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Introduction générale




Introduction générale

Le blé (Triticum sp.) est la céréale a paille la plus cultivée dans le monde. Le blé tendre,
Triticum aestivum, compte pour 90% de la production mondiale des blés. alors que le blé dur,
triticum durum, ne représente que 5% de la production mondiale en blé dont 35% sont

produits en Afrique du Nord et en Asie de 1'Ouest (Hamadache, 2013).

A I’échelle mondiale, le blé est une céréale primordiale, d’un point de vue économique et
en tant que denrée alimentaire pour I’homme grace a leurs teneurs en protéines et en calories
qu'elles soient assimilées directement ou transformées en protéines animales. En Algérie, le
blé est encore la base de l'alimentation d'une large couche de la population. Il lui fournit 60%
de ses besoins en énergie, 69% en protéines totales et 88% des protéines végétales. La
consommation moyenne annuelle est estimée a 207 kg/habitant, derriere le Maroc (210 kg ) et
la Tunisie (232 kg) (Hamadache, 2013). Pour cette raison, il a été traditionnellement cultivé

dans toutes les régions ou les conditions climatiques permettent la croissance de cette céréale.

La culture de blé est soumise chaque année a des stress abiotiques et biotiques parmi
lesquels lesquels une intense pression parasitaire par de nombreux agents de détérioration tels
que les champignons pathogenes du genre Fusarium résponsable de la fusariose. Nous citons
comme exemples les deux maladies de Fusarium Foot Rot (FFR) et Fusarium Head Blight
(FHB) ou fusariose de 1’épi de blé qui ont déja été signalées en Algérie par Boureghda et al.
(2010). Plus précisément cette dernicre maladie s’est imposée comme 1’une des
préoccupations importante des différents acteurs de la filiere blé compte tenu des pertes
économiques considérables liées a la diminution des rendements de récolte qu’elle génére

(Parry et al., 1995 ; Xu et Berrie, 2005).

Plus grand encore, parmi les especes du genre Fusarium, certaines ont la capacité a
produire des mycotoxines. Ces métabolites secondaires fongiques sont de nature multiple et
différentes familles sont susceptibles d’étre retrouvées dans les grains de blé. Il s’agit
essentiellement des trichothécenes, zéaralénone et fumonisine. En particulier les molécules
constituant des 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).



La contamination des grains par ces mycotoxines ajoute une dimension sanitaire au probleme

de la fusariose.

Ces molécules sont également stables chimiquement et thermiquement, et peuvent se
retrouver dans des produits transformés destinés a 1’alimentation humaine. Caractérisées par
une toxicité aigué avérée a doses élevées, ces mycotoxines seraient responsables d’une
toxicité chronique a plus faible dose. Leur consommation réguliere pourrait entrainer des
pathologies diverses et en particulier des cancers de 1’cesophage pour les fumonisines ainsi
qu'un retard de la croissance et des troubles gastro-intestinaux pour les trichothécenes
(Rocha et al., 2005). L’espece F. culmorum, majoritairement présente dans le blé en Algérie,

produit des mycotoxines appelées trichothécenes de type B ( Laraba et al.,2017).

En Europe des teneurs maximales de DON autorisées dans les aliments destinés a la
consommation humaine ont été établies (EC N°1126/2007). En conséquence, les céréales
excédant les limites établies ne sont pas autorisées pour la commercialisation et la
consommation humaine. Actuellement en Algérie, il n’y a pas de normes ou de limites
réglementaires fixant les niveaux maximales de mycotoxines dans 1’alimentation humaine et

animale.

Par ailleurs la production de DON chez Fusarium graminearum joue un rodle dans la
progression de la maladie d’un épillet a I'autre (Maier et al., 2006) et c' est un facteur
déterminant d’agressivité (Eudes et al., 2001, Proctor et al., 1995). D’autres rapports
suggerent que la production de DON de F. culmorum est aussi corrélée avec l'agressivité
(Eudes et al., 2001, Hestbjerg et al., 2002, Miedaner et al.,, 2000), mais la relation entre les

symptomes et le contenu de DON n’est pas encore bien compris.

Par le passé, la quantification de I’ergostérol fongique permet de déterminer plus
précisément la quantité fongique dans le grain (Seitz et al., 1977, Schwadorf et Muller, 1989).
Aujourd’hui le développement de la PCR quantitative constitue un outil fiable pour évaluer la
biomasse du champignon représenté¢ par I’ADN extrait de grains contaminés. De méme les
analyses de multi toxines utilisant les nouvelles technologies de I’HPLC/MS pour une
quantification précise de la toxine, ont contribué a améliorer la caractérisation des niveaux de
résistance des variétés de blé et a mieux comprendre aussi les facteurs qui influencent le

développement et I’expression de la fusariose.



L’apport de telles connaissances est déterminant pour 1’élaboration de stratégies visant a

réduire le risque de contamination de céréales et les denrées alimentaires par les mycotoxines.

Il a été montré qu'un des leviers principaux pour limiter les teneurs en mycotoxines dans
les grains était le choix variétal (Ponts, 2010). L’utilisation de variétés de blé résistantes a la
fusariose et a I’accumulation de trichothéceénes pourrait constituer une nouvelle approche pour
maitriser ce probleme de fusariose et de contamination des grains par des mycotoxines

(Schaafsma et Hooker 2007).

Malheureusement jusqu’a présent, il n’existe pas de telles variétés de blé résistantes a la
fusariose. Cependant I’existence de sensibilités différentes a ’accumulation de mycotoxines
au sein des variétés de blé dur disponibles est connue (Favre et al., 2004). Cela suggere
I’existence de facteurs capables de moduler 1’accumulation de TCT B par inhibition de la
biosynthese (type résistance V-2) ou métabolisation des TCT B dans les variétés accumulant
le moins de mycotoxines avec le type résistance V-1 tel que rapporté par Boutigny et al.,

(2008).

L’hypothése mentionnée précédemment que la résistance a [’accumulation de
trichothecenes produits par les Fusarium. spp chez certains cultivars de blé dur, elle pourrait
s’expliquer par une composition biochimique particuliére du blé, riche en certains composés
endogenes spécifiques et capables de réduire la biosynthese des trichothécenes (Pinson-
Gadais et al., 2007). Plusieurs travaux suggéraient que la résistance a 1’accumulation de
toxines et au Fusarium pourrait étre corrélée avec la teneur en composés phénoliques des
grains de mais a maturité (Assabgui et al., 1993, Bily et al., 2003, Reid et al., 1992) et de blé
(McKeehen et al., 1999, Siranidou et al., 2002). Des travaux plus récents ont montré qu’une
fraction phénolique extraite de blé présentait un fort effet inhibiteur sur la biosynthese des
mycotoxines du type DON/ADON in vitro par F. culmorum (Boutigny et al., 2010). Ces
constations confortent I’hypothése d’un rdle possible des composés phénoliques dans la
résistance a 1’accumulation des trichothécénes chez le blé¢ dur (Boutigny et al., 2009,

Boutigny et al., 2008, Atanasova-Penichon et al., 2012).

Dans ce contexte, le but de nos recherches est i) d'isoler la flore fusarienne et toxinogene
présente sur les épis de blé algériens et 1' identifier a I’aide d’analyses morphologiques et
moléculaires, i1i) analyser le potentiel toxinogene des isolats et de caractériser le type de
mycotoxines produites moyennant des tests chimiques et moléculaires, iii) étudier la

pathogénie et I'agressivité des isolats algériens de F. culmorum et la sensibilité de différentes
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variétés de blé tendre et de blé dur d’origine autochtone et introduite ainsi que deux nouvelles
lignées de blé dur, iv) évaluer la résistance a la fusariose causée par F. culmorum et
I’accumulation correspondante des trichothécénes dans les grains de blé et v) étudier le
développement de ce champignon dans le grain par quantification de l'ergostérol, vi) enfin,
évaluer les acides phénoliques dans I’ensemble des variétés et des lignées pour voir si leur

contenu pourrait étre 1i¢ a I’accumulation de toxines.

Les résultats de nos recherches sont présentés en trois chapitres dont le premier est
consacré a la caractérisation et identification moléculaire de la flore fusarienne responsable
de la contamination de 1'épi de blé en Algérie. Cette analyse permettra d’identifier les especes

les plus fréquentes et les plus importantes en termes de contamination en toxines.

Le deuxieme chapitre s’attachera ainsi a l'identification du potentiel toxinogene d’une
collection d’isolats de F. culmorum, en se basant sur des tests moléculaires, ensuite une
analyse des chémotypes des isolats de F. culmorum par PCR-Q . Enfin une quantification par
HPLC de la production des trichothécenes et de la zearalénone par les isolats de F.culmorum

a été évaluée.

Le troisieme chapitre s’intéresse a 1’étude de la pathogénicité et 1’agressivité de quatre
souches de F. culmorum de chémotypes différents en plein champ. Les résultats obtenus
seront exploités dans le but d’étudier le comportement des variétés autochtones et introduites
de blé algérien ainsi que de nouvelles lignées sélectionnées a la fusariose de I’épi. Les
parametres étudi€és dans ce chapitre sont: la sévérité des symptOomes sur épis, 1I'ADN et
lI'ergostérol fongique de F. culmorum ainsi que les trichothécénes accumulés dans les grains.
En complément, une quantification et définition de la nature des acides phénoliques
accumulés dans les grains de blé ont été réalisées. Une discussion générale et des

perspectives concluent le manuscrit.



Données bibliographiques




1. Données bibliographiques

1.1. Le blé

1.1.1. Généralités

L'évolution du blé a accompagné celle de I’homme et de [’agriculture; sa culture
précede I’histoire et caractérise 1’agriculture néolithique, née en Europe il y a 8.000
ans. La plus ancienne culture semble étre le blé dur dans le croissant fertile de la
Mésopotamie (Feillet, 1977 et Fillet, 2000). Le blé¢ est ’'une des principales ressources
alimentaires de 1’humanité, dans la civilisation occidentale et au Moyen-Orient, est un
composant principal de 1'alimentation humaine. Il a été domestiqué au Proche-Orient a partir
d'une graminée sauvage il y a environ 10.000 ans (Harlan 1975; Henry et De Buyser, 2000;
Feldmen 2001).

En Algérie, on admet généralement que la culture de blé dur a commencé et s’est
développée au lendemain de la conquéte arabe. La plupart des auteurs s’accordent pour
considérer que la céréaliculture algérienne est depuis cette date et jusqu’a la colonisation, trés
largement dominée par le blé dur (Laumont et Erroux 1961). Le blé tendre était inconnu en
Afrique du Nord avant I’arrivée des francais. Le fellah qui ne cultivait que le «guemah » (blé

dur) se mit a la « farnia » (Anonyme , 1949).

Le blé est une plante annuelle herbacée, monocotylédone des zones tempérés et des
zones subtropicales qui appartient au genre Triticum de la famille des poacées. Aujourdhui,
deux especes de blé dominent la production et sont les plus répandues dans le monde. Il s’agit
du blé tendre (Triticum aestivum L.) et du blé dur (Triticum turgidum,var.durum L.) (Feillet,
2000). Le blé dur est généralement cultivé pour la production de semoule et la fabrication de
pates alimentaires, alors que le blé tendre est une matiere premiere, de base, pour la

fabrication du pain, en raison de sa composition riche en gluten.

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).

La plus grande partie du blé dur produit dans le monde est constituée de blé de printemps;
toutefois, il existe des variétés de blé dur d’hiver (qui ont besoin de vernalisation pour
amorcer la transition de la phase végétative a la phase reproductrice); ces variétés ont été

évaluées en vue de la production dans le Sud des Etats-Unis (Domnez et al., 2000).

1.1.2. Importance économique

Le blé (Triticum sp.) est la céréale a paille la plus cultivée dans le monde (Jean-
Paule Chavret, 1977). Le blé tendre, Triticum aestivum, compte pour 90% de la production
mondiale de blé. Le blé dur, Triticum durum, représente 5% de la production mondiale en blé

dont 35% sont produits en Afrique du Nord et en Asie de 1’Ouest (Hamadache, 2013).

La production mondiale de blé a presque triplé en l'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 1'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO)
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 l'on se réfere aux études et aux projections publiées par la FAO qui prennent en
compte le développement démographique mondial, les besoins devraient encore s'accroitre
dans les années a venir, pour atteindre sans doute 1 milliard de tonnes de blé en 2020 (source :

http://www.unctad.org/infocomm/francais/ble/plan.htm).

En Algérie, le blé est cultivé a travers I’ensemble des zones agro-écologiques, mais il
est essentiellement localisé dans les régions semi-arides et méme aride donc, soumis aux aléas
climatiques qui pénalisent fortement les niveaux de productivité et par la méme occasion la

production (Boulal et al., 2007).

La production nationale céréalicre de la campagne 2012/2013 était de l'ordre de 49
millions de quintaux, soit en dessous des prévisions estimées a 52 millions de Qx et des

objectifs fixés a 50.723.180 Qx (Zaghouane et al., 2013) (Fig. 1).



La production céréaliere algérienne a reculé en 2015-2016. Selon les chiffres cités par le
Ministére de 1’ Agriculture, la production nationale de céréales (orge, blé tendre et dur) a chuté
a 3.3 millions de Qx durant la derniere saison. Elle était de 4 millions de Qx en 2014-2015, de
3.5 millions de Qx en 2013-2014 et de 4.91 millions de tonnes en 2012-2013 (FAO 2016). La
production la plus élevée pour le blé a ét€ enregistée en 2012 avec 34.322.310 Qx (Tabl.1)
(https:/fr.actualitix.com/pays/dza/algerie -blé-production.php.A.2016).

les disponibilités en céréales s’élevaient en 2009 a 230 kg par habitant en Algérie
(87% en blé) contre 206 en Tunisie et 175 au Maroc. L’écart important entre le niveau actuel
de la consommation et celui de la production nationale conduit 1’ Algérie a importer de grosses
quantités de céréales : 11 millions de tonnes en 2011, dont 68% de blé, 29% de mais et 3%
d’orge. Le taux de couverture en blés par les importations s’établit a 74% sur la période 2005-
2009, pour des besoins nationaux de 7.6 millions de Qx. Le déficit concerne beaucoup plus le

blé tendre que le blé dur.

L’Algérie est donc confrontée a un probleme de dépendance extérieure qui
s’accompagne de lourdes factures. En conséquence, le colt des importations de céréales et
dérivés a presque quadruplé depuis 2000 pour dépasser 4,2 milliards de dollars en 2011, dont
68% pour le blé ( Rastoin et Benabderrazik, 2014).

Des objectifs ambitieux élaborés pour la période 2015-2019 accordent une importance
accrue a la résolution d’un certain nombre de problemes clés. Etant donné le climat aride du
pays, le gouvernement espere créer 2 millions d’hectares de terres irriguées — contre 1,2

million d’hectares aujourd’hui — dont plus du quart serait réservé a la production de céréales.

1.1.3. Principales variétés de blé cultivées en Algérie

La politique agricole actuelle, vise le renforcement de la sécurité alimentaire nationale.
La diversification variétale permet aux agriculteurs de choisir les variétés selon leurs besoins.
La culture de blé dur (Triticum turgidum L. var. durum) pratiquée en Algérie, utilise un
germoplasme de deux types : (1) les génotypes locaux traditionnels, caractérisés par un faible
potentiel de production — ces ressources génétiques, modelées au cours des années par la

pression sélective exercée par les facteurs du milieu, ont été sélectionnées par les chercheurs .
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Figure 1: Production céréaliere de la campagne 2012/2013 par espece (Zaghouane, et al.,
2013)

Tableau 1: Les derniers enregistrements de la production du blé en tonne en Algérie

Données Date Evolution
2436197 Tonnes 2014 ~-862852 ()
3299 049 Tonnes 2013 ~-133182 )
3432231 Tonnes 2012 ~877305 Q)
2554 926 Tonnes 2011 ~-50252 )

(Source):https://fr.actualitix.com/pays/dza/algerie-ble-production.php.A. 2016.
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Au sein de cette espece Triticum durum, les génotypes locaux traditionnels semblent
constituer des idéotypes a nos conditions de culture (Benlaribi et Monneveux, 1988; Ali Dib
et Monneveux, 1992); et (i1) les génotypes d’introduction nouvellement sélectionnés et
caractérisés par un haut potentiel de production; ce matériel introduit disparait plus

rapidement a cause notamment de son inadaptation (Hazmoune, 2000).

Il reste que I’introduction de ce matériel génétique a fait régresser les variétés locales en
les marginalisant pendant les années favorables, avant de disparaitre a son tour apres les
années défavorables. Cet état de fait a rétréci la diversité des blés durs dans le pays (Boufenar-
Zaghouane et Zaghouane, 2006). L'amélioration des blés tendres a suivi la méme tendance

que celle des blés durs.

Aussi, ce qu’il y a lieu de prendre en charge en matiére de réponse appropriée a la
problématique posée, c’est de s’orienter vers une considération plus conséquente des variétés
locales qu’il est impératif d’améliorer (Ait Kaki, 1993). En fait, I’action d’assainissement de la
gamme variétale, la publication de la liste provisoire des variétés autorisées a la production et
a la commercialisation ainsi que 1’établissement du zonage variétal, ont permis de réduire
considérablement le nombre de variétés utilisées qui n’a pas cessé de diminuer au cours de la

décennie 1992-2005 ( Boufenar-Zaghouane et Zaghouane, 2006).

Ainsi en 1999, quatre-vingt-une (81) variétés de céréales étaient autorisées a la
multiplication et a la commercialisation. En 2006 avec les nouvelles variétés sélectionnées, le
nombre atteint 103 variétés (blé dur: 32 variétés; blé tendre: 26 variétés; orge: 23 variétés;
avoine: 11 variétés; triticale: 11 variétés). Et en 2015, 139 variétés de céréales autogames sont
inscrites au catalogue officiel. Douze variétés de blé dur sont actuellement en production dont
cinq dites améliorées, ont été introduites depuis 1980. Les variétés Vitron et Waha sont les
plus demandées sur le marché; elles occupent 65% de la superficie semenciere totale. Par
ailleurs, Chen’s et Gta dur ont progressé ces dernicres années pour atteindre respectivement

7% et 12% de la sole semenciere de blé dur (Boufenar-Zaghouane et Zaghouane, 2004).

En dépit d’indéniables progrés, les rendements céréaliers demeurent faibles et tres
irréguliers. Ces fluctuations peuvent étre dues a la variation des conditions climatiques
(irrégularité des précipitations), envahissement des champs par les adventices et le

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

especes responsables de la fusariose.

1.2. La fusarioses du blé

La fusariose est une maladie fongique qui affecte de nombreuses especes végétales a
petits grains partout dans le monde ( Sutton, 1982 ; Wang and Miller, 1988 ; Mesterhazy,
1995 ; Parry et al., 1995 ; McMullen et al., 1997 ; Bottalico, 1998; Bottalico and Perrone,
2002).

La fusariose du blé est causée par une vingtaine d’espeéces du genre Fusarium et deux
especes du genre Microdochium (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces especes, cinq sont
principalement responsables de la fusariose, il s’agit de F. avenaceum (Fr.) Sacc., F. culmorum
(W. G. Smitth) Sacc., F. graminearum Schwabe, F. poae (Peck) Wollenw. et Microdochium
nivale Samuels et Hallett (Parry et al., 1995). Dans I’espéce F. graminearum, deux groupes se
distinguent, les membres de chaque groupe sont classés en deux especes différentes F.
pseudograminearum "groupe 1" et F. graminearum "groupe 2" (Aoki et O’Donnel, 1999).
Notons aussi que I’espece M. nivale possede deux sous-especes M. nivale var. nivale et M.
nivale var. majus (Arseniuk et al., 1999; De Hoog et al., 2000 ; Simpson et al., 2001;
Champeil et al., 2004).

Il existe plusieurs formes de fusariose pouvant affecter les différentes parties de la
plante depuis les racines jusqu’a 1’épi, en passant par la tige. Selon Parry et al., (1995), la
fusariose chez le blé se manifeste sous trois formes de maladies (Fig.2):

-"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 ( FFR )

"Head Blight" : fusariose de 1’épi ( FHB )

Les deux dernieres Head Blight et Foot Rot (également connu sous le nom Fusarium crown

root), sont majoritairement présentes sur le blé dans le monde (Bentley et al., 2006).
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Figure 2: Symptomes et différents types de Fusariose

A: Seedling Blight; B: Foot Root; C: Head Blight; D: Grains de blé fusariés; E: Dégats sur
épis provoqués par Microdochium spp.; F: Nécrose vert bouteille sur feuille causée par

Microdochium nivale.

a,b,c.e.f:http://www.agro.basf.fr/agroportal/fr/fr/cultures/les_cereales/la_protection_phyto_du
_ble/les_ts/Les_maladies.html; d: https://www.syngenta.fr/cultures/cereales/article-
protection-semences/fusariose-semences-de-ferme.
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La pourriture du collet est causée par plusieurs especes comme F. pseudograminearum,

F. culmorum, F. crookwellense, F. avenaceum et M. nivale (Scherm et al., 2013).

La fusariose de 1'épi est causée principalement par F. graminearum (téléomorphe
Gibberella zeae), F. culmorum, F. poae et F. avenaceum (Snijders, 1990 ; Boutigny, 2010).
D'autres especes, peuvent causer la maladie comme F. [angsethiae, F. poae, F.
sporotrichioides et Microdochium nivale (anciennement F. nivale) (Parry et al., 1995; Xu et
Berrie, 2005). Cette maladie est caractérisée par un brunissement du col de I’épi,
correspondant a la progression descendante de Fusarium via le systeme vasculaire, qui est
issu d’une contamination de 1’epi; le Microdochium spp. ne produit pas ce type de
symptdmes. il est caractérisé par des symptdmes différents, une nécrose vert bouteille de
forme ovoide irréguliere d’aspect huileux, puis évolue en une nécrose présentant souvent un
aspect concentrique (Fig. 2). Le point d’insertion de la tache est le plus souvent li¢ a une

rupture mécanique de la cuticule.
1.2.1. La fusariose de 1'épi de blé ( FHB)

La fusariose de 1'épi s’exprime aprés la floraison par des épis partiellement ou
completement échaudés. Les premiers symptomes visibles sont de petites taches brunes sur
les glumes; typiquement, cette fusariose envahit progressivement 1’épi. Au premier stade,
seuls quelques épillets sont atteints tandis que le reste de 1’épi est vert (Mascher et al., 2005).
La fusariose de 1’épi est souvent associée a une coloration rose- orangée ou violacée au niveau
des épillets qui correspond aux fructifications du champignon, surtout lors de périodes
d'humidité prolongées. De petits organes de fructification noirs produits par le champignon
peuvent apparaitre tard dans la saison (Champeil et al., 2004, Windels, 2000). La germination
des semences contaminées est également affectée, ce qui peut entrainer des symptomes de

fontes de semis (Pirgozliev et al., 2003).

Sur blé, cette maladie est considérée comme un facteur majeur limitant la production dans
de nombreuses parties du monde (Goswami et Kistler, 2004; Lori et al., 2009). Les
répercussions économiques de cette maladie, peuvent entrainer jusqu’a 50% de perte de
rendement des cultures (Parry et al., 1995 ; McMullen et al., 1997) par avortement des fleurs
et une diminution du nombre et du poids des grains (Arseniuk et al. 1993). En Chine, 7
épisodes d'épidémies séveres de la fusariose de 1’épi ont ét€ recensées et ont engendré plus de

40% de pertes de rendement (Leonard et Bushnell, 2003).
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D’autres épidémies ont eu lieu en Nouvelle-Zélande, au Japon et en Europe. Ces
épidémies ont engendré de 40% jusqu’a 96% de pertes (Cromey et al., 2001; Leonard et
Bushnell, 2003; Parry et al., 1995). Ces pertes de rendement sont liées aussi a une altération
de la qualité des grains (Pirgozliev et al., 2003). Les grains de blé fusariés sont atrophiés,
ridés, décolorés et peuvent présenter un duvet blanc ou rosé (Fig. 2). La fusariose affecte
également les qualités nutritives et technologiques des grains entrainant la dégradation des

grains d’amidon et des parois cellulaires (Bechtel ez al., 1985).

En plus des pertes de production, les différentes especes de Fusarium présentes sur blé
peuvent conduire a la contamination des grains par diverses mycotoxines entrainant une
dégradation de la qualité sanitaire des grains, puisque les toxines sont dangereuses pour les
animaux comme pour les humains (Bottalico et Perrone, 2002 ; Waalwijk et al., 2003 ;

Rohacik et Hudec, 2005 ; Schollenberger et al., 2007).

1.2.2. Cycle infectieux

Pendant I’hiver et tout au long du cycle cultural, les agents pathogénes responsables de la
fusariose des épis survivent dans le sol sous forme de chlamydospores (Bai et Shaner, 1994).
L’inoculum primaire pour I’initiation de la maladie provient principalement de résidus de
culture infectés 1’année précédente (Champeil et al., 2004 ; Osborne et Stein, 2007; Pereyra
et al., 2004 ; Audenaert et al., 2009). Il peut également provenir de semences infectées (Xu et
Nicholson, 2009) et d”adventices qui peuvent également jouer le rdle de réservoir de
Fusarium sans présenter de symptomes visibles ( Leonard et Bushnell, 2003 ; Champeil et al.,

2004) (Fig. 3).

Au printemps, lorsque les conditions deviennent favorables, le champignon se développe
et permet la formation de macroconidies mais également de périthéces et d’ascospores
(Fig.3). Ces conditions sont une forte humidité (>90%) pendant 48 & 72 h en conditions
contrdlées et 4 a 5 jours en conditions naturelles, et des températures comprises entre 15°C et
30°C au moment de la floraison des céréales (Bai et Shaner, 1994; Gilbert et al., 2011;
Doohan et al., 2003). Dans le cas des especes a reproduction sexuée les ascospores seraient

vraisemblablement la source d’inoculum de 1I’épidémie (Caron et al., 2006).
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Figure 3 : Cycle de vie des especes du genre Fusarium et Microdochium responsables de la

fusariose (Parry et al., 1994).

Figure 4: (A)Hyphe croissant entre les cellules; (B) Multiplication abondantes dans

les cellules mortes de 1'hdte (Brown et al., 2010).
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Les ascospores sont éjectés des péritheces puis dispersés par le vent, la pluie ou les
insectes (Goswami et Kistler, 2004). Il est a noter que F. culmorum ne se reproduit pas par

voie sexuée (Doohan et al., 1999).

La fusariose de 1’épi de blé est initiée par le dépdt de spores matures sur des épis de blé en
fleur. Ces spores germent, colonisent les antheres extrudées, généralement dans la partie
médiane de I’épi, ou commence la floraison et ou I'humidité est supérieure a celle des autres
épillets (Walter et al., 2009 ; Leonard et Bushnell, 2003). La pénétration dans 1’épi peut
également avoir lieu en surface des glumes ou via des ouvertures naturelles (stomates,

blessures, base de 1’épillet) (Brown et al., 2010 ; Champeil et al., 2004).

