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Ce qui sauve, c'est de faire un pas. Encore un pas.

Antoine de Saint-Exupéry

Il faut bien que je supporte deux ou trois chenilles si je veux connaitre les papillons.
Le petit Prince
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Figure 1: Exemples de blé (A) et de mais (B)
fusariés.

Sources :

(A) www.inra.fr/Internet/Produits/HYP3/images/6032312.jpg
(B) A. Saparno, Agriculture and Agri-Food Canada,
Ottawa (ON) CANADA  (communication
personnelle)
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Avant-Propos

Fusarium est un champignon filamenteux phytopathogene qui se développe
au champ sur de nombreuses plantes et notamment sur les céréales et le
mais. Le terme « fusariose » désigne un ensemble de symptémes de maladie visibles par
observation directe sur la plante hote : fonte des semis, nécrose des tissus végétaux et
nécrose des épis (Figure 1). En cas d’épidémie’ de fusariose, les pertes économiques
liées a la diminution des rendements a la récolte peuvent se révéler dramatiques. De
facon plus précise, la fusariose des épis de blé et celle des épis de mais sont
respectivement désignées par les expressions « Fusarium Head Blight » (FHB) et «
Gibberella ou Fusarium Ear Rot » (GER ou FER).

Fusarium est également associé a la production de mycotoxines (métabolites
secondaires), encore appelées fusariotoxines. En particulier, I’espéce graminearum du
genre Fusarium, pathogéne majoritairement present sur le mais en Europe, est décrite
comme productrice des toxines de la famille des trichothécénes de type B. Les toxicités
aigués des fusariotoxines sont largement démontrées pour I’Homme et les animaux, et
de nombreux indices laissent supposer I’existence de toxicités chroniques associées a
ces molécules. En conséquence, en sus des considérations économiques liées a la santé
des animaux d’élevage, les mycotoxines de Fusarium représentent un probleme latent
en santé publique du fait de leur introduction dans les chaines agroalimentaires et
alimentaires (Miller, 1995, D'Mello, et al., 1999).

L’apparition/intensité des symptdmes de fusariose et les niveaux de contamination
en toxines ne sont pas strictement corrélés : constater I’absence de symptdmes de
fusariose ne permet pas d’écarter le risque mycotoxique. Ainsi, la présence de Fusarium
sur les céréales et le mais représente un probleme double impliquant des stratégies de
lutte & deux volets. Le premier aspect est la lutte contre la fusariose, c’est-a-dire contre
I’apparition de la maladie. Ensuite, comme nous I’avons évoqué plus haut, I’absence de
symptdomes de fusariose n’implique pas I’absence des fusariotoxines. Limiter
I’occurrence des fusariotoxines représente donc un enjeu a part entiére ou il faut

considerer les caractéristiques du pathosysteme dans son ensemble.

! Progression de la maladie dans I'espace et le temps.
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Avant-Propos

Notre travail s’inscrit dans la lutte contre la contamination de la plante hote par les
toxines de Fusarium. Limiter les contaminations par les fusariotoxines implique la prise
en compte de nombreux parameétres, dont les conditions de biosynthese de ces
metabolites par le champignon dans son environnement, au champ. Le grain représente
une des composantes de I’environnement de Fusarium au cours des processus
d’infection de la plante et de production de ses toxines. Identifier des composés de I’épi
susceptibles de limiter la biosynthése des mycotoxines de Fusarium est I’axe de
recherche que nous avons choisi afin de limiter la contamination du mais par les
fusariotoxines.

De fagon plus précise, nous nous sommes intéressés aux composés oxydants qui
déclenchent la réponse hypersensible de défense de la plante en réponse aux attaques de
pathogénes virulents. Notre approche s’est focalisée sur le pathosysteme F.
graminearum/mais (avec quelques eélargissements a Fusarium culmorum qui est
également une espece virulente sur mais) : les effets particuliers de composés oxydants
tels le peroxyde d’hydrogene sur la production des toxines de F. graminearum ont été

particulierement étudiés.

Nos resultats ont tout d’abord contribué a I’amélioration des procédures
expérimentales utilisées. Cette étape a ensuite été suivie par une phase d’exploration des
modulations de la voie de biosynthese des toxines de F. graminearum de la famille des
trichothéceénes de type B en conditions de stress oxydatifs induits en particulier par le

peroxyde d’hydrogéne.

Avant de rentrer « dans le vif du sujet » nous débuterons avec un état des lieux des
connaissances générales liées a Fusarium et a ses mycotoxines ; nous nous intéresserons
également aux composés de la plante particulierement induits lors d’attaques

pathogenes et qui ont un rdle dans I’activation des mécanismes de défense.
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Encadré 1 : Importance Economique du mais (Zea mays).

(Source : www.agpm.com)

Le mais a lui seul représente 41 % de la production céréaliere mondiale, au
méme niveau que le blé (40 %) et loin devant les autres céréales (I’orge est en
troisieme position avec 9 % de la production totale).

Sa culture est ancienne — les plus anciennes traces remontent a 5000 ans av.
J.C., au Mexique — et le mais ne semble étre que le résultat de I’amélioration
vegeétale par croisements opérée par I’lhnomme (aucune variété sauvage connue n’a
perduré jusqu’a nos jours). La conséquence de ces améliorations au fil des siecles
est I’existence a I’heure actuelle de centaines de types de mais aux cycles
veégétatifs divers adaptés a de nombreuses conditions climatiques et agronomiques.
De ce fait, la zone de culture du mais est vaste : du continent américain a I’ Asie en
passant par I’Europe et I’Afrique. Les USA a eux seuls assurent 40 % de la
production mondiale et la France se situe au 3° rang mondial des pays producteurs
— elle se situe au 1% rang européen — avec une production en particulier localisée
dans les régions Aquitaine, Bretagne et Pays de Loire.

En Europe, le mais est essentiellement utiliseé en alimentation animale
(grains ou fourrage). En alimentation humaine, le mais doux est particulierement
consommé au Mexique et en Afrique Centrale (base de I’alimentation locale) ainsi
qu’en Amérique du nord (USA et Canada) ou les épis de mais sucré sont treés
prisés. Le mais entre également dans la composition de nombreux produits
alimentaires transformés (céréales pour petit déjeuner, salades composées etc.). En
industrie chimique, I’amidon de mais et ses dérivés sont utilisés en papeterie,
conception de plastiques biodégradables, industrie pharmaceutique etc. (chimie
verte). Le mais est également utilisé dans le domaine des biocarburants
d’importance économique croissante.



http://www.agpm.com/

Introduction

I. Fusarium : un redoutable phytopathogene

Les infections par Fusarium peuvent étre dévastatrices sur de nombreuses plantes
d’intérét économique élevé, entrainant de lourdes conséquences financieres. De 1998 a
2000, aux USA, les pertes liées a Fusarium spp. ont été estimées a 2,7 milliards de
dollars américains pour les seuls états du nord et les grandes plaines (Wood, 2002). Ceci
est particuliérement vrai en ce qui concerne le mais (Zea mays) qui est la plante la plus
cultivée au monde et la premiére céréale produite devant le blé et I’orge®. F.
graminearum est I’espece fusarienne sur mais dont la zone de présence géographique
est la plus vaste (Cromey, et al., 2001). L importance du mais en Bretagne, Pays de
Loire et Aquitaine (France) rend les économies régionales trés sensibles a I’occurrence
de Fusarium (Encadré 1). Malheureusement, il n’existe a ce jour aucun type de mais

résistant aux infections par Fusarium spp.

Une conséquence immédiate de I’infection par Fusarium est la perte de rendement
causée par la nécrose des tissus végétaux (Yates, et al., 2005). La présence du
champignon peut également altérer la composition des grains ce qui entraine par la suite
des diminutions des niveaux de qualité et d’efficacité de leurs transformations
industrielles. Par exemple, il a été mis en évidence que I’invasion du grain de blé par
Fusarium spp. peut entrainer des déegradations de la paroi cellulaire et des protéines, ce
qui a pour conséquence directe I’altération de la qualité du processus de panification en
boulangerie. En industrie de la fabrication de la biére, utiliser des grains d’orge infectés
par Fusarium affecte les rendements et la qualité du maltage. Enfin, d’une fagon plus
directe, semer des graines de céréales infectées par Fusarium spp. induit des symptémes
de fusariose visibles chez les plantules (fonte des semis) avec par la suite reduction du
nombre d’épi et du rendement en grains par épi (pour revue Pirgozliev, et al., 2003).
Ceci est particulierement vrai en ce qui concerne F. verticillioides décrit comme un
endophyte facultatif du mais, ce qui le rend relativement insensible aux traitements
fongicides (Miller, 1991, Bacon, et al., 2001).

2 Source : Www.agpm.com
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Toutes les especes de Fusarium ne sont pas des endophytes et le semis de graines
contaminées n’est pas la seule source d’inoculum. En effet, Fusarium spp. se
comportent en saprophytes lorsque les conditions environnementales I’exigent, pendant
les mois d’hivers par exemple. Fusarium spp. sont capables de survivre dans le sol et les
résidus de culture sans que leur virulence® en soit affectée. Au champ, ceci constitue
une source d’inoculum non négligeable (Cotten & Munkvold, 1998, Schaafsma, et al.,
2001). La dissémination des spores par le vent ou les insectes est également source de
contamination (Sutton 1982).

Une fois que les spores sont présentes sur la plante, il existe différentes voies de
pénétration des Fusarium spp. On peut citer I’infection via des blessures infligées par
des ravageurs et/ou en empruntant le canal des soies chez le mais et les anthéres chez le
blé (Sutton 1982, Miller, et al., 2004, Schmale, et al., 2005, Schmale, et al., 2005). I
semble que les soies représentent le chemin le plus efficacement emprunté par F.

graminearum pour contaminer les grains de mais (Munkvold, et al., 1997).

Il est possible de distinguer deux types de spores de Fusarium qui tous deux
conduisent a la contamination des grains de céreales (Sutton 1982). En effet, Fusarium
spp. peuvent posseéder deux modes de reproduction : un mode asexué (anamorphe), avec
production de conidies et/ou de chlamydospores, et un mode sexué (téléomorphe) avec
production d’ascospores. Il est établi que les ascospores comme les conidies sont
infectieuses mais la contribution relative de chacun des deux types dans I’établissement
de la fusariose est toujours non élucidée. Il semble que le développement des
périthéces* soit associé & I’agressivité de F. graminearum (Desjardins, et al., 2001,
Urban, et al., 2003). En revanche, la virulence du pathogéne ne semble pas liée a son
mode de reproduction sexué. En effet, il a récemment été mis en évidence que la
capacité des conidies de F. graminearum a provoquer la fusariose du blé n’est pas
affectée lorsque le développement d’ascospores est bloqué (Desjardins, et al., 2004).
Ces données sont en accord avec le cycle de vie de F. graminearum dans la

représentation proposée par Bily, (2003). A la fin du printemps, les conidies dispersées

% La virulence est la capacité d’un pathogéne & infecter un hote donné sans prendre en compte le degré de
gravité de I’infection.

* Organe reproducteur des champignons pyrénomycétes, en forme de bouteille microscopique, s’ouvrant
par un orifice étroit, et dans lequel se développent les asques.
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Encadré 2 : Classification simplifiée de Fusarium spp. graminearum,
culmorum, verticillioides et proliferatum.

Si tous s’accordent a classer le genre Fusarium parmi les ascomycetes,
la classification des espéces constituantes du genre est tres discutée. Il y a
plusieurs facons de considérer la classification de Fusarium spp. et les outils
d’identification sont multiples. L’identification peut étre faite sur la base
d’observations morphologiques — I’identification nécessite alors un excellent
niveau d’expertise — et/ou en utilisant des outils moléculaires de plus en plus
nombreux basés sur le polymorphisme de diverses séquences codantes ou non
codantes, et enfin en se basant sur les profils metaboliques dont les
mycotoxines. Une conséquence de I’existence possible de deux formes
d’aspects différents rajoute une nuance a [I’identification sur bases
morphologiques puisque qu’il est possible d’observer les individus sous leur
apparence anamorphe (observation des conidies) ou celle téléomorphe
(ascospores et périthéces), méme si la premiére est largement répandue
puisqu’elle est plus simple & observer dans des conditions artificielles de
laboratoire.

La figure 2 propose une classification des espéces graminearum,
verticillioides et proliferatum, qui sont les espéces majoritairement
contaminantes du mais, ainsi que la place de F. culmorum, une espéce
pathogene du mais en Europe seulement, dans cette classification. Tout
comme F. graminearum, F. culmorum appartient a la section Discolor et peut
produire des mycotoxines, mais aucune forme sexuée n’a été identifiée a ce
jour. (Samuels, et al., 2001, Seifert, 2001, Selosse & Durrieu, 2004,
Kristensen, et al., 2005).

Classe Ascomycéte
Ordre Pyrénomycéte Appartiennent au
“’ \# Complexe de
. reproduction
Genre Fusalﬂum Gibberella fuiikuroi
v v v
Section Discolor Liseola
1
M Vv v o
espece graminearu$ culm,oTrum proliferatum  verticillioides
 ooPeCe Gibberella 2 Gibberella Gibberella
téléomorphe = . . .
zeae fujikuroi var.  fujikuroi var
intermedia moniliformis

Figure 2 Classification simplifiée de F. graminearum, culmorum, verticillioides et
proliferatum.

Les systemes de compatibilité indiqués (Gibberella zeae et Gibberella fujifuroi var.
intermedia ou moniliformis) sont uniques pour chaque espéce : il n’a pas été mis en
évidence deux systemes de compatibilité différents au sein d’une méme espece et un
systeme de compatibilité donné est unique et propre a chaque espéce. La reproduction
sexuée n’a lieu qu’entre espéces compatibles appartenant a un méme complexe de
reproduction.
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par voie aérienne (vent, pluie et/ou insectes) ou présentes dans les residus de culture se
déposent sur les plantules et sont responsables de I’infection primaire. Les ascospores

participeraient surtout aux infections secondaires (Markell & Francl, 2003).

Il existe quelques especes de Fusarium pour lesquelles une forme sexuée n’a pas
(pas encore ?) 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 zeae (Encadré 2).

Presque toutes les especes fusariennes qui possédent une forme sexuée identifiee
sont hétérothalliques, c’est-a-dire qu’il est nécessaire que deux partenaires de types
sexuels différents soient croisés pour qu’il y ait reproduction sexuée. Les types sexuels
des espéeces fusariennes du complexe de reproduction Gibberella fujikuroi, en
particulier Fusarium proliferatum et Fusarium verticillioides, sont particulierement bien
décrits (Wineland, 1924, Kuhlman, 1982, Leslie, 1991, Leslie, 1995, O'Donnell, et al.,
1998). Les formes sexuées de Fusarium spp. verticillioides et proliferatum sont
respectivement Gibberella fujikuroi var. moniliformis et G. fujikuroi var. intermedia.

Gibberella zeae, le téleomorphe de F. graminearum, est le seul cas
d’homothallisme du genre connu a ce jour. La signification biologique de cet

homothallisme est encore inconnue.

Un autre aspect de la biologie de Fusarium qui nous intéresse particulierement,
nous I’avons évoqueé en avant-propos, est I’aptitude qu’ont certaines especes fusariennes
a produire un ou plusieurs types de mycotoxines (ou fusariotoxines).

Le role écologique des fusariotoxines n’est pas clairement démontré mais
plusieurs études ont émis I’hypothése d’un role éventuel dans I’agressivité® de
Fusarium in planta. Les propriétés phytotoxiques de certaines toxines sont parfois
évoqueées. Des effets biocides dirigés contre d’éventuels compétiteurs sur la plante hote
peuvent également participer a I’efficacité de I’invasion par Fusarium. Ces hypothéses
pourraient impliquer un role dans I’épidémie de la fusariose, mais ce n’est pas la seule

conséquence de la présence de fusariotoxines sur les céréales et le mais. En effet, ces

> L’agressivité d’un pathogéne détermine la gravité de I’infection causée sur son hdte : dans le cas de
Fusarium, plus la souche pathogéne est agressive, plus les symptomes de fusariose seront importants.
L’ agressivité, par définition, concerne donc uniquement une souche virulente.
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métabolites secondaires sont toxiques pour les animaux et les Hommes (Steyn, 1995,
Butkeraitis, et al., 2004, Munaut & Van Hove, 2004, Ogido, et al., 2004, Cetin &
Bullerman, 2005, Cetin & Bullerman, 2005, Goyarts, et al., 2005, Tran, et al., 2005).

1. Connaissances élémentaires sur les fusariotoxines

Les différentes espéces du genre Fusarium peuvent produire trois grandes familles
de mycotoxines : les trichothécenes (TCT), la zéaralénone et ses dérivés (ZEN) et les
fumonisines de type B (FB). Sur Zea mays, les especes fusariennes largement
prévalentes sont graminearum, verticillioides et proliferatum. Les Fusarium spp.
graminearum peuvent produire des TCT de type B (TCTB) et/ou de la ZEN tandis que
les Fusarium spp. verticillioides et proliferatum peuvent produire des FB. Ces
différentes espéces fusariennes peuvent étre des co-contaminants du mais avec pour
conséquence majeure la possibilité de co-occurrence des différentes familles de toxines
citées (Gonzalez, et al., 1999).

A I’inverse des biosyntheses des aflatoxines et de I’ochratoxine A produites par
Aspergillus spp. et Penicillium spp. qui ont lieu aprés la récolte — on parle alors de
mycotoxines de stockage — la biosynthése de fusariotoxines se produit majoritairement
au champ. Une fois ces toxines synthétisees, leur présence va perdurer tout au long de la
chaine de transformation des denrées céréaliéres jusqu’au produit fini. En effet, les
fusariotoxines sont trés stables et leur présence sur les grains et produits céréaliers n’est
pas totalement éliminée par les étapes de nettoyage des grains et par leurs
transformations industrielles (fermentations, cuissons...) (Bennet & Richard, 1996,
Lauren & Smith, 2001, Bullerman, et al., 2002, Ryu, et al., 2002, Hazel & Patel, 2004).

Historiqguement, des especes du genre Fusarium ont été mises en cause lors
d’évenements d’aleucie toxique alimentaire (ATA) graves, en Russie en 1913 et en
1932, en URSS pendant les années 1942-1948 (Joffe, 1978) ainsi qu’au Japon et en
Corée (I’akakabi-byo décrit par Ueno, 1973 ; pour revue Yoshizawa, 2003). De facon

plus ancienne, des rapports médicaux d’archives suggerent I’occurrence d’ATA
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en Angleterre au 16° et au 18° siécle (Matossian, 1981) ainsi qu’en Russie au début du
19° siécle (Steyn & Stander, 1999). Cependant, le role de Fusarium spp. et de ses
toxines dans ces accidents alimentaires est resté dans I’ombre jusqu’aux années 70.
L’implication du réle toxique des trichothécenes n’a en effet été mis en évidence que
tardivement (Preda, 1981, Joffe, 1983). Depuis, des études toxicologiques sur modeles
animaux et quelques rares études épidémiologiques prenant en compte les

comportements alimentaires ont confirmé et précise les toxicités des fusariotoxines.

Nous I’avons précisé plus haut, le pathosysteme choisi comme modele pour
I’ensemble de nos travaux est le couple F. graminearum/mais. F. graminearum est
producteur de trichothécénes de type B et de zéaralénone. Nos travaux se sont focalisés
sur les biosynthéses des trichothécénes de type B. Cependant, la prévalence naturelle
des trois familles de fusariotoxines sur mais nous incite a évoquer leurs toxicités

individuelles avec un accent particulier sur les trichothécénes de F. graminearum®.

La zéaralenone (Figure 3) et ses dérives (comme le zéaralénol) sont issus de la
condensation des acétates (Blackwell, et al., 1985). Les toxicités cellulaires de ces
composés sont tres étudiees : cytotoxicité (Hacking, 1983, Mastri, et al., 1986, Calvert,
et al., 2005, Cetin & Bullerman, 2005), inhibition de la synthese protéique et de la
synthése des acides nucléiques (Abid-Essefi, et al., 2004), induction de I'apoptose et
arrét du cycle cellulaire (Abid-Essefi, et al., 2003). Des propriétés oestrogéniques de ces

composés ont également été largement décrites (Leffers, et al., 2001).

Les fumonisines sont des amino-polyalcools dérivés de I’alanine essentiellement
produits par Fusarium spp. proliferatum et verticillioides (Branham & Plattner, 1993).
Leur squelette est composé d’une longue chaine de 20 carbones estérifiee en C14 et C15
(Figure 4). Les fumonisines les plus fréquemment rencontrées sont les FB1, FB; et FB3
dont les structures ne different que par le nombre et/ou les positions de groupements

hydroxyles.

¢ Dans une moindre mesure et en Europe seulement, I’occurrence des trichothécénes de type B sur mais
peut également étre attribuable a F. culmorum. [183] Munkvold, GP (2003) Epidemiology of Fusarium
diseases and their mycotoxins in maize ears. European Journal of Plant Pathology 109: 705-713.
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Introduction

La contamination naturelle du mais par les fumonisines ainsi que la toxicité de ces
molécules a été largement éetudiée depuis les années 80 (Sydenham, et al., 1990, Thiel,
et al., 1992, Gamanya & Sibanda, 2001, Marasas, 2001, Van der Westhuizen, et al.,
2003). La FB; est la fumonisine la plus abondante sur Zea mays et semble également
étre la plus toxique pour les organismes animaux (Henry & Wyatt, 2001). Diverses
études toxicologiques en ont démontré les propriétés hépatotoxiques et
hépatocarcinogéniques chez le rat (Gelderblom, et al., 1992, Gelderblom, et al., 1992,
Gelderblom, et al., 2001, Gelderblom, et al., 2001, Hard, et al., 2001). Il semble
également que la FB; soit génotoxique (Atroshi, et al., 1999, Rumora, et al., 2002) et
neurotoxique (Osuchowski, et al., 2005, Osuchowski, et al., 2005). Quelques études
épidémiologiques menées en Afrique du Sud et en Chine ont démontré I’implication des
fumonisines dans le cancer de I’cesophage chez I’'Homme (Chu & Li, 1994, Shephard,
et al., 1996). Enfin, de nombreux travaux ont démontré que les fumonisines altérent le
métabolisme lipidique des cellules et bloquent la voie métabolique des sphingolipides
(Wang, et al., 1991, Merill, et al., 1996, Carratu, et al., 2003, Marasas, et al., 2004,
Osuchowski, et al., 2005). Les roles importants des sphingolipides et dérivés dans la
croissance et la différentiation cellulaire, I’apoptose, et I’immunité peuvent expliquer,
au moins en partie, les propriétés carcinogéniques des fumonisines (Tolleson, et al.,
1996, Schmelz, et al., 1998).

Les trichothécénes sont des sesquiterpénes substitués par un groupement époxyde
entre les positions C12 et C13 (Figure 5). Il existe 4 types de TCT notésde Aa D : le
groupe A représente le noyau de base sans substitution particuliére, le groupe B possede
une liaison cétone en C8, le groupe C posséde un 2° groupement époxyde entre les
positions C8 et C15 et, le groupe D est cyclisé entre C4 et C15. Le groupement époxyde
des trichothécénes ainsi que la double liaison C9-C10 présente chez les TCTA, TCTB et
TCTC est importante pour la toxicité des composés (Desjardins, et al., 1993). Nous ne
nous intéressons qu’aux TCT synthétisés par F. graminearum (et F. culmorum) c’est-a-
dire les TCTB.

