composés phénoliques et aussi 1’extrait d’algue

inhibent la biosynthése des TCTB sans affecter le développement fongique.

Mots clés: resistance a FHB, Fusarium, composes phenoliques , mycotoxines, blé .
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Résume

Abstract

Fusarium head blight (FHB) is a wheat disease causing considerable production losses.
The species involved can lead to grain contamination by various mycotoxins, which are
dangerous for human and animal health.

The existence of different sensitivities to the accumulation of mycotoxins in available durum
varieties is known. Resistance to mycotoxin accumulation in some varieties may be the result
of natural processes that would limit the accumulation of mycotoxins in grains.

Currently, various compounds with antioxidant properties, such as phenolic compounds,
peptides or carotenoids have been described as "modulator” compounds of mycotoxin
biosynthesis.

In this context, the aim of this thesis is to study the effects of phenolic acids on mycelial
growth and toxin production. Liquid and solid cultures of F. culmorum and F. graminearum
were supplemented with extracts from ferulic acid and caffeic acid, natural extracts of
phenolic acids obtained from five varieties of wheat, as well as an extract of seaweed. A TLC
was applied to analyze the effect of compounds modulating the mycotoxin biosynthesis by
Fusarium.

The results obtained show that these phenolic compounds and also the alga extract inhibit the
biosynthesis of TCTB without affecting the fungal development.

Key words: resistance to FHB, Fusarium, phenolic compounds, mycotoxins, wheat.