Dans un premier temps, les tubes germinatifs se développent en surface sans colonisation
vasculaire (Brown et al., 2010, Champeil et al., 2004). Ensuite, les hyphes progressent dans
les tissus vivants de 1’héte de fagon radiale et induisent une colonisation intracellulaire et
nécrotrophique des cellules de 1’hote (Fig. 4). L'apparition de nécrose peuvent également étre
associée a des taches brunes des glumes et rachis (Christ ef al., 2011 ; Bottalico et Perrone,
2002). Le pathogene circule via le rachis et colonise préférentiellement les épillets adjacents
et plutot inférieurs a I’infection (Argyris et al., 2005; Brown et al., 2010, Jansen et al., 2005),

ce qui entraine un échaudage de la partie supérieure de 1’épi.

Les conditions climatiques ont une influence déterminante sur I’incidence de la fusariose.
Une étude réalisée en Argentine par Lori et al. (2009), a montré que le climat est le facteur
principal du développement de la maladie. Les conditions les plus propices a l'infection sont
des pluies fréquentes, I'humidité élevée (92-94%), et la température supérieure a 15 °C
(Mackintosh et al., 2007, Parry et al., 1995). La sévérité et le développement de I’infection

sont largement influencés aussi par la sensibilité de la variété de blé (Heckeret al., 2004).

1.2.3. Fusarium : le pathogene principal responsable de la fusariose

Le genre Fusarium est un champignon ascomycete, qui appartient a la classe des
Sordariomycetes, 1’ordre des Hypocreales et la famille des Nectriaceae. La premiere et
véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809. Il doit son nom du
latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies fusiformes et cloisonnées

(Leslie et al. 2005).
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A Torigine le classement des Fusarium spp. a été établi par Nelson et al. (1983) qui ont
distingué 15 sections. Ce classement a été amendé par Burgess et al. (1994), puis par d'autres
chercheurs grace a I'utilisation des techniques de biologie moléculaire (Leslie et Summerell,
2006). Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques especes de Fusarium sont connues,
et appartiennent a la classe des Ascomycetes sous les genres Gibberella, Calonectria et
Nectria. 1l existe quelques especes de Fusarium pour lesquelles une forme sexuée n’a pas été
mise en évidence. C’est le cas par exemple de F. culmorum appartenant a la section
taxonomique Discolor, section a laquelle appartient également F. graminearum dont le
téléomorphe bien identifié est Gibberella zea (Samuels, et al., 2001, Seifert, 2001, Selosse et
Durrieu, 2004, Kristensen, et al., 2005). La distribution et la prédominance de ces especes
pathogenes sont, pour une grande part, déterminées par 1’espece céréalicre, la région et les

conditions climatiques (Xu, 2003).

En Europe, trois espéces sont principalement associées avec la fusariose de 1’épi : F.
graminearum, F. culmorum et F. avenaceum (Bottalico and Perrone, 2002). En France, sur
plus de 700 échantillons de blé tendre, de blé dur ou d’orge analysés en 2000, F.
graminearum a été retrouvé de maniere prédominante (83.3%), suivi par F. avenaceum et F.
poae (64.1% et 62.5% respectivement) (loos et al., 2004), Aussi cette prédominance de F.
graminearum a été confirmée dans les blés francais récoltés entre 2007 et 2010 (Montibus,
2013). En Italie, les especes prédominantes sont F. graminearum, suivie de F. culmorum et F.

avenaceum (Bottalico et Perrone, 2002).

Dans les régions continentales comme les Etats-Unis, F. graminearum est ’espece
prédominante responsable des épidémies (Wilcoxon et al, 1988). Dans de nombreux pays
méditerranéens F. culmorum et F. pseudograminearum ont été signalées comme especes
dominantes comme la Tunisie, (Kammoun et al., 2010, Kammoun et al., 2009), I' Algérie
(Laraba et al., 2017; yekkou et al., 2015), la Syrie et I' Egypte (Alkadri et al., 2013, Balmas
etal., 2015).

1.2.4. Outils de détection et de quantification des especes fusariennes

Les méthodes microbiologiques classiques font peu a peu place a des méthodes
moléculaires. De nos jours, des progres récents en détection et quantification moléculaire de

la mycoflore fusarienne peuvent permettre une analyse fine de cette communauté et des
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interactions possibles, afin de limiter le développement du champignon sur la plante, la
production de toxines et donc la maladie (Burlakoti et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2008). Ces
nouvelles techniques ont pour but non seulement de mieux connaitre les modes de vie de ces
champignons toxinogeénes, mais aussi de lutter efficacement contre eux en mettant au point

des outils de diagnostics précoces.

1.2.4.1. Identification morphologique des espéces de Fusarium

L’identification morphologique des espéces du genre Fusarium nécessite la culture des
isolats sur différents milieux de cultures. Les plus utilisés sont les milieux PDA (Potato
Dextrose Agar) sur lequel, les caractéristiques macroscopiques peuvent tres observées (la
vitesse de croissance, I'aspect du mycélium aérien, la couleur de I'envers de la colonie et I'
odeur), alors qu’en culture sur SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar), les caractéristiques
microscopiques peuvent étre déterminées, telles que 1’observation des macroconidies
produites en sporodochiades, la forme des microconidies et le type des phialides portées par

des conidiophores du mycélium aérien (Burgess ef al.,1991; LNPV, 2002).

L'instabilité cultural et morphologique est un phénomene commun chez le genre
Fusarium. On peut distinguer différents morphotypes de l'aspect du mycélium aérien
(sporodochial, duveteux, cotonneux et ras ). Aussi nous observons une grande hétérogénéité
de la forme des colonies, I’aspect et le nombre de septations des macroconidies, la présence
ou l’absence des micro conidies, le type de phialides sur lesquelles sont produites les
microconidies (monophialide et ou polyphialide) et la présence des chlamydospores et des
sporodochies (Nelson et al.,1983; Windels, 1991). Cependant ces techniques
microbiologiques limitent I’isolement a des souches encore viables au moment de 1’analyse
du grain. Il est ainsi possible de ne pas isoler toutes les especes qui ont contaminé le grain, ou
encore de mal identifier certaines especes morphologiquement semblables. Des techniques

moléculaires beaucoup plus fiables basées sur la PCR ont récemment vu le jour.

1.2.4.2. Identification des Fusarium spp. par outils moléculaires

Elle est généralement basée sur 1’amplification, par PCR (Polymerase Chain Reaction),
de régions spécifiques (Hsu et al., 2003). Cette technique se caractérise par sa simplicité, sa

rapidité et son extréme sensibilité avec le potentiel théorique de détecter une seule molécule

19



cible (Edwards et al., 2002). Les amorces espece-spécifiques répertoriées dans la littérature
appartenant a différentes régions génomiques, ont été synthétisées pour I’identification exacte
des especes de Fusarium et Microdochium impliquées dans la fusariose de I’épi. Ces couples

d’amorces spécifiques sont représentés dans le tableau (2) .

A T’heure actuelle, il existe des outils d’identification des chémotypes (Quarta et al.,
2005 ; Ward et al., 2002 ; Chandler et al., 2003). Au laboratoire MycSa (Bordeaux) il a été
testé préalablement des outils potentiels d’identification des chémotypes par PCR classique,
basés sur les genes Tri 7 et Tri 3 (Quarta et al., 2005) et sur le gene Tri 12 (Ward et al., 2002).
Récemment des amorces basées sur le gene EFla ont été exploitées par Nicolaisen et al.
(2009) dans une étude consacrée au blé et mais. A la description qualitative tres fine permise
par D’exploitation d’outils moléculaires, il était essentiel d’apporter une dimension
quantitative. Les efforts de recherche s’orientent alors autour de I’exploitation de la technique

"real time PCR".

La PCR en temps réel, fonctionne sur le principe de la PCR classique (amplification
cyclique d’un fragment d’ADN, basée sur une réaction enzymatique) avec pour différence une
amplification mesurée non pas en final mais tout au long de la réaction. Elle permet
I'obtention d'une courbe d'amplification: fluorescence = f ( nombre de cycle), donc en temps
réel la détection de I’ADN se fait par le SYBR Green qui est un fluorophore capable de se lier
a 1'ADN double brin.

Des essais d’outils de quantification existent sur les especes de Fusarium (Schnerr et al.,
2001 ), en particulier basés sur le géne Tri 5, premier géne de la voie de biosynthese des
trichothécenes. Cette approche (PCR-Q) a permis de relier les niveaux de contaminations

fongiques des especes aux données d'accumulation des toxines.

Ainsi, des corrélations positives significatives entre la quantification d’ADN de
I’ensemble des producteurs de trichothécenes et les niveaux de déoxynivalénol ont été
obtenues par différents auteurs (Bluhmet al. 2002; Schnerr et al. 2002 Waalwijk et al. 2004;
Burlakoti et al. 2007).
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Tableau 2: les amorces utilisées pour la détection des especes fusariennes par PCR

Espéces Amorces Références

F. graminearum Fgl6F/ Fgl6R Nicholson et al. (1998)
UBCS5F/UBC85R Schilling et al. (1996)

F. pseudograminearum FP1-1/FP1-2 Aoki et O'Donnell (1999)
FPG-F/FPG-R Williams et al. (2002)

F. culmorum Fc O1F/Fc OIR Nicholson et al. (1998)

F. avenaceum

OPT 18F/ OPT 18R
AVEF/AVR

Schilling et al. (1996)
Lees (1995)

FaF/R Doohan et al. (1998)
JIAF/R Turner et al. (1998)
FA-ITSF/FA-ITSR Schilling et al. (1996)

F. acuminatum FACF/FACR Williams et al. (2002)

F. equiseti FEF1/FERI Mishra ez al.. (2003)

F. poae FP82F/ FP82R Parry et Nicholson (1996)

F. crookwellense CroAF/CroAR Yoder et Christianson (1998)

F. oxysporum PFO3/PFO2 Edel et al. (2000)

M. nivale var. nivale YI3NF/Y13NR Nicholson et al. (1998)

M. nivale var. majus Mnm2F/Mnm2R Nicholson et Parry (1996)

1.3. Les mycotoxines produites par le genre Fusarium

Les Fusarium sont connus pour leur aptitude a synthétiser une large gamme de
mycotoxines regroupées sous le terme de fusariotoxines. Les plus connues appartiennent a la
famille des trichothéceénes produits en particulier par F. graminearum, F. culmorum, F. poae
et F. sporotrichioides (Bennett and Klich, 2003, Sweeney and Dobson, 1999). Mais d’autres
genres fongiques tels que Trichotecium (d’ou leur nom), Trichoderma, Stachybotrys,
Myrotecium, Cylindrocarpon et Verticimonosporium en produisent (Betina, 1989; Bennett et
Klich, 2003). La figure 5 illustre les différentes mycotoxines produites par les especes de
Fusarium ( Bottalico et Perrone, 2002; Logrieco et al., 2002; Waalwijk et al., 2003; loos et
al., 2004; Rohacik et Hudec, 2005; Schollenberger et al., 2007).
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Sur blé et orge

. graminearum (discolor) TCTB, ZEA

F. avernaceum (roseum) MON_BEA ENNS
F. culmorum (discolor) TCTB, ZEA

F. poae (sporotrichiella) TCTB (NIV)

. fricincfum (sporotrichiella) MON, BEA

F. sambucirium (discolor) TCTA,ZEA BEA
F. sporoifrichordes (sporotrichiella) TCTA

F. equisetr (gribbosurm) TCTA et B, ZEA
F. acuminatum (grbbosurmn) TCTA

F. crookwellense —cerealis(discolor) TCTB, ZEA
F. pseudograminearum (discofor:r) TCTB

F. Aeterosporum (reficulatumm) ZEA

F. oxysporum (efegars) Fumonisine C
. veriiciflfoides (liseola) Fumonisines B
F. subglutinans (liseola)

F. langsethiae (sporotrichiella) TCTA

TCTB Trichothéceénes type B (DON, 3et 15-ADON, NIV, FX) MON: moniliformine BEA: Beauvericine
TCTA trichothécenes type A (T-2; HT-2; DAS, MAS, NEO ZEA : Zearalenone ENNS : Enniatins

Figure S: Principales especes fusariennes toxinogenes sur blé et orge en Europe

Trichothécénes B R1 R2 R3 R4
Deoxynivalenol (DON) OH H OH OH
3-acetyl deoxynivalenol (3-ADON) O-CO-CH3 H OH OH
15-acetyl deoxynivalenol (15-ADON)  OH H O-CO-CH3 OH
Nivalenol (NIV) OH OH OH OH
Fusarenone X (FX) OH 0O-CO-CH3 OH OH

Figure 6: Structure chimique de cinq trichothécenes de type B.
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1.3.1. Les trichothécénes

Les trichothécenes appartiennent au groupe des sesquiterpenes possédant un noyau
tricyclique, appelé trichothécane, formé par un cyclopentane, un cyclohexane, un cycle a six
chainons oxygénés et quatre groupements méthyles (Balzer et al., 2004, Betina, 1989). Le
groupement époxyde en C12, 13 ainsi que la double liaison C9,10 conferent la toxicité a ses

métabolites secondaires ( Bennett and Klich, 2003; Desjardins, et al. 1993).

Ueno (1985) a classé les trichothécénes en quatre groupes, en fonction de leurs
structures chimiques. Les TCT C ( type C) sont caractérisés par un second cycle époxyde en
position C-7,8 ou C-9,10. Les TCT D (type D) incluent des trichothécenes macrocycliques qui
contiennent un cycle entre les positions C-4 et C-15. Ces trichothécenes de type C et D sont
produits par des champignons n’appartenant pas au genre Fusarium (Bennett et Klich; 2003,
Sweeney et Dobson, 1999). Les TCT A (type A) ont un groupe fonctionnel autre qu’une

fonction cétone en C-8 et sont représentés par la toxine T-2 et par le diacetoxyscirpenol.

Les TCT B (type B) ont une fonction cétone en C-8, et sont représentés par le
déoxynivalénol (DON) et ses formes acétylées en position C3 (3ADON) ou en position C15
(15ADON), le nivalénol (NIV) et sa forme acétylée en position C4, la fusarénone X (FX)
(Balzer et al., 2004, Bennett and Klich, 2003, Sweeney et Dobson, 1999) (Fig. 6). La notion
de chémotype correspond au type de toxine produite si la souche est productrice de DON et
ADON, elle sera dit de chémotype DON/ADON et si elle produit du NIV et des FX, elle sera
de chémotype NIV/FX.

Les trichothécénes de type B incluent des molécules de faible poids moléculaire, en
général compris entre 300 et 600 Da et partiellement hydrosolubles (Young and Miller 1985).
Les trichothécénes sont incolores, cristallisables, stables a 120°C, relativement stables a
180°C et se décomposent en 30 minutes a 210°C. Ces molécules sont ainsi tres difficiles a

éliminer, une fois les grains contaminés.
1.3.2.Toxicité
Les trichothécenes 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).
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I1 est a noter que jusqu’a 40% de la teneur en TCT B du grain récolté peut se retrouver
dans les pates seches (Logrieco et al., 2004 ). Plusieurs toxicoses que 1’on soupgonne étre
liées a une consommation de céréales tres contaminées en trichothécenes ont été décrites. 1l
s’agit en particulier de 1’aleucie toxique alimentaire survenue en Russie a la moiti¢ du siécle
dernier (Joffe, 1983). D’autres cas similaires ont été rapportés par la suite en Chine, Inde et
Japon (Eriksen, 2003). 1l existe peu de données concernant les effets des trichothécenes chez
I’homme. Cependant parmi les pathologies humaines liées aux toxines de Fusarium, nous
pouvons citer les troubles hématologiques : thrombocytopénie (diminution des nombres de
plaquettes sanguines), perturbation de ’hémostase (réaction anti- hémorragique), leucopénie

et agranulocytose (diminution du nombre de globules blancs).

Plus généralement, les trichothéceénes sont toxiques envers toutes les especes animales
testées. Leurs effets sur le systtme immunitaire et gastro-intestinal sont largement
documentés dans la littérature (D’Mello et al., 1999 ; Bennett et Klich, 2003 ; Eriksen, 2003).
L’exposition a ces molécules entraine comme symptdmes un retard de croissance, une
réduction des fonctions ovariennes et des désordres au niveau de la reproduction, des troubles
de I’'immunité, une perte d’appétence et des troubles gastro-intestinaux tels les vomissements

(Pestka, 2010; Rocha et al., 2005).

Le DON peut se retrouver dans les tissus 20 minutes apres ingestion de la toxine,
principalement dans le foie et les reins, comme chez les volailles. Chez les ruminants le
transfert du DON ingéré dans le lait n’est pas significatif (AFSSA, 2009). Les trichothécenes
et en particulier le DON inhibent partiellement la synthese protéique en interférant avec la
fonction de peptidyl transférase de la sous-unité 60 S du ribosome. Cette inhibition affecte
I’initiation et 1’élongation de la synthése protéique (Pestka, 2010; Rocha et al., 2005). A cet
effet inhibiteur du DON, on peut compter aussi 1’inhibition de la synthése d’ADN et d’ARN,
I’inhibition des fonctions mitochondriales, les effets sur la division cellulaire ainsi que
’altération de la structure des membranes (Rocha et al. 2005). Les TCTB peuvent également
activer les mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) et induire 1’apoptose (lordanov,

Pribnow et al. 1997; Laskin, Heck et al. 2002).

Les trichothécenes sont également phytotoxiques (Masuda et al., 2007). A de tres faibles
concentrations, ils perturbent la germination des graines et entrainent le flétrissement, sur les

variétés sensibles (Rocha et al., 2005).
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Dans beaucoup de travaux, ils ont pu montrer des différences de sensibilité aux
trichothécenes (Eudes et al. 2000; Rocha et al., 2005 Wang et Miller, 1988). Il existe des
différences dans les niveaux de toxicité des TCTB. Il semble que le DON et le 15-ADON ont
une toxicité équivalente, et que le 3-ADON est moins toxique que le 15-ADON. Le NIV est

plus toxique et sa forme acétylée, la FX, 1’est encore plus toxique (Alassane et al., 2013).

1.3.3. Législation

La production des mycotoxines entraine une dégradation de la qualité sanitaire des
grains, puisque les toxines sont dangereuses pour les animaux comme pour les humains
(Bakan, 1998 ; Bottalico, 1998 ; Eudes, 2000). Ces toxines sont produites dans la plupart des
pays producteurs de céréales : Etats-Unis, Canada, Nouvelle-Z¢élande, Argentine, Pologne,
Japon, Norvege, Allemagne, France (Boutigny 2007; Montibus; 2013). Chaque pays a sa
propre norme de commercialisation des produits céréaliers contaminés. En revanche en
Algérie, nous n'avons pas de données sur les teneurs en mycotoxines dans les aliments qui

seraient reglementées.

Dans un principe de précaution, compte tenu des données attestant de la toxicité aigué et
potentiellement chronique des mycotoxines pour ’homme et la filicre animale, la commission
européenne a fixé des teneurs maximales autorisées pour les produits a destination de
I’alimentation humaine ainsi que des recommandations pour I’alimentation animale. Les
seuils réglementaires sont fixés selon les doses journalieres tolérables (DJT) établies par le
Comité Scientifique de 1’ Alimentation Humaine (CSAH). A titre d’exemple, le consommateur
doit étre exposé a des doses inférieures a 1 ug/kg/j pour le DON et de 0,7 pg/kg/j pour le NIV.
Ces limites sont différentes selon les toxines et 1’utilisation des denrées considérées. Le
reglement n°856/2005 du 6 juin 2005 révisée le 28 septembre 2007 lors de la commission
n°1126/2007 autorise des teneurs maximales pour plusieurs fusariotoxines, dont les

trichothécenes B, et en particulier le déoxynivalenol (Tabl. 3).

Aujourd’hui, ce qui est inquiétant est la consommation quotidienne de céréales et de
produits dérivés faiblement contaminés en mycotoxines qui entraine une forte accumulation
de toxine avec le temps, ce qui constitue un risque de toxicité chronique pour le
consommateur. Il existe donc sous ce probléme sanitaire que sont les mycotoxines, des enjeux

économiques forts de réglementation européenne sur les teneurs maximales en toxines.
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Dans les années les plus défavorables, on pourrait estimer a 50% les pertes aux champs,
puis a 20 % les rejets de lots de blé pour des teneurs en mycotoxines trop fortes. Considérant
que les lots contaminés ne peuvent étre utilisés dans I’alimentation animale ni mélangés a des

lots moins contaminés, les pertes économiques de la filiere céréaliere pourront €tre lourdes.

Tableau 3 : Concentrations maximales autorisées en DON dans les denrées destinées a
I’alimentation humaine, d’aprés le réglement (CE) n°1126/2007.

Céréales brutes autres que le blé dur, 'avoine etlemé ~ DON 1250
Blé dur et avoine brute DON 1750
Mais brut DON 1750
Farine de céréales et pates DON 750
Pain, pétisseries et biscuits DON 500
Préparations a base de céréales pour nourrissons DON 200

La recherche s’organise donc a I’heure actuelle autour de plusieurs axes afin de limiter la
fusariose de 1’épi et Iaccumulation de toxines au champ. Il existe plusieurs parameétres
influencant I’ampleur de 1’attaque de Fusarium et sa production de toxines (Champeil et al.,
2004). Parmi ces facteurs, certains tel que le climat ne sont pas maitrisables, d’autres peuvent
étre de véritables leviers pour limiter les niveaux de toxines des grains récoltés ; il s’agit en

particulier du facteur variétal.

1.3.4. Biosynthese des trichothécenes de type B

Les geénes impliqués dans la voie de biosynthése des TCT B sont appelés « Tri». Les
chémotypes de TCT B résulteraient de différences structurales au niveau de certains genes de la voie

de biosynthese des trichothécenes.

Le premier produit de la voie de biosynthese des trichothéceénes A et B est le trichodiene,
synthétisé a partir du farnésyl pyrophosphate. Ce dernier, produit de la voie de biosynthese
des isoprénoides, est lui-méme le précurseur de la voie de biosynthese des terpénoides et des

stérols, dont I’ergostérol, composant de la paroi fongique.
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La biosynthese des trichothécenes a partir du trichodiene fait intervenir de nombreuses
¢tapes d’oxygénation, d’isomérization, de cyclisation et d’estérification (Desjardins, 2006;
Kimura et al. 200). On dénombre actuellement 16 genes Tri chez F. sporotrichioides et 15
genes chez F. graminearum (le gene Tril6 étant non fonctionnel chez F. graminearum).
Parmi ces genes, 12 sont regroupés en cluster dans une région de 26 kb d’ADN génomique
(Hohn et al., 1993 ; Brown et al., 2004) (Fig.7), d’autres génes Tri sont situés hors cluster. Un
des locus comporte 7ril0] (McCormick et al., 1999). Un autre locus comporte Tril5
(Alexander et al., 2004). Et, le dernier est composé de deux genes 7ri, les genes Tril6 et Tril

(Brown et al., 2003 ; Meek et al., 2003; McCormick et al., 2004).

La figure 8 présente la voie de biosynthese des TCT B. Les genes Tri impliqués dans les
différentes étapes de biosynthese sont représentés sur cette voie. Le gene 7ri5 code la
trichodiene synthase, une enzyme clé catalysant la premiere étape de la voie de biosynthese
des TCT B. Elle transforme le farnésyl pyrophosphate en trichodiene, aprés neuf réactions
conduisant a la formation de la calonectrine (McCormick et al., 2011). Une relation entre
I’expression du géne Tri5 et ’augmentation de la production de DON a déja été¢ observée

dans des cultures de Fusarium (Doohan et al., 1999).

Les deux chémotypes de NIV et de sa forme acétylée (FX) ainsi que le chémotype DON
et ses formes acétylées (15-ADON et 3-ADON) sont déterminés génétiquement. Les produits
des genes Tri7 et Tril3 catalysent une oxygénation et une acétylation en C4 pour la synthese
vers le chémotype NIV, puis le produit du géne Tril génere la FX. Enfin le produit du gene
Tri8 permet la formation de NIV (Lee et al., 2002, McCormick et al., 2011). Les génes Tri7
et Tril3 ne seraient pas fonctionnels chez les producteurs de DON/ADON (Lee et al., 2002).
Les produits des génes Tril et Tri8 catalysent directement la formation du 15-ADON ou du 3-
ADON a partir de la calonectrine suivie par la formation du DON (McCormick et al., 2011).

La fonction des genes Tri sont connues maintenant. Grace a toutes ces connaissances,
des études ont mis en évidence des relations entre les types de toxines produites et les
séquences des genes impliqués dans la voie de biosynthése. A titre d’exemple, en analysant la
séquence des genes Tri3, 7, 8, 12, et 13 et leurs chémotypes, des liens ont été établis avec les

toxines produites (O’Donnell et al., 2008).
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Figure 7: Structure des régions génomiques contenant les genes 7ri connus

Les genes sont orientés selon leur sens de traduction. * : géne fonctionnel chez F.
sporotrichioides mais non fonctionnel chez F. graminearum. ** : génes fonctionnel chez les
souches de chémotype NIV/FX exclusivement.

Source : Barreau C., communication personnelle; (Brown, McCormick et al. 2001; Kimura,
Tokai et al.2003; McCormick, Harris et al. 2004)
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Figure 8: Voie de biosynthese des trichothécenes et genes "Tri" impliqués

(Tag et al., 2001)
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Ces diverses productions rendent la classification complexe d’autant qu’une méme
toxine peut étre produite par de nombreuses especes de Fusarium, et une méme espece peut
produire plusieurs types de toxines. Par exemple les souches de F. culmorum ne semblent
produire que du 3ADON ou du NIV alors que les F. graminearum peuvent produire

15ADON, 3ADON ou NIV/FX (O’Donnell et al., 2008 ; Pasquali et al., 2010).

1.3.5. Role des TCTB dans le développement de la fusariose

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). Différents
niveaux de pathogénicité ont été observés chez différentes especes de Fusarium et entre

différentes souches au sein d’une méme espéce.

Chez le blé, il est clairement montré que la production de trichothéceénes n’est pas
nécessaire pour ’infection initiale mais que la toxine est nécessaire pour permettre au
champignon de coloniser les épillets voisins (Jansen, von Wettstein et al. 2005). 11 a été
montré que des mutants de G. zeae (7ri5), non producteurs de trichothécenes, seraient moins
agressifs que les souches sauvages vis-a-vis de plantules de blé et de riz (Proctor et al., 1995).
De méme, une souche de F. graminearum mutée pour le géne Tril2 a une agressivité réduite
vis-a-vis du blé (Yao et al., 2005). La production de DON augmenterait I’agressivité du
champignon en inhibant le mécanisme de défense de la plante et en réduisant les barrieres

telles que la formation de cal entre 1’épillet et le rachis (Ilgen, et al. 2009).

Chez le genre Fusarium, des genes liés a la virulence et a la pathogénicité ont été mis en
évidence lors d’études sur ’interaction F. graminearum/hote. Certains génes Tri ou des genes
codant pour des lipases sont directement impliqués (Dyer et al., 2005, Nguyen et al., 2011,
Proctor et al., 1995). La production de DON serait un facteur clé de virulence lors de

I’infection du blé par F. graminearum (Jansen et al., 2005, Proctor et al., 1995).

1.4. Quelles Stratégies pour lutter contre la fusariose de I’épi et diminuer

I’accumulation des TCTB?