Les TCTB comprennent, entre autre, le deoxynivalenol (DON), aussi appelé
vomitoxine, ses formes 15- et 3-acétylées, le nivalenol (NIV), et la fusarenone X (FX).

Le DON est le TCTB le plus fréguemment rencontré sur mais.
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Figure 6 : Représentation schématique de la transduction du signal induite par les
TCTB dans les cellules de mammiferes. (d'aprés Rocha, et al., 2005)

(1) Inhibition de la synthése protéique : les TCT interferent avec le site peptidyl
transférase de la grande sous unité ribosomale ;

(2) Voies des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) : le DON peut induire la
phosphorylation de certaines MAPK entrainant leur activation. Les MAPK sont
ensuite impliquées dans de nombreuses cascades de signalisation ;

(3) Induction de la réponse inflammatoire : en plus d’activer des MAPK, le DON
est un inducteur de la transcription des cytokines ce qui induit la réponse
inflammatoire.

(4) Induction de I’apoptose : Conséquence de I’inhibition de la synthése des
protéines et de I’activations de MAPK.
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D’une maniére génerale, les trichothécénes provoquent chez les organismes
animaux des retards de croissance, des troubles de la fertilité, des troubles de
I’immunité, des troubles de I’alimentation et des vomissements (origine du terme
vomitoxine) (Rotter, et al., 1996). Les TCT sont également phytotoxiques (pour revue
Rocha, et al., 2005). Ils perturbent la germination des graines et causent, entre autres,
flétrissement, chlorose foliaire et nécrose tissulaire. Ces symptdmes sont les
consequences de I’inhibition de la synthése protéique et de la prolifération cellulaire
dans les cellules eucaryotes en général.

Les effets cellulaires des TCTB sont différents selon le régne considéré. De
récentes études ont démontré que les TCT induisent, avec différentes efficacités,
I’apoptose dans les cellules animales (le DON étant le plus efficace des TCTB) (pour
revue Rocha, et al., 2005 ; figure 6) tandis que le DON inhibe la mort cellulaire
programmeée chez Arabidopsis thaliana (Diamond, et al., 2004).

En termes de niveaux de toxicité, de nombreux travaux ont indiqué que
I’acétylation du DON a pour effet de réduire sa toxicité pour les organismes animaux,
tandis que son hydroxylation semble I’augmenter (Kimura, et al., 1998, Kimura, et al.,
1998, Alexander, et al., 1999, McCormick, et al., 1999, Muhitch, et al., 2000). Ces
données semblent confirmées par une récente étude indiquant que le NIV’ est plus
toxique pour les cellules animales que le DON (Minervini, et al., 2004). L’inverse est
observeé en terme de phytotoxicité puisque le DON semble plus toxique pour les plantes
que le NIV (Shimada & Otani, 1990). Cependant, il semble que, in planta, les
composantes toxiques des TCTB peuvent étre directement héte dépendant. En effet, il
apparait que sur le blé la biosynthése de DON donne un avantage sélectif quant a
I’agressivité de Fusarium spp., tandis que sur le mais, Fusarium spp. qui produisent du
NIV sont plus agressives (Nicholson, et al., 2004).

Ces quelques données illustrent I’abondance des connaissances quant aux toxicités
individuelles des FB et des TCTB. Toutefois, leur co-occurrence naturelle potentielle
impliqgue que pour évaluer les niveaux réels de toxicité des produits cérealiers
contamines il serait nécessaire de considérer de possibles effets synergiques en sus des

toxicités de chacune des toxines. Quelques rares études semblent indiquer des effets

" Le nivalenol est C4 hydroxylé, au contraire du DON.
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Tableau 1 : Limites maximales de contamination des denrées céréalieres
par le DON et I’ensemble (FB1+FB2). (Réglement (CE) N°856/2005 du 6
juin 2005 applicable a partir du 1* juillet 2006).

Teneur maximale en pg/kg

Produit
DON FB,+FB,
Céréales brutes autres que
le blé dur, I’avoine et le 1250
mais
Blé dur et avoine bruts 1750
Mais brut - @ 2000 @
Farine de céréales y
compris la farine de mais, 750 1000 @

le gruau de mais et le mais
moulu

Pain, patisseries, biscuits,
collations aux céréales et 500
céréales pour petit déjeuner

Pates séches (blé) ou
aliments a base de mais
autres que farine, gruau et
mais moulu

750 400 @

Préparations a base de
céréales et aliments pour
bébés destinés aux 200 200 @
nourrissons et enfants en
bas age (matiére séche)

Les céréales brutes sont les ceréales mises sur le marché en vue de subir une
premiere transformation, c’est-a-dire tout traitement physique ou thermique
autre que le séchage du grain.

(1) Si aucune teneur spécifique n’est fixée au ler juillet 2007 la teneur de
1750 pg/kg s’appliquera.

(2) Teneur qui sera appliquée au ler octobre 2007 si aucune autre teneur
n’est décidee d’ici la
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agonistes ou antagonistes en fonction des toxines et des doses considérées.
Malheureusement les données a disposition qui décrivent ces effets sont rares (SCF,
2002).

Les nombreuses études des toxicités individuelles des fusariotoxines montrent que
celles-ci sont bien réelles. Les accidents historiques associés a I’accumulation des
données sur différents modeles animaux ainsi qu’aux résultats de récentes études
épidémiologiques en apportent largement la preuve. En utilisant I’ensemble de ces
travaux, le Comité Scientifique de I’ Alimentation Humaine (CSAH) a établi des doses
journalieres tolérables (DJT) pour plusieurs toxines de Fusarium et en particulier pour
le DON, dont la DJT a été fixée a 1 ug/kg de masse corporelle, le NIV dont la DJT a été
fixée a 0,7 pg/kg de masse corporelle, et I’ensemble (FB;+FB,+FB3) dont la DJT a été
fixée a 2 pg/kg de masse corporelle ; ces valeurs ont servi a établir un reglement émis
par la Commission Européenne (CE, 2005) definissant des limites maximales de
contamination des denrées céréalieres par le DON et I’ensemble (FB;+FB,) (Tableau 1).
L’enjeu economique est désormais clair pour les acteurs de la filiere céréaliére : si la
teneur en fusariotoxines dépasse les limites fixées par la Commission Européenne —
rappelons que I’élimination des fusariotoxines des denrees céréalieres par des processus
acceptables en agroalimentaire est impossible a ce jour — les denrées céréalieres ne
seront pas commercialisées et ne représenteront qu’une perte financiere seche. Le
reglement (CE) N° 856/2005 stipule en effet que les lots de céréales rejetés ne doivent
pas étre utilisés en alimentation animale ni mélangés avec des lots moins contaminés
afin d'en réduire le niveau global de contamination. Une issue possible, envisageable
pour le mais (encadré 2), pourrait étre l'utilisation en chimie verte des lots contaminés

(papeterie, biocarburants, etc.).

Afin de limiter la présence des fusariotoxines sur les céréales et les produits
céréaliers, la seule stratégie possible, conséquence de la grande stabilité de ces
composés, consiste a limiter leurs biosyntheses au champ ; ceci implique d’identifier et

de maitriser les facteurs qui modulent la mycotoxinogenese par Fusarium spp.
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L’espéce graminearum est largement répandue a travers le monde et son potentiel
a produire des TCTB, en plus de son caractére phytopathogene, la rend particuliérement
importante en termes de menace phytosanitaire. Nos travaux se sont donc tres largement

intéressés a la biosynthése de trichothécenes de type B par F. graminearum.

I11. Objectifs : comprendre et limiter le risque mycotoxique ;

exemple des trichothécénes

Il est désormais établi que certaines espéces de Fusarium peuvent produire des
mycotoxines. Ceci ne veut pas dire que tous les représentants de I’espéce dont il est
question produisent des mycotoxines, ni méme que ceux qui en produisent le font de
facon systématique et/ou avec les mémes intensités. On parle de potentiel toxinogéne
plus ou moins exprimé.

Cette notion de potentiel toxinogene nécessite quelques précisions.

Il existe des Fusarium producteurs et d’autres non producteurs de toxines. Ce
caractere de Fusarium spp. est avant tout le reflet des séquences génomiques. L’analyse
des séquences de régions variables du génome de différentes espéces permet de définir
leur aptitude ou non a produire des trichothécenes en distinguant de plus les producteurs
de TCTA des producteurs de TCTB (Mulé, et al., 1997, O'Donnell, et al., 1998).
Certains auteurs sont allés plus loin dans I’analyse des variations de séquences
génomiques en distinguant au sein des F. spp. graminearum et culmorum — ces espéces
fusariennes sont désignées comme productrices potentielles de TCTB — deux groupes
distincts qui different par leurs chemotypes, c’est-a-dire en fonction de la nature des
TCTB synthétisés. Fusarium est de chemotype « DON » lorsqu’il est producteur de
DON et/ou de ses formes 3- et 15-acetylées, ou de chemotype « NIV » lorsqu’il est
producteur de NIV et/ou de FX (Kim, et al., 2003, Li, et al., 2005, Quarta, et al., 2005).
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L’existence génétique de ces deux chemotypes est la confirmation d’observations
biochimiques expérimentales quant a I’existence de deux types qualitatifs de

productions de TCTB (L. Pinson-Gadais, communication personnelle).

Le caractere producteur/non producteur d’une espece est donc inscrit dans son
génome, et une espéce non productrice ne produit jamais la toxine considérée. Le cas
des espéces productrices est plus subtil. En effet, il existe au sein d’une méme espéece
des souches capables de synthétiser de grandes quantités de toxines et d’autres des
quantités infimes. Tous les cas sont envisageables. Il devient alors possible de qualifier
des souches fortes, moyennes ou faibles productrices. Toutefois, ce concept reste
subjectif et empirique puisqu’il n’existe pas de consensus établissant des valeurs
numériques absolues définissant les frontiéres entre des productions fortes, moyennes
ou faibles dans des conditions données. Malgré cet obstacle, Bakan, et al., (2002) ont
distingué, sur la base de leur polymorphisme génétique, deux groupes de souches de
chemotype DON en fonction de leur aptitude quantitative a produire des toxines. Les
essais menés au sein du laboratoire MycSA semblent confirmer ces résultats dans la
mesure ou des souches qualifiées par de faibles productions en toxines n’ont jamais été
observées se comportant comme de fortes productrices. En revanche, chez des souches
connues pour produire des quantités importantes en toxines il n’est pas rare d’observer
des diminutions importantes du rendement en toxines. La production de toxines est en
effet largement modulée par de nombreux paramétres de I’environnement dans lequel le
champignon croit (variations dans [I’expression du génome et interférences

épigénétiques).

Cette notion de variation dans les niveaux d’expression des potentiels toxinogenes
est intimement liee aux régulations des étapes de la biosynthese des trichothécenes,
déterminées par les divers stimuli gu’une souche de Fusarium recoit de son
environnement au cours de son cycle de vie (Martins & Martins, 2002, Flaherty, et al.,
2003, Champeil, et al., 2004, Llorens, et al., 2004, Llorens, et al., 2004, Ramirez, et al.,
2004).
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Figure 7 : Schéma simplifié de la voie des isoprénoides conduisant a la biosynthese
de farnésyl pyrophosphate (FPP).

(Source : http://www.expasy.ch/cgi-bin/show_image?/E10&left)
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Figure 8 : Voie métabolique simplifiée conduisant aux biosyntheses des TCTA et
TCTB (d’aprés Tag, et al., 2001).

*

Tri8 Tri7 Tri3 Tri4  Tri6 Tri5 Tril0 Tri9 Trill Tril2 Trif@ Tril4

*

Oorf2 Trile Tril Oorf3 Tril01 Tril5

Figure 9 : Structure des régions génomiques contenant les genes Tri connus.

D’apreés les résultats de Hohn, et al., 1993, Kimura, et al., 1998a, Kimura et al., 1998b,
McCormick, et al., 1999, Brown, et al., 2003, Meek, et al., 2003, Alexander, et al.,
2004, Brown, et al., 2004, McCormick, et al., 2004).

Les fleches représentent le sens de traduction de chaque gene ; * = Un site de fixation
pour TRIG ; X - Gene non fonctionnel chez F. graminearum ; . = Géne non
fonctionnel chez F. graminearum de chemotype DON exclusivement
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Tout d’abord, intéressons nous a la voie métabolique conduisant a la biosynthése
des trichothécenes.

Le métabolite précurseur des TCTB (mais aussi des TCTA) est le trichodiene,
synthétisé a partir du farnésyl pyrophosphate, dérivé de la voie des isoprénoides (Figure
7). Le farnésyl pyrophosphate est également le précurseur des stérols (dont I’ergostérol,
composé de la paroi fongique).

Les étapes qui meénent vers la biosynthése des divers trichothécénes sont
nombreuses et impliquent différentes activités enzymatiques, en particulier d’oxydation
et d’estérification (Figure 8). De nombreux génes Tri qui codent ces enzymes ont éte
identifiés, mais quelques uns demeurent inconnus (e.g. gene qui code I’activité
enzymatique responsable de I’ajout d’un groupement cétone en C8 du squelette
sesquiterpénoique des TCTB). On dénombre a I’heure actuelle 16 genes Tri dont 12
d’entre eux sont regroupés en un méme locus fonctionnel souvent appelé cluster Tri
(Hohn, et al., 1993, Brown, et al., 2004). Certains genes appartenant a ce cluster ont été
décryptés sans toutefois que la protéine encodée n’ait pu étre a ce jour caractérisée (e.g.
Tril4 dont la protéine hypothétique ne présente d’homologie avec aucune protéine
connue). Trois autres loci on été identifiés (Figure 9). Les deux premiers sont chacun
composés d’un géne Tri unique, Tril01 et Tril5 (Kimura, et al., 1998, Kimura, et al.,
1998, McCormick, et al., 1999, Alexander, et al., 2004). Le dernier locus comprend les
génes Tril6 et Tril (Brown, et al., 2003, Meek, et al., 2003, McCormick, et al., 2004).
Parmi ces genes Tri, le gene Tri5 est particulierement remarquable puisqu'il code la
trichodiene synthase qui catalyse la formation du trichodiene (Hohn, et al., 1993). Les
genes Tri6, Tril0 et Tril5 codent des facteurs de transcription importants qui régulent
I’expression des autres génes Tri (Proctor, et al., 1995, Tag, et al., 2001, Peplow, et al.,
2003, Alexander, et al., 2004). D'autres génes remarquables sont les genes Tri7 et Tril3
dont la présence a I'état fonctionnel détermine le chemotype NIV d'une souche (Brown,
et al., 2001, Brown, et al., 2002, Kim, et al., 2003, Kimura, et al., 2003). Enfin, notons
également I'existence des génes Tril01 et Tri8 qui codent des protéines aux fonctions
opposees — Tril01 code une 3-O-acetyltransferase et Tri8 code une C3-deacetylase —
respectivement décrites comme des facteurs de non-agressivite et d'agressivité
(Alexander, et al., 1999, McCormick & Alexander, 2002).
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Tableau 2 : Fonctions des genes Tri identifiés.

Geéne Fonction Références
Tril C8-hydroxylase cytochrome P450 | (Meek, et al., 2003, McCormick, et al., 2004)
C7-hydroxylase ?
Tri3 15-O-acetyltransferase (McCormick, et al., 1996, Kimura, et al., 2003)
Trid C2-hydroxylase cytochrome P450 | (Hohn, et al., 1995)
Tri5 Trichodiene synthase (Hohn, et al., 1993, Proctor, et al., 1995)
Tri6 Facteur de transcription positif (Proctor, et al., 1995, Hohn, et al., 1999)
Tri7 C4-acetylase (Brown, et al., 2001)
Tri8 C3-deacetylase (McCormick & Alexander, 2002)
Tri9 ? (Hohn, et al., 1995)
Tril0 Facteur de transcrintion (Tag, et al., 2001, Peplow, et al., 2003)
Trill C15-hydroxylase cytochrome (Zamir, et al., 1991, Alexander, et al., 1998, Zamir & Farah,
P450 2000)
Tril2 Pompe a efflux (Alexander, et al., 1999, Wuchiyama, et al., 2000)
Tril3 C4-hydroxylase (Brown, et al., 2002)
Tril4 ? (Brown, et al., 2002)
Tril5 Facteur de transcription négatif ? (Alexander, et al., 2004)
Trilé C8-hydroxyl-esterase (Brown, et al., 2003)
Tril01 | 3-O-acetyltransferase (Kimura, et al., 1998, Kimura, et al., 1998, McCormick, et

- Paramétres Environnement <€

al., 1999)

- Barriére physique a la pénétration du pathogéne ;
- Architecture de la plante ;

- Phénologie de la plante ;

- Résistance aux ravageurs ;

Plante hote - Composition biochimique des grains ;

- Activation de mécanismes de défense (molécules

Zea mays oxydantes dérivées de I’oxygéne, phytoalexines,

@

protéines de défense, ...) ;
- Etc.

agronomiques ;

- Parametres
météorologiques ;
- Interactions
microbiennes ;

- Etc.

) Pathogéne - Cycle végétatif ;
- Equipement enzymatique ;
Fusarium - Facteurs de virulence ;
- Facteurs d’avirulence
(éliciteurs?)
- Facteurs d’agressivité
(mycotoxines?)
- Etc.

Figure 10 : Modéle d’interaction entre I’hote, le pathogéne et leur environnement
commun.

Ce modeéle décrit les trois grands groupes dans lesquels doivent étre identifiés les facteurs de
risque d’apparition de fusariose et/ou de production de toxines. Il est la base communément
utilisée pour la réalisation d’algorithmes mathématiques de prédiction des risques dont les
efficacités dépendent de I’exhaustivité des facteurs pris en compte couplée a la qualité des
connaissances des impacts de chacun des facteurs seul ou en synergie avec les autres.
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Le détail des génes Tri connus ainsi que leurs fonctions sont résumes dans le
tableau 2.

Une bonne connaissance des acteurs enzymatiques de cette voie de biosynthéese
ainsi que des mécanismes de régulation associés pourrait participer, a terme, a limiter

I’occurrence des TCTB au champ.

Le double caractere phytopathogéne et mycotoxinogéne de Fusarium spp. pourrait
laisser supposer I’existence d’un lien entre fusariose et mycotoxines. En effet,
I’agressivité d’une souche a souvent été associée avec la production de toxines. Proctor,
et al., (1995) ont en particulier montré que I’interruption du gene Tri5 peut entrainer
une diminution du degré d’infection du blé et du riz par F. graminearum. En revanche,
cette observation ne s’est pas veérifiée sur mais, suggérant I’intervention de paramétres
hote dépendant. Ces interactions plante/pathogene sont un des facteurs fondamentaux a
prendre en compte lors de I’évaluation du risque phytosanitaire lié a la présence de

Fusarium spp.

IV. Interactions plante/pathogene : un axe de recherche pour

la prévention du risque mycotoxique

Idéalement, toute stratégie préventive implique I’identification et la gestion
intégrée de tous les facteurs de risque, que I’on peut regrouper en trois grands groupes
(Figure 10). La premiere classe de parametres susceptibles de moduler I’occurrence au
champ de Fusarium et/ou des fusariotoxines est un ensemble de facteurs
environnementaux tels les données climatiques, agronomiques ou encore la présence
d’organismes compétiteurs dans le méme écosysteme (pour revue Champeil, et al.,
2004). Par exemple, les conditions météorologiques variables d’une année sur I’autre
font qu’il y a « des années a Fusarium » par opposition a des années ou les niveaux de
contamination par le champignon sont plus faibles et moins fréquents. Vigier, et al.,
(2001) ont en particulier montré que le nombre de jours entre juillet et septembre

pendant lesquels I’humidité relative atteint ou dépasse 80 % est positivement associé a
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la sévérite des symptdmes de fusariose et a la teneur en DON des grains de céréale. La
deuxiéme catégorie de parametres rassemble les caractéristiques physiques, biologiques
et biochimiques de la plante hote. En effet, les différentes especes et variétés de plantes
céréalieres hoétes possible de Fusarium présentent des degrés divers de
résistance/susceptibilité a la fusariose. Il semble que la sélection de variétés résistantes
au Fusarium, par des méthodes de sélection traditionnelle associées a des méthodes de
sélection assistée par marqueurs, soit une voie des plus prometteuses de la lutte contre la
fusariose (Bily, 2003). Enfin, le cycle de vie, I’équipement enzymatique, le potentiel
toxinogene de Fusarium sont autant de facteurs qui peuvent déterminer la virulence
et/ou le degré d’agressivité du pathogéne a I’égard de la plante héte. Le terme
pathosystéme est parfois utilisé pour désigner I’ensemble des caractéristiques de la
plante hote et du pathogéne.

De nombreux travaux de modélisation mathématique probabilistique des
interactions de ces trois catégories de parameétres ont été réalisés dans le but de prédire
le risque mycotoxique au champ (Higa, et al., 2003, Van Maanen & Xu, 2003, Le Bail,
et al., 2005). Mais s’il est simple de connaitre et de paramétrer des données climatiques,
il est plus complexe d’intégrer au modéle I’ensemble des interactions entre la plante
hote et le Fusarium pathogeéne pour la raison manifeste que les acteurs du dialogue
moléculaire entre les deux organismes ainsi que les conséquences qui en découlent, tant

pour I’hdte que pour Fusarium, ne sont pas parfaitement connus.

C’est au niveau de ce pathosystéme que vont se situer nos travaux.

Deux aspects importants sont a I’origine du probléme Fusarium. D’un c6té il y a
I’aspect phytopathogéne responsable des événements de fusariose ; de I'autre il y a
I’aspect mycotoxinogéne de Fusarium spp. responsable de I’altération de la qualité
sanitaire des grains de céréale et de mais. De nombreux indices semblent indiquer que la
résistance au DON et la résistance a la fusariose pourraient étre liés (Mesterhazy, 2002,
Snijders, 2004).

La résistance au Fusarium est déterminée par I’efficacité des mécanismes de

défense de I’h6te activés en réponse a I’attaque pathogeéne, et il semble que la présence
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de fusariotoxines module ces réponses de défense. Par exemple, il a été mis en évidence
que dans les racines de blé contaminées par du DON il y a augmentation de I’expression
de divers génes de défense (Ansari, et al., 2004) et que I’activation des mécanismes de
défense du blé en réponse a la présence de DON est plus lente dans les variétés
sensibles que dans les variétés dites résistantes (Bernardo, et al., 2004). La résistance au
DON pourrait s’exprimer via une diminution du niveau de production en DON, ou via
une dégradation/inactivation du DON intervenant aprés sa biosynthese. Divers éléments
semblent indiquer que la résistance au DON pourrait étre possible via une activité
glucosyl-transferase végetale (Lemmens, et al., 2004). En effet, il a été mis en évidence
que la glycosylation de DON en neutralise les effets phytotoxiques (Poppenberger, et
al., 2004). La présence chez le mais d’enzymes capables de dégrader le DON et le
15ADON a été suggérée par Miller, et al., (1983) dont les travaux décrivent la
diminution au cours du temps des teneurs en DON et 15ADON dans des plants de mais
artificiellement contaminés. Toutefois, ces résultats sont a moduler dans la mesure ou
les produits de dégradation du DON et du 15ADON n’ont pas été identifiés ni leurs

toxicités évaluées.

Ainsi, les vitesses et/ou les intensités de la réponse de I’héte a la présence de DON
sont différentes en fonction du degré de sensibilité au Fusarium. Il semblerait que la
sensibilité au Fusarium soit associée a une lente capacité d’activation des mécanismes
de défense en réponse a la présence de DON (Ansari, et al., 2004, Bernardo, et al.,
2004). Intéressons-nous a ces mécanismes de défenses activés en réponse a une attaque

fusarienne.

D’une fagon génerale, I’infection de I’hote par Fusarium entraine, entre autres, des
modifications de la paroi cellulaire, I’activation des genes codant les protéines PR
(Pathogenesis Related), I’augmentation de I’expression de chitinases et glucanases et la
mise en route de phénols oxydases (Nicholson, et al., 2004). Ces événements sont des
mécanismes de défense généraux de la plante. C’est d’ailleurs une propriété des
mécanismes de défense des végétaux : une interaction spécifique entre un hote et son
pathogene va induire des mécanismes genéraux de défense. L’efficacité de ces

mécanismes de défense va conditionner le niveau de résistance de la plante a
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Figure 11 : Evenements cellulaires intervenant dans la mise en place de la réponse
hypersensible chez la plante (d’aprés Mehdy, et al., 1994, Mittler & Lam 1996).



Introduction

I’agresseur. L’absence d’interaction spécifique forte entre la plante et son pathogene a
pour consequence la non activation de ses mécanismes de défense, et donc la non-

résistance (sensibilité) a I’attaque pathogene.

L’activation de ces mécanismes de défense représente notre hypothese de travail :
les composés produits par la plante lorsque Fusarium débute son cycle infectieux

modulent les biosyntheses des mycotoxines.

Le premier rempart & I’infection pathogene est la paroi cellulaire estérifiée par de
nombreux composés phénoliques, et en particulier des acides phénoliques comme
I’acide férulique et I’acide p-coumarique. Ce point a largement été discuté par Bily
(2003). Lors d’une attaque pathogene, la paroi peut étre plus ou moins dégradée. Les
lysats de parois peuvent alors jouer le r6le d’éliciteur des mécanismes de défense de la
plante. Quelques minutes aprés I’élicitation de la réponse a I’attaque pathogéne, les
dimérisations oxydatives d’acides phénoliques estérifiés a la paroi permettent d’en
réduire la digestibilité et de participer au confinement de I’infection. Ces dimérisations
oxydatives sont sous la dépendance du peroxyde d’hydrogene (H,O;) dont la production
est une des premieres étapes de la réponse hypersensible a une attaque pathogene. Nous

allons nous attarder sur ce dernier aspect.

Aprés reconnaissance du pathogéne par la plante, il y a mise en place de la
réponse hypersensible qui se manifeste en premier lieu par un « burst oxydatif » c’est-a-
dire par le largage massif de formes réactives dérivées de I’oxygene (ou ROS pour
Reactive Oxygen Species), puis par la nécrose des cellules végétales impliquées dans la
réponse (réponse localisée). La production de peroxyde d’hydrogene (H,0) est un des
évenements majeurs (Jacks & Davidonis, 1979, Wang, et al., 1993, Repka, 1999,
Repka, 2002, Kachroo, et al., 2003, Mika, et al., 2004). En effet, H,O, relargué lors du
« burst oxydatif » dans les cellules végétales orchestre la réponse hypersensible de la
plante (Levine, et al., 1994, Hu, et al., 2003).

Les évenements cellulaires impliqués dans la mise en place de la réponse
hypersensible sont résumés sur la figure 11 (d’aprées Mehdy, 1994, Mittler & Lam,

1996). Le pathogene, ou un éliciteur émis par le pathogéne, est spécifiqguement reconnu
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par un récepteur membranaire de la plante héte (1). Cette reconnaissance induit une
augmentation de la concentration calcique intracellulaire et une acidification du cytosol
tandis que dans le méme temps, des ions potassium et chlore sont expulsés (2). Le
complexe NADPH oxydase de la plante est alors activé (phosphorylation par une
protéine kinase calcium dépendante) : le dioxygene est métabolisé en anion superoxyde
O,, une des possibles formes réactives dérivées de I’oxygene (3). Les anions
superoxydes sont alors dismutés en H,O, sous I’action de la superoxyde dismutase (4) ;
les anions superoxydes sont également toxiques pour le pathogene (4’). Le H,O, produit
peut lui aussi étre directement toxique pour le pathogéne (5°) mais il s’agit surtout d’un
signal déclenchant la suite des mécanismes de défense comme I’activation directe des
mécanismes de renforcement de la paroi cellulaire (par exemple dimérisation des acides
phénoliques). Apres pénétration dans le milieu intracellulaire (5), H,O, peut
directement agir sur la stabilitt des ARNm, ou encore participer a des cascades de
signalisation conduisant a la modulation des expressions de genes impliqués dans les

réactions de défense de la plante (codant les phytoalexines, les protéines PR, etc.). H,O;
participe également & la peroxydation des lipides (production du radical hydroxyle ‘OH?®

capable d’initier la peroxydation des lipides), lipides également peroxydés par la voie
des lipoxygénases (6). Les produits d’oxydation des lipides sont, entre autres, impliqués
dans la voie des oxylipines conduisant notamment a la synthése d’acide jasmonique qui
est également un composé régulateur des genes impliqués dans les mécanismes de
défense de la plante. Il n’est pas a exclure que d’autres signaux non identifiés
participent a la transduction d’un signal conduisant également aux régulations de la
stabilité des ARNm et a celles des expressions des génes de défense (7). L’ensemble des
signaux, y compris H,O, extracellulaire, sert enfin de moyen de communication avec
les cellules végetales voisines afin de propager la réponse hypersensible (8). L’issue
finale de ces signalisations est I’induction de la mort cellulaire programmeée des cellules
impliquées dans cette réponse hypersensible. La nécrose tissulaire doit permettre le
confinement du pathogene et limiter son invasion.

L’occurrence de ces évenements généraux a été confirmee dans le cadre plus

restreint d’interactions plante-Fusarium. Les travaux de Zhou, et al., (2004) indiquent

& Réaction de Fenton : Fe** + H,0, — Fe** + 'OH + ‘OH
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la présence d’un « burst oxydatif » par H,O, dans les tissus végétaux infectés par
Fusarium spp. dans les cing jours qui suivent I’infection. De plus, des données semblent
indiqguer que les effets combinés d’enzymes aux activités reliées a la
production/dégradation de H,0, (superoxyde dismutase et catalase) sont une
composante de la résistance initiale de la plante a I’invasion par Fusarium (Somleva &
Blechl, 2004). Du cdété du pathogene, il semble que I’arsenal enzymatique du
champignon (superoxyde dismutase, catalase, laccases, peroxydases) soit déterminant
dans la progression de I’infection et la résistance aux ROS (Mayer, et al., 2001). Ce
dernier point semble particulierement vrai en ce qui concerne les pathogenes
nécrotrophes® (qui peuvent se développer sur des tissus morts) ou la stimulation de la
réponse hypersensible aux effets nécrosants peut favoriser I’invasion du pathogéne
(Govrin & Levine, 2002).

La voie de biosynthése des TCTB est jalonnée de réactions d’oxydations. De ce
fait, les modifications des paramétres oxydatifs des grains sont susceptibles
d’interférer dans le métabolisme secondaire de F. graminearum et de moduler les

niveaux de production en DON.

Cette hypothese semble en accord avec de précédents essais indiquant que la
biosynthese de DON par F. graminearum nécessite des conditions oxydantes faibles
(Miller & Blackwell, 1986). Toutefois, les effets des parametres oxydants du milieu ne
sont pas clairs dans la mesure ou nous avons montré que I’ajout de H,O, exogéne dans
le milieu de culture a pour effet durable d’activer la biosynthése de DON/ADON par F.

graminearum (Ponts, et al., 2003).

Préciser les effets de H,O, et des parametres oxydants du milieu sur la biosynthése
de TCTB a été notre objectif initial. Par extension nous nous sommes également
intéressés aux effets de produits du systeme lipoxygénasique du mais activé lors
d’invasions pathogenes. La production de toxines pourrait étre une composante de la

réponse de Fusarium a la réponse hypersensible de la plante. Nous avons testé cette

% Les espéces fusariennes proliferatum et verticillioides sont des pathogénes nécrotrophes, au contraire
des espéces graminearum et culmorum.
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hypothése en comparant les productions en DON/ADON par F. graminearum aux
variations de ses activités enzymatiques anti-oxydantes intracellulaires de type
superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT). En effet, des activités SOD et CAT
semblent impliquées dans les résistances de Fusarium aux mécanismes de defense de la
plante hote (Kono, et al., 1995). Ces travaux ont été rapprochés de précédents resultats
ayant montré une production extracellulaire en H,O, par F. graminearum dont la
cinétique de production est synchrone avec la cinétique d’accumulation du
DON/ADON (Ponts, et al., 2003).

Enfin, une approche transcriptomique a été entreprise afin d’ouvrir des pistes de
recherche quant aux régulations cellulaires et moléculaires de la biosynthese des TCTB
lors de stress oxydatifs. En effet, la compréhension des événements qui conduisent a la
modulation de la production de TCTB par des composés végétaux de novo synthétisés
pourrait représenter une étape importante vers la sélection de lignées de mais dont la
réponse qualitative et quantitative a I’infection fongique serait susceptible de limiter le

risque mycotoxique.
En tout premier lieu, pour atteindre nos objectifs, il a été nécessaire de procéder a

une mise au point méthodologique indispensable a la production de résultats répétables

et reproductibles. Le premier chapitre de cette thése est dédié a ce volet de nos travaux.
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I. Matériel Biologique

I.1. Souches fusariennes

La souche modeéle utilisée tout au long de nos essais est la souche F. graminearum
CBS185.32, contaminante naturelle du mais, provenant de la collection hollandaise du
Centraal Bureau vor Shimmelcultures™®. Sa spécification a été vérifiée en utilisant des
criteres d’observation morphologique (Nelson, et al., 1983) sur milieu PDA (infuséat de
pomme de terre 4 %, glucose 20 %, Agar Agar 15 % w/v, autoclavage 15 min a 120°C)
mais aussi en utilisant des techniques moléculaires de type RFLP* (Ponts, 2002).

Occasionnellement, plusieurs autres souches fusariennes ont été utilisées au cours
de certains de nos essais : F. graminearum INRA 155, 158, INRA 159, INRA 169,
INRA 162, INRA 183, INRA 91, INRA 194, INRA 150, et F. culmorum INRA 117,
INRA 127, INRA 233, INRA 134, INRA 305, INRA 337, INRA 129, INRA 130 et
INRA 319. Toutes ont été isolées au laboratoire et conservées & 4°C en tubes de PDA
inclinés. Leurs specifications ont été veérifiées de la méme facon que celles de notre
souche modele.

Avant chaque utilisation, la (les) souche(s) est (sont) repiquée(s) sur tubes PDA
inclinés et incubée(s) 8 jours a 25°C a I’obscurité. Les suspensions de spores requises
pour inoculer les milieux sont fraichement préparées par ajout de 6 mL d’eau distillée
stérile dans les tubes et agitation modérée. La concentration en spores de la solution

obtenue est évaluée par comptage sur cellule de Thoma.

1.2. Potentiels toxinogénes in vitro des souches

Le potentiel toxinogene de chacune des souches a éte arbitrairement défini par la

teneur en toxines de grains stériles*? inoculés in vitro avec 10* spores, et placés & 25°C

10 http://www.cbs.knaw.nl/index.htm

11 Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorphisme dans la longueur des fragments de
restriction.

12 Stérilisation par autoclavage a 110°C pendant 25 min.
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Tableau 3 : Caractéristiques principales des souches fusariennes utilisées.

Nom de la

Potentiel toxinogéne

souche O ain s mfects
CBS185.32 graminearum DON 450
INRA 155 graminearum DON 860
INRA 158 graminearum DON 1
INRA 159 graminearum DON 3500
INRA 169 graminearum DON 15
INRA 162 graminearum NIV 140
INRA 183 graminearum NIV 10
INRA 91 graminearum NIV 115
INRA 194 graminearum NIV 57
INRA 150 graminearum NIV 21
INRA 117 culmorum DON 500
INRA 127 culmorum DON 100
INRA 233 culmorum DON 30
INRA 134 culmorum DON 1190
INRA 305 culmorum DON 112
INRA 337 culmorum NIV 38
INRA 129 culmorum NIV 280
INRA 130 culmorum NIV 60
INRA 319 culmorum NIV 8
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pendant 21 jours. Avant inoculation, I’activité thermodynamique de I’eau (Ay) des
grains a été ajustée entre 0,98 et 1,00 (données antérieures générées au laboratoire).
Pour chaque souche, la nature des grains utilisés correspond a son hote naturel. Toutes
nos souches ont été isolées de blé ou de mais uniquement. Ces tests ont été réalisés
antérieurement au laboratoire. Les données collectées sont rassemblées dans le tableau
3.

I1. Expression des résultats et analyses statistiques

Tous nos résultats sont évalués & partir de trois répétitions paralléles
d’expériences. Les données recoltées de différentes séries d’expériences sont
comparables apres normalisation des teneurs en TCTB de chaque culture par la plus
précoce teneur en TCTB quantifiable dans I’expérience témoin correspondante.
Habituellement, dans nos conditions de culture standard, la présence des TCTB n’est
pas quantifiable avant le 3° jour de culture ; les niveaux en TCTB dans les cultures
témoins agées de 3 jours sont donc souvent utilisés comme facteurs de normalisation.
Les niveaux en TCTB mesurés dans les filtrats des milieux de culture sont exprimeés en
microgramme(s) de toxines par gramme de biomasse séche. Pour chaque expérience, la
normalisation utilisée est détaillée en légende de figure.

Sauf mention contraire, les valeurs présentées sont les moyennes arithmétiques +
écart type des répétitions. La significativité des différences observées est évaluée en
réalisant des tests de Student (t-test par paires, distribution bilatérale). Le seuil de
significativité est fixé a p=0,05.

Dans le cas des études des niveaux d’expression des génes, la significativité des
différents résultats est évaluée en utilisant le logiciel REST® (Pfaffl, 2001, Pfaffl, et al.,
2002) au seuil de significativité p=0,05.
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I11. Cultures liquides

L’ensemble de nos expériences a été réalisé en milieu GYEP (glucose 5 %, extrait
de levure 1 %, neopeptone 1 % w/v, autoclavage a 105°C pendant 30 min) qui est un
milieu classiqguement utilisé pour les cultures liquides de Fusarium (Miller, et al.,
1983).

I11.1. Cultures standard

Un volume de 100 mL de GYEP dans une fiole Erlenmeyer de 500 mL est inoculé
avec 10° spores et incubé & 25°C et 150 rpm & I”obscurité dans un incubateur Multitron®
(INFORS AG, Bottmingen, Suisse). Les cultures sont arrétées par filtration sous vide
sur papier Whatman® n°4 stérile (autoclavage 121°C, 20 min). Les mycelia sont rincés
deux fois & I’eau MilliQ® stérile et immédiatement stockés & -80°C. Les filtrats sont

aliquotés par 15 mL et stockes a -20°C.

111.2. Mini-cultures

Un volume de 8 mL de GYEP dans une petite boite de Pétri est inoculé avec
0,8x10° spores. Les mini-cultures sont ensuite placées dans une boite métallique avec
couvercle et incubé a 25°C sans agitation. Elles sont arrétées par 10 min de
centrifugation a 2000 rpm. Les surnageants sont stockés a -20°C et les mycelia sont

placés a -80°C.
Les teneurs en TCTB sont déterminées dans les filtrats et les surnageants des

cultures. Les biomasses fongiques sont mesurees par la pesée des mycelia apres 48

heures de lyophilisation (FlexiDry™ Freeze Dryer, FTS Systems, Stone Ridge USA).
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Figure 12 : Gradient acétonitrile/eau utilisé pour I’analyse des TCTB.

Gradient binaire eau pH ajusté a 2,6 avec de I’acide o-phosphorique + acétonitrile
(ACN), débit fixé & 1 mL.min™
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IV. Analyse des TCTB

IV.1. Préparation des échantillons

Quinze millilitres de filtrat de culture standard ou 5 mL de surnageant de mini-
culture sont extraits avec deux volumes d’acétate d’éthyle. Deux fois 10 mL de phase
organique (une fois 8 mL dans le cas de mini-cultures) sont ensuite évaporés a sec a
70°C sous un flux d’azote. Les extraits secs sont alors stockeés & -20°C en vials

parafilmés en attendant I’analyse.

IV.2. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (High

Performance Liquid Chromatography ou HPLC)

IV.2.a. Quantification par HPLC-UV

La procedure a été adaptée de la méthode développée par Bily, et al., (2004). Les
analyses ont été réalisées sur une chaine HPLC Hewlett-Packard ChemStation Series
1100 couplée a un détecteur a barrette de diodes (DAD). Les TCTB sont séparés le long
d’une colonne Zorbax Eclipse XDB-C8 5 pm, 150 mm x 4.6 mm (Agilent
Technologies, Palo Alto USA) maintenue a 40°C. La séparation est realisee en gradient
d’acétonitrile, en mélange avec de I’eau MilliQ® dégazée acidifiée a pH 2,6 avec de
I’acide o-phosphorique, croissant de 5 % a 30 % en 14 min, puis 100 % en 10 min
(pallier maintenu 5 min) et enfin décroissant jusqu’a 5 % en 2 min (Figure 12). Le débit
est fixé & 1 mL/min.

Avant analyse, les extraits secs sont repris dans 200 pL de méthanol/eau (50 %,
v/v). Le volume d’injection est fixé a 5 pL. Les signaux sont enregistrés pour A = 230,

280 et 320 nm mais seul le signal a 230 nm est utilisé pour la quantification.
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L’identification et la quantification des 5 TCTB sont réalisées par étalonnage
externe utilisant des composés de référence achetés sous forme de poudre lyophilisée
aupres de Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). Le stockage longue durée des TCTB de
référence est possible dans I’acétonitrile et dans des flacons séparés parafilmés stockés a
-20°C. Avant analyse, des aliquotes de chacun des 5 TCTB sont mélanges, évapores a
sec sur bloc chauffant a 70°C et sous flux d’azote, puis repris dans le méme mélange
méthanol/eau (50 %, v/v) que les échantillons. Ce mélange peut étre stocké quelques

semaines & -20°C dans un vial parafilmé.

IV.2.b. Identification de composés s’accumulant dans les milieux de

culture

Les analyses ont été réalisées sur une chaine HPLC couplée a un détecteur par
spectrométrie de masse équipé d'une source ionisante de type electrospray et d'un
analyseur de type piége & ions (HPLC-ESI-TI-MS™ ; matériel LCQ Advantage Max,
Thermo Electron Corporation ; analyses réalisées en collaboration avec le service

technique de Thermo Electron Corporation).

V. Dosage du peroxyde d’hydrogene (H,O,)

Nos contraintes expérimentales imposaient d’utiliser une technique rapide, simple
et peu codteuse en raison du nombre élevé d’analyses a réaliser lors d’expériences ou de
multiples traitements sont testés sur de longs intervalles de temps. Nous avons choisi
d’utiliser une procédure adaptée de la méthode décrite par Richard-Forget & Gauillard,
(1997). Tous les réactifs provenaient de chez Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). Trois
millilitres de filtrat de milieu de culture sont décolorés avec 100 mg de charbon actif
(agitation 2 min et centrifugation 5 min a 7000 rpm). La réaction est realisée en

mélangeant 500 pL de filtrat décoloré, 63 pL de guaiacol 50 mM (dans du

¥ HPLC - ElectroSpray lonisation — Trap lon — Mass Spectrometry
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tampon Mcllvaine pH 5,55) et 0,6 unités de Horse Radish Peroxidase (HRP).
Immédiatement apres I’ajout de HRP, les variations d’absorbance sont suivies a L = 470
nm pendant 1 min (spectrophotométre Uvikon XS, UVK Lab, Trappes, France). La
quantification est réalisée par calibration externe en utilisant des solutions standards en
H.O, dont les concentrations varient de 0 a 100 uM. Ces solutions standards sont
préparées extemporanément avant chaque série d’analyse par dilutions successives dans
du GYEP. L’absence d’activité peroxydase dans les filtrats est vérifiée en répétant les
analyses mais cette fois sans ajouter de HRP. Le seuil de détection/quantification de

H.O, dans nos conditions est de 1 uM.

V1. Mesure des activités enzymatiques catalase (CAT) et

superoxyde dismutase (SOD) intracellulaires

Deux cent cinquante milligrammes de mycélium lyophilisé sont broyés dans 1,75
mL d’une solution tampon (Tris-HCI 0,2 M pH 7,6 ; DTT 0,5 mM ; PVP 10 pg/mL,;
Pefabloc® 0,1 uL/mL). Aprés 30 min d’incubation & température ambiante, le mélange
est centrifugé 30 min a 4°C et 13000 rpm. Les extraits protéiques (surnageants) sont
décolorés avec 50 mg/mL de charbon actif (agitation 2 min et centrifugation 5 min a
7000 rpm et 4°C). La teneur en protéines est quantifiée a I’aide du kit Biorad Protein
Assay (Biorad) d’apreés la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

V1.1. Caractérisation des systemes enzymatiques catalase (CAT)

VI1.1.a. Dosages de I’activité CAT

Les niveaux d’activités enzymatique catalase des extraits bruts sont déterminés en
utilisant la méthode décrite par (Aebi, 1947). Les mesures ont été réalisées a 27°C. Tous

les réactifs provenaient de chez Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). Un volume de 100
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pL d’extrait brut est mélange, sous agitation constante, a 5 mL d’une solution de H,0,
10 mM préparée dans une solution de tampon phosphate 0,1 M pH 7. La vitesse de
décomposition du peroxyde d’hydrogéne est calculée d’apres les mesures des
concentrations décroissantes en H,O, (A = 246 nm, une mesure par minute pendant 5
min, étalonnage externe avec des concentrations dans les étalons variant de 0 a 10 mM).
L’activité catalase est donnée par la mesure de la pente initiale de la courbe de
consommation de H,O,. Elle est exprimée en micromoles d” H,O, consommées par
minute et par milligramme de mycélium, a 27°C.

L’absence de dégradation non enzymatique de H,O, a été vérifiée en réalisant les

mémes essais en dénaturant au préalable les extraits bruts 10 min a 80°C.

VI1.1.b. Composition en isoformes des systemes enzymatiques CAT

Les extraits bruts ont été analysés par isoélectrofocalisation (IEF) sur gels de
polyacrylamide en gradient de pH (pH 3 a pH 9) a l’aide d’un équipement
PhastSystem™ (PhastGel IEF 3-9, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suéde). Les
analyses ont été réalisées en accord avec le protocole fournisseur. Pour chaque essai, 4
pL d’extraits sont deposes (environ 6,8 g de protéines totales).