De nombreuses études ont mis en évidence I'impact de plusieurs facteurs
environnementaux et culturaux aux champs, (Pirgozliev et al., 2003 ; Champeil et al., 2004 ;

Edwards, 2004).
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Afin de diminuer les risques liés aux mycotoxines pour le blé, des outils ont été définis
basés sur les données climatiques, les dates de semis et de récolte, les précédents culturaux, la
gestion des résidus et le facteur variétal donnant des prévisions cohérentes entre elles
(Champeil et al., 2004; Parry et al., 1995; McMullen et al., 1997). La source d’inoculum de la
fusariose est multifactorielle et il est essentiel de maitriser ces facteurs afin de limiter la
densité de I’inoculum au maximum (Sutton, 1982; Parry et Jenkinson 1995; Schaafsma et al.

2001; Edwards, 2004; Miller, 2008).

En effet, les résidus de céréales sont plus nombreux et plus difficiles a détruire permettant
a Fusarium de survivre dans le sol sous forme de chlamydiospore ou de mycélium saprophyte
selon les especes (Parry et al, 1995). Ainsi I’enfouissement des résidus de cultures antérieures
est un premier moyen de lutte contre 1’incidence de la maladie, en réduisant les sources
d’inoculum (Teich et Nelson, 1984 ; Champeil et al., 2004). La rotation des cultures et le
travail du sol sont aussi importants pour lutter contre le développement de la maladie
(McMullen et al., 1997). 11 faut éviter que le précédent cultural soit une culture céréaliere et

préférer des légumineuses ou encore du colza ou du tournesol.

Divers fongicides existent, mais leur efficacité aux champs contre la fusariose et la
mycotoxinogenese est controversée (Pirzgoliev et al., 2003 ; Champeil et al., 2004). Ainsi les
fongicides de synthese utilisées pour combattre les Fusarium sp 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 especes toxinogenes les plus
productrices en toxines. Par ailleurs, le risque sanitaire 1i¢ a I'utilisation excessive de ces

fongicides n'est pas négligeable.

Un autre facteur primordial est la sensibilité variétale a I’infection. Des différences de
sensibilités variétales aux fusarioses sont clairement établies (Koch et al., 2006). Le choix
d'une variété résistante semble €tre une piste intéressante (Boutigny et al., 2008). Cette
résistance pourrait également €tre reliée au contenu en composés phénoliques des grains,
aussi bien pour le blé que pour le mais (Atanasova-Penichon et al., 2012, Siranidou et al.,

2002).
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1.5. Importance du choix variétal pour la résistance a la fusariose et a

I’accumulation de trichothécénes

La mise au point de variétés résistantes a la fusariose ainsi qu’a I’accumulation de
mycotoxines représente la voie la plus prometteuse pour limiter le risque déoxynivalénol, bien
que, jusqu’a présent, la majorité des génotypes soit assez sensibles. Il est donc nécessaire de
multiplier les essais dans des conditions environnementales variées afin de sélectionner des
variétés adaptées le plus largement possible ou bien alors pouvoir associer un cultivar a un

type précis d’environnement.

La relation teneur en toxines/symptomes est tres controversée. Plusieurs auteurs n’ont pas
identifié¢ de corrélation forte entre I’intensit¢ des symptomes et les teneurs en DON sur blé¢,
orge et avoine ( Mirocha, et al. 1994; Liu et al. 1997). Pourtant d’autres études sur blé et mais
décrivent une relation entre symptomes visuels et teneurs en DON (Reid, Mather et al. 1996;
Bai, Plattner et al. 2001; Burlakoti, et al. 2007). Il s’avere ainsi important d’acquérir des
connaissances approfondies et fiables sur la relation entre symptomes et niveaux de toxines

sur épis.
1.5.1. Les différentes composantes de la résistance du blé a la FHB et TCTB

Des différences dans 'accumulation des mycotoxines dans les plantes hotes suggerent une
différence de leurs sensibilités vis-a-vis de Fusarium et certainement des mécanismes
d’interférence avec les voies de toxinogénése. Il est donc nécessaire d’identifier et de
comprendre ces mécanismes afin d’incorporer la résistance a 1’accumulation de toxines dans
les programmes de sélection. Aujourd’hui, peu de variétés de blé sont résistantes a la
fusariose. Cependant, il existe des variétés tolérantes, possédant des niveaux de résistance
partiels permettant de limiter les pertes de rendements et I’accumulation des toxines dans la

récolte.

La résistance a la fusariose incluant la variable toxines est une résistance a plusieurs
composantes, décrite chez le blé (Miller et al., 1985 ; Mesterhdzy, 2002). Ces composantes
sont au nombre de cing et sont résumés dans le tableau 4. En 1963, Schroeder et Christensen
ont fait la distinction entre deux types de résistance a la fusariose du blé. La résistance de type
I est la résistance a I’infection initiale, dont la composition du grain est déterminante dans

cette composante.
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Tableau 4: Composantes de la résistance a la fusariose de I"épi

Types Composantes Références

I Résistance a l'infection initiale Schroeder et Christensen, 1963
I Résistance a la propagation du mycélium dans les tissus Schroeder et Christensen, 1963
I Résistance associée au maintien du nombre et de la taille des grains  Masterhazy et al., 1995
v Tolérance au rendement Masterhazy et al., 1999
\Y Résistance a 1'accumulation de trichothécenes Miller, 1985

V.1 Métabolisation des trichothécenes (détoxification) Boutigny et al., 2009
V.2 Inhibition de la biosynthese des trichothécenes Boutigny et al., 2009

La résistance du type II est la résistance a la propagation dans I'hdte. Un des tests pour
estimer la résistance de type II correspond a une inoculation par blessure sur épis et au suivi
de la progression des symptomes sous le point d’inoculation. Le rdle des trichothécénes est
celui de permettre a Fusarium de progresser plus facilement, en inhibant les défenses mises

en place par la plante (Miller and Ewen 1997).

I1 est difficile de discriminer le type I du type II car il n’existe pas véritablement de limite
précise entre les deux. Par la suite d'autres types de résistance ont été définis en se basant sur
les caractéristiques observées chez le blé résistant a la fusariose. La résistance de type III est
estimée par comptage de la réduction du nombre de grains, par mesure de la diminution du
poids sec ou encore de la taille des grains. La résistance de type IV se mesure en comparant le
rendement obtenu par une variété en présence et en absence de symptomes de la fusariose.
Enfin la résistance de type V englobe I’ensemble des mécanismes de résistance a

I’accumulation de trichothécénes (Miller et al., 1985 ; Mesterhdzy, 2002).

La résistance de type V a la fusariose, peut étre divisée en deux classes. Tout d’abord, la
classe 1 correspond a la détoxification des mycotoxines par la plante. Parmi les stratégies de
détoxification, la glycosylation des trichothécenes B est un processus naturel qui existe chez
le blé (Boutigny et al. 2008). Ensuite, dans la classe 2, les plantes pourraient réduire
I’accumulation des mycotoxines en inhibant leur biosynthése sous 1’action de composés

endogenes des grains (Boutigny et al., 2009).
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1.5.2. Roles des acides phénoliques dans les mécanismes de résistance du blé

La résistance au Fusarium est déterminée par 1’efficacité des mécanismes de défense de
I’hote activés en réponse a 1’attaque du pathogene. Ces mécanismes de défense de la plante

face a I’infection peuvent résulter par la modification de la paroi cellulaire.

Ainsi en réponse a I’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 ’acide férulique ) sont présents dans la paroi primaire des céréales
(Harris et Hartley 1980). Les sons de céréales comme le mais et le blé sont décrits comme
fortement lignifiés et 1’acide férulique relierait la lignine aux polysaccharides des parois

cellulaires (Bunzel et al. 2004; Bily et al. 2003).

Lors de I’infection, la paroi est dégradée par le pathogene et les lysats ainsi libérés
peuvent jouer le role d’¢liciteurs des mécanismes de défense de la plante (Bily et al., 2003).
L’efficacité des acides férulique et p-coumarique avait déja été décrite en 1999 (McKeehen et
al. 1999). Reid et al. (1992) ont montré une augmentation des teneurs en composés
phénoliques dans les soies de lignées de mais résistantes a la fusariose suite a une inoculation

avec F. graminearum.

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 blé (McKeehen et al. 1999; Siranidou et al. 2002). Cette relation est
confirmée par les résultats de Boutigny (Boutigny , 2007) qui a observé des concentrations en
acide férulique 1i€ plus importantes dans les grains blé de la variété résistante par rapport a la
variété sensible. Santiago et al., (2007) ont mis en évidence le possible role des dimeres

d’acide férulique dans la résistance a F. graminearum dans la tige.

Mais aussi les acides phénoliques pourraient réduire 1’accumulation des mycotoxines en
inhibant leur biosynthése sous I’action de composés endogenes des grains (Boutigny, 2007).
Ces acides phénoliques peuvent €tre solubles ou encore liés a la paroi. Il a ét¢ montré dans
plusieurs études (Ponts, 2005, Ponts et al, 2006, Boutigny, 2007) I’effet modulateur des

acides phénoliques chez F. graminearum et F. culmorum producteurs de trichothécenes B.

33



Les plantes peuvent aussi transformer chimiquement la toxine par des activités
métaboliques entralnant la dégradation ou la détoxification des mycotoxines. Parmi les
stratégies de détoxification, la glycosylation des trichothéceénes B est un processus naturel qui
existe chez le blé. Concernant leur capacité a inhiber la production de mycotoxines. Boutigny
et al., (2009) ont montré que, pour des concentrations inférieurs a 1 mM, I’acide férulique
pouvait affecter la biosynthese de TCTB sans pour autant modifier la croissance fongique. En
cultures liquides, 1’acide férulique inhibe, in vitro, la biosynthése de TCTB par plusieurs

souches de F. culmorum (Boutigny, 2007).

34



Materiel et Méthodes
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2. Matériel et méthodes

2.1. Prospection et collecte des épis de blé fusariés

Des prospections ont été réalisées durant trois campagnes 2012, 2013 et 2014 dans les
zones littorales et sublittorales des régions Nord-Centre et Nord-Est, les zones des plaines
intérieures Ouest et Est; les zones des hauts plateaux Nord, Est et la zone Saharienne Sud
(Tabl.5). Pour identifier les especes responsables de la fusariose, 40 a 50 épis montrant les
symptomes de la maladie ont été récoltés des parcelles prospectées. Les échantillons ont été
par la suite conservés dans des sacs en papier a 4 °C jusqu'a utilisation. La date et le site de

collecte ont été indiqués pour chaque échantillon.

Tableau 5: Les parcelles prospectées dans les différents étages bioclimatiques

Nombre de parcelles

Année prospectées Zone Wilaya

2012, 20132014 17 littoral G;I Zl;(lj)httorall Alger ( Oued Smar)

2012, 2014 20 plaines intérieures/Nord Blida,Bouira, Médéa

2012, 2013, 2014 22 Hauts plateaux Bordj bou arrérridj, Sétif,M'sila
2013, 2014 30 Plaines intérieures/ Est  Guelma, El Tarf, constantine
2014 23 Plaines intérieures/ Ouest Relizane

2013,2014 15 Sud El Menia

2013 10 Sud Adrar

2012, 2013,2014 15 Sud Laghouat (Ksar El Hiran)
2013,2014 16 Sud Laghouat (Oued Mora)
2012, 2013,2014 20 Sud Laghouat (Assafia)
2013,2014 8 Sud Aflou

2.2. Isolement et identification des especes fongiques associées a la fusariose de 1’épi

Des isolements ont été réalisés a partir de fragments des épis de blé fusariés et 100 grains
de chaque échantillon sont prélevés au hasard, apres 1’égrenage des épis a la main. Apres
désinfection superficielle dans une solution d'hypochlorite de sodium a 2% pendant 3 min,
puis rincage 2 fois a l'eau distillée stérile, les différents organes de 1'€pi et grains ainsi

désinfectés ont été séchés sur papier filtre stérile.
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IIs sont ensuite placés sur un milieu de culture Potato-Dextrose-Agar (Annexel),
additionné d'un antibiotique a raison de 100 pg/ mL (chloramphénicol). Les enveloppes des
grains sont incubés pendant 6 a 7 jours a 25 °C dans une étuve réfrigérée, alors que les grains
sont placés sur un milieu de culture Dichloran-Chloramphenicol-Peptone-Agar (DCPA,

Annexe 1) (Cromey et al., 2002).

Le milieu DCPA est utilisé pour la détection spécifique des Fusarium spp et les boites
de pétri sont incubées pendant 10-12 jours dans une enceinte climatisée, thermostatée a 22°C
(+/- 3°C) avec une photopériode d'éclairage et d’obscurité alternant toutes les 12 heures.

Pour la recherche du Microdochium nivale au niveau des grains, ces dernieres sont placées
directement sur le milieu de culture PDA. Elles sont, examinées une premiere fois apres 6
jours d’incubation a 1’obscurité dans une chambre froide a 6°C (+/- 2°C), des conditions qui
favorisent le développement des Microdochium par rapport aux Fusarium spp. Ces boites de
PDA sont ensuite incubées pendant 6 jours dans les mémes conditions que les boites avec

DCPA (22°C et alternance lumiere/obscurité) pour favoriser la sporulation de Microdochium.

Le milieu DCPA étant semi sélectif, seuls les especes du genre Fusarium vont se
développer de maniere conséquente sur le milieu (vitesse de croissance radiale >2 mm / jour
et mycélium aérien abondant). Ce milieu ne permet pratiquement aucune pigmentation du
thalle des champignons qui s'y développent, les cultures apparaissent donc généralement
blanche a rose tres pale. De plus, il a été montré que ce milieu était significativement plus

efficace que le milieu PDA pour la détection des Fusarium spp. (Ioos, 2001a).

Les colonies développées a partir des épis et grains et qui semblent appartenir au
complexe fusarien, ont été repiquées sur un nouveau milieu PDA. Aprés 5 a 7 jours
d’incubation a 25 °C, les différentes colonies ont été séparées en groupes selon 1’aspect des
colonies. Ensuite, des cultures monosporales ont été réalisées a partir de colonies
représentatives de chaque groupe puis repiquées sur les deux milieux PDA et SNA, pour une

éventuelle identification morphologique. Les isolats, une fois purifiés, sont conservés en tubes

a essai sur le milieu PDA, ou milieu a ’extrait de malt.
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Figure 9: Protocole de prélevements a réaliser pour l'observation de criteéres microscopiques

de Fusarium spp. cultivé sur milieu SNA (LNPV, 2002)
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Figure 10: Sporodochia visibles par diascopie sur SNA (I00S, 2001)
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2.2.1. Identification morphologique

La détermination morphologique d'une espece de Fusarium repose sur l'observation de
nombreuses caractéristiques anamorphiques sur le milieu PDA, telles que la vitesse de
croissance, l'aspect du mycélium aérien, la couleur de l'envers de la colonie, 1'odeur et la
couleur des sporodochia. Avec toutes les informations l'identification pourra étre réalisée en
utilisant les différentes clés de références de Aoki et O'Donnell (1999), Nelson et al. (1983),
Nirenberg et al. (1982) et Leslie et Summerell (2006).

Les isolats de Microdochium nivale sont directement identifiés sur le milieu de culture
PDA. Les macroconidies de F. culmorum et F. graminearum sont directement identifiées sur
le milieu DCPA (Hocking and Andrews, 1987). Les autres isolats de Fusarium spp. sont
transférés du milieu DCPA vers un milieu PDA et un milieu SNA (synthetiser-
ndhrstoffarmer-agar, Annexe 1) favorisant la sporulation des Fusarium. Apres 6 a 10 jours
d’incubation a 22°C, deux prélevements pour observation sont effectués systématiquement

(Fig. 9).

Le premier prélevement consiste a récolter du mycélium aérien en plusieurs endroits de la
culture, puis le transférer dans une goutte de colorant : bleu coton ou acide fuchsine pour
observation au microscope, ces prélevements permettent d'observer les microconidies
produites sur le mycélium aérien. Le second prélevement consiste a recueillir des sporodochia
repérées, sur lesquels sont produites des macroconidies de taille et de forme relativement

homogene et typique de I'espece (Fig. 10) et (Fig. 11).

2.2.2. Identification moléculaires des especes de Fusarium

Apres I’identification des isolats par les criteres morphologiques, au total prés de 150
isolats de Microdochium et pres de 300 isolats de Fusarium ont été identifiés durant les trois
années de prospection. Mais seule I’identité de 60 isolats de Fusarium a été vérifiée par une
analyse moléculaire réalisée au laboratoire INRA Bordeaux. Cette dernicre a été basée sur
I’amplification de I’ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant des amorces

spécifiques des principales especes connues sur céréales.
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2.2.2.1. Extraction de ’ADN fongique

Les isolats de Fusarium ont été cultivés sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar
medium) pendant 10 jours. Le mycélium a été récupéré et immédiatement congelé puis
lyophilisé. Le mycélium ainsi séché, a été broyé et réduit en poudre fine (TissueLyser®
Qiagen 1min 30 Hz), avec une bille en acier. L’extraction de ’ADN a été faite selon le

protocole de Moller et al. (1992).

A cet effet environ 5 mg de mycélium broyés sont mélangés a 600 pl de tampon de lyse
TES (100 mM Tris-HCI1 ; pH 9 ; 10 mM EDTA ; 1% Sarcosyl SDS) et 4 uL de protéinase K
puis incubés 1 a 2 heures a 65°C. Le mélange est centrifugé 10 minutes a 10 000 rpm et le
surnageant est prélevé. L’ ADN est extrait successivement avec 500 uL de phénol, 500 pL de
phénol/chloroforme et 500 uL de chloroforme. A chaque fois, le mélange est homogénéisé
par retournement, puis centrifugé 10 minutes a 10 000 rpm et la phase supérieure est prélevée.
1/20®™ volume d’acétate de sodium 3M sont ajoutés, puis ’ADN est précipité avec 3/5°™ de
volume d’isopropanol et centrifugé 10 minutes a 10 000 rpm. Le culot est lavé avec 500 puL
d’éthanol 70%, puis laissé a sécher au speed Vac (10 min ) puis repris dans 100 puL de
tampon ( TE + RNase 20 pg/mL); I’ADN obtenu est stocké une nuit a 4°C. La concentration
et la pureté des ADN ont été déterminées par spectrométrie ( NanoDrop® ) a 230, 260 et 280
nm, la pureté est évaluée par rapport aux protéines (260/280), et la pureté par rapport aux
solvants utilisés ( 260/230 ). Les échantillons d'ADN ont été dilués a 20 ng/ul, dans de 1'eau

nucléase free et consevés a -20°C.

2.2.2.2. Identification des isolats de Fusarium par PCR avec amorces

spécifiques

Les analyses par PCR spécifique ont été réalisées a 1’aide du thermo cycleur iCycler
™thermal cycling (Bio-Rad). Les réactions de PCR ont été réalisées dans des mélanges
réactionnels de 25 plL contenant pour chaque échantillons a étudier 1 pl. d’ADN
(correspondant a 20 ng d’ADN total) ,1X buffer PCR polymerase reaction ; 2,5 mM Mg Cl2;
0,4 mM de chaque dNTPs; 2,5 U de Taq DNA polymerase (Promega, France) et 0,5 uM de

chaque amorce.

40



Les amorces utilisées et leur température d’hybridation sont présentées dans le Tableau 6.
Les amplifications de PCR ont été réalisées pendant 35 cycles. Les conditions de la PCR
étaient définies par le programme : 95°C pendant 2 min, 35x (95°C pendant 30 s, Tm°C
pendant 30 s, 72°C pendant 1 mn), 4°C a l'infini (Fig. 11). Les produits d’amplification ont
été visualisés par électrophorese sur un gel d’agarose a 1,5% (w/v) contenant 3 pL de
Bromure d’éthidium ou BET a 10 mg/mL (BioRad). Le tampon utilisé est du TAE 1X (Tris
Acetate EDTA). A cet effet 8 uL de produit PCR sont déposés dans les puits et la migration
s’effectue a 80 V pendant environ 40 min dans la cuve d’électrophorése. Un marqueur de
taille (BenchTop 100 pb DNA Ladder, Promega) est déposé en parallele des échantillons qui

permet d’estimer la taille des fragments d’ADN. Enfin, le gel est visualisé sous lumic¢re UV.

2.3. Caractérisation toxinogene et chémotypage chez F.culmorum producteurs de

TCTB

2.3.1. Analyse par PCR du potentiel toxinogene des isolats de F. culmorum

La détection du potentiel génétique de production de toxines des champignons est basée
sur I’amplification de I’un des génes de la voie de biosynthese des trichothécenes. Le géne
Tri5 code pour une enzyme, la trichodiene synthase, catalysant la premiere étape de la voie de

biosynthese des trichothécenes (Hohn et Beremand, 1989; Hohn et Desjardins, 1992).

L’identification du potentiel toxinogene de 40 isolats de Fusarium culmorum sélectionnés
en se basant sur leur origine géographique a été réalisée sur I’amplification spécifique du
geéne Tri5 en utilisant ’amorce Tox5 développée par Niessen et Vogel (1998). L'amorce
Tox5-1(5'GCTGCTCATCACTTTGCTCAG-3"etTox5-2(5'CTGATCTGGTCACGCTCATC-
3"). L’ADN génomique des isolats a été extrait selon le protocole décrit précédemment par
Moller et al. (1992). L’amplification spécifique par PCR a été réalisée dans une réaction
mixte de volume 25 pl contenant 25 ng d’ADN, 10 x tampon Tagq polyrerase (10 mM Tris-
HCI1; pH 7,5 ; 50 mM KCI; 1,5 mM Mg Cl2), 200 uM de chaque dNTP, 1 uM du couple
d’amorce de chaque espéce et 1,5 U de Tag polymerase. Le programme d'amplification étant
constitué d'une dénaturation initiale de 4 min a 96 °C suivi de 5 cycles de 1 min a 96 °C, une
hybridation de 2 min a 65 °C et une élongation de 2 min a 75 °C, puis de 30 cycles de 30 s a
96 °C, 30 s a 65 °C et une élongation de 1 min a 75 °C.

41



Tableau 6 : Séquences des amorces spécifiques utilisées pour l'identification des especes
q p q p p

Fp82R> | TGTTCCACCTCAGTGACAGGTT

Espece Amorces | Séquence 5'-3' Tm | n F
(pb)
F. culmorum FC 0IF' |ATGGTGAACTCGTCGTGGC 60°C| 35 [570
FCO1R' |CCCTTCTTACGCCAATCTCG
F. graminearum Fgl6NF> | ACAGATGACAAGATTCAGGCACA 60°C | 35 | 280
Fgl6NR® | TTCTTTGACATCTGTTCAACCCA
Fpl1-1° CGGGGTAGTTTCACATTTCYG 55°C| 35 | 523
F. pseudograminearum
Fp1-2’ GAGAATGTGATGASGACAATA
F. avenaceum JIAF GCTAATTCTTAACTTACTAGGGGCC |60°C| 40 | 220
JIAr! CGTTAATAGGTTATTTACATGGGCG
F. poae Fp82FS CAAGCAAACAGGCTCTTCACC 58°C | 40 | 250

Tm : température d’hybridation des amorces; n : nombre de cycles a appliquer; F : taille du fragment

amplifié attendu en pb. 1 Nicholson et al., 1998; 2 Nicholson et al., 1998; 3 Aoki et O’Donnell (1999);

4 Turner et al., 1998 ; 5 Parry and Nicholson,1996.

dénaturation initiale &longation finale
95°C . 95°C .
Smin  : 30s e xR :
: TE : :
30s _ Smin e
30s : S
1) E 2)x n cycles 3 4)
dénaturation hybridation élongation conservation

n : nombre de cycles appliqués ; T : température d’hybridation des amorces

Figure 11 : Schéma d’une programmation de la PCR.
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Les bandes amplifiées ont été visualisées sous lumiere UV sur gel d’agarose 1,5% (w/v).
L'amplification de la région du géne Tri5 ( poids moléculaire 650 pb), indiquerait que 1isolat

est potentiellement producteur de trichothécenes.

2.3.2 Identification des chémotypes des isolats de F. culmorum par PCR-Q

Les analyses par PCR en temps réel ont été réalisées a I’aide du systéme LightCycler ®
2.0 et du logiciel LightCycler 4.05. L’amplification du fragment du géne 7ril2 a été évaluée
dans 1 pL de chaque échantillon d’ADN (20 pg/ul) dans un volume réactionnel final de 10
pL, en utilisant le kit LightCycler® TagMan® Master (Roche Applied Science, France). Du
MgCl1 2 a été supplémenté au mélange réactionnel PCR a une concentration finale de 5 mM.
Les amorces ont ¢été utilisées a une concentration finale de 0.5 uM et la sonde a une

concentration de 0.1uM; les amorces et sondes utilisées sont présentées dans le Tableau 7.

Les analyses ont été réalis€ées en triplicata dans les conditions suivantes : une pre-
incubation a 95°C pendant 10 min, 'amplification est réalisée en 45 cycles de 95°C pendant
10 secondes, la température d’hybridation choisie (Tm: 65 pour la série (1) Tri /12-DON 3
ADON et Tm: 58 pour la série (2) Tri 12- NIV FX ) pendant 40 secondes, 72°C pendant
Iseconde, le programme se termine par un cooling a 40°C pendant 30 secondes. La
fluorescence est mesurée a chaque fin de cycle. Apres 45 cycles d’amplification, la courbe de
dénaturation est tracée en faisant varier la température de 65°C a 95°C par paliers de 0,1°C/s

avec mesure de la fluorescence a la fin de chaque palier.

Une gamme de dilution a été préparée a partir du mélange standard. Pour chaque géne,
I’efficacité de la PCR (E) a été déterminée grace a la gamme de dilutions comme décrit par

Ponts et al. (2007).
Tableau 7 : Amorces et sondes utilisées pour I’identification des chémotypes producteurs de

TCTB (MyCsa INRA Bordeaux )

Géne Chémotype Amorces Séquences des amorces Sondes Séquences des sondes

Tri12-3ADON-F GTGCCTGATGAGATGAAA

Tri 12 3 ADON Tril2-3ADON-P CCATGTACCGAATGAGGCAGTT
Tril2-3ADON-R GGGTCCAGTTTGAAGAAC

Tri12-NIV-F1 GGGTATTGAATTTGTTAGC
Tril2 NIV Tril2-NIV-P1 AAGAAGAAGACAACTTACCACTAATGA

Tril2-NIV-R1 GTCTCTTCTCAACTCTATG
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2.3.2.1 Analyse des résultats apres PCR quantitative

Dans la méthode de quantification absolue, D’appareil LigthCycler compare
I’amplification d’un ADN cible d’un échantillon inconnu a une courbe standard préparée avec
des concentrations connues de ce méme ADN cible. Les courbes standard ont été générées par
dilution en série d’ADN de F. culmorum (20 ng a 0.002 ng) (Ponts et al., 2007). L’émission
de fluorescence est mesurée a la fin de chaque étape d’élongation pour chacun des cycles,

permettant ainsi de suivre I’augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant la réaction.

Pour chaque couple d’amorce 1’efficacité de la PCR (E) a été déterminée en utilisant une
courbe standard générée en tracant les valeurs de crossing point "Cp" (points de passage),
contre les valeurs de log des facteurs de dilution de I'ADN. E est obtenue a partir de la pente
de la régression linéaire: E = 2 (10-1/Slope) avec Emax = 2 (E = 100%). Les courbes
standard ont été générées par dilution en série d’ADN de 20 ng/ul a 0.002 ng/ul de I’ADN de
F. culmorum 3 Adon (INRA 268).

2.3.3. Analyse par PCR spécifique de la sequence du gene 7Tril2

Pour confirmer les chémotypes de 4 isolats de F. culmorum de chémotypes différents,
deux isolats de F. culmorum potentiellement producteurs de NIV et deux autres isolats
producteurs de DON obtenus de la PCR-Q, une analyse par PCR spécifique de la sequence
du gene Tril2 a été efféctuée (Tabl. 7). Deux d’amorces spécifiques pour la séquence du gene
Tri 12 pour chaque chémotype ont été utilisées pour identifier les isolats de F. culmorum
potentiellement producteurs de NIV et les isolats producteurs de DON (L. Pinson Gadais,

communication personnelle).

Les amplifications ont été réalisées dans un thermocycleur (Biometra, T-1, Géttingen,
Germany) en utilisant le programme suivant pour le couple d’amorce Tril2- NivFx- FetR :
dénaturation initiale de 10 min a 95 °C suivie par une amplification de 45 cycles de 10 s a
95 °C, 40 s a 58 °C et 30s a 72°C, 4°C pendant o. Le programme a été terminé par une
extension finale de 5 min a 72 °C. Pour identifier les isolats producteurs de DON, les
amorces Tril2-DON-3Adon-F et R ont été pré-incubées avec un seule cycle a 94°C
pendan10 min suivie par une amplification de 45 cycles de 10s a 95°C, 40s a 65°C et 30s a
72°C et terminée par une extension finale de 5 min a 72°C, 4°C pendant c. Les produits

d’amplification ont été visualisés par électrophorése sur un gel d’agarose a 1,5% (w/v).
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2.3.4. Quantification par HPLC de la production des trichothécénes par les isolats

de F. culmorum

2.3.4.1. Culture sur riz et extraction des trichothécénes

Le riz a été utilisé pour quantifier les teneurs en trichothécenes de type B (TCTB)
produites par 4 isolats de F. culmorum. Au préalable le riz utilis€ comme substrat a été
vérifié qu’ils ne contenait aucune trace de TCTB (NIV, DON, fusarenon X (FX), 15-ADON
et 3-ADON) détectables. Avant inoculation, le riz a été humidifié avec de ’eau distillée
stérile et I’activité thermodynamique de I’eau (aw) des grains a été ajustée entre 0, 98 et 1,00.
Puis, 110 g de grains ont été distribués dans des Erlenmeyer de 500 mL, puis stérilisés deux

fois par autoclavage a 110 °C pendant 25 min comme décrit par Bakan et al. (2001) (Fig. 13).

Les isolats de F. culmorum ont ét€ repiqués dans des tubes PDA inclinés et incubés
pendant 9 jours a 25 °C a ’obscurité. Les suspensions de spores requises pour inoculer le riz
ont été obtenues en ajoutant de 6 mL d’eau distillée stérile par tube suivi par une agitation
modérée. Le volume nécessaire d’inoculum a été ajouté stérilement de facon a obtenir une
concentration finale de 10 * spores/mL par comptage sur cellule de Thoma. Enfin, chaque
Erlenmeyer a été inoculé par 0,5 mL d’une suspension sporale, et placé a I’obscurité a 25 °C.
Trois répétions ont été préparées pour chaque isolat testé. Apres 3 semaines d’incubation, les
milieux de cultures ont été séchés a 75 °C pendant 48 h, puis broyés afin d’obtenir une poudre

fine.

Pour I’analyse, des fractions de 5 g de chaque échantillon broyé, ont été extraites par 20
mL d’un mélange acetonitrile: eau (84/16 ; v/v), puis mises en agitation pendant 1 heure
suivie d’une centrifugation; 3 ml de filtrat ont été purifiés par des colonnes clean up
spécifique "Trichothecene P columns" (R-Biopharm, Darmstadt, Germany).

Ensuite 3 mL de la phase organique ont été¢ évaporés a sec sous flux d’azote sur un bloc
chauffant (50 °C). Les échantillons ont été conservés a -20°C pour 1’analyse ultérieure a

I'HPLC.
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2.3.4.2. Quantification des TCTB et zéaralenone (ZEA) par HPLC-DAD

Les extraits secs ont été repris dans 100 pL. d’un mélange méthanol/eau (1/1 ; v/v)
(Methanol Fisher Scientific, Waltham, USA), et filtrés a travers des Millipores filter de
0.45 pm. Les analyses ont été réalis€ées sur une chaine HPLC Hewlett-Packard Chem
Station Series 1100 couplée a un détecteur a barrette de diode (DAD) (Agilent, Waldbronn,
Germany). Les TCTB ont été séparés le long d’une colonne KINETEX 2.6U XB-C18
(4.6x150 mm) maintenue a 45 °C.

La phase mobile était constituée d’acétonitrile (solvant B), en mélange avec de 1’eau
MilliQ® dégazée et acidifiée a un pH 2,6 avec de 1’acide o-phosphorique (solvant A). Le
deébit est fixé a 1 mL/min pour une durée totale d’analyse de 45 min. Les conditions du
gradient sont les suivantes : 5-30% B en 14 min, 30-90% B en 10 min, 90% B pendant 5
min, 90-5% B en 2 min puis 5% B pendant 14 min (Fig.12). Le volume d’injection est de 5
uL. Les surfaces des pics sont mesurées a 230 nm. L’identification des différents TCT B se
fait grace a leur temps de rétention et leurs spectres UV mesuré de 190 a 360 nm. La
quantification des 5 TCT B est réalisée par étalonnage externe. L’étalonnage externe utilise
des composés de référence achetés sous forme de poudre lyophilisée chez Sigma-Aldrich

Co (St Louis, USA) .
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Figure 12: Gradient pour I’analyse des trichothécénes B par HPLC-DAD.
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Production et accumulation
Culturesur riz de F.culmorum .. dedifférentes mycotoxines

| Analysedes TCTBet ZEA

Identification et quantification des toxines

Figure 13 : Démarche expérimentale suivie au cours de l'extraction des TCTB et ZEA a partir
de farine de riz contaminée par les quatre isolats de F. culmorum pour 1’identification des

chéymotypes et évaluation du potentiel toxinogene des Fusaria.
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2.4. Sensibilité des variétés algériennes de blé « introduites et autochtones» a la

fusariose de I’épi et a I’accumulation des toxines

La sensibilité de huit variétés algériennes de blé dur et de blé tendre a été étudiée
pendant deux années successives 2012 et 2013, par la réalisation d' inoculations artificielles
des épis en plein champ. Ces variétés ont été choisies afin de tester quatre variétés anciennes
et quatre variétés récentes les plus cultivées en Algérie et deux lignées récemment
sélectionnées avec les deux parents vis a vis de I’espece F. culmorum, responsable de la
fusariose de I’épi. Dans un essai préliminaire réalisé en 2011 les quatre isolats utilisés dans
notre étude ont été évalués pour leur capacité a causer la fusariose de 1'€pi en plein champ.
Ces isolats ont été pulvérisés au stade floraison sur les épis de deux génotypes de blé Vitron

et Arz.

2.4.1. Matériel fongique

Quatre isolats de ’espece Fusarium culmorum (BT11, BD11, TS5 06, T7 06) obtenus a
partir de cultures monosporales pures, ont servi a I’inoculation artificielle en plein champ, ils
se sont montrés les plus agressifs dans les essais préléminaires et sont de chémotypes
différents. Ces isolats ont été obtenus a partir de 1’épi, en premier lieu identifiés comme
Fusarium culmorum en se basant sur la morphologie des conidies en se référant a la clé
d’identification de Leslie et Summerell (2006). IIs ont été confirmés par la suite par une
identification moléculaire qui a été réalisée par PCR (Réaction polymérisation en chaine) en
temps réel avec des amorces spécifiques des especes.

2.4.2. Matériel végétal

Quatre génotypes de blé semi tardives et quatre génotypes précoces ont été utilisés. Il
s’agit des deux especes de blé dur (Triticum turgidum L. subsp. Durum) et de blé tendre
(Triticum aestivum). Ces variétés ont été choisies car elles présentent des niveaux différents
de résistance a la fusariose, d’apres le classement établi par 'ITGC d’ Alger pour les variétés
sensibles. Deux lignées de blé ont été également testées la deuxieme année et choisies en
fonction des résultats d'un essai de résistance préliminaires en plein champ effectués en 2012
(résultat non illustré). Cet essai inclut également les variétés parentales de G4; G9 (Parent 1 :
Simeto133) et G10 (Parent 2 : Ardente). Pour des raisons techniques, les deux autres variétés

parentales ne pouvaient étre évaluées dans notre analyse de 2013 (Tabl. 8).
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Tableau 8: Liste des différentes variétés et lignées utilisées dans les essais en plein champ

Genotype Espece Origine Cycle végétatif
Arz BT CIMMYT Semi-Précoce
HD1220 BT CIMMYT Précoce

Florence Aurore BT Locale Tardif

Mahon Démias BT Espagne Tardif

Mohamed Ben Bachir BD Locale Tardif

Bidi 17 BD Locale Tardif

Chen’s BD ICARDA Précoce

Vitron BD Espagne Précoce

G1-F14 lignée 1 Lignée de P3-P4 ENSA Algiers Précoce Tardif
G4-F14 lignée 4 Lignée de P1-P2 ENSA Algiers Précoce

G9-P1 Simeto133 BD France Précoce a tres précoce
G10-P2 Ardente BD France Semi-Précoce

Les parcelles élémentaires étaient localisées a la station expérimentale de ’ENSA
d’Harrach. Nous avons réalis¢ quatre essais espacés de deux metres et plus loin a quarante
metres le cinquieme essai constitué des variétés témoins. Dans chaque essai il y a trois blocs
avec un écartement de 1m entre les blocs, soit huit micro-parcelles par bloc de quatre lignes
et I’espace entre micro - parcelles est de cinquante centimetre. La densité du semis était de 10

graines/ligne « 40 graines/micro-parcelle »; le plan d’expérience adopté pour les 4 essais était

un dispositif aléatoire complet (Fig. 14).

Les inoculations sont réalisées lorsque les plantes avaient atteint le stade d’anthése presque

complete, c.a.d au stade floraison (stade 67 a 1’échelle de Zadoks et al.1977), tandis que la

récolte a eu lieu a maturité physiologique.

2.4.3. Préparation de I’inoculum

Les souches utilisées sont préalablement repiquées sur boite de PDA et placées 10 jours

a I’étuve a 25°C a I’obscurité. Les suspensions de spores sont réalisées par grattage et

filtration des cultures.
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Figure 14: Dispositif expérimental pour l'inoculation en plein champ 2011/2012 et 2012/2013
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La concentration en spores est déterminée par comptage sur cellule de Malassez ou Thomas

puis ajustée a de 10" spores/ mL final dans le milieu (Akinsanmi et al., 2004).
2.4.4. Inoculation

L’inoculation a été réalisée au moment de la floraison complete (stade Zadoks 69), par
pulvérisation jusqu’au ruissellement de I’inoculum sur les épis. Cette opération a été effectuée
a I’aide d’un pulvérisateur donnant un jet homogene et continu. Compte tenu de la précocité
échelonnée des variétés, les inoculations n’ont pas été réalisées le méme jour mais a un
intervalle de 15 jours entre les variétés (Kleijer et Michel, 2001); 100 épis par micro-parcelle
ont été mrqués avant I’inoculation. Une fois inoculées, les plantes ont été recouvertes par des
sachets plastiques pendant 48 h pour le maintien d’une humidité relative supérieure a 90%

pour favoriser l'infection.

Les plants témoins sont constitués par les parcelles ol aucune inoculation artificielle n’a
été effectuée. Pour maintenir les épis humides apres inoculation, un dispositif d’irrigation par
aspersion a été mis en place, fonctionnant toutes les 30 mn pendant 20 secondes jusqu’a la

maturité des épis.

Tableau 9: Echelle de notation pour I’évaluation de la résistance aux maladies du
blé et du triticale (Michel, 2001)

Note P?;E,g;g'eépj Description des symptémes
1 0% Sans symptémes
2 2,5% Traces de symptdmes, un épillet sur
10 épis montre des symptémes
3 10% 10% des epillets de chaque épi sont infectées
- 25% Un quart des épillets d’un épi sont infectés
5 50% La moitié des épillets d'un epi sont infectés
6 75% Trois quarts des épillets d'un épi sont infectés
7 90% 10% des epillets d’'un épi ne sont pas infectes
8 97.5% Peu d’épillets d'un épi ne sont pas infectés
9 100% Tous les épis sont morts
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2.4.5. Notation des traits de résistance de la fusariose de 1'épi "FHB"

Le nombre d’épillets déverdis a été noté avant le déverdissement physiologique (20
jours aprés 1’inoculation, sur les 100 épis pré-identifiés. Le systeme de notation utilisé est
basé sur une échelle de 1 a2 9 (1 = sans symptomes et 9 = épi mort) (Tabl. 9). L’incidence de la
fusariose sur les différentes variétés testées, est estimée en calculant 1indice d'attaque en %

des épis fusariés selon la formule suivante:

1A% = %épil + %épi2 + %épi3 ........%epin | NTépi

[A%: l'indice d'attaque en pourcentage; NT épi: nombre total d'épi pré-identifiés
Au total 220 échantillons de grains de blé ont été analysés provenant d’une

expérimentation par inoculation artificielle en plein champ, durant les deux années 2012 et

2013.
2.5. Evaluation de la sensibilité des variétés testées a I’accumulation de mycotoxines

Au stade maturité GS 90 (Zadoks et al., 1974 ), 100 épis pré-identifiés ont été récoltés.
Aprés 1’égrenage des épis a la main, 50 g de graines de chaque variétés ont été broyées pour
analyser par HPLC la teneur en mycotoxines accumulée au niveau des grains fusariés.
L'analyse et dosage des TCTB et zéaralenone au cours de ces essais ont été réalisés selon le

protocole décrit précédemment ( partie 3. P. 46).

2.6. Estimation de la biomasse fongique dans les grains de blé fusariés

Afin de développer des variétés résistantes a la fusariose et plus particulicrement a
I’accumulation de TCTB, il est important de connaitre les relations qui existent entre les
especes présentes et les teneurs en toxines dans les grains de blé et ou de nombreux travaux
ont été publiés (Niessen et al., 2007). De trés bonnes corrélations ont ét€é mises en évidence

sur blé entre les teneurs en DON et les quantités d’ADN de F. graminearum et F. culmorum.

Pour apprécier le développement fongique de F. culmorum sur les épis de blé a maturité,
nous avons utilisé deux méthodes complémentaires. Une technique biochimique a été utilisée
et qui consiste a estimer la biomasse fongique par le dosage de l'ergostérol au niveau des
grains de blé par HPLC-UV; I’ergostérol étant un stérol spécifique des membranes fongiques.
Ce composé est utilis¢é comme marqueur précis d’infection fongique chez les plantes ( Gilbert,

2001 et Seitz et al., 1977).
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La deuxieme technique utilisée pour ce dosage est la PCR quantitative avec des amorces

gene-spécifiques afin de quantifier I’ADN de F. culmorum au niveau des grains contaminés.

2.6.1. Estimation de 1'ergostérol au niveau des grains de blé par HPLC-UV

2.6.1.1. Extraction de I’ergostérol

La méthode d’extraction et de dosage de 1’ergostérol a été mise au point au laboratoire de
I'INRA Bordeaux, et adaptée de Saraf et al., (1997) et de Marin et al., (2005). A cet effet 30
mg de grains broyés mis en suspension dans 2 ml de KOH/MeOH (1:10, w/v) sont placés
pendant 1 h a 80°C puis refroidis rapidement dans de la glace. Par la suite 40 uL. d’étalon
interne de 7-dehydrocholestérol (500 mg/L dans du méthanol) sont additionnés au tube auquel
est rajouté 1 mL d’eau. Une extraction est effectuée par deux fois 2 mL d’hexane. Apres
centrifugation a 3000 rpm pendant 3 min, les phases organiques sont collectées et évaporées a
sec sous flux d’azote sans chauffer. Les extraits secs sont alors stockés a -20°C en attendant

I’analyse.
2.6.1.2. Analyse de I’ergostérol par HPLC-UV

Les extraits secs sont repris dans 1 mL de méthanol puis filtrés sur un filtre de 0,45 um
avant 1’analyse en HPLC. L’analyse de I’ergostérol est réalisée selon la méthode ERGOKIN,
sur une colonne KINETEX, 2,6u XB-C18 100A (150 x4 ,6mm) ( Phenomenex ) maintenue a
40°C (Tabl.10). Le débit est fixé a 0,8 mL/min pour une durée totale d’analyse de 15 min. Un
gradient isocratique de 100% de méthanol a été utilisé; Le volume d’injection est de 20 uL et
la détection s’effectue a 282 nm. L’identification de 1’ergostérol se fait grace au temps de
rétention et a son spectre UV mesuré entre 190 et 400 nm. La quantification est réalisée par

¢talonnage externe et les teneurs en ergostérol sont corrigées par rapport a 1’étalon interne.
2.6.2. Analyse par PCR-Q avec des amorces gene-spécifiques afin de quantifier
I’ADN de F. culmorum.
2.6.2.1. Extraction d’ADN génomique sur matrice blé

L’ADN génomique total a été extrait a partir de 100 mg de blé broyé avec le Mini Kit

DNeasy® Plant selon les instructions du fournisseur (Qiagen, Courtaboeuf, France).

53



Tableau 10 : Parametres des différentes méthodes chromatographiques utilisées au cours de

I’étude.
Composés analysés
Parametres
Acides phénoliques Ergostérol TCTB
Appareil chaine HPLC Hewlett-Packard ChemStation Series 1100 couplée a un détecteur a barrette de diodes DAD
Type de colonne ZORBAX SB-C18 ZORBAX SB-C18 ZORBAX Eclipse® XDB-C8
Dimensions de colonne 5um, 250 mm x 4,6 mm 5um, 250 mm x 4,6 mm 5um, 150 mm x 4,6 mm
Température four 30°C 30°C 40°C
Volume d'injection 5uL 20 UL 5uL
Débit phase mobile 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min
Solvant A eau MilliQ, acide formique 2% méthanol eau MilliQ, pH 2,6 (acide phosphorique)
Solvant B acétonitrile / acétonitrile
Gradient 5-15% B (30 min), 15-50% B (10 min)  isocratique 5-30% B (14 min), 30-90% B (10 min)
50-90% B (5 min), 90% B (3 min), 90% B (5 min), 90-5% B (2 min)
90-5% B (2 min), 5% B (10 min) 5% B (14 min)
Détection UV-Vis 260 nm, 280 nm, 320 nm et 360 nm 282 nm 230 nm
Durée totale de l'analyse 60 min 18 min 45 min

Un broyage additionnel avec une bille de tungsten a 1’aide d’un TissueLyser® (Qiagen,

Courtaboeuf, France) a été réalisé deux fois a la fréquence de 30 Hz pendant 45 s. La
concentration d’ADN total extrait a été mesurée a I’aide d’un spectrophotometre Nanodrop®
1000 (ThermoFisher scientific, Courtaboeuf, France) a 260 nm. L’ ADN génomique total a été

dilué a une concentration finale de 20 ng/uL pour chaque échantillon.

2.6.2.2. Quantification de F. culmorum dans les grains de blé contaminés par la

technique de PCR en Temps Réel

Nous avons utilisé le méme protocole que les analyses par PCR quantitative avec
détection de fluorescence (SYBR® Green) qui ont été réalisées a 1’aide du systeme
LightCycler © 2.0 et du logiciel LightCycler version software LCS4 4.0.5. 415 (Roche,

France) décrit précédemment.

L'amorce utilisée est 7ri5 Rios (Rios et al. 2009) a une concentration finale de 0.5 uM et
les analyses ont été réalisées en triplicats. Les amplifications de PCR quantitative ont été
réalisées pendant 45 cycles, dont les conditions de la PCR sont présentées a la figure 15, selon
les conditions recommandées par le fournisseur (Qiagen). Un gene de blé -Rubisco- a été

utilis€ comme contrdle interne.
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L'utilisation d'un ciblage de gene de la plante a été permise afin de normaliser la

quantification I’ADN de Fusarium par ’amplification de génes cibles dans les échantillons de

blé.

Les valeurs des "crossing point" (Cp) expérimentalement mesurées (valeur moyenne de

trios répétitions) obtenues pour le gene de référence et les genes cibles ont été normalisées par

rapport aux valeurs de Cp obtenues pour le gene de référence en utilisant le logiciel REST©
REST-384 (Relative Expression Software Tool). Ce modele mathématique prend en compte
des différences d’efficacité entre le géne de référence et les genes cibles (Pfaffl, 2001; Pfaffl
et al.,2002).

Les courbes standard ont été¢ générées par dilution en série d’ADN de F.culmorum INRA
268 /3Adon (20 ng a 0.002 ng). La Taq polymérase est activée apres 10 min a 95°C.
L’amplification des geénes cibles est réalisée en 45 cycles et la fluorescence est mesurée a
chaque fin de cycle. Apres 45 cycles d’amplification, la courbe de dénaturation est tracée en
faisant varier la température de 65°C a 95°C par paliers de 0,1°C/s avec mesure de la

fluorescence a la fin de chaque palier.

Mesure fluorescence a

530 nm
v
__95C__ | 95°¢ we
10 min 105
72°C
1s
65°C
15 s
Tm"C -
a0's | 40°Cc
30s
X 45
ittt it Dl L o i S o e e A s e P R N i e S
Activation Amplification Tracé de la
de courbe de
l'enzyme dénaturation

Figure 15 : Etapes des amplifications de PCR quantitative.
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2.7. Extraction et dosage des acides phénoliques

Dans notre hypothese la différence de sensibilité a I’accumulation de mycotoxines serait
liée a des composés biochimiques endogenes qui différent selon des variétés de blé et par
I’existence de composés capables d’interférer avec la mycotoxinogenese des Fusarium spp.
En effet différentes molécules candidates ont des effets modulateurs de la biosynthese des
mycotoxines de Fusarium, en particulier les composés phénoliques, les peptides, les
caroténoides, le peroxyde d’hydrogeéne et les hydroperoxydes dérivés de 1’acide linoléique

(Boutigny 2010 et al.,).

Les actions du peroxyde d’hydrogene et des hydroperoxydes sur la biosynthése des TCT
B par F. graminearum, ont été largement étudiés par Ponts (2005), montrant que ces
molécules pro oxydantes auraient un effet activateur de la toxinogenese (Ponts, et al., 2005;
Ponts, et al., 2011). Les acides phénoliques nous intéressent dans notre étude, pour cela nous
avons analysé les acides phénoliques liés aux parois par des liaisons esters des variétés et
lignées utilisées dans cette étude, leur extraction, leur identification et leur quantification ainsi
que le mécanisme de glycosylation des trichothécenes B impliqués dans la dégradation ou la

détoxification des toxines par de tels composés.

2.7.1. Extraction des acides phénoliques liés aux parois par des liaisons esters

L’extraction des acides phénoliques liés aux parois par des liaisons esters est la
méthode adaptée décrite par Bily (2003). Dans un corning de 15 mL, 100 mg de grains broyés
sont hydrolysés par 4 mL d’hydroxyde de sodium NaOH (2 M) pendant 2 h sous agitation.
Les échantillons sont ensuite acidifiés a pH 2 avec quelques gouttes d’acide chlorydrique HCI
(12 M) puis extraits par 5 mL d’acétate d’éthyle aprés agitation pendant 5 mn. Les
échantillons subissent une centrifugation de 5 mn a 5000 rpm et 4 mL sont collectés dans un
vial de 10 mL. L’extraction est répétée une seconde fois et les 8 mL de fraction organique
sont évapores a sec a 35°C sous flux d’azote. Les extraits secs sont stockés a -20°C jusqu’aux

analyses.
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Tableaull: Caractéristiques des composés phénoliques séparés par la méthode d'analyse

HPLC

Composés phénoliques A max (nm) temps de rétention (min)

Acides phénoliques (dérivés acides benzoiques)

acide gallique 280 4,79

acide protocatéchuique 260 8,86
acide p-hydroxybenzoique 260 14,35
acide vanillique 260 18,56
acide syringique 280 21,22

Acides phénoliques (dérivés acides cinnamiques)

acide férulique 320 33,06

acide p-coumarique 320 27,89

acide caféique 320 18,89

acide sinapique 320 34,29

acide chlorogénique 320 16,29
Flavanols

catéchine 280 15,35

épicatéchine 280 22,59
Flavonols

kaempférol 360 41,9

quercétine 360 40,11
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Figure 16 .Gradient pour 1’analyse des acides phénoliques par HPLC-DAD
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2.7.2. Analyse des acides phénoliques par HPLC-DAD

Avant leur analyse, les extraits secs a doser ont été dissous dans 100 pL de
méthanol/eau (50:50,v/v). La procédure d’analyse par HPLC-DAD est celle de Kim et al.
(2006) adaptée par Boutigny (2007) avec quelques modifications. Cette méthode permet de
séparer et de doser 14 composés phénoliques dont 10 acides phénoliques, deux flavanols. Ces

composés sont reportés dans le Tableau.11(voir précedemment).

La séparation des composés phénoliques a lieu lors de leur passage dans une colonne
ZORBAX SB-C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm) (Agilent, Palo Alto, USA) maintenue a 35°C.
La phase mobile est constituée d’eau Milli-Q/acide formique (98:2, v/v) (le solvant A) et
d’acétonitrile (solvant B). Le débit est fixé a 1 mL/min pour une durée totale d’analyse de 60
min. Les conditions du gradient sont les suivantes : 5-15% B en 30 min, 15-50% B en 10 min,
50-90% B en 5 min, 90% B pendant 3 min 90-5% B en 2 min puis 5% B pendant 10 min (Fig.
16) et le volume d’injection est de 5 pl. Les surfaces des pics sont ensuite mesurées
simultanément a 260 nm, 280 nm, 320 nm et 360 nm par le détecteur a barrettes de diodes

DAD.

L’identification des différents composés phénoliques se fait sur la base de leur temps de
rétention et de leurs spectres U.V mesurés entre 200 et 500 nm dont la quantification est
réalisée par étalonnage externe. Ce dernier est réalisé avec des composés de référence

commercialisés sous forme de poudre lyophilisée chez Sigma-Aldrich Co (St LouisUSA).
2.8. Quantification du DON-GIlu au niveau des grains de blé
Les plantes peuvent transformer chimiquement la toxine par des activités
métaboliques entrainant la dégradation ou la détoxification des mycotoxines. Parmi les

stratégies de détoxification, la glycosylation des trichothécenes B est un processus naturel qui

existe chez le blé, objet de nos analyses.

2.8.1 Extraction et analyse du DON-Glu par HPLC-MS/MS

La méthode d’extraction est la méme que celle utilisée précédemment pour les

trichothéceénes B. les extraits secs sont repris dans 300 pL d’un mélange méthanol/eau (1:1,

v/v) avant I’analyse en HPLC-MS/MS.
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Ces analyses ont été réalisées avec un QTrap-LC-MS/MS system (Applied Biosystems,
Foster City, CA), équipé avec une source d’ionisation par électron ébuliseur (ESI), d’un
analyseur de masse trappe d’ions et/ou triple quadripdle et une chaine HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) Hewlett-Packard Chem Station Series 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA), incluant également un détecteur a barette de diodes DAD
(Diode Array Detector).