La détection est realisee d’aprés la méthode de Clare, et al., (1984). Apreés
migration, le gel est incubé sous agitation constante pendant 45 min dans une solution
de peroxydase de Raifort (5000 U/mL) puis 10 min dans une solution de H,O, 5 mM.
Aprés deux ringages successifs a I’eau distillée, une solution de 3,3’-diaminobenzidine
(DAB) a 0,5 mg/mL est utilisée pour la révélation du gel : H,O, imprégné dans le gel
oxyde le DAB donnant a I’ensemble du gel une teinte orangée a I’exception des
positions auxquelles des isoformes de catalase auront migré (la catalase ayant
consommeé H,0, et empéché ponctuellement I’imprégnation du gel).

Les différents réactifs utilisés sont en solutions dans du tampon phosphate 50 mM
pH 7.
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V1.2, Caractérisation des systemes enzymatiques superoxyde
dismutase (SOD)

La methode utilisee a été adaptée d’apres la méthode de Beauchamps &
Fridovitch, (1971). Cette méthode permet la mise en évidence de la présence d’activité
de type SOD de facon indirecte :

- L’ oxydation de la xanthine par la xanthine oxydase conduit a la formation
d’anions superoxydes O, ;

- Ces anions superoxydes sont responsables de la réduction du NitroBleu
Tetrazolium (NBT) en Bleu de Formasan (BF) donnant une teinte bleue au milieu ;

- En présence d’activité SOD les ions O, sont dismutés en H,O, et le NBT n’est
plus réduit en BF, le milieu n’est pas coloré.

Tous les réactifs provenaient de chez Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). Dix
microlitres de xanthine oxydase et 2,4 mL de Réactif Xanthine (Tampon Phosphate 50
mM, DETAPAC 1,33 mM, NitroBleu Tetrazolium 2,24 mM, Xanthine 1,8 mM) sont
mis en solution dans 490 pL de tampon phosphate 50 mM, pH 7,6. Ce mélange est
additionné de 10 pL d’extrait brut. Le fonctionnement du systeme xanthine/xanthine
oxydase doit étre Vérifié avant chaque essai (réactions opérées sans I’ajout d’extrait
protéique). L apparition du BF est suivie 5 min a A = 560 nm. Le niveau d’activité SOD
dans chaque essai est exprimé en pourcentage d’inhibition de la réaction de réduction du
NBT. Cette activité relative est ensuite convertie en unités SOD par comparaison avec
un étalonnage externe réalisé en utilisant une SOD commerciale (Référence Sigma-
Aldrich S-8160).
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VII. Procédures particulieres

VII.1. Effets de H,O, sur la vitesse de germination des spores et la

biosynthese de DON/ADON par F. graminearum

Les incubations d’une heure sont réalisées dans des tubes Falcon stériles fermés
par des filtres Wathman® N°4 autoclavés (121°C, 21 min). Cinquante millilitres d’eau
ou de H,0, 0,5 mM sont inoculés avec 0,625x10° spores puis pré-incubés a 25°C a
I’obscurité. Aprés une heure, 100 mL de GYEP en fioles Erlenmeyer 500 mL sont
inoculés avec 1 mL de spores traitées. Les cultures sont placees a 25°C a I’obscurité
dans un incubateur Multitron® (INFORS AG, Bottmingen, Suisse). Aprés une heure
puis apres chaque heure écoulée, 100 macroconidies sont observees par microscopie
classique : les spores germées sont dénombrées. Nous considérons une spore comme
germée lorsque est visible un tube germinatif de longueur égale a au moins la moitié du

diametre de la spore (Dantigny, et al., 2003).

VI11.2. Supplémentation des milieux en composés pro- ou anti-oxydants

Pour les besoins de nos expériences, nos milieux de cultures GYEP ont parfois été
supplémentés avec divers composés (un composé a la fois) : H,O, 0,5 mM (Sigma-
Aldrich Co, St Louis, USA), diamide 0,5 mM, methyl viologen 0,01 mM,
butylhydroxytoluene (BHT) (INC MP Biomedicals Inc™, Pasadena, USA) ou encore
un des acides phénoliques p-coumarique, férulique, syringique, caféique ou p-
hydroxybenzoique (0,5 mM, Sigma-Aldrich Co, St Louis, USA). Les composés
oxydants autres que H,O, ainsi que tous les composés anti-oxydants ont été mis en
solution dans de I’éthanol absolu ; les cultures témoins associées ont donc été
supplémentées en éthanol. Pour chaque essai, les milieux GYEP utilisés dans les
cultures traitées sont du méme lot que ceux des témoins. Il en est de méme pour les

inoculumes.
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VI1.3. Procédure de détermination des concentrations en acides
phénoliques (acides p-coumarique, férulique, syringique, caféique ou p-

hydroxybenzoique) inhibant 50 % de la croissance de F. graminearum

Pour chaque acide phénolique testé, des essais d’inhibition de croissance sont
réalisés en boites de Pétri standard (diamétre 10 cm) sur milieu PDA supplémenté avec
6 concentrations du composé (de 0 a 6 mM). Les boites sont incubées a 25°C, a
I’obscurité. Le pourcentage d’envahissement de chaque boite est mesuré aprés 5 jours™,
c’est-a-dire lorsque les boites de cultures témoin ont atteint un niveau d’envahissement
de 80 %. Le pourcentage d’inhibition de croissance est exprimé en fonction de la
concentration en compose supplémenté. Les Concentration Inhibitrices de 50 % de la

croissance (Clsg) sont ensuite calculées pour chague composé par régression linéaire.

VI11.4. Supplémentation des milieux avec des produits d’oxydation de

I’acide linoleique

De I’acide linoléique (Sigma-Aldrich Co, St Louis, USA) a été oxydé par la
lipoxygénase de soja commerciale de spécificité positionnelle 13 (13-LOX, Sigma-
Aldrich Co, St Louis, USA) ou par les lipoxygénases contenues dans un extrait brut de
tomates fraiches (spécificité positionnelle 9, notées 9-LOX) (d’aprés Burow, et al.,
(1997).

VIl.4.a. Oxydation de I’acide linoléique par la lipoxygénase de soja de

spécificité positionnelle 13

Une solution stock d’acide linoléique 5 mM est préparée et conservée a 10°C (en

solution dans de I’eau additionné de Tween 20 0,4 %). La 13-LOX est mise en solution

e temps de culture écoulé avant que 80 % de la boite de Pétri ne soit envahie est souche-dépendant.
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aqueuse tamponnée pH 10,0 (pH ajusté avec KOH 1 N) et 10 % de potassium borate 0,1
M (concentration finale égale a 0,2 mg/mL, conservation a 10°C).

100 mL de la solution stock d’acide linoléique et 400 mL de la solution de 13-
LOX sont mélangés 40 min a 21°C sous oxygénation constante. Le pH du mélange est
ensuite ajusté a 4,0 avec HCI 5 M. Les produits de la réaction d’oxydation sont extraits
avec 2 fois 300 mL de chloroforme/méthanol (2/1, v/v). La fraction chloroforme est
évaporée sous vide a I’aide d’un Rotavapor R-200 (Buschi, Suisse). Les extraits secs
sont repris avec 10 mL d’hexane et conservés a -80°C en vials parafilmés.

VII1.4.b. Oxydation de I’acide linoléique par le systeme lipoxygénasique

d’un extrait brut de tomates fraiches (spécificité positionnelle 9)

250 g de tomates fraiches sont pelées, épépinées et broyées 1 min dans 150 mL de
tampon NaOAc 0,5 M a pH 5,5 et 4°C. Une solution d’ammonium linoléate 4 mM
(préparée en ajoutant de I’acide linoléique dans NH,OH 1 N) est mélangée a la pulpe de
tomates de facon a obtenir une concentration finale en ammonium linoléate égale a 1
mM. L’ensemble est agité 40 min a 25°C, sous oxygénation constante. Le mélange est
ensuite acidifié a pH 4,0 avec HCI 5 M. Les produits de la réaction d’oxydation sont
extraits avec 2 fois 300 mL de chloroforme/méthanol (2/1, v/v). La fraction chloroforme
est évaporée sous vide a I’aide d’un Rotavapor R-200 (Buschi, Suisse). Les extraits secs

sont repris avec 10 mL d’hexane et conservés a -80°C en vials parafilmés.

VIl.4.c. Composition des produits d’oxydation de I’acide linoléique par
une 13-LOX de soja et les 9-LOX de tomate

L’ analyse est réalisee sur une chaine HPLC Hewlett-Packard ChemStation Series
1100 couplée a un détecteur a barrette de diodes (DAD). Les hydroperoxydes de I’acide
linoléique sont séparés le long d’une colonne Lichrosorb Si60 5 um, 150 mm x 3.0 mm

(Merck) en mode isocratique (hexane/isopropanol/acide acétique, 984/15/1). Le debit
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est fixé a 1 mL/min et le volume d’injection a 5 pL. La détection est réalisée a A = 234
nm.

Avant analyse, les extraits sont évaporés puis repris dans la phase mobile. La
détection et la quantification des hydroperoxydes 13 et 9 présents dans les produits
d’oxydation de I’acide linoléique sont réalisées par étalonnage externe utilisant des

composés de référence achetés auprés de TEBU-Bio.

VI1.4.d. Supplémentation des milieux

Les analyses sont réalisées en mini-cultures. Les milieux GYEP sont
supplémentés avec 52 pL de I’un ou I’autre de ces mélanges de produits d’oxydation. A
titre de comparaison, les hydroperoxydes de référence 13 et 9 dérivés de I’acide
linoléique (13(S)-HPODE et 9(S)-HPODE, TEBU-BIio) ont également été utilisés pour
supplémenter nos cultures en concentration finale égale a 1 UM (52 pL supplémentés).
Pour chaque essai, les milieux GYEP utilisés dans les cultures traitées sont du méme lot
gue ceux des témoins. Il en est de méme pour les inoculums. Les solvants de reprise des
mélanges de produits d’oxydation et des composés de référence étant respectivement
I’hexane et I’éthanol, des cultures témoins additionnées de 52 puL d’hexane ou d’éthanol

ont été réalisées.

VIII. Analyse de I’expression de genes impliqués dans la

biosynthese des TCTB par F. graminearum

Deux techniques complémentaires d’analyse transcriptomique de génes impliqués

dans la biosynthése des TCTB ont été utilisées.
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La premiére est une approche globale utilisant des biopuces & ADN™. Le but de
cette approche est d’identifier un panel large de génes de Fusarium dont les expressions
sont significativement modulées par un traitement donné. Le principal avantage de cette
technique est qu’il n’est pas nécessaire d’avoir une idée précise des génes dont les
niveaux d'expression sont potentiellement modulés par un traitement donné puisque un
nombre élevé de génes peut étre testé en méme temps (dans notre cas, 5000 génes dont
la liste compléte n’est pas divulgable). Toutefois, si la méthode est puissante, elle
manque de précision : en fonction des conditions expérimentales il n'est pas possible de
mettre en évidence des variations d’expression génique d’amplitude inférieure a un
facteur 2 au minimum. De plus, I’interprétation des résultats est largement dépendante
de P’interprétation statistique qui en est faite. Ces points seront détaillés dans nos
résultats.

La deuxieme approche est une approche plus fine de quantification des variations
des niveaux d’expressions de quelques génes d’intérét par RT-PCR™® couplée & une
détection par fluorescence en temps réel de I’accumulation des produits d’amplification.
Des variations significatives de plus faible intensité dans les niveaux d’expression des

genes peuvent alors étre mise en évidence.

L’ensemble de ces travaux a été réalisé dans le laboratoire de T. Ouellet avec la
collaboration de L. Harris'’.

VI111.1. Extraction des ARN® totaux

La réalisation de biopuces nécessite la préparation de quantités importantes en
matériel nucléique. La méthode d’extraction sur coussin de césium utilisée permet de

travailler sur des quantités allant jusqu’a 1 g de mycélium.

1> Acide désoxyribonucléique

6 Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction (Transcription Inverse — Reaction de
Polymérisation en Chaine)

7 Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, ON, CANADA

18 Acides ribonucléiques
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Tableau 4 : Solutions associées a la méthode d’extraction d’ARNSs totaux sur coussin de
césium.

Solution Composition
Acétate de sodium anhydre 24,6 ¢
Tampon Acétate de H,Opepc 80 mL
sodium 3 M pH 6,0 Ajustement du pH & 6,0 (acide acétique glacial)
(Vf=100 mL) Ajustement du volume & 100 mL (H,Opgpc)
Autoclavage 121°C 20 min
Acétate de sodium anhydre 24,6 9
Tampon Acétate de H,Opepc 80 mL
sodium 3 M pH 5,2 Ajustement du pH & 5,2 (acide acétique glacial)
(vf=100 mL) Ajustement du volume & 100 mL (H,Opgpc)
Autoclavage 121°C 20 min
Guanidine IsoThiocyanate (enzyme grade) 47,26 g
H,Opepc 50 mL
Tampon d(_e I_yse GIT Tampon acétate de sodium 3 M pH 6,0 835 uL
(Guanidine I
IsoThiocyanate) Agitation & chaud (50-60°C)
(Vf = 100 mL) Ajustement du volume a 100 mL (H,Opgpc)
Avant utilisation ajouter 835 uL de R-mercaptoethanol ; le tampon est
alors a utiliser sous 24 heures
Chlorure de Césium (optical grade) 95,97 ¢
Tampon chlorure de H,Opepe 50 mL
césium 5,7 M Tampon acétate de sodium 3M pH 6,0 830 uL
(index de refraction 1,40) | Agitation & chaud (50-60°C)
(vf =100 mL) Ajustement du volume & 100 mL (H,Opgpc)
Stérilisation sur filtre de porosité 0,22 um
Tris Base 12,19
Tris-HCI 1M pH 7,4 H,Opepc 80 mL
(vf=100 mL) Ajustement du pH a 7,4 (acide chlorhydrique concentré)
Ajustement du volume a 100 mL (H,Opgpc)
Na,EDTA monohydrate 18,61 ¢
EDTA 0,5 M pH 8,0 H,Opepc 70 mL
(Vf=100 mL) Ajustement du pH a 8,0 (NaOH 10 M)
Ajustement du volume a 100 mL (H,Opgpc)
Sodium Dodecyl Sulphate | SDS 10g
(SDS) 10 % H,Opepc 100 mL
(Vf =100 mL) Agitation & chaud (65°C)
- Tris-EDTA-SDS Tampon Tris-HCI 1 M pH 7,4 (Cf = 10 mM) 100 pL
ampon (?E-S) - EDTA 0,5 M pH 8,0 (Cf = 5 mM) 100 pL
0, = 0,
(Vf =10 mL) SDS 10 % (Cf = 1 %) 1mL

H,Opepc 8,8 mL
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Pour nos essais en RT-PCR avec détection de fluorescence en temps reel, les ARN
ont été préparés a partir de 30 mg de mycélium en utilisant le kit commercial SV RNA
Total Isolation System (Promega Corporation). A titre de validation des méthodes, des
ARN préparés en utilisant la méthode d’extraction sur coussin de césium ont également

été utiliseés.

VI1Il.1.a. Extraction sur coussin de césium

(mise au point par L. Wang, ECORC, Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, ON)

Cette procédure nécessite la préparation de diverses solutions dont les
compositions sont données dans le tableau 4. Toutes les solutions sont préparées en
utilisant de I’eau DEPC 0,1 %.

Un milligramme de mycelium est homogeénéisé 2 fois 1 min, a 4°C, dans 10 mL
de tampon GIT & I’aide d’un broyeur Polytron® (Brinkmann Instruments, Inc.). Aprés
20 min de centrifugation a 10°C et 6000 rpm, le surnageant est doucement déposé sur
3,3 mL de tampon chlorure de césium 5,7 M. Les ARN sont sédimentés au fond du tube
aprés 23 heures d’ultracentrifugation a 30000 rpm et 20°C (rotor SW40). Les culots
sont rincés 2 fois a l'aide de 1 mL d’éthanol 70 % puis repris dans 360 pL de solution de
tampon TES. Apres 5 & 10 min d’incubation a 4°C, 40 pL de solution de tampon acétate
de sodium pH 5,2 et 1 mL d’éthanol absolu glacé sont ajoutés et les acides nucléiques
sont précipités 12 heures (temps minimum) a -20°C. Aprés 30 min de centrifugation a
4°C et 14000 rpm, les culots sont rincés par 200 pL d’éthanol 70 % et centrifugation 15
min a 14000 rpm et 4°C (la procédure est répétée une fois). Les culots sont séchés a
I’air libre et a température ambiante quelques minutes avant d’étre repris dans 80 pL de
H2Opepc.

Lorsque les ARN sont destinés a étre utilisés pour les analyses de RT-PCR avec
détection de fluorescence en temps reel, un traitement DNAse est applique (kit DNA-
free, Ambion, Inc.) : 17 uL de solution d'acides nucléiques sont mélangés avec 2 pL de
tampon 10X et 1 uL de DNAse 1. Apres 30 min d'incubation a 37°C, 4 uL de DNAse

inactivation agent sont ajoutés et le meélange est laissé 2 min a température ambiante en
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Tableau 5 : Composition du tampon de charge a ARN.

Solution

Compaosition

Tampon de charge
pour ARN

(Vf=1,5mL)

Tampon MOPS/EDTA
10X

Formamide déionisé 750 pL
Formaldéhyde 240 pL
Tampon MOPS/EDTA 10X 150 pL
Gycérol 50% 200 pL
Bromure d'Ethidium 10 mg/mL 10 pL
Bleu de Bromophénol 0,5 mg
Acide 3-N-morpholinopropanesulfonique (MOPS) 0,2 M
Acétate de sodium 50 mM
EDTA 10 mM

Ajuster a pH 7,0 et conserver a I'abri de la lumiére
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mélangeant pendant 5 s toutes les 30 s. Aprés une étape de centrifugation de 1,5 min a
10000 rpm et 4°C, le surnageant contenant les ARN est prét pour I'étape de transcription

inverse.

VIII.1.b. Extraction en utilisant le kit SV RNA Total Isolation System

(Promega Corporation)

Le protocole utilisé a été adapté d’apres les indications d’extraction du
fournisseur.

Trente milligrammes de mycélium plongés dans 175 uL de tampon de lyse (SV
RNA lysis buffer) sont broyés 1,5 min en utilisant un Tissue Lyser® (Qiagen) selon les
recommandations fournisseur. Les indications du protocole fournisseur (methode dite «
par centrifugation ») ont ensuite été suivies a I’exception de la durée de traitement

DNAse qui a été doublée (30 min de traitement au lieu de 15 min).

VIII1.1.c. Vérification quantitative et qualitative des ARN totaux

Les solutions finales en ARN totaux sont quantifiées par spectrométrie a A = 260
nm (1 unité d’absorbance équivaut a 40 pg/mL d’ARNs) en utilisant un
spectrophotométre ND-1000 (Nanodrop® Technologies). Les ratios DOog/DOsgo et
D0O260/D0530 0Nt €été utilisés comme indicateurs de pureté des extraits (mise en évidence
de la présence, respectivement, de protéines et de sels chaotropiques). La qualité des
ARN est finalement visualisée apres migration de 1 pL d'échantillon sur gel
d’agarosel,2 % en conditions dénaturantes (5 pL de tampon de charge pour ARN™,
dénaturation finale par chauffage a 65°C pendant 5 min).

Les ARN sont utilisés le jour méme dans les expériences de transcription reverse
afin de limiter le nombre de phases successives de congélation/décongélation
auxquelles les ARN sont sensibles. Ce qui n’est pas utilisé est stocké immédiatement a -
80°C.

1% Composition donnée dans le tableau 5.
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VI11.2. Analyses par RT-PCR avec détection de fluorescence en temps
réel (Real-Time RT-PCR)

VI111.2.a. Préparation des ADNc? (transcription inverse)

Les transcriptions inverses ont été réalisées avec 5 pug d'’ARNSs totaux en utilisant
le kit Superscript™ 1l First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies). Le protocole recommandé par le fournisseur avec utilisation d’oligodT1s
pour amorcer les réactions de transcriptions inverses a été suivi. Les ADNc ainsi
préparés sont préts pour les analyses de PCR avec détection de fluorescence en temps

réel.

VII1.2.b. Amorces utilisées pour amplifier les génes g-tub, Tri4, Tri5,
Tri6, Tril0, Tril2 et Tril01

Les amorces utilisées pour amplifier les génes Tril0 et Tril01 ainsi que I'amorce
sens pour I'amplification de Tri6 (Tri6-F) ont été dessinées avec Primer Select Suite de
la suite logicielle Lasergene V6.0 (DNASTAR, Inc) et synthétisées par Sigma Genosys
(Oakville (ON) Canada). Les amorces utilisées pour amplifier les génes S-tub (codant la
B-tubuline), Tri5 et Tril2 ainsi que I'amorce anti-sens pour I'amplification de Tri6 ont
été fournies par L. Pinson-Gadais (INRA, MycSA, Villenave d'Ornon, France). Les
amorces permettant lI'amplification du géne Tri4 ont été fournies par A. Saparno
(Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa (ON), CANADA).

- p-tub : Btub-F (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") et Btub-R (5-
GATTGACCGAAAACGAAGTTG-3), température d'hybridation utilisée égale a 57°C
(Doohan, et al., 1999) ;

20 ADN clones des ARN messagers.
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Mesure de I’intensité de
fluorescence
hex = 497 NM ; dem = 520 Nm

95°C 95°C 95°C
3 min 15s
65°C
x40
Activation de Amplification Tracé de la courbe de
la Taq (Tracé de la courbe de fusion) dénaturation
polymerase

Figure 13 : Programme d’amplification.

La Taq polymerase est activée apres 3 minutes a 95°C. L’amplification de la cible est
réalisée en 40 cycles avec mesure de I’intensité de fluorescence a la fin de chaque cycle.
Une fois les 40 cycles d’amplification accomplis, la courbe de dénaturation est tracée en
faisant varier la température de 65°C a 95°C par paliers de 0,5°C (maintenus une
seconde) avec mesure de I’intensité de fluorescence a la fin de chaque palier.
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- Trid : Trid-F (5-TATTGTTGGCTACCCCAAGG-3) et Tri4-R (5-
TGTCAGATGCGCCTTACAAA-3), température d'hybridation utilisée égale a 58°C ;

- Tri5 : Tox5-1 (5-GCTGCTCATCACTTTGCTCAG-3") et Tox5-2 (5-
CTGATCTGGTCACGCTCATC-3"), température d'hybridation utilisée égale a 57°C
(Niessen & Vogel, 1998) ;

- Tri6 : Tri6-F (5-AGCGCCTTGCCCCTCTTTG-3") et Tri6-R (5-
AGCCTTTGGTGCCGACTTCTTG-3'), température d'hybridation utilisée égale a
58°C;

- Tril0 : Tril0-F (5-TCTGAACAGGCGATGGTATGGA-3) et Tril0-R (5'-
CTGCGGCGAGTGAGTTTGACA-3"), température d'hybridation utilisée égale a 58°C;

- Tril2 : Tril2-F (5-CGTACCTCGCAGGGCTGAAGTC-3") et Tril2-R (5'-
TCCATAGTGGGCGCGATGAATC-3), température d'hybridation utilisée égale a
57°C;

- Tri 101 : Tril01-F (5-AGGCATTAGCGAGGGAAACACA-3) et Tril01-R
(5'-ACGGCACGCCTTGGAGAGCAGAC-3"), température d'hybridation utilisée égale
a58°C.