Dix microlitres sont injectés dans une colonne ZORBAX Eclipse® XDB-C18 (5 um, 150
mm x 2,1 mm) (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) avec une température maintenue a
40°C et un flux constant de 0,250 mL/min. La phase mobile est composée d’une solution
d’eau ultra-pure/méthanol (9:1, v/v) (solvant A) et méthanol (solvant B). Le gradient d’¢lution
commence a 10% (v/v) de B pendant 8 min et augmente de maniére constante jusqu’a 70%
(v/v) de B en 2 min pour atteindre les 100% (v/v) de B des 12 min et garder cette

concentration constante pendant 7 min.

La quantification est réalisée par étalonnage externe avec des solutions de méthanol/eau
(1:1, v/v) a concentrations connues de TCTB et TCTB-G a 5, 10, 100, 250, 500 et 1000 ng/L
confectionnées a partir de composés de référence achetés sous forme de poudre lyophilisée
chez Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). L’ensemble est contrdlé par le logiciel Analyst®
1.4.2 Software (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Résultats et discussion
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3. Résultats et discussion

3.1. CHAPITRE 1. Recensement de la flore fusarienne responsable de la

contamination de 1'épi de blé en Algérie

Les dégats les plus redoutables de la fusariose résident dans la production de mycotoxines
par les especes fongiques responsables de la fusariose de I’épi dans les grains attaqués.

L’identification de ces especes est nécessaire pour un meilleur controle de la maladie.

Au cours de ce premier chapitre de theése, nous nous sommes intéressés a rechercher les
Fusarium spp de blé responsables de la fusariose de 1'épi dans différentes régions d'Algérie:
régions Nord, Est, Ouest et Sud. Il s'agit de confirmer la présence de cette maladie dans les
champs de céréales et éventuellement d'évaluer l'espece prédominante de ce complexe
Fusarien, et d’identifier les especes pathogenes qui lui sont associées dans les différentes

zones de cultures des céréales (Fig. 17).

3.1.1. Identification des especes associées a la fusariose

Les parcelles prospectées ont montré les symptomes de la fusariose dont la fréquence a
varié de 40 a 80%. Les pourcentages les plus importants ont été notés dans les régions du
Nord , Est et Centre d'Alger, et sont respectivement de 75%, 80% et 64%. Les attaques des
épis de blé par les Fusarium spp se traduisent le plus souvent par 1I’échaudage de certains
groupes d’épillets sur les €pis vert ou de la totalité de I’épi. (Fig. 18). Les grains mars récoltés
étaient ratatinés, légers, parfois roses. Nous précisons que des épis roses ont €té tres
abondants dans la région Est, alors que les grains de blé mirs récoltés ne présentaient aucun
symptomes. Cependant dans la région saharienne la présence de la maladie a été estimée dans

les champs de blé irrigués entre 40% et 55%.
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Figure 17: Représentation des champs de blé infestés par la fusariose de 1’épi dans les
étages bioclimatiques prospectées
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Figure 18: Symptomes caractéristiques de la fusariose de I’épi. (A) échaudage complet des
épis. (B) attaque au niveau de quelques épillets du centre qui progresse vers le haut et le bas

de I’épi.
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Les agents responsables des symptomes de la fusariose de 1'épi observés ont été
confirmés par des isolements et identification des especes fongiques associées a cette maladie.
Les résultats de I'identification morphologique ont montré que les 150 échantillons analysés a
partir des champs de blé, ont été attaqués par les especes des deux genres Fusarium et
Microdochium: F. culmorum, F. pseudograminearum, F. sporotrichioides , F. graminearum
et F. avenaceum et M. nivale en se basant sur l'observation de nombreuses caractéristiques
anamorphiques et critéres microscopiques des isolements sur milieu PDA. Lorsque toutes les
informations sont recueillies, 1'identification préliminaire! pouvait étre réalisée en utilisant les

clés de Leslie et Summerell (2006) et Aoki et O'Donnell (1999) (Fig. 19) et (Fig. 20).

Tableau 12: Fréquences d’isolement des especes de Fusarium

2011(n=45) 2012 (n=55) 2013 (n=50)

Espéces Echantillons % Echantillons % Echantillons % M%
F. culmorum 42 93,3 33 96,5 48 96 95,2
M nivale 30 66,7 40 12,7 35 63,6 67,7
F.pseudograminearum 5 11,1 8 14,5 7 14 132
Esporotrichioides 0 0 3 3.3 3 10 5,16
F.avenaceum 2 4.4 3 2.9 3 6 5.3
F.graminearum 1 22 0 0 2 - 2.1

%: pourcentage des especes détectées dans les échantillons correspondants.

n: nombre des échantillons de blé analysés; E: échantillons; M: la moyenne
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Figure 19: Aspects morphologiques et microscopiques des especes de F. avenaceum; F.

sporotrichioides et M. nivale isolées a partir des épis de blé (G x 40) et (G x 100):

(A) Mycélium abondant de F. avenaceum, aérien et trés dense généralement blanc,
couleur sous culture rouge carmin a ocre avec une marge blanche; (B)Mycélium abondant et
aérien blanc a rosé, F. sporotrichioides ; (C) Mycélium blanc a rose saumon de M. nivale.

G) macroconidies de F. avenaceum en forme de fuseau, longues et effilées treés

caractéristique a paroi épaisse; (H) mélange de napiforme et fusiforme septées de

sporotrichioides; (I) ) Macroconidies de petites tailles et curvées de M. nivale.
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Figure 20: Aspects morphologiques et microscopiques des especes de F. graminearum; F

.pseudograminearum et F. culmorum isolées a partir des épis de blé (G x 40) et (G x 100):

(D) mycélium abondant, aérien, blanc a jaune, parfois rosé; (E) mycélium abondant,
aérien, blanc a jaune, parfois rosé de F. graminearum (F) Colonie floconeuse de F
.pseudograminearum rouge a brun vineu.

(J) Macroconidies arrondie voire papillée de F. culmorum, dont la cellule apicale est en
forme de mamelon ou de bec; (K) Macroconidies de F. graminearum Schwabe en forme de
faucille, la forme de la cellule basale distinctement pédiforme et la cellule apicale est en
forme de bec, la taille relative moyenne grande; (L) Macroconidies fusiformes, courbées et

septées de F.pseudograminearum, dont la cellule terminale est longue et pointue.
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3.1.2. Identification moléculaire des especes de Fusarium responsables de la fusariose de

1'épi

Les isolats sélectionnés parmi lI'ensemble des isolats obtenus, ont été d'abord identifiés
seulement sur la base de criteres morphologiques (macroscopiques et microscopiques). Dans
une deuxieme étape la confirmation de leur identification a été réalisée par utilisation d’outils
moléculaires. Nous avons choisi la PCR classique qui a été appliquée pour les isolats de F.
culmorum, F. pseudograminearum, F. graminearum, F. avenaceum et F. poae en utilisant

des amorces spécifiques de chacune des especes.

Les résultats de la PCR ont montré que les couples d'amorces utilisées (FCO1F/FCO1R)
ont amplifié une bande 570 pb spécifiques de F. culmorum (Nicholson et al., 1998) (Fig. 21),
les amorces (EP1-1/EP1-2) ont amplifié une bande 523 pb spécifique de F.
pseudograminearum ( Aoki et O’Donnell, 1999), les amorces (Fgl6NF/Fgl6NR) ont
amplifié une bande 280 pb spécifique de F. graminearum (Nicholson et al., 1998) (Fig. 22),
les amorces JIAf/JIAr ont amplifié une bande 220 pb spécifique de F. avenaceum (Turner et

al., 1998) (Fig. 23).

En revanche pour les isolats préalablement identifiés comme F.poae, 1'analyse
moléculaire avec des amorces spécifiques de F. poae Fp82F/Fp82R (Parry and Nicholson,
1996) n'a permis de confirmer aucun F. poea présent dans notre collection. Cependant, une
identification morphologique réalisée a Bordeaux par L. Pinson-Gadais (INRA, MycSA,
Villenave d'Ornon, France) a permis d'identifier ces isolats comme du F. sporotrichioides.
Pour des raisons techniques, ces isolats ne pouvaient étre confirmés par une analyse
moléculaire. Egalement 1'identification moléculaire pour l'espece identifiée
morphologiquement comme M. nivale n'a pas été faite; en précisant que ses caracteres

morphologiques sont tres distinctifs des autres especes.

Ainsi, I’1dentification moléculaire a permis d’une part de confirmer les identifications
morphologiques, et d’autre part de détecter I’espece F. pseudograminearum pour la premiere
fois en Algérie. Les résultats de nos isolements ont révélé qu’en Algérie F. culmorum est
I’espece prédominante représentant 95,2 % des especes isolées. L’espece M. nivale était la

deuxieme espece par ordre d’importance avec une fréquence d’isolement de 67,7%.
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Figure 21: Produits d'amplification spécifique de F. culmorum.
M: marqueur de poids moléculaire 100 pb; Ligne 1-11: amplification chez 4 isolats de de F.

culmorum; T: témoins positif; B: blanc

M 1

~—— 523 pb
280ph ——

Figure 22: Produits d'amplification spécifique de F.graminearum et F.pseudograminearum.
M: marqueur de poids moléculaire 100 pb; Ligne 1: amplification chez un isolats de
F.graminearum ; Lignes 1-4: amplification chez 4 isolats de F. pseudograminearum;

T: témoins sans ADN.
M 1 2 T

«—— 220pb

Figure 23: Produit d'amplification de F.avenaceum. M: marqueur de poids moléculaire 100

pb; Lignes 1-2: amplification chez 2 isolats de F. avenaceum; T: témoin positif.
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La présence de F. pseudograminearum avec une fréquence de 13,2% a été notée suivie
par les especes de F. sporotrichioides, F. avenaceum et F. graminearum avec des fréquences

relativement faibles (Tabl. 12).

3.1.3. Discussion

Dans un premier temps, notre travail a consisté a confirmer 1'existence de la fusariose de
I'épi en Algérie, en précisant les especes fusariennes associées a cette maladie et définir

I’espeéce de Fusarium prédominante.

Les prospections effectuées au cours de cette étude, ont confirmé la prédominance de la
fusariose de 1’épi; ainsi les champs prospectés ont montré la présence de symptomes de la
fusariose de 1’épi mais a des pourcentage variables et les échantillons d'épi de blé analysés ont
manifesté des taux de contamination pouvant atteindre les 80% par les genres Fusarium et

Microdochium.

Durant les trois campagnes 2011, 2012 et 2013 nous avons noté¢ que 1’humidité relative a
été généralement plus importante dans les régions Nord, Ouest et Est, notamment durant la
période de floraison du blé (fin mars début avril) et dans les régions Sud, la période de
floraison a été notée la fin Mars, début Avril mais avec une humidité plus au moins

importante.

La fusariose de 1’épi de blé a été observée avec des pourcentages importants de 80%
surtout dans les plaines intérieures de la région Est. Dans les zones littorales et sublittorales la
présence des épis roses était moins importante dans les champs prospectés, et le pourcentage
noté est de 64%. Cependant dans la région saharienne la présence de la maladie a été estimée
dans les champs de blé irrigués a 40%. En effet, le climat a une incidence majeure sur le
développement de la maladie, notamment au moment de la floraison ou le climat humide

conditionne le développement de 1’inoculum (Champeil et al., 2004).
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Il ya également le facteur variétal qui est 1'élément indiqué comme impactant
significativement la présence et la sévérité de la maladie dans les champs de blé ( Schaafsma
et Hooker, 2007). Les symptdmes observés en plein champ ont été par la suite confirmés par

I’isolement des pathogenes a partir des €pis fusariés.

L’identification morphologique des especes fongiques isolées des épis de blé attaqués
a été basée sur différents criteres morphologiques proposés par Aoki et O'Donnell (1999) et
Leslie et al., (2006). Une collection de 60 isolats du genre Fusarium a été purifiée et exploitée
pour I’identification. L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de 7
especes a savoir: F. culmorum, , F. pseudograminearum, F. graminearum , F. sporotrichioide,
F. avenaceum et M. nivale. Cette identification morphologique a été ensuite confirmée par
PCR en utilisant des amorces spécifiques de chaque espece ( Nicholson et al., 1998; Aoki et

O’Donnell 1999; Turner et al., 1998 ).

Au cours de cette partie de travail, 1’identification moléculaire par PCR spécifique, a
permis de classer les isolats de F. graminearum dans le groupe 1 (F. pseudograminearaum)
d'une part et dans le groupe 2 (F. graminearum) d'autre part. Cette classification n’aurait pas
été possible sans I’emploi des outils moléculaires. Ce qui confirme les résultats obtenus par
Francis et Burgess (1977) qui ont classé les isolats de F. graminearum en deux populations
(groupe 1 et groupe 2); ces deux especes présentent des caracteres morphologiques trés
identiques. Par l'application de la technique RFLP (Benyon et al., 2000) avec la séquence
d’ADN (Aoki et O’Donnell, 1999) et par analyse des iso enzymes (Laday et al., 2000), deux
especes ont pu €tre distinguées au niveau de ces deux populations : F. pseudograminearum

(groupel) et F. graminearum (groupe 2).

Les résultat de 1' 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 (résultats
non publiés), suivi par le Microdochium nivale et Fusarium pseudograminearum qui a été
observé également assez fréquemment. Des espéces plus minoritaires comme F.

graminearum, F. sporotrichioides et F. avenaceum sont également recensées.
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Généralement la présence des deux especes F. culmorum et F. pseudograminearum sont
observés principalement dans 1’hémisphere Sud (Obanor and Chakraborty, 2014). Elles ont
été signalées également comme especes dominantes dans de nombreux pays méditerranéens,
la Syrie et I’Egypte (Alkadri et al., 2013, Balmas et al., 2015) et I'ltalie (Rossi et al. 1995,
Scherm, 2013, Balmas et al., 2015) y compris ’ile de Sardaigne (Balmas et al, 2015). Le
Microdochium nivale a été aussi décrit dans les régions humides de la Syrie (Van Leur et
Bailey, 2000). En Tunisie M. nivale var. nivale a été identifi€ comme I’espéce la plus
fréquente (63, 5%); elle a été isolée a partir de presque 90% des échantillons récoltés

(Kammoun et al., 2010).

Dans ces pays, les deux types de fusariose FHB et FRR ont été recensées, ce qui
suggere que les conditions climatiques typiques avec zone aride ou semi-aride peuvent étre
propices pour ces especes. Une autre remarque est que dans ces pays, le blé dur et le blé tendre
sont largement cultivés, une situation agronomique qui peut-étre favorable pour ces deux

especes de Fusarium.

La compétitivité des especes fongiques au niveau de 1’épi détermine le spectre et la
fréquence des especes présentes. En effet, une étude antérieure a montré que les taux de
Fusarium spp ont été réduits par la présence de M. nivale (Simpson et al. 2004). D'aprés nos

résultats, F. culmorum semble étre négativement influencé par la présence de M. nivale.

Une diminution dans la fréquence de ’espece F. culmorum a été signalée dans plusieurs
régions du monde, comme les Pays-Bas (Waalwijk et al., 2003), la France (Ioos et al., 2004).
D'autres facteurs peuvent contribuer a cette diminution de fréquence comme les pratiques

culturales, le climat et les traitements par les fongicides.

Nous avons constaté daprés les résultats de la PCR, la présence de l'espece F.
graminearum dans les champs de céréales des régions du sud du pays notamment isolées des
échantillons provenant de la région d'El-Menia et El Assafia. La présence de cette espece peut
l'expliquer par 1'éxtension de la culture de mais dans ces régions au cours de ces dernieres

années.
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Le climat chaud de ces régions avec les irrigations favoriserait le Fusarium
graminearum qui préfere les températures élevées, alors que F. culmorum, F. avenaceum, et
M. nivale ont tendance a dominer dans des régions plus froides (Doohan et al., 2003 ; Parry et

al., 1995 ; Waalwijk et al., 2003 ; Xu et al., 2005).

Waalwijk et al., (2003) ont signalé un changement dans la population de fusariose a
savoir la prédominance du F. culmorum dans les années 1990 aux Pays-Bas et son
remplacement par du F. graminearum en 2001/2002. Le principal facteur causal pour ce
changement évoqué précédemment par ces auteurs est l'augmentation de la production de
mais, dans l’agriculture flamande. Cette culture a contribué a la prolifération de F.
graminearum, étant donné que 1’agent pathogeéne est capable de survivre sur les chaumes de
mais. En outre, la nature homothallique de F. graminearum permet la production de grandes

masses d’ascospores qui peuvent jouer un role dans I’épidémiologie de la maladie.

Les enquétes publiées pour d’autres régions indiquent clairement que des différences
existent entre les différents espaces géographiques et que selon les années, les équilibres
d’espéces peuvent étre modulés. D’aprés nos résultats, il apparait que F. culmorum soit I'
espece prédominante quel que soit les lieux d’échantillonnage, mais cela reste a confirmer.
Une situation précise et exhaustive de cette flore serait une donnée indispensable pour
envisager toute ¢tude d’évolution de la population fusarienne des blés algériens, en réponse a

des changements de pratiques agronomiques ou climatiques.
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3.2. CHAPITRE 2. Potentiel toxinogene et chémotypage de F. culmorum

La fusariose a été identifiée comme un facteur majeur limitant la production du blé dans
plusieurs parties du monde (Stack, 2000). La diversité des especes fusariennes susceptibles
d’infecter les épis de blé est tres large. Au sein d’une espéce donnée, il existe des souches
présentant des caractéristiques tres différentes en terme de leur capacité a produire des

mycotoxines (Anderson et al., 1989).

Le chémotype d’une souche correspond au type de trichothécenes qu’elle est capable de
produire, parmi les deux chémotypes majeurs chez F. culmorum. Le chémotype DON pour
les souches produisant du déoxynivalénol et formes acétylés, le chémotype NIV pour celles
produisant de la nivalénol et la fusarénone X (Sydenhamet al., 1991). Au sein du chémotype
DON, on distingue le sous chémotype DON/3ADON accompagnant la production de
déoxynivalénol (Miller et al., 1991). Pour limiter au mieux la contamination des céréales par
des mycotoxines de Fusarium, il est primordial de caractériser les especes de Fusarium,

associées a la fusariose de 1’épi, en terme de potentiel toxinogéne.

Les résultats de 1identification moléculaire présentés dans le chapitre 1 ont revélé que F.
culmorum est I’espece prédominante sur blé en Algérie durant les trois années 2012, 2013 et
2014. Compte tenu de ces données, nous nous sommes proposés d'analyser le potentiel
toxinogene de 40 isolats de F. culmorum. Dans un premier temps, d'identifier la capacité des
isolats de F. culmorum comme potentiellement producteur de trichothécénes par
I'amplification de la région du gene 775 par PCR, identifier le chémotype des isolats de F.
culmorum correspondant au type de trichothécénes qu’ils sont capables de produire par Q-
PCR. Dans un deuxieme temps nous nous sommes interessés a quantifier par HPLC la

production des TCTB des isolats de F. culmorum de chémotypes différents.
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3.2.1. Analyse par PCR du potentiel toxigene des isolats de F. culmorum

3.2.1.1. Identification du potentiel toxinogene

L’identification du potentiel toxinogéne de 40 isolats de Fusarium culmorum a été basée
sur I’amplification spécifique du gene 77i5 en utilisant ’amorce Tox5 développée par Niessen
et Vogel (1998). Le gene Tri5, impliqué dans les premieres étapes de la voie de biosynthese
des trichothéceénes, semble répondre de facon positif, le géne Tri5 s'est exprimé chez tous les
isolats de F. culmorum. Le résultat de cette amplification a montré que tous les isolats testés
ont produit un amplicon de 650 pb, confirmant ainsi la présence du géne 7ri5 tel que décrit par

Niessen et Vogel (1998).

3.2.1.2. Analyses des chémotypes des isolats de F. culmorum par PCR avec

détection de la florescence (SYBR® Green) en temps réel

La Q-PCR est une approche prometteuse, qui a été réalis€e pour identifier les chémotypes
des isolats de F. culmorum et la détection de I’ADN par le SYBR Green qui est basée sur
I’amplification des genes Tril2. Les amorces Q-PCR et sondes (probes) TagMan® basées sur
Tril2, ont été développées par Kulik (2011) et ont été utilisées par Nielsen et al. (2012). Le
Tril2 du cluster impliqué dans la voie de biosynthese des trichothécenes code pour une pompe
a efflux qui permet d’excréter les trichothécenes a travers la membrane cellulaire dans le

milieu environnant (Alexander et al., 1999; Wuchiyama et al. 2000).

Sur ’ensemble des 40 isolats de F. culmorum étudiés, le gene Tril2- 3 Adon FetR
s'est exprimé dans 38 échantillons, ce qui confirme qu'ils sont des producteurs de 3ADON
(Tabl. 13). Ceci est expliqué par une augmentation du nombre de molécules de fluorophore
liées a 'ADN synthétisé mis en évidence par une augmentation de la fluorescence. Cette
derniere est mesurée a la fin de l'étape d'élongation de chaque cycle par la courbe
d’amplification. Ce paramétre dépend de la concentration initiale en ADN; plus la

concentration en ADN est petite, plus le Cp sera grand (Fig. 24).
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Figure 24: Courbe d'amplification du géne Tril2 chez les F. culmorum producteurs de

3ADON et NIV
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Tableau 13: Chémotypes des isolats de F. culmorum identifiés par PCR-Q

Régions Code année de récolte Concentration Pureté260/280 Pureté260/230 Cp (DON3Adon) Cp( NivFx)
Alger ( Oued Smar) 1 2012 159,8 2,07 2,14 19,74 33,24
Alger ( Oued Smar) 2 2012 90,2 2,15 1,83 19,87 29,39
Guelma 3 2012 123,4 2,13 1,73 20,28 35,12
Guelma 4 2012 61,9 2,1 1,36 21,24 34,64
M'sila 5 2012 127,7 2,16 1,83 20,14 34,15
El Menia 6 2012 41,1 2,04 1,75 20,08 37,78
Bouira 7 2012 115,3 2,2 2,02 22,42 35,1
Relizane 8 2012 163,7 2,12 1,97 21,22 28,99
Relizane 9 2012 173,9 2,14 1,87 20,12 26,12
Adrar 10 2012 279,6 2,15 2,07 19,77 38,02
Sétif 11 2012 1276,3 2,22 1,92 21,09 33,34
Sétif 12 2012 1087,7 2,27 1,82 20,81 »40,00
constantine 13 2012 150,9 2,18 2,12 20,32 39,59
El Tarf 14 2012 40,5 2,2 1,34 21,13 35,06
Bordj bou arrérridj 15 2012 146,6 2,08 1,5 20,79 38,24
Bordj bou arrérridj 16 2013 229,8 2,11 1,93 21,3 34,56
M'sila 17 2013 210,6 2,1 1,75 21,31 29,96
M'sila 18 2013 79,5 2,05 0,69 21,66 37,18
Sétif 19 2013 12,7 1,92 0,37 21,54 »40,00
Adrar 20 2013 332,3 2,18 2,2 22,06 31,65
Relizane 21 2013 170,6 2,2 1,98 21,04 32,3
Guelma 22 2013 195,9 2,06 1,25 20,25 »40,00
Guelma 23 2013 135,4 1,97 1,3 21,86 35,23
Alger ( Oued Smar) 24 2013 58,4 2,07 1,37 34,27 20,84
Alger ( Oued Smar) 25 2013 357,7 2,16 1,84 33,4 20,79
El Menia 26 2013 89,7 2,12 1,81 21,55 34,4
Bouira 27 2013 233,2 2,18 1,9 19,58 34,38
constantine 28 2013 207,9 2,18 1,96 19,44 »40,00
El Tarf 29 2014 426,8 2,17 1,57 21,3 »40,00
Sétif 30 2014 100,7 1,92 1,57 19,83 »40,00
Alger ( Oued Smar) 31 2014 168,9 1,9 1,36 22,03 35,15
Guelma 32 2014 98,5 1,96 1,72 19,59 34,62
Guelma 33 2014 534,6 2,04 1,5 21,61 »40,00
Laghouat(Oued Mor: 34 2014 1075,7 2,09 1,96 32,31 29,56
Laghouat(Oued Mor: 35 2014 335,2 2,07 1,69 18,83 34,8
El Tarf 36 2014 232,7 2,02 1,21 24,05 28,33
constantine 37 2014 1023,7 2,12 1,92 21,05 »40,00
Bouira 38 2014 586,8 2,06 1,95 21,66 39,68
Adrar 39 2014 294,3 2,1 1,54 18,22 34,06
Adrar 40 2014 963,8 2,12 1,97 18,77 34,45
41 Fc 13NivFx 35,51 20,76
42 Fc INRA24 3ADON 20,56 34,3
43 Fglé
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Les valeurs de crossing point (Cp) mesurées ont montré que ces isolats sont de
chémotype DON/3Adon. Les deux autres isolats ont montré les mémes valeurs Cp que la
souches de référence Fc13NivEX (INRA Bordeaux), et donc ce sont des producteurs NIVFX.
Finalement, nous pouvons remarquer que nos chémotypages sont en accord avec la littérature,
c'est-a-dire que les F. culmorum semblent pouvoir étre 3 ADON ou NIV/FX. Ainsi, dans cette
population algérienne de F. culmorum, la dominance est pour le chémotype DON3/Adon

(95%) par rapport au chémotype NIV (5%).
3.2.2. Caractérisation quantitative du potentiel toxinogene de F. culmorum
3.2.2.1. Analyse par PCR spécifique pour la séquence du gene 7Tril2

Nous avons voulu confirmer le résultat précédent obtenu par Q-PCR. En choisissant sur
I’ensemble des 40 isolats de F. culmorum étudiés quatre souches de Fusarium culmorum de
chémotypes différents, deux de chemotype DON/3ADON et deux autres de chémotype
NIV/FX. Nous avons alors réalisé des essais PCR basés sur I’amplification des génes 7ril2
(Chandler et al., 2003).

Deux amorces sont utilis€es Tril2-NivFx F and R et 7ri/2-DON3Adon F and R , les
résultats montrent que les 2 isolats BD11 et BT11ont amplifié un fragment d’environ 282 bp
avec I’amorce Tril2-DON3Adon Les résultats de cette amplification ont montré que ces
isolats sont de chémotype DON. Les deux autres isolats ont amplifi¢ un fragment d’environ
465 bp avec ’amorce 7ril2-NIVFx dont les résultats de cette amplification ont montré que ces
isolats sont de chémotype NIV. Ce résultat montre effectivement que deux isolats sont de

chémotype 3-AcDON et les deux autres sont des NIV/FX.

3.2.2.2. Quantification par HPLC de la production des trichothécenes et zearalénone

par les isolats de F. culmorum

Le potentiel toxinogene est défini par la capacité d'un champignon a produire des
mycotoxines, de fagon qualitative (chémotype DON/ADON ou NIV/FX) et quantitative

(Ponts, 2005). Nos souches ont été quantifiées et identifiées comme étant de chémotypes
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Figure 25: Analyse des trichothécénes par chromatographie en phase liquide (HPLC)
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Figure 26: Quantification des TCTB /Zea produites par les isolats de F. culmorum.
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DON/3ADON et NIV/FX apres dosage par HLPC-DAD des TCTB produits apres 21

jours d'incubation.