VI111.2.c. Analyses PCR avec détection de florescence (SYBR® Green) en

temps réel

Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume réactionnel final égal a 25 pL
contenant 0,6 L de solution d’ADNCc, 400 nM de chacune des amorces sens et anti-sens
du géne & amplifier, et 12,5 pL de iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories). Le iQ™ SYBR® Green Supermix contient tous les sels, les dNTPs, le
fluorophore SYBR® Green | ainsi que I'enzyme iTaq Polymerase (enzyme « hot start »
dont le site actif est rendu accessible aprés 3 minutes d’incubation & 95°C)*. Les
analyses sont réalisées dans des plaques MJ Clear 96 puits fermées par des capuchons
plats transparents (catégorie qualité optique, Bio-Rad Laboratories) sur un
thermocycleur couplé a un systéme optique de détection de fluorescence Chromo4 (MJ

Research, Inc). Le programme d'amplification utilisé est décrit sur la figure 13.

2! Détails de la composition du supermix donnés en annexe 1.
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Tableau 6 : Solutions utilisées dans la procédure de réalisation des biopuces.

Solution

Composition

Tampon phosphate 1 M

Préparer une solution de K,HPO, 1 M (solution A) et une
solution de KH,PO, (solution B) ;

(Vf=10mL) Combiner 9,5 mL de solution A et 0,5 mL de solution B
Tampon phosphate 1 M 0,5mL
Tampon phosphate de lavage
Ethanol 95 % 84,25 mL
(Vf = 100 mL) °
H,Opepc 15,25 mL
dATP (invitrogen Life Sciences) 25 mM
dCTP (invitrogen Life Sciences 25 mM
Solution de dNTPs 50X (. . g . . )
(4:1 aminoallyl-dUTP:dTTP) dGTP (invitrogen Life Sciences) 25 mM
' y ' dTTP (invitrogen Life Sciences) 5 mM

(Vf =20 L)

aminoallyl-dUTP (Sigma-Aldrich Co.) 20 mM
(les dNTPs sont en solution dans du tampon phosphate 0,1 M)

Tampon carbonate de sodium
0,1MpH9,0
(durée de vie de une a quatre
semaines)

NaCO, 549
H,Opepc 40 mL
Ajustement du pH avec 12 N HCI

Ajustement du volume a 50 mL avec H,Opcpc

Diluer au 1/10 avec H,Oppc

Solution d'hybridation
(Vf=65pL)

ADN de contrdle simple brin (Sigma-Aldrich Co) 20 ug
ARNt de levure (Invitrogen Life Sciences) 20 ug
DIG Easy Hyb Buffer (Roche) 61 pL
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A la fin des essais, les qualités des analyses (absence de produit d'amplification
aspecifique) sont vérifiées, tout d'abord en utilisant les courbes d'augmentation de
I'intensité de fluorescence (IF) en fonction du nombre de cycles de PCR réalisés (IF =
f(nombre de cycles) ; courbes d’amplification) et en comparant celles obtenues dans les
échantillons testés et celle de temoins négatifs (mélange réactionnel sans ADNCc
matrice). Ensuite, en fin d'analyse, I'examen des courbes de diminution de I'intensité de
fluorescence en fonction de la température appliquée (IF = f(température) ; courbes de
fusion) renseigne quant a I'éventuelle présence de produits d'amplification inattendus.
Enfin, les produits de PCR sont visualisés sur gels d'agarose 1,5 % (45 min a 100V).

Les courbes d’amplification sont analysées en utilisant le logiciel Opticon Monitor
2 v2.03 (MJ Research, Inc). Les valeurs sont ensuite exportées vers le logiciel REST®
(Pfaffl, 2001, Pfaffl, et al., 2002), a l'aide duquel les efficacités de PCR sont

déterminées et les resultats analysés.

VI111.3. Analyses par biopuces

(Adapté par S. Kelso et D. Sprott, Agriculture et Agri-Food Canada, Ottawa (ON)

CANADA, d’apreés le protocole de J. Hasseman, The Institute for Genomic Research)

Les compositions des solutions utilisées dans cette procédure sont données dans le

tableau 6. Toutes les solutions sont préparées en utilisant de I’eau DEPC 0,1 %.

Le principe de cette procédure est de marquer les ADNCc, retro-transcrits a partir
des ARN totaux préparés en utilisant la méthode d'extraction sur coussin de césium,
avec des colorants fluorescents Cyanine3 (Cy3, Anax = 550 nm, Amersham Biosciences)
et Cyanine5 (Cy5, Amax = 650 nm, Amersham Biosciences).

Un mode indirect de marquage est utilisé. Les ARN sont d’abord rétro transcrits
avec incorporation de dUTP aminoallylés en remplacement de 80 % des dTTPs
classiquement utilisés lors de réactions de transcription inverse. Dans un deuxieme
temps, une réaction d'estérification entre ces groupements aminoallyls et Cy3 ou Cy5
est catalysée par une solution tampon de carbonate de sodium 0,1 M. L'incorporation

directe de dUTP couplés avec Cy3 ou Cy5 est possible mais représente une source
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d'erreur importante en raison de I'encombrement stérique de Cy5 supérieur a celui de
Cy3, ce qui est susceptible de diminuer I’efficacité de marquage a cause d’un taux
d’incorporation défavorable au cours de la réaction de transcription inverse. Ainsi, des
échantillons couplés avec Cy3 ont une meilleure efficacité de transcription inverse que
d'autres marqués avec Cyb, ce qui empéche toute comparaison entre eux. Ce biais
n'existe pas en méthode indirecte puisque la transcription inverse a lieu en l'absence des
colorants cyanine.

Une fois que les échantillons sont marqués, ils sont hybridés par paires, un
échantillon traité et un non-traité, chacun marqué avec un colorant différent, sur une des
biopuces & F. graminearum? La résultante colorée des hybridations des échantillons
traités et non-traités en situation de competition est le reflet de I'abondance relative d'un
type d'ADNc (expression d'un géne donné) issu de I'échantillon traité en comparaison

avec les quantités du méme ADNCc présentes dans I'échantillon non-traite.

VI1I1.3.a. Préparation d’ADNc marqués avec Cy3 et Cy5

Transcription inverse avec incorporation de dUTPs aminoallylés

Les transcriptions inverses ont été réalisées sur 20 pg d'’ARN totaux et 2 ng d'un

ARN de controle commercial®

Life Sciences) et de 1,5 pL d'une solution a 100 uM d'oligodT(T,VN) ancrés

, en présence de 20U de RNAse inhibitor (Fermentas

(Invitrogen Life Technologies) (H2Opepc qsp 21 pL). Apres 10 min de dénaturation de
ce mélange a 70°C, les tubes sont placés dans la glace une minute au moins et 12,6 pL
du mélange maitre de la réaction de PCR sont ajoutés a chaque tube (par tube : 3 pL de
DTT 0,1 M, 0,6 pL du mélange de dNTPs 50X, 1 pL de MnCl, 80 mM, 400U de
transcriptase inverse Superscript ™ Il dans 6 pL de son tampon 5X, Invitrogen Life
Sciences). L'ensemble est incubé 1 heure a 42°C. A l'issue de cette premiere incubation,

400U de Superscript™ 11 sont ajoutées dans chacun des tubes pour une nouvelle

22 puces & ADN de F. graminearum sur lesquelles sont fixés des fragments d’ADNc représentant environ
5000 des génes du champignon.

2 ARN transcrit in vitro dérivé de clones de génes humains commercialisé par I’Université de I’Etat du
Michigan (http://seeds.nothingham.ac.uk/Nasc/browse/control/Clone_Information NASC.pdf)
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incubation d'une heure a 42°C. La réaction est ensuite arrétée a 4°C en ajoutant 10 pL
d'EDTA 0,5 M pH 8,0 et 10 pL de NaOH 1 N. Les tubes sont alors incubés 15 min a 70
°C puis de nouveau placés a 4°C. Les ADNc sont ensuite précipités overnight a -20°C
apres l'ajout de 10 uL de HCI 1,4 M et 70 pL d'isopropanol. Aprés une étape de
centrifugation de 30 min a 4°C et 14000 rpm, les culots sont rincés avec 200 pL
d'ethanol 70 % puis centrifugés de nouveau a 4°C et 14000 rpm pendant 15 min. Les
culots sont repris dans 100 pL de H,Opepc. La réussite de la réaction de transcription
inverse est vérifiée en quantifiant la présence d'’ADNc dans les échantillons par
spectrométrie a A = 260 nm (1 unité d’absorbance équivaut a 37 ng/uL d'ADN simple

brin) en utilisant un spectrophotométre ND1000 (NanoDrop® Technologies).

Couplage des fluorophores Cy3 et Cy5

Les fluorophores sont achetés aupres de Amersham Biosciences : un pack contient
5 tubes de chacun des colorants sous forme d’un culot sec (quantité suffisante pour
marquer 1 mg de produit) & reprendre dans 75 pL de DMSO?*,

Les ADNCc sont séchés au Speed Vac' (Savant) pendant 45 a 60 min. Au cours des
10 derniéres minutes de séchage, sont ajoutés dans chaque tube 4,5 pL de solution de
Cy3 ou Cy5. Les culots sont repris dans 9 pL de carbonate de sodium 0,1 M pH 9,0 et
incubés 1 heure a température ambiante dans une totale obscurité. Cette étape permet le
couplage du fluorophore sur les ADNc par réaction d’estérification catalysée par le
carbonate de sodium.

Les ADNc marqués sont ensuite purifiés en utilisant un kit QIAquick® PCR
Purification Kit (Qiagen).

Cing microlitres d'acide acétique 5 M sont ajoutés dans chaque tube. Les
échantillons sont ensuite placés a 4°C ; 250 pL de « Qiagen PB Buffer » sont ajoutes et
le mélange est déposé sur la membrane d'une colonne « Qiagen PCR Purification
Column ». Apres 1 min de centrifugation & 14000 rpm, I'éluat est re-déposé sur la
membrane pour une nouvelle étape de centrifugation a 14000 rpm pendant 1 min. La

% Dimethylsulfoxyde
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membrane est ensuite rincée par 750 puL de « Wash Buffer PE » avec centrifugation 1
min a 14000 rpm (rincage répété une fois). L'éluat est éliminé et les dernieres traces de
solutions tampon sont éliminées par une centrifugation finale a 14000 rpm pendant 1
min. Les produits sont ensuite €lués par 50 pL de tampon d'élution « Elution Buffer EB
» déposés sur la membrane, incubés 1 min dans le noir puis centrifugés 1 min a 14000
rpm (élution répétée une fois). L'efficacité de la réaction de couplage est évaluée apres
mesure de l'intensité des fluorescences dans les tubes par spectrométrie a A = 550 nm
(Cy3) ou A = 650 nm (Cy5) en utilisant le Nanodrop® ND-1000.

Les paires d'échantillons d'’ADNc marqués® sont rassemblées chacune dans un
tube unique. L ensemble des tubes est ensuite séché au Speed Vac' pendant 45-60 min.

Les ADNCc restent ainsi stables jusqu'a un mois si conservés a -80°C.

VII11.3.b. Hybridation/scanning des lames

Les ADNc marqués et séchés sont repris avec 65 pL de solution d'hybridation puis
dénaturés 2 minutes a 70°C dans le noir. Le mélange est ensuite immédiatement déposé
sur une lamelle sur laquelle la biopuce est ensuite doucement placée. La lame est
ensuite incubée dans une boite a hybridations opaque et étanche placée a 37°C pendant
8 a 18 heures. A l'issue de ce délai, les lamelles sont retirées des biopuces par trempage
doux mais rapide dans du tampon 1X SSC% & 50°C. Les biopuces sont ensuite lavées
15 min a 50°C sous agitation douce dans un bain constitué de SSC 1X additionné de
SDS 0,1 % (lavage répété 2 fois). Un dernier rincage de 5 a 10 min est réalisé dans du
tampon SSC 1X. La lame est ensuite sechée (a I'abri de la lumiere) par centrifugation 5
min & 1000 rpm. L'acquisition des images est immédiatement réalisée a l'aide d'un

scanner Packard ScanArray 3000 (Perkin Elmer).

25 Une paire est constituée d'un échantillon traité et de son témoin, I'un marqué avec Cy3 l'autre avec Cy5
; une paire est destinée a étre hybridée sur une puce
%6 Tampon Sodium Citrate 0,3 M pH 7,0 et Chlorure de Sodium 3 M

119






Materiels et Méthodes

VI1I11.3.c. Traitement des résultats

Les images sont analysées a l'aide du logiciel GenePix Pro 5.1 (Molecular
Devices). Les résultats sont normalisés et traités avec le logiciel Acuity 4.0 (Molecular

Devices).
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I. Analyse des trichothécenes de type B

Une technique classiquement utilisée pour la détection et le dosage des TCTB
repose sur une méthode d’analyse par GC-ECD?’ (Bakan, 1998). Cette méthode est trés
spécifique et trés sensible. Les limites de quantification (LQ) sur matrice céréaliéeres
sont de I'ordre de 20 ppb pour le DON (méme LQ pour ses formes 3- et 15-acétylées) et
de 40 ppb pour le NIV. Cependant, cette technique présente des désavantages. Tout
d’abord, la zone de linéarité ne concerne que de faibles teneurs en toxines. En condition
standard, au-dela de 100 ng injectés par toxine, le détecteur sature. L’analyse
d’échantillons concentrés nécessite de nombreuses dilutions qui peuvent alors étre
sources d’erreurs. Or, la souche modele de Fusarium principalement utilisée dans nos
travaux a été choisie pour son aptitude a produire de grandes quantités de toxines. Il
était donc nécessaire d’utiliser une technique au domaine d’application plus adapté.
Ensuite, les TCTB n’étant pas volatils, la préparation des échantillons comprend une
délicate - et colteuse - étape de dérivation par silylation (Rizzo & Saari, 1986). La
qualité du dosage chromatographique dépend tres largement de cette étape dont la
réussite est variable, notamment en fonction de I’expérimentateur et de la qualité de
I’agent dérivant. Il était ainsi souhaitable d’utiliser une technique plus robuste. Enfin,
les TCTB dérivés ont une durée de vie n’excédant pas 48 heures : I’analyse doit donc
étre tres rapidement réalisée et peu d’échantillons peuvent étre traités a la fois, ce qui
représente un lourd handicap pour la réalisation d’expériences dans des conditions de

répétabilité et de reproductibilité satisfaisantes.

La littérature est riche en méthodes chromatographiques de dosage du DON et de
ses dérivés, essentiellement GC ou HPLC couplées a des techniques de détection
spectrométrique (UV, fluorescence, de masse) ou comme décrit précédemment en
utilisant un ECD. Des campagnes internationales inter-laboratoires ont évalué plusieurs
de ces méthodes, en particulier dans le cas de la détermination du DON dans le blé et le
mais (Pettersson, 1998, Josephs, et al., 2001). Ces études ont révélé d’une part

I’existence d’un « effet matrice » conduisant fréqguemment a une sur-estimation du

2 Chromatographie gazeuse (Gaz Chromatography, GC) couplée & une détection par capture d’électrons
(Electron Capture Detector, ECD).
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niveau de contamination en DON lors d’analyses en chromatographie en phase gazeuse
; d’autre part, elles concluent toutes a I’insuffisance des techniques en termes de
précision et de comparabilite et & un réel besoin d’améliorer les performances des
methodes de détermination des teneurs en DON.

De plus en plus, les techniques HPLC en phase inverse sont largement
développées. La détection par fluorescence précédée d’une étape de dérivation est
parfois utilisée (Mateo, et al., 2001, Mateo, et al., 2002, Dall'Asta, et al., 2004, Klo6tzel,
et al., 2005). Il est également possible de détecter les TCTB par spectrométrie UV
(Josephs, et al., 1998). Enfin, la détection par spectrométrie de masse (MS) s’est
largement développée pour ses performances lors d’analyses multi-résidus (Berger, et
al., 1999, Razzazi-Fazeli, et al., 1999, Bily, et al., 2004) mais aussi grace a la
démocratisation des détecteurs MS au sein des laboratoires.

I.1. Méthode alternative : chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur a barrette de diodes (HPLC-DAD)

Au regard du matériel disponible au laboratoire, nous avons décidé d’utiliser une
méthode d’analyse par HPLC-UV - chaine HPLC couplée a un détecteur a barrette de
diodes (Diode Array Detector, DAD) — dérivée d’une technique HPLC-MS développée
par Bily A. (Communication personnelle, 2002 ; méthode publiée depuis, voir Bily et
al., 2004). La possibilité de relier en série plusieurs détecteurs sur une méme chaine
HPLC permet I’analyse simultanée par fluorescence de la zéaralénone dont la co-
présence est parfois rapportée sur échantillons naturellement contaminés par Fusarium
(Drochner & Lauber, 2001). La séparation est réalisée le long d’une colonne Zorbax®
Eclipse XBD-C8 (Agilent) en presence d’un gradient d’acétonitrile (voir matériel et
méthodes). Les TCTB sont détectés a A = 220 nm (maximum absolu du spectre
d’absorption), 230 nm et 280 nm, la quantification étant réalisée a A = 230 nm — c’est-a-
dire une longueur d’onde peu spécifique — ce qui implique la présence potentielle d’un
bruit de fond trés important qui ne peut étre éliminé que par une purification efficace de
I’échantillon avant injection. La co-présence de zéaralénone dans les échantillons est

détectée  par fluorescence (hex = 275 nm, Aem = 450 nm).
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Tableau 7 : Temps de rétention et valeurs de référence de la méthode
d'analyse des TCTB par HPLC-UV.

DON 3ADON 15ADON NIV FX
Temps de
rétention 6,3 12,1 11,9 4.4 8,8
(min)
Coefficients
de réponse a 0,19 0,21 0,21 0,24 0,22
A =230 nm
Coefficient
de variation 1,7 1,8 1,3 1,2 1,7
(%)
LD GYEP
0,5 0,6 0,6 0,8 0,7
(Mg/mL)
LD blé 0,2 0.2 0,2 03 03
(ng/9)

Tableau 8: Coefficients de récupération (en pourcentage)
des TCTB en fonction de la méthode préparative et de la

toxine considérées.

DON | ADON | NIV | FX

Extractl’oln a I’acétate 56 84 15 94
d’éthyle

Extraction/purification 73 67 84 76
par SPE

Injection directe 52 73 67 | 13
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Il est a noter que, lors de nos premiers tests, les echantillons étaient classiquement
repris avant analyse dans un mélange acétonitrile/eau®. La reprise des échantillons dans
de l'acétonitrile avant analyse a été préconisé par Bakan (1998) puisqu'en analyse, le
bruit de fond d0 au solvant est inférieur & celui obtenu en utilisant du méthanol. Dans
ces conditions de reprise, nous avons observé un dédoublement systématique des pics.
Le probleme a été résolu en remplacant I’acétonitrile par du méthanol (en accord avec
les conclusions de Hastings & Stenroos, 1995).

Les temps de rétention ainsi que les autres valeurs de référence obtenues sont
rapportées dans le tableau 7.

La répétabilité de la méthode HPLC a été testée (10 injections successives d’un
méme échantillon) : les coefficients de variation obtenus en considérant le DON et ses
formes acétylées sont inférieurs a 2 %, ce qui est une valeur de qualité classiquement
attendue en analyse par HPLC. A notre connaissance, la répétabilité de I’analyse par
GC-ECD n’a pas été véritablement testée. Selon Bakan (1998), des coefficients de
variation inférieurs a 10 % seraient obtenus lors d’extractions de TCTB sur matrice
liquide.

La zone de linéarité de la méthode HPLC s’étend jusqu’a 15 pg injectés par
toxine, ce qui est plus élevé que la limite supérieure de linéarité de la méthode d’analyse
par GC-ECD (100 ng injectés par toxine). Cette limite est adaptée aux quantifications
des productions en toxines par notre souche modéle F. graminearum CBS185.32 au
potentiel de production en DON/ADON élevé.

Des Limites de Détection et de Quantification (respectivement LD et LQ) ont été
établies sur la base LD = bruit x 3 et LQ = LD x 2. Elles sont donc directement liées a
la nature méme de la matrice analysée (type de tissu, milieu liquide etc.) ainsi qu’aux
efficacités des méthodes de purification a disposition. Les valeurs rapportées dans le
tableau 8 ont été déterminées en considérant les méthodes classiques
d’extraction/purification des TCTB (voir matériel et méthodes). Il est remarquable que
I’analyse des niveaux de contamination de grains de céréales donne de bons résultats

grace a une méthode de purification des échantillons par SPE® éliminant efficacement

%8 Classiquement, en HPLC les échantillons & analyser sont en solution dans une phase identique a la
phase mobile pour assurer une miscibilité maximum et limiter la présence de pics de solvant en début de
chromatogramme.

%° Solid Phase Extraction (Extraction sur Phase Solide)
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le bruit de fond (utilisation de colonnes commerciales de « clean up » de type charbon
alumine, colonnes P51, R-Biopharm, Rhéne Diagnostics). Les LD obtenues en analyses
d’échantillons céréaliers par HPLC-UV sont supérieures a celles obtenues par GC-ECD
(de 5 a 15 fois plus élevées). L’analyse d’échantillons trés faiblement contaminés n’est
donc pas permise par HPLC-UV. Ceci est encore plus vrai sur matrice liquide GYEP ou
les LD déterminées sont encore 2,5 a 4 fois supérieures a celles établies sur blé. La
cause en est identifiée : le bruit de fond obtenu lors d’analyses de certains échantillons
est important. Le GYEP étant notre milieu de référence, une attention toute particuliére

a eté portee sur les méthodes de préparation des échantillons avant analyse par HPLC.

1.2. De I’extraction/purification des TCTB sur matrice liquide GYEP

La méthode d’extraction utilisée en routine au sein du laboratoire (extraction
simple a I’acétate d’éthyle, d’apres Bakan 1998) ne permet pas d’éliminer le bruit de
fond élevé lié au milieu GYEP observé sur les chromatogrammes HPLC. De plus, cette
meéthode s’aveére étre insuffisante en terme d’efficacité d’extraction du NIV avec un taux
de récupération de seulement 15 % (Ponts, 2002). L’efficacité d’extraction du DON est,
quant a elle, faible avec un taux de récuperation de I’ordre de 60 %. Pour pallier a ces
insuffisances, une méthode d’extraction/purification simple et efficace pour I’extraction
sur des échantillons biologiques liquides a été adaptée pour étre applicable sur GYEP
(Razzazi-Fazeli, et al., 2003) ; des essais d’analyse HPLC par injection directe de

I’échantillon ont également été réalises.