L’analyse des profils chromatographiques, a montré que tous les isolats ont produit les
quatre trichothécenes (NIV, DON, FX et 3-ADON) (Fig. 25), et seulement deux isolats ont
produit de la z€aralenone (ZEA). Le tableau 28 présente les niveaux de trichothécenes définis
en une préculture sur grains de blé stérilisés. Les résultats obtenus ont montré une grande
variation des niveaux des trichothécenes produits selon les isolats considérés. Les deux isolats
de chémotype DON/3-ADON produisent aussi une grande quantité de zéaralenone. Pour leur
potentiel toxinogene des niveaux de toxines des deux isolats de chémotype DON/3-ADON
sont bien supérieurs a ceux des deux isolats NIV/FX. Le niveau maximal produit de DON;
3-ADON et ZEA sont obtenus avec I’isolat BD11 et sont respectivement de 1’ordre de
340.5 pg/g, 284.2 ng/g et 3179.3 pg/g de grains secs infectés. Cependant 1’isolat T7 06 a
produit un niveau élevé de NIV/FX qui sont respectivement de 'ordre de 38.4 ng/g et 15.2

pg/g (Fig. 26).

Ces résultats ont montré aussi une absence totale de production de ZEA chez les isolats
NIV/FX. Nous avons noté aussi aprés 21 jours d'incubation un taux d'’humidité élevé dans
deux flacons de riz inoculés, 1'eau recouvre presque le grain de riz avec lisolat BD11 et y en

avait un peu moins avec l'isolat T7 06.

3.3.3. Discussion

Les études sur le chémotype des Fusarium ont augmenté de 20 fois au cours des dix
dernieres années dans le monde, étant donné la fréquence de F. graminearum et I’importance
comme principale cause de la fusariose dans tous les continents, elle est 1'espece la plus
étudiée. En revanche moins de travail a été consacré a la détermination de chémotypes chez

F. culmorum.
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L’objectif du deuxieme chapitre de cette thése était 1’étude de la mycotoxinogenese de F.
culmorum. Elle a été basée sur deux approches: une approche génétique basée sur des
techniques moléculaires de PCR classique et la PCR avec détection de florescence (SYBR®
Green) en temps réel (Q-PCR). Une deuxieéme approche biochimique est réalisée par HPLC-

DAD pour la quantification du potentiel toxinogene.

Tout d'abord nous avons identifié le potentiel toxinogeéne d'une gamme d’isolats de F.
culmorum et défini la capacité de ces isolats a produire des TCTB. Les résultats obtenus ont
montré que tous les isolats testés possedent le gene 7ri5 codant pour la trichodiene synthase,
une enzyme clé dans la biosynthése des trichothécenes. Par ailleurs 1’identification et la
quantification en sonde TagMan par PCR en temps réel, des Fusarium producteurs de TCTB
selon leur chémotype, ont montré que le gene 7ril2 a pu amplifier ' ADN du groupe des

Fusarium producteurs de TCTB, ainsi que sa spécificité vis-a-vis de chaque chémotype.

Ces résultats ont permis de confirmer ceux de la littérature. En effet, les isolats de F.
culmorum sont uniquement de chémotype 3-Adon ou NIV/FX. L'amplification des Tril2-
3ADON et Tril2 -NIV montrent une dominance de 95% des isolats du type DON, et
seulement 5% sur les 40 isolats se sont avérés de chémotype NIV . Ce résultat concorde avec
des études antérieures, qui ont rapporté la dominance du chémotype DON associé a 1’especes
F. culmorum. En Tunisie les résultats de Rebib et al., (2014) et Ben Amar et al., (2012) ont
révélé que 100% des isolats sont de chémotypes3-ADON et Kammoun et al., (2010) ont
donné des pourcentage de 98% ( 3-ADON) et de 2% (NIV). En Syrie Miedaner et al., (2013)
ont indiqué une dominance de 100% pour le chémotype 3-ADON, et Alkadri et al., (2013)
ont revelé 40% pour le chémotype NIV et 60% 3-ADON.

Des résultats comparables ont été rapportés par Logrieco et al., (2003) qui ont confirmé
qu’en régions méditerranéennes, tous les isolats de F. culmorum analysés se sont avérés de
chémotype 3-ADON. Dans beaucoup de pays européens, cette dominance a été rapportée
comme en France , Italie, la Polone, la Russie, I'Allemagne et la Hongrie (Boutigny et al.,
2014; Mugrabi de Kuppler et al., 2011; Quarta et al., 2005; Ward et al., 2008; Christ et al.,
2011 et Téth et al., 2004 ), et aussi en Inde (Venkataramana et al., 2013) et au USA (Ward et
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al., 2008). Ce pendant, une proportion ¢levée d’isolats de F. culmorum de chémotype NIV a
été rapportée en Espagne, Corée du Sud et en Chine (Llorens et al., 2006, Ok et al., 2014 ,
Ndoye et al., 2012). Compte tenu des résultats obtenus, qui confirment la présence et la
dominance en Algérie d’isolats de F. culmorum de chémotype 3-ADON, il serait interessant

de les prendre en compte lors de I’étude de I’épidémiologie de la fusariose de I’épi.

En effet, il semblerait que les TCTB soient un facteur d’agressivité; la production de
DON augmenterait I’agressivité du champignon en inhibant le mécanisme de défense de la
plante et en réduisant les barri¢res telles que la formation de cal entre 1’épillet et le rachis
(Jansen et al. 2005; Desjardins et Hohn, 1997). En plus, le DON est souvent utilisé pour les

études de toxicité aigué du fait de sa forte occurrence dans les céréales (AFSSA, 2009).

Les résultats de 1identification moléculaire ont été confirmés par une analyse biochimique.
Il est évident qu’un suivi continu a l’aide de méthodes complémentaires est toujours
nécessaire (Nicholson et al., 2004 ; Desjardins et al., 2008). Il est important de souligner que
sans une bonne identification chimique des types différents de trichothécene B, les méthodes
génétiques ne sauraient €tre suffisantes pour déterminer précisément la capacité toxinogene
d'un isolat (Matias et Quirico, 2014). Ainsi, I’étude moléculaire par PCR permet d’indiquer le
potentiel toxinigéne d’un isolat donné, mais seulement 1’analyse biochimique des toxines

permet la quantification des trichothéceénes et ZEA produits.

De plus, les résultats obtenus ont montré que les niveaux de 3-ADON et NIV/FX produits
in vitro par les isolats algériens de F. culmorum sont extrémement variables. En effet, ces
valeurs ont fluctué de niveaux faibles a des niveaux tres forts. Une forte production de ZEA a
été observée chez les isolats de chémotype DON. Etonnamment, dans des essais d'inoculation
artificielles en plein champ, ces souches n'ont pas produit ou bien ils ont produit des quantités
a l'état de traces sur épi de blé de la z€éaralénone et la fusarénone X. Ceci suggere qu' au cours
de ces expériences, les variétés de blé utilisées ou bien les conditions environnementales ne

sont pas conductrices pour la biosynthese de la zéaralénone et fusarénone X.

Dans des travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire MycSA Bordeaux, les

potentiels toxinogeénes des souches de Fusarium ont été définis in vitro en cultures sur grains.

81



Les résultats obtenus avaient montré que dans une méme espece on distingue réellement
des souches fortes, moyennes et faibles pour leur capacité a produire des trichothéceénes
(Boutigny, 2008). Cette variabilité de I’expression du potentiel toxinogéne de F. culmorum en
culture sur grain semble étre influencée par la température (Ramirez et al., 2006), ’humidité
relative (Beyer et al., 2005) et le pH (Bily, 2003). Les conditions d’aération (teneurs en O2/,
CO2) ont aussi une influence sur la biosynthese de mycotoxines (Greenhalgh ef al., 1983 ;
Miller et al., 1983). La différence de production des DON pourrait €tre aussi expliquée par la

variabilité génétique entre les isolats.

Au sein d’une méme espéce et dans des conditions de croissance idéale, certaines souches
produisent des quantités importantes de toxines alors que d’autres souches en produisent des
quantités non détectables (Bakan, 1998 ; Bakan et al., 2001 ; Wagacha et Muthomi, 2007).
Bakan et al. (2002) ont montré que la séquence intergénique entre les genes 7ri6 et Tri5 de 30
souches de F. culmorum productrices de DON présente des variations intra spécifiques

corrélées avec les niveaux de trichothécenes produits in vitro sur grains.

De plus, au sein des especes de Fusarium productrices de TCT B, les niveaux de toxines
produits peuvent varier considérablement. Par conséquent, une souche productrice de TCT B
produit soit du DON et ses dérivés acétylés soit de la NIV et son dérivé acétylé. Nous
soulignons que la production de DON et de NIV par une méme souche de F. graminearum a

déja été observée (Sugiura et al., 1990 ; Lori et al., 1992 ; Kim et al., 2003).

En outre, plusieurs études signalent la coproduction de la forme acétylée de la part d'une
méme souche (Alvarez et al., 2009 ; Christ et al., 2011; Kawakami et al., 2014 ; Korn et al.,
2011 ; Mugrabi de Kuppler et al., 2011 ; Sugiura et al., 1990 ; Spolti, 2014; Szecsi et al.,
2005; Talas, 2012; Ward et al., 2002; Yli - Mattila et al., 2009 et Llorens and al., 2006). Des
situations similaires a ceux décrits pour le chémotype génétique peuvent survenir, pour
l'analyse biochimique, puisque la production de toxines in vitro est trés variable et peut ne pas

représenter le potentiel toxinogene réel de la souche (Malbrén et al., 2014 ; Mirocha et al.,

1989 ; Muller et Schwadorf, 1993).
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Seule au champ, l'inoculation in planta peut montrer la capacité réelle toxinogene de
chaque souche (Gang et al., 1998). La production de toxines est souvent variable entre les
isolats (Spolti et al., 2014) et certaines souches ne produisent aucune toxine dans des

conditions de laboratoire (Tan et al., 2012).
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3.3. CHAPITRE 3. Evaluation de la sensibilité des variétés de blé a la

fusariose ainsi qu’a I’accumulation de mycotoxines

Le blé dur Triticum durum L.sub sp. Durum et le blé tendre Triticum aestivum L sont les
deux types de blé les plus importants et les plus commercialisés. En Algérie 12 variétés de blé
dur sont actuellement en production, elles ont été introduites depuis 1980. Sur I’ensemble de
ce matériel végétal en production, les variétés Vitron et Waha sont les plus demandées sur le
marché. En effet, 65% de la superficie semencicre totale n’est plus occupée que par ces deux
variétés. Par ailleurs, deux autres variétés Chen’s et Gta dur ont progressé ces dernieres années
pour atteindre un niveau d’occupation respectivement de 7% et 12% de la sole semenciere de

blé dur (Boufnar-Zaghouane and Zaghouane 2006).

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer la résistance de deux types de blé dur a I’infection
par F. culmorum; il s’agit de variétés autochtones et introduites. Ces informations sont
importantes pour le développement d’un matériel génétique résistant a la fusariose de 1'épi
"FHB". Comme nos résultats 1'ont illustré dans la premiere partie de ce travail, F. culmorum
est I’espéce pathogene principale responsable de la fusariose de 1’épi en Algérie. F. culmorum
est aussi I’espéce fusarienne principalement incriminée dans la production de mycotoxines de
type Trichothécenes B, suite a ces résultats nos recherches dans ce chapitre se sont centrées
sur le pathosysteme Fusarium culmorum / blé. Aucune donnée n’a encore été publiée a notre
connaissance sur l'évaluation de la sensibilité des variétés a 1'accumulation des mycotoxines
chez le blé en Algérie. L’objectif de la réalisation de ces inoculations in vivo est de répondre a
ce manque de connaissance ainsi que de déterminer l'effet chéymotypage sur l'infection de la

fusariose de 1'épi.

3.3.1. Etude de la Pathogénicité et ’agressivité des quatre isolats étudiés de F.

culmorum en plein champ

Tout d’abord, un essai préliminaire a été réalisé en 2011, ou quatre isolats de F.culmorum

ont été testés pour leur capacité d’engendrer la fusariose de I'épi " FHB" en plein champ.
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Ils ont été inoculés au stade floraison sur une variété de blé dur Vitron et une variété de
blé tendre Arz. Les quatre isolats T5 06, T7 06, BT11 and BD 11 se sont montrés pathogenes
et nous avons noté de petites différences dans les valeurs de 1’indice d’attaque (IA) qui varie
entre 43.5 2 55.25% pour la variété de blé tendre Arz et de 52.5 a 70% pour la variété de blé

dur Vitron.

Ces souches ont été identifiées comme étant de chémotypes DON/3ADON et NIV/FX
par des méthodes moléculaires et biochimiques dans le chapitre 2. Suite a ces résultats, ces
quatre souches ont été utilisées comme souches de référence pour 1’évaluation de la résistance
d’une gamme de huit variétés de blé dans des essais en plein champ, réalisés sur deux années

successives 2012 et 2013 (Tabl. 14).

Au cours de ces essais, 1'agressivité des quatre isolats a été évaluée. Une semaine apres
I’inoculation des épis, des symptomes de la fusariose sur épillets ont commencé & apparaitre
sur les épis inoculés. A la fin de 1’essai (25 jours apres ’inoculation), tous les épillets inoculés
ont été completement attaqués (Fig. 27), les épis témoins, n’ont pas montré de symptomes

d’attaques.

Dans cette expérience, trois parametres ont été mesurés sur chaque variété, i) ’indice
d’attaque (IA) qui représente les niveaux de maladies observées sur les épis matures; ii) Le
développement fongique a été mesuré par la quantification de 'ADN pour I'année 2012 et
l'ergosterol (Erg) pour les deux années 2012 et 2013 de Fusarium développés dans les grains
fusariés ; iii) les concentrations des mycotoxines accumulées au niveau des grains contaminés
ont été aussi évaluées pour les deux années. Les résultats sont reportés dans les tableaux 3a et
3b. En tenant compte des parametres mesurés au cours de ces essais, les résultats ont montré
que les quatre isolats de F. culmorum, se sont avérés pathogenes sur les différentes variétés

considérées.
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Figure 27. Symptomes caractéristiques de la fusariose de 1’épi. (A) et (C) attaque au niveau
de quelques épillets du centre qui progresse vers le haut et le bas de 1’épi; (B) Formation de

Sporodochie orange sur épi; (D) symptomes sur des grains de blé, roses et ridés.
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Tableau 14: Les caractéristiques des isolats algériens de F. culmorum utilisés dans les essais

des inoculations artificielles.

Nom Espece  Origine geographique Production de toxine (a) 1A% (b)
DON  JADON NIV FX IEA  ARZ VITRON
ugls ugs gk ugls ugs (BT) (BD)
BDIT F. culmorum Rouiba 3405459 842402 nd nd 3179341349 55.25%  70.00%
BTIL  F. culmorum Rouiba 89.049.9 526401 nd nd 222242605 S2350%  62.50%
506 F. culmorum OuedSmar nd nd 3.1£1.0 19412 nd - 4350%  5250%
T706  F. culmorum OuedSmar nd nd 33.444.7 15.2412 d - 875% 925%

a: la moyenne de la quantité de toxine produite sur grains de riz; b: essai de pathogénécité

préliminaire réalisé en 2011, IA: indice d'attaque; BT: blé tendre; BD: blé dur

Ainsi, si on se référe aux symptomes visuels (IA%), 1’analyse des échantillons issus des
trois répétitions biologiques pour chaque essai, montre des différences conséquentes dans
I’agressivité des isolats (voir Tableau 17 et 18, indice d’attaque (IA)). Le test de Tukey
montre que les isolats différents significativement (p < 0.0001) (HSD) dans leur capacité de

causer la fusariose de 1’épi.

La comparaison multiple des moyennes (CMM) de l'indice d'attaque en utilisant le test de
Newman - Keuls a 5%, a montré que le groupe (A) représente les deux isolats les plus
agressifs BD11 et BT11 de chémotype DON, alors que le groupe C et D représente
respectivement les deux isolats les moins agressifs T7 06 et TS 06 de chémotype NIV (Tabl.
15).

Quelque soit le parametre concerné (variété, année, isolats DON/3ADON et NIV/FX), les
résultats obtenus montrent des différences conséquentes dans les niveaux d’ergostérol et
d'ADN quantifiés ainsi que la quantité de toxine accumulée. Cette hétérogénéité indique aussi
que F. culmorum n’a certainement pas eu un développement homogene dans les différents

épis.
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Les souches de chémotype DON se sont significativement plus développées sur épis et ont
produit en moyenne davantage de toxines que les individus de chémotype NIV (p < 0.05).
Cependant I'analyse des variables production de toxine (TCTB) et le développement fongique

représenté par l'ergostérol (Erg) donne quatre groupes d'isolats homogenes (Tabl. 16).

3.3.2. Corrélations entre les variables

Il est a noter que les présents résultats des essais en plein champ sont basés sur deux
années d’étude et les variables sont calculées sur les résultats des deux années cumulatives.
Ainsi, les indices d’attaque (IA) se sont montrés hautement corrélés avec 1’ergostérol du
champignon (Erg) et les toxines accumulées au niveau des grains (TCTB) dans les quatre
essais avec des coefficients de variation de 'essai de r= 0.9, r=0.88; r=0.85,r=0.9; r =0.77,
r=0.72; r=0.70, r = 0.69 respectivement pour T5 06, T7 06, BT11 and BD11. En particulier
les quantités de toxines accumulées se sont montrées hautement corrélées avec (Erg) dans les
essais de T5 06 et T7 06 avec des coefficients de variation respectivement de r=0.87 etr =
0.88 . Cependant une faible corrélation Erg / TCTB a été obtenue, avec un coefficient de
variation respectivement de r=0.37 et r=0.41 pour BT11 et BD11. Ces relations seront
exploitées avec une analyse de variance ANOVA. Pour les trois variables 1A, Erg et TCTB,
les analyses de la variance ont montré des résultats hautement significatifs pour le facteur 1

(variété), facteur 2 (isolat) et I’interaction F1 * F2 (p<0.0001).

La variabilité entre blocs n’est pas significative, ce qui laisse suggérer que les blocs sont
homogenes. Chaque isolat et variété ont un effet significatif sur (IA), (Erg) et I’accumulation
des toxines TCTB. L’indice d’attaque (IA) s’est avéré un bon indicateur d’agressivité des
isolats et de I’impact de leur développement au niveau de la graine (la biomasse fongique est
représentée par ’indice de 1’ergostérol (Erg) et de leur production de toxines au niveau des
grains de blé. En ce qui concerne les essais témoins, nos résultats indiquent seulement une tres
faible contamination naturelle pour la variété Vitron en 2012. Les niveaux d’ergostérol
fongique se situaient en dessous du seuil de détection de notre méthode, alors qu'en 2013
I’ergostérol fongique de F. culmorum s’est avéré plus élevé pour les variétés Vitron et

HD1220.
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Tableau 15: Répartition des isolats en groupes homogenes selon 1'analyse CMM de 1TA (test

de Keuls a 5%)

Isolats IA Groupes homogenes
BDI11 61,418 A
BT11 59,508 A
T7 06 56,008 B
T5 06 52,691

Tableau 16: Répartition des isolats en groupes homogenes selon I'analyse CMM de TCTB et
Erg (test de Keuls a 5%)

Isolats TCTB Erg Groupes homogenes
BDI11 50,059 126,791 A
BTI11 37,060 83,454 B
T7 06 19,337 76,116
T5 06 16,770 57,603
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Tableau 17: Resistance des huit variétés de blé vis-a-vis des isolats de F. culmorum
DON/ADON responsables de la fusariose de 1'épi

Isolats de Fusari BT11 BD11
Nom année  espece Indice IA % ET  Ergpg/g+ET DONpg/g+ET  IA %<ET  Ergpg/gzET  DON pg/g +ET
ARZ 012 BT R 2794(+187) 4LI9@LI3)  257181)  2896(1.98)  43.65(2540)  28.65(:3.16)
BIDI 17 2012 BD R/S  40.67 (£1.15)  28.18 (£2.55) 10.75 (£0.29) STIT(£2.57)  64.25(#4.35) 30.47 (£4.07)
MBB 2012 BD R/S  50.07(0.90)  31.73 (£2.89) 26.66 (£1.41) 57.00(£2.65)  68.75(26.54) 31.95(¢1.88)

FLORENCEA 2012 BT RS 5022(2201) 3748(+288)  2138(227)  S57.00#3.00)  69.64(#2.10)  41.26(2.95)
HDI1220 2012 BT S 6187(227)  S3T2(#3.05)  2922(3451)  6081(+2.55)  86.83*275)  62.43(x5.46)
MAHOW.D 2012 BT S T240(579)  84.74(:8.89) 7134 (#421)  69.67(x4.51)  79.56(x11.06)  83.06(x1.36)

VITRON 2012 BD S 7780(8255) 8049(3527)  87.05(729)  TATS(#467)  144.98(5.04)  142.99(£14.53)
CHEN's 2012 BD S 69.00(0.85) 10248(#352)  3351(:2.76)  T2TI(4254)  152.37(#6.13)  52.33(£2.69)
ARZ 2013 BT R 4027(#291) 6201(3884)  2050(20.86)  4395(335)  63.50(28.84)  23.00(22.52)
MBB 2013  BD RS 4529(#467) 6935(#307)  25.08(x2.80)  S5.13(+4.85)  12347(+3.07)  40.36(+3.26)
BIDI 17 013  BD RS 4787(#232)  52.37(£1.96)  3020(£372)  5087(+387)  93.81(196)  35.60(£1.06)

FLORENCEA 2013 BT RIS 48.10(252) 5963 (+7.85) 3121 (x4.69)  4677(3340)  8338(+7.85)  36.80(+2.91)
MAHOW.D 2013 BT S 6027(#491) 8471 (21291)  3TT4(*228)  66.61(2323) 112.261291) 5675 (+5.76)

HDI1220 2013 BT S TLIT@E340) 89.95(+899)  S0.11(679)  70.73(23.99)  150.74(+8.99)  78.12 (+15.21)
VITRON 013  BD S 7977087 8170(651)  72.00(x150) 8697 (#751)  153.25(6.51)  84.95(8.13)
CHEN's 013  BD S $334(6.13) 161.92(x2452)  29.64(£346) 032 (+475) 233.90(42452)  44.95(£3.08)

BT = BI¢€ tendre, BD = BI€ Dur, Indice : indice d'évaluation de la résistance selon le catalogue
Algérien= résistant, R/S =modérament résistant S= sensible; IA = Indice d'attaque; Erg =

Indice de I'Ergosterol (ug/g); DON = deoxynivalenol + 3 acetyl deoxynivlalenol;
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Tableau 18: Resistance des huit variétés de blé vis-a-vis des isolats de F. culmorum NIV/FX

responsables de la fusariose de 1'épi

Isolats de Fusarium T506 T706

Name Année  Espéces  Indice 1A% +ET ERG pg/g tET NIV pg/g 1A% +Et Eerg ug/g +Et NIV pg/g +Et
ARZ 2012 SwW R 27.67 (£2.52) 23.68 (£1.32)  6.90 (141) 30.99 (£1.16) 28.00 (£2.84) 8.32 (20.77)
BIDI 17 2012 DW R/S 37.09 (£1.72) 2472 (2125)  5.09(20.26) 36.57 (£1.36) 21.96 (£1.96) 8.34 (£1.88)
MBB 2012 DW R/S 40.43 (20.59) 3192 (21.64)  T4L(zL71)  42.00 (£2.65) 47775 (£2.33) 5.80 (20.72)
FLORENCEA 2012 N R/S 36.43 (£2.23) 28.17(21.95)  521(x053)  40.51 (22.48) 28.86 (£1.17) 7.52 (20.94)
HD1220 2012 N S 42.77 (£2.04) 2797 (£2.08)  7.12(£1.33) 55.53 (20.85) 41.33 (£3.71) 13.04 (£1.21)
MAHOW.D 2012 N S 45.43 (20.75) 30.53 (£0.65  9.28 (x0.83) 64.67 (£1.53) 59.83 (£1.58) 16.48 (£2.66)
VITRON 2012 DW S 61.70 (+2.86) 75.60 (£#4.50)  15.88 (£1.91) 7133 (£3.21) 85.37 (+5.06) 29.70 (+4.03)
CHEN's 2012 DW S 62.44 (£3.60) 77.60 (£2.45) 1058 (£2.57)  78.74 (£1.56) 111.97 (£2.14)  29.02 (+2.16)
ARZ 2013 N R 34.50 (x1.90) 33.62 (2400  8.85(20.07) 36.48 (+3.08) 3835 (£3.02) 10.94 (+0.87)
MBB 2013 DW R/S 45,03 (24.95) 39.00 (#2.14)  10.32(x041)  49.20 (+0.92) 72.60 (x6.17) 12.96 (£0.91)
BIDI 17 2013 DW R/S 41.22 (£3.39) 34.18 (x1.12)  9.10(x143)  46.20 (£1.99) 32.96 (£5.45) 8.99 (+0.36)
FLORENCEA 2013 SW R/S 4371 (£1.64) 4151 (21.79)  922(2026)  46.17 (24.40) 38.24 (£5.81) 10.53 (£0.56)
MAHOW.D 2013 N S 49.66 (x0.78) 3542 (20.74)  14.68 (£0.25)  60.17 (£5.20) 72.06 (£6.83) 17.70 (x0.33)
HDI1220 2013 N S 59.85 (+2.29) 48.67(£2.90)  13.92(x041)  58.03 (+2.30) 54.94 (+6.00) 17.43 (£1.49)
VITRON 2013 DW S 76.25 (£3.81) 113.62 (+4.55)  43.10(£3.07)  75.15 (+4.83) 121.55 (£12.13)  42.11 (¢3.96)
CHEN's 2013 DW S 71.42 (£3.60) 114.80 (£5.27) 2497 (£2.57)  76.67 (¥2.89) 178.23 (£16.41)  34.05 (£2.52)

NIV = nivalenol + FX. Les variétés sont arbitrairement en ordre selon 1'indice d'attaque obtenu

avec BT11 sauf pour Chen's qui a été classée en 2012 et 2013 dans la derniere position en se

basant sur Erg.
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3.3.3. Sensibilité des variétés de blé a la fusariose de I’épi

3.3.3.1. Evaluation de la sévérité des symptomes sur épis

Au cours de cet essai, la sensibilit¢ de quatre variétés de blé dur et 4 variétés de blé
tendre a la fusariose de 1’épi a été étudiée vis a vis des quatre souches de F. culmorum de
chémotype DON et NIV. Ce test a été conduit au stade floraison, en plein champ et les épis

ont été inoculés par pulvérisation au moyen d’une suspension sporale.

Les résultats de cet essai nous permettent de constater que toutes les variétés testées ont
montré des symptomes d’attaque par la fusariose de I’épi signifiant leur sensibilité vis-a-vis de
cette maladie. Au cours de ce test, le pourcentage des épillets attaqués par épi a été calculé
pour chaque variété sur 100 épis pré-identifiés; les valeurs obtenues constituent les et les
indices d'attaque (IA%) représentés au niveau des tableaux 17 et 18. L’objectif de cette
inoculation in vivo est d'établir un classement de ces variétés commerciales de blé, selon le

pourcentage d'épis infectés par F. culmorum en conditions naturelles.