I.2.a. Extraction/purification par SPE sur GYEP

La méthode de purification des TCTB sur echantillons ceréaliers a été adaptée
pour nos matrices aqueuses (Razzazi-Fazeli, et al., 2003) : les échantillons sont d’abord
extraits avec de I’acétonitrile (84 mL d’acétonitrile pour 16 mL de GYEP) avant d’étre
purifiés sur colonnes R-Biopharm P51 (voir matériel et méthodes). Les taux de
récupération du DON et du NIV sont alors respectivement de 73 % et 84 %, ce qui est
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satisfaisant. Toutefois, I’utilisation de ces colonnes est extrémement codteuse — une
colonne a usage unique codte environ 10 € — rendant difficile I’application de cette
méthode sur un grand nombre d’échantillons. Dés lors, elle sera réservée a certaines

analyses, recherches précises de DON et/ou de NIV, limitées en nombre d’échantillons.

1.2.b. Injection directe

L’ analyse par HPLC offre la possibilité d’injecter directement I’échantillon aprés
dilution dans du méthanol (50 %, v/v), c’est-a-dire sans aucune extraction préalable.
Cette méthode offre alors un bon compromis pour I’ensemble des TCTB avec un taux
de récupération devenu significatif pour le NIV (67 %) sans que les taux obtenus pour
les autres toxines ne soient significativement affectés.

L’avantage de cette méthode réside en sa simplicité et sa rapidité d’exécution. Elle
reste utilisable a grande échelle pour le dosage de NIV/FX. Cependant, I’échantillon
n’étant ni concentré ni débarrassé du bruit de fond, elle est non adaptée pour la
quantification de faibles teneurs en toxines et reste réservée a I’analyse d’échantillons

fortement contaminés (contamination > 1 ppm®).

Les coefficients de récupération obtenus pour chacune des toxines, selon la
méthode considérée, sont synthétisés dans le tableau 8. Nous avons choisi de conserver
la méthode habituelle d’extraction a I’acétate d’éthyle pour les dosages routiniers du
DON et de ses formes acétylées, malgré une sous-estimation des quantités de DON
présentes dans les milieux. La méthode par injection directe est alors destinée aux
dosages du NIV et de la FX, et seuls les échantillons contaminés avec plus de 1 ppm de
toxines peuvent étre considérés comme significatifs. En cas de nécessité de dosage
précis d’aliquotes plus faiblement charges en TCTB, la méthode de purification par SPE

peut étre appliguée.

%0 partie par million = mg/kg ; ppb = partie par billion = ug/kg
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Figure 14 : Productions en TCTB par 12 souches de Fusarium spp. graminearum et
culmorum en mini-cultures GYEP de 10 jours.

Les valeurs « NIV » et « DON » indiquent le chemotype de la souche considérée. Les
valeurs numériques indiquées au-dessus des noms des souches indiquent les potentiels
de production de TCTB de référence (en ppm, selon notre méthode de détermination
décrite en matériel et méthodes).
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Il. Variabilité¢ des niveaux de production de TCTB par

Fusarium en cultures liquides

Le milieu GYEP a été décrit comme étant optimal pour la production in vitro de
mycotoxines par Fusarium spp. (Miller, et al., 1983, Bakan, 1998) et a donc été utilisé
comme milieu de référence pour I’ensemble de nos travaux. Toutefois, plusieurs essais
ont montré qu’en fonction du lot d’extrait de levure utilisé les niveaux de production de
toxines peuvent varier de fagon importante (Miller & Young, 1985). Ainsi, le méme lot
d’extrait de levure a été utilisé pour toutes nos expériences. Un milieu synthétique
MSM (« Milieu Synthétique Mycotoxines ») minimum s’affranchissant des problemes
de variabilité de la composition de I’extrait de levure est en cours d'optimisation au

laboratoire (Boutigny, 2004, communication personnelle).

I1.1. Expression variable du potentiel toxinogéne selon le mode de

culture (milieu et procedure)

Nous avons abordé en introduction la notion de potentiel toxinogéne. Ce potentiel
peut étre considéré comme une caractéristique d’une souche de Fusarium. Il est défini
par la capacité du champignon, qualitative (chemotype DON ou NIV) et quantitative, a
produire des mycotoxines. Le potentiel toxinogene d’une souche a été arbitrairement
défini par la teneur en toxines de grains stériles inoculés in vitro et placés a 25°C
pendant 21 jours (matériel et méthodes). Nous avons voulu évaluer le niveau

d’expression de ce potentiel toxinogéne en fonction du mode de culture.

Un « screening » d’une douzaine de souches — 6 F. graminearum et 6 F.
culmorum (chemotypes DON et NIV également représentés pour chaque espece) — a été
réalisé en mini-cultures GYEP. Parmi ces 12 souches, la souche F. graminearum
CBS185.32 est utilisée comme référentiel (souche modele de chemotype DON
traditionnellement utilisée au laboratoire et majoritairement utilisée pour I’ensemble de

nos travaux). La figure 14 présente les niveaux de productions de toxines mesurés dans
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les filtrats des milieux de culture et met en évidence I’absence de cohérence entre
potentiel toxinogene et production de toxines in vitro. A titre d’exemple, les souches
INRA 117 et CBS185.32 ont des potentiels de production de TCTB semblables — de
I’ordre de 500 ppm — mais produisent des niveaux de toxines tres différents en milieu
GYEP, la souche CBS185.32 étant bien meilleure productrice de DON/ADON (environ
10 fois plus) que la souche INRA 117. Globalement, des souches avec des potentiels
toxinogenes élevés peuvent ne produire que de faibles quantités en milieu GYEP (INRA
91, INRA 134, INRA 305). La réciproque n’est pas vraie : il n’a jamais été observé
qu’une souche définie comme peu productrice de TCTB (e.g. INRA 158) produise des
toxines en quantités importantes. La méme observation a été réalisée en mini-cultures
MSM (Boutigny, 2005, communication personnelle). En mini-cultures MSM, la souche
CBS185.32 devient hyper-productrice de TCTB avec des niveaux de toxines 20 fois
plus élevés qu’en GYEP. En revanche, la souche INRA 129 présentant un bon niveau
de production de toxines en milieu GYEP ne s’est pas développée en milieu MSM.
Enfin, la souche INRA 305 n’ayant pas produit de toxine sur GYEP a produit 4500 ppm
de TCTB sur MSM (données non présentées).

Ces expériences demontrent de facon tres claire I’extréme variabilité biologique
des souches de Fusarium spp. graminearum et culmorum, en fonction du mode de
culture. Ce phénomeéne a par ailleurs été observé par d’autres auteurs (Megalla, et al.,
1986). Une souche modéle « idéale » pourrait alors étre une souche dont les productions
en toxines sont cohérentes entre différents milieux de cultures, i.e. une souche qui
exprime son potentiel toxinogene quel que soit le milieu considéré. Une souche qui
répond a cette condition peut alors étre qualifiée de « souche robuste » par opposition a
« souche variable ». La souche CBS185.32 est la souche la plus robuste de cet essai et a

donc éte utilisée comme souche de réference tout au long de nos travaux.

11.2. Variabilité entre lots de culture

Au cours de nos travaux, il est arrivé plusieurs fois et de fagon aléatoire qu’une
souche habituellement bonne productrice de TCTB en cultures standard GYEP

n’exprime pas son potentiel et ne synthétise que des niveaux minima en toxines.
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Cette variabilité de I’expression des potentiels toxinogenes au cours du temps a été
observée au cours de plusieurs études synthétisées par Bakan (1998). Il a été décrit que
les repiquages successifs des souches sont associés a des diminutions voire des pertes
du potentiel toxinogene de Fusarium spp. Toutefois, ce phénoméne ne semble pas étre
systématique : des essais réealises au laboratoire n’ont pas montré de lien entre le
nombre ou la fréquence des repiquages sur la biosynthese de TCTB par F. graminearum
CBS185.32 (Ducos, 2004, communication personnelle). Ces observations sont en
accord avec les travaux de Wing, et al., (1995), qui ont mis en évidence une
dégeénérescence des cultures aprés 10 repiquages sans altération des niveaux de
production de trichothécenes chez Fusarium spp.

Une solution proposée pour remédier a cette variabilité consiste en une pré-culture
sur substrat céréalier naturel (Bakan, 1998). Cette méthode a été testée sur la souche
INRA 155 de chemotype DON dont le potentiel toxinogéne déterminé sur blé est de 860
ppm. Cette souche a été utilisée une premiére fois en cultures standards GYEP. Aprés
15 jours de culture, les rendements en TCTB obtenus étaient extrémement faibles ,
c’est-a-dire inférieurs a 1 pg par gramme de biomasse seche. La méme procédure a été
répétée aprés une pre-culture sur grains de blés stériles. Les rendements en TCTB
obtenus étaient a nouveau extrémement faibles (données non présentées). Cet essai
illustre les limites de la technique de pré-culture sur substrat céréalier préconisée par
Bakan (1998).

En revanche, quelques mois plus tard et sans qu’aucune procédure de pre-culture
n’ait été utilisée, des quantités importantes de toxines ont été produites par la méme
souche INRA 155 : des rendements en TCTB supérieurs a 6500 pg par gramme de
biomasse seche ont été mesurés dans les filtrats de cultures standards GYEP &gées de 15
jours. Ainsi, ce phénomeéne largement observé est encore incompris et il n’existe, a

I’heure actuelle, pas de procédure permettant de I’éviter totalement.

11.3. Variabilité intra lots de culture

Nous avons également été confrontés a un autre type de variabilité : au cours de

nos essais préliminaires en cultures standards GYEP, il existait souvent une variance
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importante dans les niveaux de production de toxines inter-replicats, jusqu’a 80 % de
variations, ce qui avait pour consequence d’affaiblir la significativité d’éventuelles
modulations par divers traitements. Ces variations ont pu étre limitées, a environ 4 fois
moins (20 %), en utilisant des bouchons commerciaux Bugstopper® (Whatman®) pour
fermer les fioles Erlenmeyer utilisées en cultures standards au lieu des traditionnels
bouchons en coton cardé enveloppés de gaze fabriqués manuellement, et donc de tailles
et densités différentes. Nos résultats sont en accord avec de précédentes études ayant
démontré que les niveaux de production de mycotoxines par Fusarium spp. sont tres
largement modulés par la qualité de ses eéchanges gazeux avec son milieu. (Greenhalgh,
et al., 1983, Miller, et al., 1983).

Nos observations illustrent largement la grande variabilité des souches de
Fusarium spp. dans I’expression de leur potentiel toxinogene en cultures liquides.
Cependant, ce phénoméne peut étre minimisé par un choix judicieux du matériel
biologique et de procédures de mise en culture robustes.

A notre connaissance, de telles variations n’ont pas été rapportées lors de cultures

sur substrat naturel.

I11. Profils chromatographiques et expression variable du

potentiel toxinogene

Les conditions de culture liquide de Fusarium ont été redéfinies et ont permis
d’améliorer la répétabilité et la reproductibilité des expériences :
- utilisation d’un méme lot d’extrait de levure pour une série d’expériences en
milieu GYEP ;
- utilisation systématique des bouchons commerciaux Bugstopper® ;
- utilisation de la souche CBS185.32 comme souche de référence dont la relative

robustesse en termes de production de toxines a été mise en évidence.
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Figure 15 : Profils chromatographiques des extraits A et B issus de cultures GYEP
ageées de 21 jours de F. graminearum producteur de 15ADON.

Les lots de milieu GYEP ainsi que les inoculums utilisés pour les cultures A sont
identiques a ceux utilisés pour réaliser les cultures B. Profil A représenté en rouge,
profil B en noir.

Tableau 9 : Intensité des réponses a

A =230 nm
| 15ADON | X1
Profil A 2500 1080
Profil B 780 3100

(surfaces des pics en mAU.min)
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Malgré ces avancées, les variations aléatoires de I’expression du potentiel
toxinogene d’une souche entre lots de culture n’ont pas été totalement éliminées et
restent de cause(s) indéterminée(s).

Dans les conditions ou la production de TCTB n’est pas observée, I’observation
des profils chromatographiques obtenus, apres analyse par HPLC-UV 3, des filtrats des
milieux de cultures, a révélé la présence d’un ou plusieurs composés non définis qui
semblent s’accumuler de maniére importante lorsque les niveaux de toxines sont

réduits.

I11.1. Profils obtenus par HPLC-UV 3,

L’analyse des profils chromatographiques, obtenus par HPLC-UV,3, d’extraits
issus de cultures dans lesquelles les niveaux de productions en TCTB sont inférieurs a
ceux classiqguement obtenus a révélé la présence de composés non identifiés
s’accumulant dans les milieux.

A titre d’exemple, la figure 15 représente les profils chromatographiques de deux
extraits A et B issus d’un méme lot de cultures GYEP de F. graminearum CBS185.32
producteur de 15ADON. Le profil A (rouge) est le profil classiguement obtenu apres 21
jours de cultures liquides GYEP. Le profil B (noir) a été obtenu dans des milieux dans
lesquels I’accumulation en 15ADON était réduite 3 fois. En plus du pic attendu de
15ADON est présent un pic, noté X;, de surface intégrée significative, détecté aprés
16.1 minutes d’analyse. L’analyse quantitative des profils révéle une intensité de
réponses 3 fois plus importante dans I’extrait A que dans I’extrait B en ce qui concerne
le 1I5ADON (tableau 9). Lorsque I’on considere le pic Xy, il apparait que la tendance est
inversée avec une intensité de réponse 3 fois plus importante dans I’extrait B que dans
I’extrait A. Ces observations semblent suggerer I’existence d’un lien négatif entre
I’accumulation de 15ADON et celle du composé X; (ces observations ont été vérifiées a
chaque fois que I’accumulation de 15ADON était réduite sans que la cause de cette

diminution ne puisse étre identifiée).
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Tableau 10 : Liste des différents ions obtenus pour le DON et le 3ADON en mode
d’ionisation positif.

lonisation positive
Composé MM Diffé
(g/mol) [ my/z ITierence Identification
de masse
MS
DON (C45H500¢) 314 +18 [M+ NH,J*
297 +1 [M + H]*
279 +1-18 [M +H-H,0*
296 267 +1-30 [M +H-CH,O]*
261 +1-36 [M +H-2H,0]*
249 +1-48 [M + H-CH,0 - H,0]*
231 +1-66 [M + H-CH,0 - 2H,0]*
MS
356 +18 [M + NH,]*
339 +1 [M + HJ*
MSZ339
321 +1-18 [M +H-H,0]*
338 297 +1-42 [M+H- Ac]*

279 +1-60 [M + H - OAc]*
261 +1-78 [M +H-0OAc - H,0]*
249 +1-90 [M + H-OAc - CH,OJ*
243 +1-96 [M + H- OAc - 2H,0]*
231 +1-108 [M +H-OAc-CH,0 - H,0]*

D’aprés Voyksner, et al., 1987, Berger, et al., 1999, Razazzi-Fazeli, et al., 1999,
Nielsen & Smedsgaard, 2003, Bily, et al., 2004, les groupements identifiés qui
correspondent a la différence de masse calculée sont notés en rouge.
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Une hypothése possible au regard de ces informations est alors que le composé X;
est un composé intermédiaire de la voie de biosynthese des TCTB. Sous certaines
conditions encore indéterminées, la voie de biosynthése des trichothécenes serait
interrompue entrainant une accumulation de X; et la non accumulation de 15ADON.

Nous avons testé notre hypothése en analysant les milieux de culture dans lesquels
X3 s’accumule de fagon plus importante par chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur par spectrométrie de masse. Ce détecteur était équipé d'une
source ionisante (ionisation en présence d’acétate d’ammonium) de type electrospray et
d'un analyseur de type piége & ions (HPLC-ESI-TI-MS® : matériel LCQ Advantage
Max, Thermo Electron Corporation ; analyses réalisées en collaboration avec le service
technique de Thermo Electron Corporation).

I11.2. Analyse par HPLC-ESI-TI-MS

I11.2.a. Analyses du DON et de ses formes acétylées

Le DON et le 15ADON ont été analysés en mode négatif afin d’étre utilisés
comme références. La littérature contient de nombreuses données relatives a I’analyse
MS du DON et du 3ADON en mode d’ionisation positif (Voyksner, et al., 1987, Berger,
et al., 1999, Razzazi-Fazeli, et al., 1999, Nielsen & Smedsgaard, 2003, Bily, et al.,
2004). Les tableaux 10 et 11 énumeérent respectivement les ions obtenus lors des
analyses du DON et du 3ADON en mode d’ionisation positif, et les fragments obtenus
aprés fragmentation du DON et du 15ADON en mode d’ionisation négatif. Les figures
16 et 17 représentent respectivement les schémas de fragmentation du DON et du
15ADON obtenus en mode d'ionisation négatif. La masse molaire du DON est égale a
296 g/mol, celle du ADON (3- ou 15-acetylé) a 338 g/mol.

31 High Performance Liquid Chromatography — Electrospray lonisation — Trap lon — Mass Spectrometry
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Tableau 11 : Liste des fragments obtenus pour le DON et le 15ADON en mode d’ionisation

négatif.
lonisation négative
Composé m/z Différence T
m/z Identification
de masse
MS
355 -1+60 [M—H + CH,COOH]
295 -1 [M - HY
265 -1-30 [M - H - CH,OT
MSZ355
PON (a0 295 - 60 [M - H + CH,COOH - CH,COOH]-
265 -60 - 30 [M - H + CH,COOH - CH,COOH — CH,O]
206 247 - 60 - 48 [M - H + CH,COOH - CH,COOH - CH,0 - H,0J
MS?g5
277 -18 [M - H-H,0]
265 -30 [M - H - CH,OT
247 - 48 M - H - CH,0 - H,0]
M83265
247 -18 [M - H-CH,0 - H,0]
235 -30 [M-H-CH,0 - CH,OI
217 - 48 [M - H-CH,0 - CH,0 - H,0]
MS
397 -1+60 [M - H + CH,COOH]
337 -1 [M - HY-
293 -1-44 [M—H-CO-CH,]
15ADON (CyHiyO5) 265 -1-72 [M-H - CH,0 - Acl
233 -1-104 [M-H-CH,0-Ac-2CH,]
205 -1-132 [M -H - CH,0 - Ac-2CH,- COJ
338 | MS%,
337 - 60 [M - H + CH,COOH - CH,COOH]-
277 -120 [M - H + CH,COOH - CH,COOH - OAc]
MS%;
277 - 60 [M —H - OAc]
259 -78 [M—H - OAc - H,0]
247 -90 [M —H - OAc - CH,OJ
229 - 108 [M —H - OAc - CH,0 - H,0]

Les groupements identifiés qui correspondent a la différence de masse calculée sont notés en

rouge.
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En mode positif (tableau 10), les adduits ammonium [M + NH,]" ont été détectés
pour le DON (m/z 314) comme pour le 3ADON (m/z 356). Les fragments obtenus
communs au DON et au 3ADON sont m/z 297, 279, 261, 249 et 231 (obtenus en MS?
de I’ion m/z 339 en ce qui concerne le 3ADON). Les fragments m/z 279, 249 et 231 ont
été definis par Nielsen et Smedsgaard (2003) comme étant des ions classiquement
obtenus de fagon prédominante lors de la fragmentation du DON et du 3ADON en
mode positif.

Pour le DON, les pertes en unités de masse (uma) observées sont : 18 uma, 30
uma, 36 uma, 48 uma et 66 uma. La perte de 18 uma correspond a la perte de H,O a
partir d’un groupement OH, et la perte de 30 uma peut étre associée a la perte de CH,O
a partir de I’anneau époxyde ou du groupement OH associé au carbone C15 (Berger, et
al., 1999). La perte de 36 unités correspond alors a la perte de 2H,O a partir de 2
groupements OH, la perte de 48 unités peut étre la perte de CH,O et de H,0, et la perte
de 66 unités peut étre la perte de CH,O et de 2H,O (tableau 10, colonne
« Identification »).

Pour le 3ADON, les pertes en unités de masse observées sont : 18 uma, 42 uma,
60 uma, 78 uma, 90 uma, 96 uma et 108 uma. Berger et al. (1999) ont associé la perte
de 42 uma a la perte de CH,CO a partir du groupement acetyl, et la perte de 60 uma a
été associée a la perte de CH3COOH a partir du groupement acétyle. La perte de 78 uma
peut donc étre interprétée comme la perte de CH3COOH et de H,0, la perte de 90 uma
peut étre associee a la perte de CH3COOH et de CH,0, la perte de 96 uma peut étre
associée a la perte de CH3COOH et de 2H,0, et enfin la perte de 108 uma peut étre
associée a la perte de CH3COOH et CH,0 et H,0.

En mode négatif (tableau 11), les adduits acétate [M — H + CH3COOH] ont été
détectés pour le DON (m/z 355) comme pour le 15ADON (m/z 397). Les fragments
obtenus communs au DON et au 1I5ADON sont m/z 277, 265 et 247.

Pour le DON, les pertes en unités de masse observées sont : 18 uma, 30 uma, et 48
uma (Tableau 11 et figure 16). Les pertes de ces masses ont été associées de la méme
facon que lors de I’analyse en mode positif, c'est-a-dire la perte de 18 uma est associee a
la perte de H,O, 30 uma représente la perte de CH,O et 48 uma celle de CH,0 et H,0.
Pour le 15ADON, les pertes en unités de masse observées sont : 44 uma, 60 uma, 72
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uma, 78 uma, 90 uma, 104 uma, 108 uma et 132 uma (Tableau 11 et figure 17). La perte
de 44 uma représente la perte de CO et CH,4 (28 + 16 = 44 uma), la perte de 60 uma est
associée a la perte de CH3COOH a partir du groupement O-acétyle en C15, la perte de
72 uma est identifiée comme la perte de CH,O (groupement époxyde) et de CH,CO
(acétyle), la perte de 78 uma represente la perte de CH3COOH et de H,0, la perte de
104 uma est associée a la perte de CH,O et de CH,CO et de 2CH4, la perte de 108 uma
représente la perte de CH3COOH et de CH0 et de H,0, et enfin, la perte de 132 uma
est associée a la perte de CH,0, de CH,CO, de 2CHjy, et de CO.

X1 a été analysé en mode d’ionisation négatif.

111.2.b. Analyse du pic X; en mode d’ionisation négatif

L’analyse HPLC-ESI-TI-MS a permis de révéler la présence de 3 composés co-
éluant dans le pic X; indiqué sur la figure 15. Chacun de ces trois composés, notés Xa,

Xib et X;c, & été analysé en mode négatif.

Compose X,a (tableau 12 et figure 18)

Les adduits acétates [M — H + CH3COOH] et [M — H + CH3;COOH - H,0] ont
été détectés lors de I’analyse en MS du pic X;a en mode négatif (m/z 309 et 291). Ces
résultats indiquent qu’il s’agit d’un produit de masse moléculaire 250. Les ions obtenus
aprés fragmentation (jusqu’a MS®) sont m/z 249, 231, 203, 201 et également plusieurs
fragments de masses moléculaires inférieures a 150 (Figure 18, MS%). L’ion m/z 249
est identifié comme la molécule X;a ayant perdu un proton [M — H]. Les ions m/z 231,
203 et 201 correspondent respectivement a la perte de 18 uma, 46 uma et 48 uma. Les
pertes de 18 uma et 48 uma ont été observées pour le DON et ont été assimilés a la perte
de H,0 a partir d’un groupement OH (18 uma), et a celle de H,O et de CH,O (18 + 30 =
48 uma). La perte de 46 uma pourrait étre interprétée comme la perte de CH, et de
CH,0 a partir d’un groupe époxyde ou d’un groupe carbonyle hydroxylé (16 + 30 = 46

uma). La perte de 46 uma pourrait également étre associée a la perte de CO et H,O (28
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Tableau 12: Liste des fragments obtenus pour le composé X;a en mode
d’ionisation négatif.

lonisation négative
Composé m/z Différence Interprétation possible
de masse

MS
309 -1+60 [M —H + CH,COOH]
291 -1+60-18 [M - H + CH,COOH - H,0T
249 -1 [M - H]

MSZ309

% a 249 -1-60 [M - H + CH,COOH - CH,COOH]-
! 231 -78 [M —H + CH,COOH - CH,COOH - H,0]

MS% 49
249 0 [M-H]
231 -18 [M-H-H,0
203 -46 [M-H-CH,0-CH,I
201 -48 [M-H-CH,0 - H,0T

Les groupements identifiés qui correspondent a la différence de masse calculée sont
notés en rouge.

2 3
MS MS“300 MS~ 249
249
-18
- 60 "

-60

qg| e 7

-78

i e oy 1 <

R i = e N = = e = = = v - e ¥ . u

Figure 18 : Spectre de X;a m/z 250 en mode d’ionisation négatif.
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+ 18 = 46 uma). Les schémas des fragmentations du DON et de X;a semblent proches.
Ces observations pourraient suggérer que X;a appartient a la famille des trichothécenes.
Il semble que la perte de H,O & partir d’une position substituée par un OH semble plus
rare lors de la fragmentation de Xja que lors de celle du DON, ce qui suggére que le

composé X;a est peut-étre moins hydroxylé que le DON.

Il semble donc que le composé X;a soit un composé de masse moléculaire 250 et
qu'il possede une structure chimique comparable a celle du DON avec cependant moins
d'’hydroxylation. Cette similarité structurale avec le DON suggere que X;a pourrait étre

un des intermédiaires de la voie métabolique conduisant a la production de DON.

La figure 19 propose notre interprétation de la voie de biosynthése des
trichothéceénes. La voie conduisant a la production de TCTA, qui differe de la voie des
TCTB par quelques étapes seulement, est également indiquée a titre informatif. Parmi
tous les intermédiaires connus, seul l'isotrichodermol posséde une masse molaire égale a
250. Sa structure, moins hydroxylée que celle du DON, en fait un excellent candidat

pour l'identification. Le composé Xia pourrait étre I'isotrichodermol.

La méme analyse a été réalisée pour les composés Xib et Xic. Les schémas de
fragmentation de ces molécules sont identiques révélant que X;b et X;c sont des
composés isomeres. Seule I'analyse du pic X;b est ici présentée (I'analyse du pic X1c

étant tout a fait identique).

Composé X;b (tableau 13 et figure 20)

L'adduit acétate [M — H + CH3;COOH] et I'anion [M — H] ont été détectés lors de
I’analyse du composé Xi:b en mode negatif (m/z 327 et 267). Ces resultats indiquent
qu’il s’agit d’un produit de masse moléculaire 268.

Les ions obtenus aprés fragmentation (jusqu’a MS? de I’ion m/z 267) sont m/z
239, 223, 205, 179 et quelques fragments non identifiés de masses moléculaires

inférieures. Les ions m/z 239 et 223 correspondent respectivement a la perte de 28 uma
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Chapitre 1 : Mise en Place de Méthodes et Procédures Expérimentales

et 44 uma. La perte de 28 uma peut étre reliée a la perte de CO. La perte de 44 uma peut
étre reliée a la perte de CO et de CH,4 (28 + 16 = 44 uma) ou a celle de COO. La perte
de 62 uma peut étre interprétée comme la perte de 2 groupements CH, et de CH,0 (2 x
16 + 30 = 62 uma), ou a celle de CO et CH,4 et H,O (28 + 16 + 18 = 62 uma), ou enfin a
la perte de COO et H,O (44 + 18 = 62 uma). Par analogie avec le DON, la perte de
CH,0 pourrait suggerer la présence d'un groupe CH,OH ou d'un pont époxyde sur la
molécule mére. Enfin, le fragment m/z 179 pourrait alors étre associé a la perte de
2CH,0 et de CO (2 x 30 + 28 = 88 uma) ou d’un groupement O-acétyle et de CO (60 +
28 = 88 uma).

Les fragments sont différents de ceux observés pour le DON en accord avec un
schéma de fragmentation différent. Les squelettes chimiques de X;b et du DON sont
donc différents. La perte de 44 uma n’est observee que dans le cas de X;b et dans celui
du 15ADON, mais pas lors de la fragmentation du DON. La présence d'un groupement
époxyde similaire a celui du DON et du 15ADON est suspectée. Enfin, nous savons que
la molécule X;b est de masse moléculaire 268 et qu'elle est présente dans les milieux en
mélange avec un de ses isomeres. Le trichotriol et I'isotrichotriol, de masse molaire 268,
sont deux molécules isomeres parmi les premiers intermédiaires de la voie de
biosynthese des trichothécenes. Leur squelette chimique est différent de celui du DON
(la formation du squelette tel qu'il est dans le DON n'intervient qu'a partir de la
formation de l'isotrichodermol) ce qui semble justifier des schémas de fragmentation
différents. L’analyse de trichotriol ou d’isotrichotriol purifiés pourrait permettre de
valider notre interprétation du schéma de fragmentation des composés X;b et Xic et
ainsi confirmer leur identification. Cette vérification n'a pas (encore) été possible a ce
jour puisque ces composés ne sont pas commercialisés et qu'il est donc nécessaire de
préparer des solutions purifiées au préalable. Cependant, I'analyse de la structure
chimique de ces composés, le trichodermol et le trichotriol (et son isomere), peut
permettre d'émettre des hypothéses quant aux fragments théoriqguement attendus apres

fragmentation.
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Tableau 13 : Liste des fragments obtenus pour le composé X1b
en mode d’ionisation négatif.
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Figure 20 : Schéma de fragmentation de X;b m/z 268 en mode d’ionisation négatif.



Chapitre 1 : Mise en Place de Méthodes et Procédures Expérimentales

I11.2.c. Hypothese de fragmentation du trichodermol et du trichotriol
(Figure 21)

Les structures de l'isotrichodermol et du trichotriol sont présentées sur la figure
21.

Il est delicat de prédire avec certitude les mouvements électroniques pouvant avoir
lieu dans ces molécules. Nous nous limiterons a déterminer de facon superficielle les
groupements susceptibles d'étre facilement perdus lors de la fragmentation de ces
molécules.

Dans le cas de l'isotrichodermol, trois groupements méthyle sont susceptibles
d'étre perdus sous la forme CH,4 (16 uma) tandis qu'un unique hydroxyle est présent sur
la molécule (perte de 18 uma sous forme de H,O). La perte de I'anneau époxyde
génererait CH,O (30 uma). Ces données sont en accord avec les résultats expérimentaux
obtenus lors de I'analyse du composé X;a (Tableau 12, figure 18) ce qui est un indice
supplémentaire en faveur de notre hypothese d'identification de X;a comme étant de
I'isotrichodermol.

Dans le cas du trichotriol, trois groupements méthyle et I'anneau époxyde sont
également susceptibles d'étre perdus respectivement sous la forme de CH4 (16 uma) et
sous la forme de CH,O (30 uma). En revanche, trois groupements hydroxyles sont
présents sur la molécule (au lieu de un groupement unique pour l'isotrichodermol)
pouvant permettre trois fois la perte de 18 uma (H,O). Ces valeurs ne sont pas en
contradiction avec les résultats des analyses du composé X;b (Tableau 13, figure 20) et
I'nypothése selon laquelle X;b et X;c seraient le trichotriol et I'isotrichodermol reste

possible.

111.3. Synthese

Il semble que des intermédiaires de la voie de biosynthése des TCTB sont
susceptibles de s’accumuler aux depends de la production de 15ADON, et ce dans des

conditions encore non déterminées. En particulier, il est possible que I’un des composés
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Figure 21: Hypothese de fragmentation simple du trichodermol et de
I"isotrichotriol.

Les valeurs numériques indiquent la masse atomique molaire du groupement perdu
(groupement précisé entre parenthéses).



Chapitre 1 : Mise en Place de Méthodes et Procédures Expérimentales

détectés soit le trichodermol, substrat de TRI101 (enzyme impliquée dans la voie de
biosynthese des trichothécénes).

L’accumulation anecdotique de tels composés dans certains milieux de culture
peut suggérer une expression différentielle de certains génes impliqués dans la voie de
biosynthese. Notamment, une diminution du niveau d’expression de Tril01 pourrait
expliquer I’accumulation de son substrat, c’est-a-dire I’isotrichodermol tandis que le

ADON n’est produit qu’a des niveaux plus faibles.

IVV. Méthodes & Procédures Expérimentales : Conclusion

Pour faire face a une faible répétabilité technique des essais liquides utilisant
Fusarium comme matériel biologique, les procédures de culture ont été standardisées :
un méme lot d’extrait de levure doit étre utilisé pour toute une série d’expériences et
I"utilisation des bouchons commerciaux Bugstopper® pour fioles Erlenmeyer est

devenue systématique.

Par ailleurs, nous avons da faire face a des variations biologiques importantes
entre lots de culture : pour des raisons indéterminées il n’est pas rare d’observer, pour
une souche produisant habituellement de fortes quantités en toxines, une diminution
importante de I’accumulation de toxines. Dans ces conditions ou la production en TCTB
est fortement diminuée (voire parfois non observée), I’utilisation d’une technique
d’analyse des TCTB par HPLC-UV s’est révélée particuliérement intéressante. En effet,
sa faible spécificité eut égard a la détection a A = 230 nm (longueur d’onde peu
spécifique) a permis la détection de composes s’accumulant dans nos milieux de
culture. Identifier la nature de ces composés permet d’apporter des éléments nouveaux
sur la voie de biosynthese des TCT pour en comprendre les mécanismes de régulation.

Le « composé X; » a été en particulier remarqué ; le signal correspondant observé
sur les profils chromatographiques est de forte intensiteé, signal qui par ailleurs
augmente lorsque le signal associé au 15ADON diminue. Des analyses hors site par

spectrométrie de masse ont été réalisées et ont révélé que sous le pic X; co-éluent trois
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composés qui pourraient vraisemblablement étre de I’isotrichodermol et du trichotriol
en mélange avec son isomére I’isotrichotriol. Ces composés sont tous les trois des
intermédiaires de la voie de biosynthése des TCT.

Ces résultats semblent révéler I'importance de I’étape d’acétylation de
I”isotrichodermol en isotrichodermine au cours du processus de biosynthese des TCT.
Cette étape est catalysée par une 3-O-acetyltransferase codée par Tril01 (figure 19).
L’analyse du profil d’expression de ce géne et de ses régulateurs représente alors une
piste importante pour la compréhension des mécanismes de variation biologique des

niveaux de toxinogenese.

Le pic X; n’est pas le seul que nous avons observé dans nos milieux au cours de
nos nombreux essais. Il semble que les pics s’accumulant lors d’une diminution des
niveaux de production en DON/ADON par F. graminearum soient différents de ceux
s’accumulant lors d’une diminution des niveaux de production en NIV/FX par F.
culmorum. Ne disposant pas de détecteur de masse, les analyses HPLC-MS ont été
faites en dehors du laboratoire, ce qui ne nous a pas permis d’analyser autant de pics
que nous I’aurions souhaité. Ce matériel est en cours d’acquisition au sein de I’unité
MycSA, et dans I’avenir, I’identification des composées s’accumulant dans les milieux
en fonction des conditions de culture devrait étre facilitée. Cette approche pourrait
permettre une meilleure compréhension de I’influence des paramétres de culture sur

I’expression des génes impliqués dans la biosynthése des TCT.
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Figure 22 : Proposition d’un modéle résumant les interactions plante-Fusarium
mises en place lors de la réponse hypersensible

(Synthese réalisée d'apres les travaux de Levine, et al., 1994, Kono, et al., 1995, Govrin
& Levine, 2002, Somleva & Blechl, 2004, Zhou, et al., 2005).

L’ attaque par Fusarium (1) est spécifiguement reconnue par la plante. En réponse a
cette attaque, un « burst oxydatif » est déclenché (2) avec notamment le relargage
massif de H,0O,. Cet H,0, peut étre toxique pour le pathogene (3) mais aussi jouer le
role de molécule signal aussi bien pour la plante (3’) que pour Fusarium (3). La réponse
de la plante au signal H,O, est alors la mise en place de la réponse hypersensible (4”).
La réceptivité/réponse de Fusarium au signal H,O, n’est pas établie (4). Une hypothése
possible est que H,0, peut moduler la voie de biosynthese des trichothécénes.



Chapitre 2 : Effets de H,0, et de composés associés sur la biosynthése de TCTB

Nous I’avons cité en introduction, I’activation des mécanismes de défense de la
plante en réponse a une invasion pathogéne a pour conséquence le relargage massif de
diverses molécules qui ont des conséquences pour le pathogéne lui-méme (figure 11).
Le pathosystéeme mais/Fusarium n’échappe pas a cette regle, et dans ce cas précis il est
envisageable que certaines des molécules de défense neo-synthétisées en réponse a
I’attaque par Fusarium aient des conséquences sur les niveaux de biosynthése de
mycotoxines.

Parmi les différentes molécules de défense produites par la plante, H,O, en est une
particuliérement intéressante pour deux raisons majeures. La premiere est le caractere
ubiquitaire et précoce de la production en H,O, en réponse a I’infection. La deuxiéme
est le double role d’une part de molécule biocide et d’autre part de molécule signal qui
déclenche d’autres mécanismes de défense et amplifie la réponse dirigée contre le
pathogene. H,O, produit par la plante peut étre une molécule signal pour le pathogéne
également et représente un excellent candidat comme facteur modulant la biosynthese
de toxines. Un modele présentant ces interactions est proposé figure 22.

Certains de nos essais préliminaires réalisés au cours de I’année de DEA* ont
indiqgué que H,O, 0,5 mM module la biosynthése de DON et de ADON par F.
graminearum (Ponts, et al., 2003). Les effets de H,O, restaient a étre précises et en
particulier nous voulions comprendre les mécanismes mis en jeu lors de ces essais.

In planta, H,O, déclenche également I’activation d’autres voies de défense dont
les intermédiaires et les produits sont susceptibles de moduler la biosynthese de toxines.
C’est le cas de la voie des lipoxygénases (voir introduction figure 11). Nous nous

sommes intéressés aux effets potentiels des hydroperoxydes de I’acide linoléique.

|. Effets de H,0O, sur la biosynthése de trichothécenes de type
B

Afin de préciser les effets de H,O, sur la biosynthese de DON et de ADON par F.

graminearum, nous avons tenté d’identifier des phases de la cinétique de croissance de

%2 Dipléme d’Etudes Approfondies
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Chapitre 2 : Effets de H,0, et de composés associés sur la biosynthése de TCTB

Fusarium particulierement sensibles a I’ajout de H,O, et d’en décrire les effets
observés sur la biosynthése de mycotoxines. Dans le but de déterminer s’il existe ou non
un lien entre pouvoir oxydant et effet(s) sur la biosynthese de DON/ADON, les effets de
H,O, ont alors été comparés aux effets du diamide et du paraquat (ou methyl viologen,
MV), deux autres composés caractérises par des potentiels oxydants forts. La méme
recherche de phase(s) sensible(s) a H,O, en termes de biosynthése de NIV/FX par F.
culmorum a été faite et les résultats ont été comparés.

Dans le but de compléter nos données sur la relation entre paramétres oxydants et
biosynthese de TCTB, la démarche inverse a été entreprise, c’est-a-dire que les effets de
composés anti-oxydants naturels endogenes des grains, I’acide p-coumarique et autres
acides phénoliques, sur la biosynthése de DON/ADON par F. graminearum ont été
testés.

I.1. Effets de H,0O, et autres composés oxydants sur la biosynthése de
TCT de type B

Les résultats de I’étude ci-dessous sont détaillés dans la publication présentée en
suivant. Les figures citées « Articlel-Figure x » font référence a celles de I’article. Quel
que soit le traitement appliqué, il a été vérifié que la cinétique d'accumulation de

biomasse fongique au cours de la culture n'est pas modifiée.

Afin d’identifier les phases de la cinétique de croissance de F. graminearum
sensibles a I’ajout de H,0,, nous avons supplémenté les milieux de culture liquide soit
au moment de I’inoculation (H,0Oxto), soit 2 ou 7 jours apres inoculation (respectivement
H.O,t, et H,O,t;), c’est-a-dire respectivement en phases exponentielle et stationnaire de
croissance. L’accumulation de DON/ADON dans les milieux de culture a été suivie
pendant 30 jours (Article 1 - Figure 1).

Ajouter H,O, 0,5 mM en début de culture (H,O.tp) entraine une activation
importante de I’accumulation de DON/ADON 30 jours plus tard. S’il est ajouté 2 ou 7
jours aprés inoculation une inhibition de faible intensité de la biosynthése de ces toxines

est observée. Des données préliminaires (Ponts, et al., 2003) ont montré que dés les
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premiéres 24 heures aprés supplémentation H,O, n’est plus détectable dans les milieux
de culture, ce qui suggére que la modulation a long terme de I’accumulation de
DON/ADON est étroitement liée a des évenements précoces comme la germination des
spores. Cette hypothése est dans la continuité des observations de Beyer, et al., (2005)
qui concluent a un lien entre le taux d’humidite relative au moment de la germination et
le niveau de biosynthese du DON 35 jours plus tard.

Notre hypothese a été testée en pré incubant des spores dans H,O, pendant 1 heure
avant de les laisser germer en cultures liquides. Si la vitesse de germination n’est pas
affectée par H,O, — le taux de 50 % de spores germées a éte atteint en 2 heures, et 100
% des spores ont germé apres 5 heures de culture (Article 1 - Figure 2) — il n’en est pas
de méme en ce qui concerne la biosynthese de DON/ADON 40 jours plus tard. En effet,
I’accumulation de toxines est significativement réduite dans les cultures inoculées avec
des spores prétraitées avec H,O, (Article 1 — Figure 3). Ces résultats montrent que
méme si la cinétique de germination des conidies de F. graminearum n’est pas affectée
par H,O,, les spores n’en restent pas moins sensibles ; I’expression du potentiel de la
souche a produire des toxines semble trés liée a I’environnement dans lequel sont ses
spores des I’etape d’activation de la germination.

Afin de compléter nos données en observant des effets plus immédiats de H,O,
sur I’accumulation de DON/ADON, un mode de supplémentation quotidien a été testé.
La premiére observation marquante est la disparition quasi intégrale de H,O, introduit
chaque jour, soit parce qu’il est degradé par des enzymes excrétées par Fusarium soit
qu’il pénétre dans les cellules et n’est donc plus détectable dans les milieux. La réalité
résulte probablement des deux phénomenes en interactions. La deuxieme observation, et
non des moindres, est que, malgré un stress oxydatif tres fort, I’accumulation en
DON/ADON est activée, et ce de facon plus importante que lorsque H,0, est introduit
de facon ponctuelle en début de culture (Article 1 - Figure 4). Ces données suggerent
une réponse adaptative du champignon dont un élément pourrait étre une biosynthese en
DON/ADON plus rapide et plus importante. Une hypothése possible est alors suggérée :
les différences observées entre les effets de H,O, sur I’accumulation de toxines en
fonction du mode d’introduction considéré refletent le potentiel différentiel de F.
graminearum a réagir au stress oxydatif par H,O, selon I’état physiologique de

croissance et /ou de biosynthése de ses toxines dans lequel il se trouve.
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Figure 23 : Production de NIV/FX par F. culmorum en milieu GYEP supplémenté

ou non par H,0, 0,5 mM a différents temps de culture.

Tableau 14 : Effets différents de H,O; sur la production de

TCTB par

Fusarium en fonction de I’espéce et/ou du chemotype considéré.

Mode de
supplémentation

Effets de H,O, 0,5 mM sur la production de :

DON/ADON par F.
graminearum apres 30
jours de culture

NIV/FX par F.
culmorum apres 26
jours de culture

H20:to +(x 2) - (x4,3)
H20,t, -(x1,2) Essai non réalisé
H,0xt; -(x12) 2

H,0O, quotidien + (% 6,7) -(x3,1)

+ = activation significative de la production de toxines (p = 0,05)
- = inhibition significative de la production de toxines (p = 0,05)

+? = allure croissante de la courbe n’excluant pas une activation de la production

de toxines devenant significative a plus long terme
Les valeurs numériques entre parentheses a la suite des signes
I’amplitude de I’effet.

+ ou — indiquent
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De facon similaire, les effets de H,O, sur la production de NIV/FX par F.
culmorum ont été étudiés. La encore, H,O, a été introduit dans les milieux de culture
GYEP au moment de I’inoculation, 7 jours apres inoculation ou encore de facon
quotidienne. La figure 23 en présente les résultats (figure non incluse dans la
publication). Les résultats observés sont alors tres différents de ceux obtenus chez F.
graminearum producteur de DON/ADON. Il apparait que H,O,t, tout comme H,0,
ajouté quotidiennement dans les milieux inhibe de fagon importante et significative la
production de NIV/FX par F. culmorum (p<0,05), alors que la biosynthese de
DON/ADON par F. graminearum est significativement activée. Lorsque H,O, est
ajouté 7 jours apres inoculation la production de NIV/FX est significativement inhibée
aprés 11 jours et 15 jours de culture (p<0,05). Aprés 26 jours de culture il n’y a pas de
différence significative entre les cultures traitées et les cultures témoin. De plus, I’allure
fortement croissante de la courbe n’écarte pas I’hypothese d’une activation de la
biosynthese de NIV/FX qui serait observable plus tard dans la cinétique. Cette tendance
est, une nouvelle fois, a I’opposée de celle observée chez F. graminearum producteur de
DON/ADON pour qui I’ajout de H,O, 7 jours apres inoculation semble réduire
I’accumulation de toxines apres 30 jours de culture (résultats synthétisees dans le
tableau 14).

Ces résultats suggerent que les effets observés sont espéce, souche, ou méme
chemotype dépendant. Cette derniere hypothése pourrait étre étayée des résultats de
Nicholson et al. (2004) qui suggérent que de la nature de la toxine produite sur un héte
donné dépend I’agressivité conférée : le DON semble étre un facteur d’agressivité sur
blé tandis que le NIV pourrait étre un facteur d’agressivité sur mais. Dans notre cas, F.
culmorum ne semble pas s’adapter en termes de production de toxines a la présence de
H,O, dans le milieu. La capacité d’une souche a maintenir sa production de toxines en
conditions de stress oxydatif pourrait &tre un facteur favorisant sa progression dans la

plante.
Dans le but de déterminer si les effets observés de H,O, sont spécifiques ou

uniquement attribuables a son potentiel pro-oxydant, I’activation a long terme de

I’accumulation de DON/ADON par I’ajout de H,O,ty a été comparée aux effets du
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diamide ou du methyl viologen (MV), molécules fortement oxydantes, introduits selon
le méme mode dans les milieux de culture (Articlel - Figure 5).