Les résultats obtenus montrent que les variétés testées ont des nivaux d’infection
différents, indiquant que ces vari€tés n'ont pas le méme niveau de résistance. Pour les quatre
isolats, I’indice d'attaque varie de 27.67% pour Arz avec l'isolat TS 06 en 2012 a 87% pour
Vitron avec l'isolat BD11 en 2013 (voir tableau 17 et 18) (Fig. 28). Toutefois ils présentent
généralement le méme classement des variétés en se basant sur l'indice d’attaque. Les variétés
de blé dur Vitron et Chen’s ont des indices de sévérité les plus élevés pour les deux années,

mais 1' [A s’est avéré plus élevé en 2013, comparativement a I'année 2012.

Les tests de Newman-Keuls ont classé la variété Vitron comme la variété la plus
sensible a l'infection a 1'égard de la fusariose de 1'épi avec une moyenne d'indice d'attaque de
79,5%, suivie des variétés Chen's, HD1220 et Mahon Demias et enfin, Arz qui a enregistré la
plus faible moyenne d'indice d'attaque de 38,8%. (Tabl. 19). Si on se réfere a I’évaluation
visuelle des symptomes, il semblerait qu’elle peut nous induire a I’erreur et elle n’est pas

toujours complétement représentative de I’invasion du champignon.
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Figure 28: Pourcentage des indices d'attaque en 2012 et 2013

Chaque histogramme représente la moyenne de trois répétitions
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Dans le but de comparer la sensibilité des variétés, il serait certainement indispensable de
comparer les niveaux d’ADN ou bien 1'ergostérol fongique contenus dans les épis considérés

dans leur totalité, tel que rapporté parSeitz et al. (1977).

Tableau 19: Classification des variétés testées en groupes homogenes selon Le test de

Newman-Keuls en se basant sur l'indice d'attaque.

Variété Moyenne Groupes
IA homogenes

VITRON 79,503 A
CHEN's 75,438 B
HD1220 64,946 C
MAHOW D 59,178 D
MBB 48,664 E
BIDI17 46,538 E
FLORENCE 46,185 E
ARZ 38,799 F

3.3.3.2. Quantification de I'ADN fongique de F. culmorum dans les grains fusariés

Pour apprécier le développement fongique de F. culmorum sur les épis de blé des
différentes variétés, nous avons utilisé la technique de la PCR quantitative avec des amorces
geéne-spécifiques, afin de quantifier I’ADN de F. culmorum. Pour une meilleure évaluation de
I'ADN fongique, nous nous sommes attachés a réaliser une quantification relative. Nous avons
ramené la quantité d’ADN fongique a la quantité d’ADN de blé apres avoir ajusté les ADN de
tous les échantillons a 20 ng/ul d’ADN total.
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L’établissement d’une courbe standard avec une bonne efficacité est important. En effet,
I’efficacité de la courbe standard utilisée permet une bonne évaluation des concentrations en
ADN cible de nos échantillons. Pour valider cette optimisation, une gamme étalon a été établie
avec la souche INRA 268 (F. culmorum) productrice de 3 ADON. Les cinq points de gamme
vont de 20 ng/uL a 0,00 2ng/uL. L'efficacité obtenue pour cette amplification est de 1,968
(erreur de 0,0374). Tous les points de gamme sont définis, le dernier a 0,002 ng/ul a un Cp de
30. Nous avons donc une sensibilité qui va jusqu’a 0,002 ng/ul (Fig. 29).

Les différences de rendement d’extraction entre les différents échantillons et les valeurs
CP enregistrées dans le rapport Light Cycler Software, montrent que le gene 7ri5 a été
amplifié et s'est exprimé dans les 96 échantillons de farine de blé contaminés par les quatre
souches de F. culmorum de chémotype DON et NIV, avec cependant des différences de
rendement d'extraction entre les différents échantillons. Les valeurs de TM enregistrées ont

varié entre 85,52 et 86,75 C°.

Sur la figure 31 sont reportés les niveaux d’ADN de F. culmorum quantifiés dans les
épis des huit variétés a maturité, en condition de contamination artificielle. Il apparait
clairement sur cette figure que les variétés Vitron et Chen’s sont celles qui correspondent au
développement mycélien le plus important en 2012, ce qui confirme leur sensibilité encore
une fois dans notre expérimentation. Les résultats montrent aussi que, les concentrations en
teneurs d’ADN des F. culmorum DON sont largement supérieures a celles des F. culmorum
de chémotype NIV. En ce qui concerne les essais témoins, nos résultats montrent seulement
une tres faible contamination naturelle pour la variété Vitron en 2012, puisque les niveaux

d’ADN fongique se situaient en dessous du seuil de détection de notre méthode.

Au cours de notre étude, nous avons remarqué au sein des répétitions d’un méme essai des
développements d'ADN fongique différents en fonction de la variété. Cependant les résultats
obtenus témoignent d’un comportement tres intéressant des huit variétés inoculées. Les épis
sont caractérisés par des niveaux d’ADN fongiques différents et nous avons pu constater que

les isolats DON ont présenté une biomasse fongique importante par rapport aux isolats NIV.
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Figure 29: Gamme étalon pour la quantification du gene 7ri5 au niveau des échantillons de
farine de blé contaminés par TCTB. A: La courbe standard retenue pour la quantification de
I'ADN de nos échantillons; B: Courbe d’amplification qui permet de déterminer le crossing

point (Cp); C: Courbe de fusion : -(d/dt) fluorescence=f(température)
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Figure 30. ADN de quatre souches de F. culmorum des huit variétés testées en 2012
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L'hétérogénéité entre répétitions biologiques des résultats obtenus pour certains
échantillons, nous laisse douter de 1'efficacité de cette analyse pour nos essais en plein champ.
Aussi étant une technique qui coute tres chere vu le nombre des échantillons a analyser, nous
avons jugé judicieux de quantifier la biomasse fongique dans nos grains contaminés par des
analyses d’extraction et quantifier I'ergostérol par HPLC/UV pour les deux années 2012 et

2013.

Etant donné que les quantifications d' ADN par PCR -Q ont été faites uniquement pour les
échantillons de l'année 2012, l'interprétation des résultats du développement fongique sera

basée uniquement sur les résultats de 1'ergostérol.

3.3.3.3. Quantification de 1'ergostérol fongique contenu dans les grains

Nous avons réalisé des analyses d’extraction et des quantifications d’ergostérol sur tous
les échantillons des deux années 2012 et 2013. Les résultats sont représentés comme indice
d’ergostérol (Erg) dans les tableaux 17 et 18. La teneur en ergostérol s’est avérée Etre plus
élevée en 2013 comparativement a 2012. Cette infection importante corrobore les degrés
d’IA% calculés et il apparait que les conditions environnementales humides de ’année 2013

ont été plus propices au développement de I’infection.

Pour la classification des variétés, le test de Newman-Keuls montre que la variété
Chen's a présenté un taux d'ergostérol (Erg) le plus élevé, suivi par Vitron, puis la variété Arz,
Bidi 17 et Florence qui ont montré un faible taux (Erg). Une concentration plus élevée
d’ergostérol a été trouvée dans les deux variétés de blé dur introduites telles les variétés Vitron
et Chen,s. Ce sont celles qui correspondent au développement mycélien le plus important et
peuvent €tre considérées, encore une fois dans notre expérimentation, comme les variétés les

plus sensibles (Fig. 31).
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Figure 32: Biomasse fongique des quatre isolats de F. culmorum exprimée par la teneur en

l'ergostérol chez les variétés de blé récoltées 2012 et 2013.
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Les résultats montrent aussi clairement qu'en général, le blé tendre est plus résistant
que le blé dur en termes de développement mycélien. La variété introduite de blé tendre
Arz a montré une meilleure tolérance. Elle a présenté¢ des niveaux faibles d’ergostérol de
F. culmorum dans ses €pis récoltés en 2012 et 2013, avec les quatre souches utilisées (Fig.
32). Les deux variétés autochtones de blé dur Bidil7 et MBB se sont montrées également

moins sensibles par rapport aux autres variétés de blé dur et tendre.

Méme si les niveaux de 1'ergostérol et I'TA sont sensiblement différents entre les deux
années 2012 et 2013, le classement reste a peu pres identique pour ces deux criteres.
Seulement la variété Chen’s s’est comportée différemment durant les deux années,
montrant le plus fort indice d’ergostérol chaque année, mais avec un IA sensiblement plus
faible en 2012 avec la souche BT11. Dans le cas contraire, il est aussi remarquable que
l'ordre reste plus ou moins le méme, quelle que soit la souche de F. culmorum. 11 semble
aussi qu’en général, les variétés introduites Vitron et Chen’s sont plus sensibles a la

fusariose que les variétés autochtones MBB et Bidil7.

3.3.3.4. Accumulation des trichothécenes dans les grains

Afin d'avoir une vision complete de l'incidence de la fusariose, nous avons également
analysé les toxines accumulées dans les grains. En fonction de la souche, les deux types de
trichothécenes B soit DON ou NIV ont été dosés dans tous les échantillons. Cependant, des
niveaux tout a fait différents ont €t€ observés, en fonction de la souche utilisée, de la variété

considérée et de I'année (Fig. 33).

Aucun FX n’a été détecté pour les échantillons inoculés avec les souches de
chémotypes NIV. La forme acétylée de DON (3-ADON) n'a pas été observée dans tous les
échantillons inoculés avec les souches de chémotypes DON/3-ADON et lorsqu'elle est

présente, elle n’a été détectée qu' a de tres faibles valeurs.
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Figure 33:Teneur en TCTB chez les variétés de blé récoltées en 2012 et 2013
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Dans le tableau 16, les valeurs de DON représentent la somme de DON + 3-ADON.
Les deux souches de F. culmorum BT11 et BD11 produisent des quantités élevées de la
z€éaralénone dans I'essai in vitro, mais les quantités de ZEA était plutdt faible dans les tests
de plein champ et limitée a seulement quelques échantillons de blé en 2013. Pour cette
raison, le résultat de dosage de ZEA n'a pas été examiné dans cette étude pour les essais en

plein champ.

Dans I’ensemble, en termes d’accumulation des trichothécénes dans les grains , les
deux années de l'expérimentation peuvent €tre considérées comme deux années tres
favorables. Méme si elles ont montré des différences dans les degrés d'attaque (IA) ou le
développement mycélien (Erg), les différences dans 1’accumulation des toxines dans les
variétés sont assez semblables pour les deux années et cette derniere reflete généralement les

degrés d'indice d'attaque et la quantité de I’ergostérol.

Cependant, des différences assez fortes ont été trouvées entre les isolats dans leur
potentiel toxinogene. Les deux isolats BD11 et BT11 de DON/3-ADON produisent des
niveaux significativement plus élevés de toxine (2 partir d’environ 21 pg/g a environ 115
ug/g) que les deux isolats NIV/FX (a partir d'environ 2 pg/g a 42 ng/g de toxines). Les tests
de Newman-Keuls ont classé la variété Vitron comme la variété qui a accumulé le plus de
TCTB, suivie des variétés HD1220, Chen's, Mahon Demias et enfin, Arz qui a accumulé la

plus faible concentration en TCTB (Fig. 34) et (Fig. 35).

La classification des variétés basées sur la quantité de toxines n'a pas changé par rapport
a la classification avec l'indice d'attaque et 1'ergostérol sauf pour la variété de blé dur Chen's.
Etonnamment, Chen's est la variété la plus sensible en terme de contamination par le
Fusarium tel que mesuré par le niveau de 1’ergostérol, mais elle accumule de fagon
étonnante, une teneur en trichothéceéne significativement plus faible avec les quatre souches

fongiques.
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Figure 37: Quantité de DON-Glu en pg/g accumulée au niveau de quatre variétés de

blé significative (p < 0,004) beaucoup moins de toxine que Vitron.
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En effet Chen's montre une quantité d'ergostérol la plus élevée (233,9 pg/g) avec BT11
en 2013 et le contenu de DON est seulement environ 40 ug/g, soit plus de 2 fois moins que
I’autre variété sensible Vitron, qui affiche une valeur de DON et d'ergostérol environ de 80
pg/g et 153.35 pg/g respectivement. Ce comportement est confirmé par les résultats obtenus
avec les trois autres souches de F. culmorum et ce pour les 2 années. Concernant les ratios
pour DON/Erg ou NIV/Erg, le génotype sensible Chen's a une valeur toujours
significativement plus faible que les variétés résistantes. Il est apparu clairement pour Chen's,
que les niveaux d'ADN et d’ergosterol conséquents quantifiés dans les stades tardifs de
remplissage du grain ne s’accompagnaient pas de niveaux importants de toxines. Cette
observation suggere fortement I’existence dans les grains de la variété Chen's, de facteurs

endogenes susceptibles de moduler la toxinogénese de F. culmorum.

3.3.3.5. Quantification du DON-Glucoside

I1 a été montré que chez des variétés résistantes, le DON est efficacement transformé en
forme glycosylée DON-Glucoside (DON-Glu) (Berthiller et al., 2005, Poppenberger et al.,
2003). Afin de déterminer si la teneur plus faible en DON observée chez la variété Chen's
pourrait s’expliquer par une transformation efficace du DON en DON-Glu. Nous avons
choisi alors d’axer notre analyse du DON-Glu sur les variétés Arz; MBB; Chen's ayant
montré une certaine tolérance a 1’accumulation de TCTB et les comparer a une variété
sensible Vitron, ces échantillons proviennent de 1'essai inoculé avec BD11 en 2013.

Les résultats ont montré que Chen's a accumulé seulement 0.58 pg/g de DON-Glu par
rapport a Vitron (0,67 ng/g) et MBB (0,5 pg/g). Cette moindre accumulation de DON-Glu
chez Chen's ne pourrait expliquer la plus faible accumulation de DON chez cette derniere.
Cependant Arz contient environ deux fois plus DON-Glucoside que les autres variétés (1,0

ng/g) (Fig. 36 et 37).
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3.3.4. Analyse en Composantes Principales appliquée aux grains contaminés par

Fusarium.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée pour étudier les
corrélations entre les parametres analysés (1A, Erg et TCTB) et les échantillons de grains issus
des huit variétés de blé au stade maturité des deux années 2012 et 2013. L’ACP est une
présentation optimale d’un tableau « variables-individus » ou les colonnes sont des variables
et les lignes des individus. Les angles entre variables s’interprétent comme des corrélations et
la proximité des individus comme des similitudes globales de valeurs observées (Lebart et al.,

1995).

L’ACP a été réalisée sur 16 échantillons et trois variables qui sont les indices d'attaque,
les teneurs en ergostérol de F. culmorum et les teneurs en TCTB. Les deux premieres
composantes principales rassemblent 95,53 % de la variance totale. La figure 39 montre la
contribution des variables aux deux premiers axes F1 et F2 qui représentent 78.63% et 15.90%

de la variance totale.

Cette ACP montre la répartition des variét€s pour les deux années d'expérimentation
ainsi qu'une tres forte corrélation entre les variables par rapport a la premiere composante F1.
Elle met en opposition la zone 1 qui regroupe toutes les variétés sensibles et la zone 2 qui
représente  les variétés les plus résistantes. Les coordonnées sur F1 montrent que le
comportement des variétés est semblable pour 2012 et 2013, a I’exception de la variété
HD1220 qui a changé de position entre les deux années. Cette derniere variété se retrouve
dans la zone 2 en 2012 avec un IA élevé et une accumulation importante de toxine, ce qui
explique sa position dans la zone 1 en 2013. La variété Chen's se différencie des autres
variétés dans 1’axe F2 probablement par le niveau sensiblement inférieur des toxines

accumulées pour cette variété, méme si I'IA est élevé, tel que mentionné précédemment.

Encore une fois en général, le blé dur est plus sensible que le blé tendre pour

I’accumulation des toxines telles qu’il a été observé pour I'IA et I’Erg.
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Cependant, la variété¢ de blé¢ dur Bidi 17 a montré une résistance a 1’accumulation des
toxines et au développement fongique semblable a la variété la moins sensible de blé tendre
Arz. La figure 38 montre aussi que la variétés de blé tendre introduite Arz et les variétés de
blé dur autochtones Bidi 17 et MBB semblent moins sensibles a F. culmorum que la variété
autochtone Mahon Demias pour le blé tendre et les variétés introduites Vitron et Chen's pour
le blé dur. Les deux années d'expérimentation ont conduit a un (IA) légerement différent,
mais elles donnent des résultats trés similaires pour le classement des variétés pour la

résistance a la fusariose.

3.3.5. Evaluation de la résistance du nouveau matériel génétique

Au cours de Iannée 2013, en parallele aux huit variétés testées, un nouveau matériel
génétique a été évalué avec la souche TS 06. Sur la base de cette expérience unique, les
résultats présentés dans le tableau 20 montrent que les deux variétés parentales de blé dur
parental peuvent aussi €tre considérées comme un matériel sensible a l'infection de la fusariose

et ’accumulation des TCTB.

On peut remarquer que le parent G10 se comporte comme Chen's, qui a montré un
niveau élevé d'ergostérol et de I'indice d'attaque mais une tolérance relative a la contamination
de toxines comparée a Vitron. Nous avons noté un fait intéressant, pour les deux lignées G1 et
G4 qui se sont comportées comme un matériel résistant en terme d'accumulation de toxines et
d'indice d'attaque (Tabl. 20). En particulier, G4 a présenté de meilleures caractéristiques que

Arz le meilleur blé tendre testé présentant le plus haut niveau de résistance (Fig. 39).

Dans ce test, nous avons noté que G4 a un indice d'attaque de 25.33% et une faible
biomasse fongique de 30.21 pg/g ainsi que des niveaux tres bas de toxine ont été détectés de
toxines de l'ordre de 2,04 ng/g. Effectivement, G4 a un ratio NIV/Erg inférieur de G1 et trois

a huit fois inférieurs que n’importe lequel des autres variétés testées dans le dosage de 2013.
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Figure 39 : Comportement variétal différent de G4 et G9 vis a vis de F. culmorum
(A) Symptomes typiques de la fusariose de 1'épi; (B) Symptomes de FHB sur variété

sensible; (C) Symptdmes de FHB sur variété tolérante.
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Tableau 20: Evaluation des lignées de blé dur G1 et G4 en comparaison avec les variétés

utilisées en Algérie

Génotype Especes 1A % Erg NIV NIV/Erg
+ET) ug/g (+ET) ug/g (+ET) Ratio
G4 F14 lignée 4 BD 25.33 (0.31) 30.21 (2.03) 2.04 (0.30) 0.07
Arz BT 34.50 (1.90) 33.62 (2.40) 8.85 (0.07) 0.26
G1 F14 lignée 1 BD 36.67 (2.89) 63.99 (1.76) 8.78 (1.06) 0.14
Bidi 17 BD 41.22 (3.39) 34.18 (1.12) 9.10 (0.43) 0.27
Florence Aurore BT 43.71 (1.64) 41.51 (1.79) 9.22 (0.26) 0.22
MB B BD 45.03 (4.95) 39.00 (2.14) 10.32 (0.41) 0.26
Mahow Démias BT 49.66 (0.78)  35.42(0.74)  14.68 (0.25)  0.41
HD1220 BT 59.85 (2.29) 48.67 (2.90) 13.92 (0.41) 0.29
Chen's BD 71.42 (3.60) 114.80 (5.27)  24.97 (2.57) 0.22
G10 (Parent 1-G4) BD 73.67 (1.53)  128.72(1.53) 24.16(1.90)  0.19
Vitron BD 76.25(3.81)  113.62 (4.55) 43.10(3.07)  0.38
G9 (Parent 2-G4)  BD 78.33 (2.89) 144.89 (5.24) 34.11 (4.36)  0.24

L'essai a été réalisé en 2013 avec l'isolat de F. culmorum T5 06; la classification a été basée

sur I'TA%.
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3.3.6. Caractérisation de la composition en acides phénoliques liés des grains de blé

Les acides phénoliques, composés omniprésents des céréales, ont fait 1’objet d’un certain
nombre d’études concernant leur implication dans les mécanismes de défense des plantes
contre les especes du genre Fusarium. Dans des travaux précédents, menés in vitro, le role
inhibiteur de ’acide férulique vis-a-vis de la synthese de TCTB a été démontré (Pinson-
Gadais et al., 2007 et Boutigny et al., 2009) ainsi que celui d’extraits naturels d’acides

phénoliques issus de sons de blé (Boutigny et al., 2010).

Les résultats obtenus dans le chapitre précédent nous laissent émettre I' hypothese est que
cette différence de sensibilité a I’accumulation de mycotoxines, serait liée a des compositions
biochimiques différentes des variétés de blé et lignées testées et/ou a 1’existence de composés

capables d’interférer avec la mycotoxinogenese de Fusarium.

3.3.6.1. Quels sont les acides phénoliques liés présents dans les grains de blé ?

Des échantillons témoins de grains des variétés et lignées de blé provenant des essais
réalisés en plein champ en 2012 et 2013 ont servi a cette analyse; leur récolte a été effectuée
23 jours apres la floraison. Nous avons choisi dans ce présent travail, d’orienter notre analyse
sur les acides phénoliques liées, car le contenu en acides phénoliques libres diminuent a
maturité. McCallum et Walker (1991) ont observé deux "pools" de synthése d’acide férulique
soluble au début et a la fin de 1’état laiteux du grain, suivi par une diminution du contenu en

acide férulique soluble a maturité.

Sur la figure 40 sont reportés deux profils chromatographiques obtenus a 320 nm
(Longueur d’onde d’absorption maximale des dérivés cinnamiques) caractéristiques de la
composition en acides phénoliques liés dans des grains obtenus au cours de notre
expérimentation. Le premier acide composé qui est de loin le plus abondant est l'acide

férulique, représente jusqu'a 90 % de la teneur totale en composés phénoliques monomeres.
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Tableau 21 : Contenu en acide cinnamic dérivé de 1'acide phénolique mesuré dans les grains

des différentes variétés

Les acides phénoliques contenus dans les grains matures (ug/gr)

Vriétés et lignées

Ferulic £SD

Sinapic +SD  p-coumaric #SD  Vanillic £SD Vanillin £SD  4-hydro benzoi c +SD

Chen's
Florence

G1

Bidil7

G4

Mahon Démias
MBB
G10(Parentl G4)
Arz

G9 Parent2 G4
Vitron

HD1220

1636 (+26.52)

1438 (+5.74)

1126 (+7.07)

1035 (+28.41)

988 (+11.31)

780 (+1.12)

763 (+17.15)

730 (+12.73)

730 (+15.50)

555 (+14.28)

483 (+14.14)

52 (+0.10)

216 (6.37)

151 (+28.78)

150 (+5.60)

93 (£1.53)

133 (+8.40)

110 (+1.41)

158 (+16.97)

76 (£3.01)

67 (+4.24)

107 (+6.92)

69 (+2.83)

46 (+1.46)

28(+2.90)

57 (+4.27)

42 (+1.56)

32 (+1.46)

54(+2.83)

11 (+0.28)

32 (+1.41)

22 (+2.83)

50 (+1.41)

46 (+4.24)

3 (+0.57)

2 (+0.13)

13 (+1.51)

nd

18 (+1.47)

12 (+0.14)

nd

nd

20 (+1.41)

11 (+0.04)

16 (+2.94)

1(+0.04)

nd

28 (+4.26)

32 (+2.83)

8 (+0.13)

nd

nd

16 (+1.50)

16 (+4.34)

3(+0.13)

Nd

6 (+0.07)

12 (+1.14)

19 (+1.56)

Nd

Nd

13 (1.41)

12 (+1.46)
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Le second était I’acide sinapique suivie par 1’acide p-coumarique. L’acide benzoique
dérivé de I’acide vanillique, et 1'acide P-hydroxybenzoique et vanilline ont aussi été détectés
mais ne sont présents qu’a I’état de trace (Fig. 41). Les résultats trouvés au cours de cette

étude sont aussi en accord avec les travaux de Tunali et al. (2006). Boutigny (2007) a détécté
dans les grains de deux variétés les acides férulique, p-coumarique, la vanilline et la vanillique. Pour
ces deux variétés, 1’acide férulique est I’acide phénolique insoluble li¢é aux parois largement
majoritaires et représente de 94% a 99% des acides phénoliques insolubles liés aux parois totaux et ce

a tous les stades de développement des grains. Des variations qualitatives des contenus en acides

zeN 2

phénoliques ont déja été observées au cours de la maturation des grains de blé (McKeehen et al.,

1999).

Nos résultats ont montré que la teneur en acides phénoliques varie considérablement
d’une variété a I’autre (d’environ 52 pg/g dans HD1220 a 1 636 pg/g au niveau de Chen's
pour I’acide férulique) (Tabl. 21). Par ailleurs, il a ét¢ montré que les compositions en acides
phénoliques des grains varient selon les variétés de blé (Regnier et Macheix, 1996; Lempereur
et al., 1997; Lempereur et al., 1998; Peyron et al., 2002; Moore et al., 2006; Mpofu et al.,
2006). Dans notre étude, Il y a une tendance vers le fait que les variétés et les lignées telles
que Chen's, Florence, G1 et G4, ayant une teneur plus élevée en acide férulique, sont celles

qui ont le plus faible ratio NIV/Erg.

Une ACP a été réalisée sur les huit variétés, les deux lignées avec les deux parents et
quatre variables qui sont les indices d'attaque, les teneurs en acide férulique et acide sinapique
ainsi que les teneurs en NIV et DON/3ADON. La figure 42 montre la contribution des
variables aux deux premiers axes qui représentent 49,76 et 15,90 de la variance totale. La
premicre composante montre une forte corrélation entre 1'acide sinapique et l'acide férulique.
Cette corrélation s’explique par les échantillons qui ont une grande quantité en acides
phénoliques mais sont a la fois moyennement a faiblement contaminés en TCTB (zone 1) en
opposition avec les échantillons trés contaminés en TCTB et qui ont moyennement a
faiblement teneurs d'acides phénoliques (zone 2). La deuxieéme composante montre une forte

corrélation entre TCTB.
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variables acides phenolic s et TCTB
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Les acides phénoliques liés contribuent a I’intégrité et a la stabilité des parois. Les
parois riches en acides phénoliques liés de certaines variétés de blé pourraient alors limiter
I’infection des grains par Fusarium. Ainsi, ces résultats constituent des données
préliminaires compte tenu qu’une seule extraction des acides phénoliques liés a pu étre
réalisée sur les grains. Il conviendrait de multiplier les extractions et de considérer un plus
grand nombre de variétés afin de conclure ou pas sur I’implication des acides phénoliques

liés dans la résistance a I’accumulation de mycotoxines.

Des perspectives intéressantes seraient de réaliser des cinétiques plus précises du
remplissage des grains infectés ou non en acides phénoliques sur des variétés de sensibilité
différente a I’accumulation de mycotoxines et non d’effectuer seulement une analyse a 23

jours apres ’infection.

3.3.7. Discussion

La question que nous avons abordé dans ce chapitre concernait la capacité des
souches algériennes de F. culmorum a causer la fusariose de 1'€pi et a produire des toxines
dans les grains de blé dans nos conditions locales. L'étude visait également a évaluer le
niveau de tolérance a la fusariose des variétés les plus utilisées en Algérie pour la

production de blé.

Notre expérimentation, pour les deux années 2012 et 2013 s’est traduite par un
développement fongique et des symptomes conséquents associés a une production de toxines
significative qui nous permet d’apporter plusieurs éléments de réponse. Les caractéristiques
(sporulation, agressivité, potentiel toxinogene) des 4 souches de F. culmorum de chémotypes
DON/3 ADON et NIV/FX ) choisies pour I’inoculation artificielle, sont un des ¢léments de

cet objectif.

Tout d’abord, en se basant sur l'indice d'attaque et 1’ergosterol, nous avons trouvé des
niveaux élevés de sévérité pour les deux souches de DON/3-ADON. Cependant les deux
autres souches NIV/FX se sont avérées un peu moins virulentes en terme de symptomes et de
développement fongique. Aussi en fonction de la variété, des accumulations faibles de
trichothécenes ont été détéctées de 5 a 10 fois moins que les souches de DON/3-ADON. Les

résultats de 1'étude de l'agressivité des quatre souches de F. culmorum DON et NIV nous ont
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permis de mettre en évidence un effet principal de I’isolat sur chaque variable de sévérité
mesurée. Ces effets principaux de I’isolat ont é¢galement été mis en évidence par Alvarez et al.
(2010) qui ont montré des différences d’agressivit¢é (AUDPC) entre souches de la méme
espece. Cet effet chémotype a aussi été mis en évidence par Gosman et al. (2010) et
largement décrit pour F. culmorum (Miedaner et al., 2001, Wegulo, 2012), égalemment
observé pour les especes F. graminearum (Mirocha et al., 1994) et F. asiaticum (Zhang et al.,
2012, Shen et al., 2012), avec une propagation plus lente des souches de chémotype NIV dans
I’¢épi.

Cependant, en terme de symptomes, la différence de 1’agressivité entre les deux
chémotypes reste modérée dans nos expériences par rapport a ce qui a été rapporté dans la
littérature, en suggérant que nos deux souches NIV algériennes sont assez agressives. Les
données pour les deux années 2012-2013 appuient fortement une corrélation étroite entre le
niveau de production des trichothécenes et les symptomes, observés lorsque chacun des deux
chémotypes est considéré a part. Cette corrélation est encore plus forte entre la quantité de
toxines et le développement de ce champignon dans le grain, tel que mesuré par I’indice de

I’ergostérol.

Des travaux comparables antérieurs ont été rapportés par Miller et al (1985) et plus
récemment par d'autres auteurs (Mirocha et al., 1994, Perkowski et al., 1996, Miedaner et al.,
2000), qui avaient montré que plus l'indice d'attaque est élevé, plus le développement
fongique est important et la quantité de toxines accumulées dans les grains est élevée. Cela
semble étre la regle dans le cas de nos échantillons et cette variabilité dans le développement

et la production de toxines est clairement due a un effet variété, excepté faite pour la variété

de blé dur Chen's.

Cette derniere variété témoigne d’un comportement trés intéressant. Ses €pis sont
caractérisés par des niveaux d'ergostérol fongiques similaires ou méme supérieurs a Vitron et
a ceux des autres variétés sensibles. Mais de facon étonnante, la teneur en trichothécenes
accumulée est significativement plus faible avec les quatre souches fongiques. On peut alors
émettre ’hypothese que la variété Chen's possede des propriétés qui limitent la production de
TCTB par F. culmorum sans pour autant affecter son développement lors de son cycle

d’infection.
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L’existence de sensibilités différentes a 1’accumulation de mycotoxines au sein des
variétés de blé dur disponibles est connue (Favre et al, 2004). Une résistance a
I’accumulation de trichothécenes a été d¢ja discutée (Boutigny et al., 2008; Boutigny et al.,
2010 ). Deux principales raisons peuvent expliquer un tel résultat : i) la mycotoxine est
produite mais modifiée  par une transformation métabolique aboutissant a sa
"détoxification". La glycosylation, qui permet une détoxification des mycotoxines, est un
processus qui existe naturellement chez certaines variétés de blé; ii) I’accumulation des
mycotoxines reste limitée en raison d’une inhibition de leur biosyntheése par des composés
endogenes des grains (Boutigny et al., 2008; Boutigny et al., 2014). 1l a été démontré que,
dans certaines variétés résistantes, le DON est efficacement transformé par la plante en
une forme glycosylée DON-Glucoside (DON-Glu) (Berthiller et al., 2005b; Poppenberger
et al., 2003).

Cependant, dans notre cas, la faible teneur en DON observée chez la variété Chen's en
2013 ne pourrait pas s’expliquer par une transformation efficace du DON en DON-Glu; le
contenu du DON-Glu pour Chen's apparait semblable a celui de Vitron ou MBB. La
présence des composés biochimiques de la plante a effets inhibiteurs en concentrations
maximales au moment ol le champignon produit ses toxines, pourrait expliquer une faible

biosynthese de DON (Boutigny et al., 2008; Miller et Arnison, 1986a).

Nos résultats apportent une premiere évaluation des variétés de blé utilisées en Algérie
pour la tolérance a la fusariose causée par des souches locales de Fusarium. Les huit variétés
ont en effet montré, apres inoculation, de sérieuses différences concernant le degré d’infection
par F. culmorum (résistance de type II) et I’accumulation en TCTB (résistance de type V). En
considérant nos résultats dans les conditions climatiques algériennes, la classification des
variétés des moins sensibles aux plus sensibles peut s'établir comme suit:
Arz(BT)+Bidi(BD)+MBB(BD)>>Florence(BT)>HD1220(BT)>MahonDémias(BT)> Vitron(B
D)>Chen's(BD).

Ces résultats montrent que globalement, le blé dur est plus sensible a F. culmorum que
le blé tendre; ils sont en accord avec la tendance généralement admise que le blé dur est plus
sensible que le blé tendre a la fusariose causée par des especes telles que le F. graminearum

ou F. culmorum (Buerstmayr et al., 2009 et Lionetti, 2015).
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Le classement a été établi en se basant sur les résultats obtenus dans les essais
d’inoculation artificielle. Il semblerait ainsi que les deux variétés autochtones de blé dur
Bidil7 et MBB possederaientt une meilleure résistance que les autres variétés. A I’inverse,
pour les variétés de blé dur introduites Vitron et Chen's elles se sont comportées comme un

matériel tres sensible.

Une conclusion générale qui peut étre émise de cette étude est qu’avant d'introduire
une variété de blé et la cultiver a grande échelle dans une zone climatique donnée, il serait
judicieux d’évaluer au préalable sa résistance a la fusariose dans ces conditions
climatiques. Nous pensons que les variétés autochtones de blé dur Bidil7 et MBB se sont
mieux adaptées aux conditions climatiques semi-arides ou aux souches fongiques locales,
que nous avons utilisées dans nos essais. Toutefois, en regle générale, aucune résistance

significative n’a jamais été observée pour le blé dur (Buerstmayr et al., 2009).

Par ailleurs, la faible sensibilité de certaines variétés, que nous avons observées dans
nos essais peut-étre incertaine. Ceci devrait €tre aussi modulé par le fait que les variétés de
blé tendre utilisées dans nos essais sont celles cultivées en Algérie. Ces variétés ne sont pas
connues a ce jour, comme étant les meilleures variétés résistantes a la fusariose
disponibles dans le monde. Il devrait étre utile d’introduire un matériel résistant de
référence a ces tests en plein champ pour avoir une bonne référence, et pour une meilleure

classification de résistance.

Toutefois parmi les variétés locales cultivées traditionnellement, Arz pour le blé tendre;
Bidi 17 et MBB pour le blé dur semblent étre les meilleures. Mais, les deux nouvelles
lignées de blé dur développées récemment a ’ENSA EL Harrach et testées en 2013 ont
montré des caractéristiques plus intéressantes sur le plan sensibilité et accumulation de

toxines. [ ]

Nos données ont permis de suggérer une certaine résistance pour ces deux lignées en
2013. En effet elles ont présenté des concentrations en TCTB et des niveaux d'ergosterol
de F. culmorum trés faibles dans leurs épis récoltés avec de loin le plus faible ratio
NIV/Erg, et un indice d'attaque trés faible avec la souche T5 06 productrice de NIV. En
particulier la lignée G4 s’est démarquée par des concentrations tres faibles en TCTB de

I’ordre du microgramme par gramme de matiére seéche de grain. Ces teneurs trés faibles
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pour une inoculation artificielle associée aux faibles quantités d'ergostérol de F. culmorum
et un faible indice d'attaque, suggeérent une bonne résistance de la lignée G4 vis-a-vis de la
fusariose et I’accumulation de TCTB produits par F. culmorum. Les deux lignées G4 et G1
ont été retenues parmi d'autres lignées pour leur comportement intéressant dans les essais
d'inoculation artificielle. Cependant ces résultats restent encore préliminaires et I’analyse
des lignées qui n’a été réalisée que pour 2013, indique des tendances mais demande

absolument a étre répété pour livrer des résultats statistiquement validés.

Les inoculations artificielles sur épi réalisées en plein champ durant deux années
successives 2012 et 2013, ont permis d’évaluer que la résistance a I’infection initiale chez le
blé est une résistance de type I. Cette méthode ne permet pas vraiment d'estimer la
résistance de type II qui correspond a une résistance a la propagation du mycélium dans les
tissus de 1'hdte ( Schroeder et Christensen 1963; Boutigny et al., 2008). Les données obtenues
semblent indiquer que ces lignées seraient tolérantes mais cela reste a confirmer par d’autres
essais dans des conditions environnementales différentes et avec plusieurs souches de
Fusarium. 1l est également nécessaire a utiliser d'autres méthodes d’inoculation pour évaluer
correctement leur tolérance a la fusariose. De plus, il est important de sélectionner des isolats

représentatifs des différentes especes dominantes associées a la maladie.

A ce sujet, plusieurs auteurs (Akinsanmi et al., 2004 ; Mesterhazy, 1984 ;
Mesterhazy, 1997 ; Xue et al., 2004) ont insisté sur le fait d’utiliser une combinaison d’isolats
pour évaluer la sensibilité, et la réaction des génotypes vis-a-vis de ces agents pathogenes.
Différentes méthodes d’inoculation ont été décrites dans la littérature pour étudier la
sensibilité variétale, (Brennan et al., 2003; Carter et al., 2002 ; Mesterhazy, 1983; Mishra et
al., 2003. et Wu et al., 2004). Indépendamment de ces réserves, ces résultats sont tres
encourageants et montrent qu’il serait possible de choisir pour le blé¢ dur un matériel adapté a

des conditions climatiques arides ou semi-arides qui montrent une tolérance a la fusariose.

Plusieurs études ont suggéré une corrélation entre le contenu en acides phénoliques
(acide férulique, acide p-coumarique) des grains et le niveau de résistance a la fusariose
chez le blé (McKeehen et al., 1999 ; Siranidou et al., 2002; Ponts et al., 2007 ) et chez le
mais (Assabgui et al., 1993; Pons, 2010, Ponts et al., 2006 ). Au cours d'une étude plus
récente , menées en conditions in vitro, le role inhibiteur de I’acide férulique vis-a-vis de la

synthese de TCTB a été démontré (Boutigny et al., 2009) ainsi que celui d’extraits naturels
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d’acides phénoliques issus de sons de blé décrit comme un inhibiteur fort de la production
de DON/3-ADON in vitro (Boutigny et al., 2010). L’acide férulique est généralement
beaucoup plus abondant dans le grain de blé dur et cela suggere son implication dans la
résistance a 1’accumulation des trichothécénes dans la plante (Boutigny et al., 2009,

Boutigny et al., 2008; Ponts et al., 2011).

Nos résultats de l'analyses des acides phénoliques, en 2013, ont montré que parmi les
acides phénoliques liés, 1’acide férulique est de loin la forme majoritaire (90 % de la teneur
totale en formes monomériques d’acides phénoliques). Cette prépondérance a déja été
rapportée par Kim et al., (2006). Il convient de noter que les données obtenues ont permis de
mettre en évidence la treés grande richesse de la variété Chen's en acides phénoliques dérivés
de I’acide cinnamique, en particulier l'acide férulique et l'acide sinapique. Cela semble
cohérent avec ’effet inhibiteur des acides phénoliques dérivés de 1'acide cinnamiques (Ponts
et al., 2011) et accumulation limitée des trichothécénes dans cette variété. Rappelons que

Chen's a accumulé des niveaux limités de TCTB en 2012 et 2013.

Cette observation s'appliquerait également pour les lignées G1 et G4, mais pour les deux
autres variétés Florence Aurore et Bidi 17 qui présentent également une teneur élevée en
acide férulique, aucun effet évident n'a ét€ observé sur une faible accumulation de toxines .
Toutefois, il convient de noter que la teneur en acide phénolique a été déterminée dans les
grains a maturité. L'accumulation des composés phénoliques varient énormément lors du
remplissage du grain et généralement au cours premiers stades de remplissage du grain; le

niveau est le plus ¢élevé tel qu’il a été illustré chez le mais (Atanasova-Penichon et al., 2012).

Cet effet inhibiteur significatif attendu sur la modulation de 1’accumulation des
trichothécenes, dépendrait essentiellement des teneurs en acides phénoliques pendant la
période de 'envahissement du grain par le champignon, juste apres l'inoculation. Au cours de
I’infection, la libération des formes liées a la paroi de 1’acide férulique pourrait étre reliée a
une inhibition de la biosynthese des toxines. Il faudrait par la suite vérifier si ces composés
sont bien libérés au premier stade de développement du grain lors d’une contamination au

champ.
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4. Conclusion

Les recherches menées sur [I’identification des especes fusariennes en Algérie
responsables de la contamination des blés en TCTB, et la connaissance des complexes
d’especes susceptibles d’infecter les épis est essentielle pour aider les sélectionneurs a
orienter leur recherche vers des variétés plus adaptées pour un meilleur comportement aux

especes responsables de la fusariose de 1’¢épi.

Nos résultats de prospection durant les trois campagnes 2011-2013 et 2014 ont
effectivement mis en évidence la présence des agents responsables de la fusariose de 1’épi du
blé dans toutes les régions céréalieres prospectées : Nord, Ouest, Est et Sud. L’identification
morphologique des agents responsables a permis d'identifier 7 especes a savoir :F. culmorum,
M. nivale, F. pseudograminearum, F. graminearum, F. sporotrichioides et F. avenaceum.
Cette identification a été confirmée par PCR en utilisant des amorces spécifiques de chaque
espece fongique. Cette technique a permis de classer les isolats de F. graminearum dans le
groupe 1 (F. pseudograminearaum) d'une part et dans le groupe 2 (F. graminearum) d'autre

part; l'espece F. pseudograminearaum est recensée pour la premiere fois en Algérie.

De plus, les résultats de 'enquéte réalisés durant les années 2012-2013 et 2014 ont montré
que F. culmorum est ’espéce prédominante observée en Algérie sur le blé (résultats non
publiés). Toutefois, il est clair que I'équilibre d’espéces peut étre selon les années. Ainsi le
développement de la fusariose de 1’épi devrait étre évalué régulierement dans toutes les
régions céréalieres en Algérie ou les conditions climatiques peuvent étre favorables a son

développement et surtout pour les champs irrigués sous pivot.

La deuxieme partie de ce travail a porté sur la capacité des isolats algériens de F.
culmorum a produire des toxines. Nous nous sommes intéressés aussi au chémotypage et a la
quantification de leur potentiel toxinogeéne. A cet effet une caractérisation moléculaire d’une
collection de 40 isolats de F. culmorum, a été réalisée. Les résultats ont montré que tous les
isolats testés sont potentiellement toxinogenes. Ainsi, I'amplification des genes Tril2
-3ADON et Tril2-NIV montrent une dominance de 95% des isolats du type DON, et

seulement 5% sur les 40 isolats se sont avérés du chémotype NIV.
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Ces résultats ont ét€ confirmés par une analyse biochimique de 4 isolats de F. culmorum,
sur la production in vitro en utilisant du riz comme substrat. L’analyse des profils
chromatographiques, a montré que tous les isolats ont produit les quatre trichothécenes (NIV,
DON, Fusarénon X (FX) et 3-ADON). Seulement deux isolats ont produit de la Zéaralenone ;
il s'agit des deux isolats de chémotype DON/3-ADON qui ont montré également des niveaux
bien supérieurs a ceux des deux isolats NIV/FX. Compte tenu de ces résultats, qui confirment
la présence et la dominance en Algérie d’isolats de F. culmorum de chémotype 3-ADON, il
serait intéressant de les prendre en compte lors de 1’étude de I’épidémiologie de la fusariose

de I’épi.

Dans le dernier volet de nos recherches ,nous avons abordé deux questions, la premicre
concernait la capacité des isolats algériens de F. culmorum a causer la fusariose de 1'épi et a
produire dans nos conditions locales des toxines dans les grains de blé. La deuxieme question
était d’évaluer les variétés de blé les plus utilisées en Algérie pour leur comportement a
I’égard de la fusariose. Un essai préliminaire a été réalisé en 2011 avec ces quatre isolats de F.
culmorum qui a permis de confirmer leur pathogénécité. Suite a ces résultats, ces quatre
isolats ont été utilisés comme référence pour 1’évaluation de la résistance d’une gamme de

huit variétés de blé.

Les inoculations artificielles des épis réalisées en plein champ durant deux années
successives 2012 et 2013,ont permis d’évaluer 1’agressivité respective des quatre isolats de F.
culmorum et la sensibilité des variétés de blé a la fusariose et I'accumulation de toxines. Les
résultats de I'étude de I'agressivité des quatre souches de F. culmorum DON et NIV nous ont
permis de mettre en évidence un effet principal de 1’Isolat sur chaque variable de sévérité
mesurée. Nous avons obtenu des niveaux élevés de sévérité pour les deux souches de
DON/3-ADON; les deux autres isolats NIV/FX se sont avérés un peu moins virulents. Les
données pour les deux années 2012-2013 appuient fortement une corrélation étroite entre le
niveau de production des trichothécenes et les symptomes observés, lorsque chacun des deux
chémotypes est considéré séparément. Cette corrélation est encore plus forte entre la quantité
de toxine et le développement de ce champignon dans le grain, tel que évalué par I’indice de

I’ergostérol.
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Les résultats de comportement des variétés de blé utilisées en Algérie pour la
tolérance a la fusariose causée par les isolats locaux de F. culmorum ont permis d'obtenir le
classement suivant des moins sensibles aux variétés les plus sensibles qui s'établit comme
suit: Arz(BT)+Bidi(BD)+MBB(BD)>>Florence Aurore(BT)>HD1220(BT)>MahonDémias
(BT)>Vitron(BD)>Chen's(BD). Ces résultats montrent que le blé dur est relativementplus

sensible a la fusariose que le blé tendre.

Parmi ce matériel végétal testé, les deux nouvelles lignées de blé dur développées
récemment 8 ’ENSA El Harrach et testées en 2013, ont montré des caractéres intéressants. Ils
ont présenté le plus faible ratio NIV/Erg, ainsi qu'un indice d'attaque tres faible avec 1'isolat
TS 06 producteur de NIV. Les données obtenues semblent indiquer que ces lignées seraient
tolérantes, mais cela reste a confirmer par d’autres essais dans des conditions climatiques
différentes avec plusieurs isolats de Fusarium en utilisant éventuellement d'autres méthodes

d’inoculation pour confirmer leur tolérance a la fusariose.

Pour expliquer les résultats du comportement variétal, les dosages effectués ont montré que la
teneur en acides phénoliques varie considérablement d’une variété a ’autre. En particulier I’acide
férulique était de loin le plus abondant jusqua 90 % de la teneur totale en composés
phénoliques monomeres. Il y a une tendance vers le fait que les variétés et les lignées telles
que Chen's, Florence, G1 et G4, ayant une teneur plus élevée en acide férulique sont celles qui
ont le plus faible ratio NIV/Erg. Ceci suggere que méme pour des variétés pour lesquelles une
résistance au développement fongique ne peut pas étre sélectionnée, des variétés accumulant

moins de mycotoxines pourraient étre sélectionnées.

Une conclusion générale qui peut étre tirée de cette étude, est qu'avant qu'une
variété de blé ne soit introduite et cultivée a grande échelle, il est important d'évaluer
sa résistance a la fusariose.

Suite a ces travaux et aux résultats obtenus, des perspectives majeures de recherche se

dégagent:

En priorit¢ d’autres analyses sur un nombre d’échantillons plus important mériterait
d’étre envisagées afin de confirmer nos résultats. Ces données seraient intéressantes afin de
connaitre quelles especes fusariennes prédominent pour une région géographique donnée et

dans quelles proportions les especes se répartissent a travers le territoire.
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Il serait également intéressant d'approfondir les recherches sur la sélection de variétés
de blé résistantes a la fusariose ainsi qu’a I’accumulation de mycotoxines. Pour cela il est
nécessaire d'étendre les essais dans des conditions environnementales variées afin de

sélectionner des variétés largement adaptées.

Plusieurs travaux ont mis en évidence une possible corrélation entre les teneurs en
acides phénoliques des grains (acide férulique et acide p-coumarique) et le degré de
résistance a la fusariose chez le blé (Ponts et al., 2005, Ponts et al., 2011). Il reste que dans
notre cas, nos résultats constituent des données préliminaires, compte tenu qu’une seule
extraction des acides phénoliques liés, a pu étre réalisée sur les grains. Il est impératif de
pour suivre les extractions sur un plus grand nombre de variétés, afin de conclure ou pas sur

I’implication des acides phénoliques dans la résistance a 1’accumulation de mycotoxines.

Des analyses échelonnées a plusieurs stades seraient également a réaliser durant le
remplissage des grains de variétés ayant une sensibilit¢ différente a 1’accumulation de
mycotoxines et non pas d’effectuer seulement une analyse a 23 jours apres 1’infection. Il
serait donc intéressant de se pencher sur 1’identification et la caractérisation des composés qui
pourraient €tre potentiellement inhibiteurs de la synthese de toxines, et qui permettront de
progresser dans la recherche de variétés résistantes a F. culmorum et leur limitation a
I’accumulation de TCTB dans un contexte global de réduction du risque mycotoxique sur

céréales.
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RESUME

La Fusariose de 1’épi (FHB) est une maladie du blé qui a été étudiée dans le monde
entier. Mais peu de travaux sont réalisés en Algérie, ol des quantités importantes de blé dur
et blé tendre sont cultivées et traditionnellement consommées sous forme de semoule et de
pain. Cette maladie est 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’objectif de ce travail de these s’attachera ainsi a identifier la flore fusarienne toxinogene
présente sur les épis de blé Algériens et de caractériser la capacité des isolats de F. culmorum
a produire des mycotoxines in vitro. Nous nous sommes interressés aussi au chemotypage et

quantification de Potentiel toxinogene des isolats de F. Culmorum.

L’identification moléculaire par PCR spécifique a confirmé I’identification
morphologique, et a permis de montrer I’implication de 5 especes a savoir F. culmorum,
F.pseudograminearum, F. graminearum , et F. avenaceum.

F. culmorum semble étre le pathogéne majeur associé a ces maladies en Algérie.

Le chémotype de 40 isolats de F.culmorum a été identifié par la réalisation de (PCR )
et (PCR-Q). Les résulats ont montré que tous les isolats testés sont potentiellement
toxinogenes. Par ailleurs, 1'amplification des 7ril2 3ADON et Tril2 NIV montrent une
dominance de 95% des isolats du type DON, et seulement 5% sur les 40 isolats se sont avérés

de chémotype NIV.

Le chémotype de 4 isolats de F.culmorum a été confirm¢ par la réalisation d’une PCR
Taq Man a ’aide d’une sonde spécifique des deux « chemotype» connus chez F. culmorum.
Les résultats obtenus suggerent que deux isolats sont de chemotype NIV/FX et les deux
autres isolats sont de chemotype DON)/ 3-ADON. les analyses des TCTB par HPLC/DAD
ont permis de déterminer leur potentiel toxinogene, les deux isolats de chemotype DON/3-

ADON produisent des niveaux de toxines bien supérieurs a ceux des 2 isolats NIV/FX.

ces 4 souches se sont avérées étre pathogenes sur des €pis de blé de différentes variétés.

Par la suite ces souches ont servi pendant deux ans a évaluer en plein champ le comportement
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de quatre variétés de blé dur, quatre variétés de blé tendre d’origine autochtone et introduite
et deux nouvelles lignées de blé dur. Les résultats montrent une corrélation entre le niveau
d’envahissement du grain et la quantité de toxine accumulée avec une grande diversit¢ selon
le cultivar, deux variétés locale de blé dur et les deux nouvelles lignées de blé dur ont montré
un niveau prometteur de résistance a la fusariose avec une accumulation de trichothécene

significativement plus faible.

Enfin, les acides phénoliques ont été évaluées dans 1’ensemble des variétés et des lignées
pour voir si leur contenu pourrait étre li¢ a I’accumulation de toxines. Il s’agit du premier
rapport évaluant les variétés de blé plus fréquemment cultivé en Algérie pour leur sensibilité a
la fusariose causées par des souches locales de F. culmorum dans un tel état bioclimatique

semi-arid.

Mots clés: BIé, Fusarium head blight, chymotypage , F. culmorum, trichothécénes type B,
variétés, résistance

157



ABSTRACT

Fusarium head blight (FHB) is a major disease of wheat that has been studied
worldwide but few works are carried out in Algeria, where high quantities of both durum
wheat and common soft wheat are grown and traditionally consumed as semolina and bread.
The Fusarium ear blight in cereal or (FHB), which is responsible for considerable loss of
production. The Fusarium species that causes this disease lead to the contamination of grains
by diverse mycotoxins, which are dangerous for human and animal health.

The objectives of this study were to identify toxigenic Fusarium species on wheat from
Algerian climatic area and to characterise the isolates of F. culmorum to produce mycotoxins
in vitro, the chymotypage and the potential toxinogene were also studied.

The molecular identification by specific PCR confirmed the morphological identification,
revealed the presence of five species F. culmorum, F.pseudograminearum, F. graminearum ,
et F. avenaceum. F. culmorum. Here we show that Fusarium culmorum seems to be the
major pathogen associated with these diseases in Algeria.

The molecular chemotype (PCR) and (Q-PCR) of a collection of 40 isolates was

realized. The results indicated that all isolates tested are potentially toxinogenes. The results
of amplification of the Tri12 3Adon and Tril2 Niv revealed, the presence of both chemotype
types DON and Niv representing approximately 5% and 95% of the analyzed isolates .
The type of mycotoxins produced by four F. culmorum isolates was evaluated by molecular
chemotype (Taq Man PCR) and biochemical (HPLC). Two strains produced deoxynivalenol,
3-acetyldeoxynivalenol and zearalenone in vitro. The two other strains produced nivalenol
and fusarenone X. The two DON/3-ADON isolates produce significantly higher levels of
toxin than the NIV/FX isolates.

The four strains were used for artificial spray inoculations on wheat
spikes to determine their potential in generating FHB symptoms and accumulating
mycotoxins in local field conditions. A panel constituted of four durum wheat and four soft
wheat varieties generally cultivated in Algeria and of two newly created durum wheat lines
were evaluated. The results show a correlation between the level of invasion of the grain and
the quantity of accumulated toxins with a large diversity depending on the cultivars.
Interestingly, two local durum wheat varieties and the two new durum lines showed a

promising level of resistance to FHB with significantly lower trichothecene accumulation.
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The content in phenolic compounds of the different varieties was assessed and evaluated
as possible factor of resistance to trichothecene accumulation. This is the first report
evaluating the wheat varieties cultivated in Algeria for their susceptibility to Fusarium Head
Blight caused by local strains of F. culmorum in semi-arid bioclimatic condition.

Keywords: Wheat, Fusarium head blight, chemotypage, F. culmorum, type B trichothecenes,
variety, resistance .
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