MV 0,01 mM réduit de fagon significative I’accumulation de DON/ADON aprés
11 jours de culture. Le diamide et H,O, semblent tous deux activer la biosynthése de
toxines ce qui confirme I’effet activateur de H,O,ty dans nos conditions. Les effets
différents de ces trois composes pro-oxydants démontrent que le potentiel oxydant seul
ne suffit pas a expliquer les effets observés. Les mécanismes d'action de ces trois
composes sont en effet trés différents. MV est un générateur d'anions superoxydes et le
diamide oxyde de facon préférentielle les groupements thiols (notamment ceux des

résidus cystéine des protéines).

L’ensemble de ces résultats démontre que si des stress oxydatifs ne restent pas
sans effet sur le métabolisme de F. graminearum, le micromycéte n’en est pas moins
capable de s’adapter a un stress par H,O, en développant une forme probable de
résistance. La supplémentation initiale en H,O, pourrait étre la premiére étape de
conditionnement a H,O, avec des renforcements répétés lors des supplémentations
quotidiennes. Cette hypothése est en accord avec les travaux de Medentsev, et al.,
(2001) dont les résultats montrent qu’un pré-traitement par H,O, de cellules de
Fusarium decemcellulare en phase logarithmique de croissance confére aux cellules en
phase stationnaire de croissance une résistance a des niveaux plus élevés en H,O,. Cette
résistance pourrait dépendre, du moins en partie, de la capacité de Fusarium a
détoxiquer son milieu.

Une conséquence de cette adaptation pourrait alors étre une augmentation de la
biosynthese de DON/ADON associée avec la résistance au stress par H,O,. En se
replacant dans le cadre des interactions plante/Fusarium, I’agressivité d’une souche
donnée de F. graminearum pourrait dépendre du profil de production en H,O, par
I’h6te. Dans ce cas, les trichothécenes pourrait représenter des éléments d’agressivité de

Fusarium.
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Article 1 (en cours de publication dans FEMS Microbiology Letters) :

Accumulation of deoxynivalenol and its 15-acetylated form is
significantly modulated by oxidative stress in liquid cultures

of Fusarium graminearum

Nadia Ponts, Laetitia Pinson-Gadais, Marie-Noélle Verdal-Bonnin,

Christian Barreau, Florence Richard-Forget”

INRA Centre de Bordeaux, UPR1264 MycSA, 71 Avenue Edouard Bourleaux, BP81, 33883 Villenave
d’Ornon Cedex, France

Abstract

Liquid cultures of Fusarium graminearum were supplemented with H,O; or other
oxidative compounds; trichothecenes accumulation kinetics was followed. At a non
lethal concentration, H,O, treatments modulate toxins accumulation depending on the
way of supplementation. When H,O; is added at the time of inoculation, higher levels
of toxins accumulate 30 days later. Conversely, adding H,O, two or seven days after
inoculation has little effects. When H,O, is daily added in the course of the culture,
trichothecenes accumulation is rapidly and strongly enhanced. The fungus may adapt to
oxidative stress when the first exposition to H,O, occurs at the very beginning of the
culture course, leading to higher accumulation of toxins. The highest levels of toxins are
measured when H,0, is daily added. The importance of the first hours of culture was
confirmed: pre-treating conidia with H,O, does not affect their germination kinetic but
leads to a reduction of trichothecenes yields 40 days later. H,O, regulation of
trichothecenes accumulation may be specific since paraquat, another pro-oxidant
compound, inhibits trichothecenes production. Considering H,O; is a major component
of the oxidative burst occurring in pathogen/host interactions, these data support

trichothecenes may act as virulence factors.

“ Corresponding author. Tel.: + 33 557122483; fax: +33 557122500. E-mail address:
fforget@bordeaux.inra.fr (F. Richard-Forget)
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Keywords: Fusarium graminearum, DON, trichothecenes biosynthesis, H,O,

adaptation, oxidative stress

1. Introduction

Fusarium graminearum is a fungal pathogen that infects many plant species, and
particularly cereals and corn. It is one of the causal agents of the Fusarium Head Blight
(FHB) leading to reduced yields and therefore economic losses (Lori, et al., 2003, loos,
et al., 2004, Xu & Berrie, 2005). Furthermore, some F. graminearum strains can
produce mycotoxins belonging to the group of type B trichothecenes (TCTB),
especially deoxynivalenol (DON) and its acetylated derivatives (3- and 15ADON). In
planta, this capacity for toxin production may be a virulence factor (Cossette & Miller,
1995, Harris, et al., 1999, Eudes, et al., 2000). Acute TCTB toxicity is widely
demonstrated upon animals and human beings. Several toxicological studies on animals
and epidemiological data indicate probable chronic effects may affect human health
(D'Mello, et al., 1999). DON and derivatives are the toxins the most commonly found in
Europe, America and Asia. Worldwide cereals contamination by F. graminearum leads
to lower market value due to TCTB presence in kernels. Indeed, as TCTB are very
stable - they resist to biodegradation and food processing, and no suitable detoxification
procedure is currently available - maximum DON contamination levels in cereals and
corn food stuffs have been recently settled in Europe (CE, 2005). New strategies
allowing an efficient management of the mycotoxic risk could be implemented thanks
to a better understanding of events leading to TCTB accumulation in kernels.

Previous works focused on the effects of in vitro substrates and kernels biochemical
composition on TCTB production (Miller & Greenhalgh, 1985, O'Neill, et al., 1993).
They demonstrated a significant influence of carbon and nitrogen sources. In planta, the
substrate composition may be greatly modified when Fusarium invasion occurs,
triggering into the host several defence mechanisms. Among the broad range of defence
responses, the generation of reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide
(H20,), is one of the earliest events (Repka, 1999, Kachroo, et al., 2003). The
occurrence of an oxidative burst of H,O, has been suggested inside the plant tissues

infected by Fusarium spp. within the first five days after contamination (Zhou, et al.,
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2005). Furthermore, it is suspected that combined effects of H,O,-related enzymes
(peroxidase, glucose oxidase, etc.) may improve plant resistance to initial infection by
Fusarium (Somleva & Blechl, 2004). Since many oxidation steps are involved in TCTB
biosynthesis (Sweeney & Dobson, 1999), the very strong oxidant characteristic of H,0,
may interfere with the fungus metabolism, and modulate TCTB Yyields. Previous data
indicate DON production by Fusarium requires weak oxidant conditions (Miller &
Blackwell, 1986), whereas recent in vitro experiments showed exogenous H,O, leads to
enhanced DON-ADON production by F. graminearum (Ponts, et al., 2003). This
present study aims at clarifying H,O, effects on DON-ADON biosynthesis by F.
graminearum. The specificity of these effects was assessed by testing the other

oxidative compounds paraquat and diamide.
2. Materials and methods
2.1 Fusarium graminearum strain

The F. graminearum strain CBS185.32 (Centraal Bureau vor Shimmelcultures, The
Netherlands) was used throughout the study. It produces predominantly 15ADON, and
at lower amount, DON. The strain was maintained on PDA slants at 4°C. When
inoculums were required, spores suspensions were prepared by adding sterile distilled

water to the slants with gentle shaking.
2.2 Liquid cultures

Experiments were performed in GYEP medium (Miller, et al., 1983). Cultures were
done in triplicate. 100 mL of GYEP in 500 mL-Erlenmeyer flasks were inoculated with
10° spores and incubated at 25°C and 150 rpm into darkness in a Multitron® incubator
shaker (INFORS AG, Bottmingen, Switzerland). GYEP cultures were stopped by
filtering under vacuum through Whatman® paper n°4; aliquot parts of the filtrates were
stored at -20°C. TCTB levels were determined in culture filtrates. Fungal biomass
production was determined by weighting the mycelia after 48 hours of freeze drying.

The cultures were supplemented with H,O (control), H,O, 0.5 mM, diamide 0.5 mM
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or paraquat 0.01 mM. For each experiment, control and treated cultures were always
prepared using GYEP medium and inoculum from the same batch. H,O, 0.5 mM was
added to the culture media following four different methods: synchronised with
inoculation (H,O.tp), two or seven days after inoculation (respectively H,O,t, and
H.O,t7), or daily. When H,0, was daily added, supplementation was performed in each
Erlenmeyer flask every 24 hours.

For each trial, it was verified that supplementation does not modify pH values of the
treated batches compared to the control. Similarly, it was verified fungal biomass

accumulation is not affected by the treatment compared to the control.

2.3 Type B trichothecenes analysis

15 mL of filtrates were extracted with two volumes of ethyl acetate; twice 10 mL
of the organic phase were evaporated to dryness at 70°C under a nitrogen beam. Dried
samples were resuspended in 200 pL of methanol/water (50 %, v/v) before high
performance liquid chromatography analysis (Bily, et al., 2004).

2.4. Germination trial

50 mL of either H,O or H,O, 0.5 mM in Falcon® tubes topped with autoclaved
Wathman® filter paper N°4 were inoculated with 0.625x10° spores and pre-incubated at
25°C into darkness. After 1 hour, spores did not appear turgescent and no spore had
germinated. 100 mL GYEP in 500 mL-Erlenmeyer flasks were inoculated with 1 mL of
pre-incubated suspensions and placed for 40 days at 25°C and 150 rpm into darkness in
a Multitron® incubator shaker. After the first hour of pre-incubation and then every
hour, 100 macroconidies were observed (classical microscopy) and germinated spores
were numbered. We considered a spore was germinated when it had produced a germ

tube equal in length to at least half the spore diameter (Dantigny, et al., 2003).

2.5. H,O, trials

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). 500 pL of 50
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Figure 1: DON-ADON biosynthesis by F. graminearum in GYEP medium
supplemented or not by H,O, 0.5 mM at different time points during the culture
course. In plain line is the control; dashed lines represent the kinetics of toxins
accumulation in H,O, 0.5 mM-supplemented media. Legend: m Control, o H,Oxty, o
H.Ot,, @ H,O,t;. The star * indicates a significant difference when compared to the
control (p <0.05). Data were normalised relative to the average DON-ADON vyield after
3 days of control culture (4 pg of DON plus 15ADON per gram of dry biomass). H,Oaty
has long-term significant activating effect on DON-ADON accumulation, while H,O,t,
and H,Ot; have both little effects.
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mM guaiacol in Mcllvaine buffer (pH 5.5) and 1.25 unit of Horse Radish Peroxidase
were added to 1 mL of filtered medium. Absorbance was immediately followed at 470
nm for 1 min. Quantification was performed by external calibration with H,O, standard
solutions at concentrations ranging from 0 to 100 uM. The absence of fungal peroxidase
activity in filtrates was always verified (Richard-Forget & Gauillard, 1997).

2.6. Results expression and statistical analysis

All the results were evaluated from repeated experiments using three parallel
samples. Data were expressed as arithmetic mean values + SD. Toxins yields were
expressed in microgram per gram of dry biomass. Then, data were normalised versus a
given yield obtained in the control trial (normalisation factor). The normalisation factor
used for each experiment is detailed in the legend of each figure. All observed effects
either on DON or 15ADON accumulation processes were consistent: DON and
15ADON vyields were summed (noted DON-ADON) without distinguishing both
chemical species. Values were compared by computing standard Student’s t-test
(control vs. treated). The classical value 0.05 was chosen as the point of statistical

significance throughout.

3. Results and Discussion

3.1. H,0, effects

3.1.1. H,0O,-sensitive stages during the fungal kinetics

Cultures were supplemented with H,O; at the beginning of the culture (H,O.tp), two
days after inoculation (H,O,t,), or seven days after inoculation (H,O,t;). DON-ADON
accumulation in culture media was followed for 30 days (figure 1). During the first 11
days of culture, H,O, has no significant effect on TCTB accumulation. Whatever the
way of supplementation, a shift in the H,O,t, trend line occurs between 11 and 15 days
of culture: TCTB accumulation is significantly more important in H,O,t,-treated

cultures than in the control. After 30 days of culture, TCTB yields are twice higher in
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Figure 2: Germination rates of F. graminearum macroconidies in GYEP after 1
hour of preincubation in H,O or H,O,. Every hour, 100 macroconidies were observed
and germinated spores were numbered. In plain line is the control (i.e. after 1 hour of
incubation into water); in dashed line is the 1 hour H,O,-incubated spores germination
kinetics. Germination rate is not affected by the H,O, treatment.
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Figure 3: DON-ADON accumulation after 40 days of GYEP cultures inoculated
with spores pre-incubated, in water or hydrogen peroxide, or not-incubated for 1
hour. The star * indicates a significant difference when compared to the control (p <
0.05). Data were normalised relative to the average DON-ADON vyield in H,O-pre-
incubated spores inoculated batches (40 pg of DON plus 15ADON per gram of dry
biomass). DON-ADON accumulation is reduced when spores were pre-incubated into

H20..
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H.Oxt, treated cultures (p<0.05). These results are consistent with previous experiments
that suggested H,O, treatment enhances DON-ADON accumulation in liquid cultures of
F. graminearum (Ponts, et al., 2003). The situation is different considering H,O,t, and
H.O,t; trials. After 30 days of culture, TCTB accumulation Kkinetics seems to have
reached a stationery stage in H,O,t; and H,O,t; supplemented media. These slowdowns
in DON-ADON accumulation lead to a slight decrease of toxins accumulation in 30
day-old cultures.

These results show H,O,ty supplementation has strong enhancing effects on DON-
ADON accumulation 15 days later, that last as far as 30 days later. Previous data
showed H,0, half- life in Fusarium GYEP cultures is about 16 hours (Ponts, et al.,
2003). It may suggest long-term DON-ADON accumulation modulation is closely
linked with events occurring during the spore germination process. This is consistent
with previous results that showed relative humidity during spore germination is related
to DON biosynthesis levels 35 days later (Beyer, et al., 2005). It was hypothesised the
germination activation stage may be one of the possible critical steps for later DON-

ADON accumulation.

3.1.2. Sensitivity of macroconidia to H,O,

F. graminearum conidia were incubated in the presence of either H,O, or water, for
1 hour, that is to say during the germination activation stage. Germination kinetics of
H.O-incubated spores was not different from not-incubated spores germination trend
(data not shown). Figure 2 shows there is no difference between the treated and the
untreated batches: around 50 % of the spores were germed two hours after inoculation,
and 100 % after five hours. This is consistent with previous experiments dealing with
fungal spore germination rate (Chitarra, et al., 2004). Then, the cultures were grown for
40 days in order to determine if DON-ADON accumulation could be affected by pre-
incubation. At the same time, a control set of cultures inoculated with not incubated
spores was run. TCTB vyields are reported in figure 3. TCTB vyields in the cultures
inoculated with not incubated spores were not different from the yields measured in the
cultures inoculated with water-incubated spores. In cultures inoculated with H,0,-

incubated spores, DON-ADON accumulation is significantly reduced (p<0.05).
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Figure 4: DON-ADON accumulation in GYEP medium daily supplemented or not
by H,O, 0.5 mM. In plain line is the control; dashed lines represents the kinetics of
TCTB accumulation in H,O, 0.5mM-daily supplemented media. The star * indicates a
significant difference when compared to the control (p < 0.05). Data were normalised
relative to the average DON-ADON vyield after 3 days of control culture (3 ug of DON
plus 15ADON per gram of dry biomass). Daily H,O, activates DON-ADON

production.
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These observations suggest F. graminearum conidia are H,O,-sensitive even if
germination rate is not affected. Expression of its toxin-producing potential by the
fungus is closely linked to the biochemical environment surrounding its spores during
germination. An H,O; pre-treatment of the spores reduces DON-ADON accumulation
while H,O5t, treatment enhances it. This observation is not surprising. Indeed, H,0,
half-life is about 16 hours in our conditions of liquid cultures. As a consequence,
exposure to H,O, stress lasts reasonably longer in the H Oty treatment trial than when
spores are pre-incubated for one hour in H,0..

3.1.3. Direct effects of H,O, on deoxynivalenol and 15-acetyldeoxynivalenol

accumulation kinetic

H,0, was daily added to the culture media (daily H,O,) for the all duration of a 21
day-long culture. Daily H,O, was not detectable anymore 24 hours after each
supplementation (data not shown). Figure 4 shows very strong H,O, activating effect
that is observed after 11 days of culture. After 21 days, TCTB accumulation is 6.7 times
higher under H,O, treatment than in the control cultures. This activation is more

efficient than the one observed when the H,Oty experiment was performed.

3.1.4. Section conclusion

The results of these experiments show, according to timing of the treatment, H,O,
has differential and lasting effects on TCTB biosynthesis by F. graminearum. A point
treatment synchronised with inoculation enhances DON-ADON accumulation while
later treatment did not exhibit such drastic effects. Spore germination rate is not affected
by H,0,. Nevertheless, DON-ADON accumulation is reduced when H,0O,-incubated
spores are grown for 40 days. This observation may indicate levels of DON-ADON that
will accumulate are H,O,-mediated as soon as the germination initiation stage. As
trichothecenes seem to be virulence factors for plant infection, these observations may
indicate Fusarium aggressiveness is H,O,-modulated since the germination initiation
stage. This should be further tested in field experiments. These results further enlighten

the strong imprint of the germination process on TCTB production. A daily
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Figure 5: DON-ADON relative yields after 11 and 29 days of incubation in GYEP
medium supplemented or not by either H,O, 0.5 mM, diamide 0.5 mM or
paraquat 0.01 mM. The star * indicates a significant difference when compared to the
control (p < 0.05). Data were normalised relative to the average DON-ADON vyield in
the 11 day-old cultures (17 pg of DON and 15ADON per gram of dry biomass). H,0O,
and diamide both activate DON-ADON production while paraquat inhibits it.
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supplementation has much more drastic effects on TCTB accumulation than a treatment
at one time point which suggests an adaptative response of the fungus to H,O, stress.
The differences among the observed TCTB accumulation Kinetics in H,Oxty, t, or t7
experiments could reflect F. graminearum ability to differently react to oxidative stress
considering its growing and/or TCTB producing state, i.e. the number of fungal cells

present in the culture and/or their different physiological state.

3.2. Effects of other oxidant compounds: paraquat and diamide effects

The experiment was run for 11 and 29 days (figure 5). After 11 days of culture,
toxins accumulate 20 times more in H,O,- supplemented media than in the control. This
H,O,-induced activation occurs earlier than expected from the experiments described in
section 3.1. This tendency could be ascribed to biological variations as the fungus can
behave following slightly different timings from batch to batch. Nevertheless, the
observed toxin-accumulation trend remains consistent between the batches. In diamide-
supplemented cultures, DON-ADON accumulates 13 times more than in control
cultures. By contrast, paraquat exerts strong inhibitory effects as DON-ADON
accumulate nearly 10 times less than in the control experiment. In 29-days old cultures,
the tendencies are confirmed for all the treatments. It is noticeable that after 11 days of
culture H,0; is the strongest activator compound, while after 29 days diamide is about
twice more efficient than H,O,. A first explanation can be that, in aqueous solutions,
diamide is more stable than H,O,. Thus, diamide can exhibit direct effects much longer.
A second explanation can be found in the oxidant properties of the compounds.
Diamide is a specialised oxidant while H,O, is a generic oxidant. Indeed, while H,O,
disturbs cells redox equilibriums in a non-specific manner, diamide mainly acts towards
GSH oxidations (Wax, et al., 1970, Leoncini & Maresca, 1983). Therefore, the events
leading to the modification of the redox status of cells by diamide may take longer time
to occur. Nevertheless, both H,0, and diamide enhanced DON-ADON accumulation.
Conversely, paraquat seems to be a strong inhibitor of toxins production. This indicates
that the observed trends are not entirely attributable to the oxidant potentials of the
compounds but to other properties. Paraquat generates superoxide anions (Katz, et al.,

1993), diamide is a thiol-oxidising agent, and H,O, acts as a signal molecule in many
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cascade reactions.

3.3. Discussion

These results demonstrated strong H,O; effects on DON-ADON biosynthesis by F.
graminearum and further enlightened about DON-ADON accumulation modulation by
different pro-oxidant compounds.

Our data suggest F. graminearum is able to adapt to H,O, stress. This is consistent
with previous experiments (Medentsev, et al., 2001): a one hour H,O, pre-treatment of
logarithmic-phase cells from Fusarium decemcellulare cultures leads to the
development of resistance to higher H,O; levels in stationary-phase cells. It was shown
fungi can rapidly breakdown exogenous H,O, (Gil-Ad & Mayer, 1999, Ponts, et al.,
2003). This ability in detoxifying the medium may be a key factor of fungus adaptation.
This hypothesis is supported by recent results showing non-lethal levels of exogenous
H,0, modulate fungal catalase and superoxide dismutase activities, two major radical-
scavenging enzymes (Angelova, et al., 2005). As a result to this adaptation, DON-
ADON enhanced accumulation, observed in the case of F. graminearum, could be
associated with resistance to H,O,. It may explain DON-ADON accumulation is much
more enhanced when H,O, supplementation is repeated every day of the culture course.
Finally, some of our preliminary trials showed nivalenol and fusarenone X
accumulation in liquid cultures of Fusarium culmorum is not affected by H,0,-
treatment of stationary-phase cells (nivalenol and fusarenone X are both toxins
belonging to the TCTB family of toxins). Conversely, daily H,O, and H,O.t, have both
inhibitory effects on nivalenol and fusarenone X biosynthesis. After 26 days of culture,
between 3 and 4.5 times less toxins accumulate in treated cultures (preliminary data not
shown). This is apparently not consistent with our results dealing with DON-ADON
biosynthesis by F. graminearum under H,O, stress. However, it is strongly possible that
the observed effects depend on the species, the nature of the toxins that are produced, or
even the strain. Several Fusarium individuals should be tested.

Considering plant/pathogen interactions, Fusarium adaptation to H,O, stress may
explain differences in F. graminearum virulence levels depending on its host H,O,-

production pattern. In this case, trichothecenes may act as virulence factors.
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1.2. Propriétes anti-oxydantes de I’acide p-coumarique et autres acides

phénoliques et biosynthese de TCT de type B par F. gramienarum

Les résultats de I’étude ci-dessous sont détaillés dans la publication présentée en

suivant. Les figures citées « Article 2 — Figure x » font référence a celles de I’article.

Les effets de 5 acides phénoliques, acides férulique, p-coumarique, caféique,
syringique et p-hydroxybenzoique, ont tout d’abord été testés sur la croissance radiaire
de F. graminearum CBS185.32 en culture sur milieu gélosé. Les doses inhibant 50 % de
la croissance (ICsg) ont été établies pour chacun des 5 composés. Le composé le plus
fongitoxique est I’acide férulique avec une ICs égale a 3,4 mM. A I’opposé, aucune
inhibition de croissance n’a été mesurée en présence d’acide p-hydroxybenzoique
(Article 2 — Table 1). Il s’avere que la toxicité observée des acides phénoliques est
fortement corrélée avec leurs lipophilicités : les acides phénoliques les plus toxiques
sont ceux qui traversent le plus facilement la membrane plasmique. Ainsi, I’acide le
moins lipophile est I’acide p-hydroxybenzoique qui est aussi le seul a ne pas montrer
d’effet toxique sur la croissance de F. graminearum.

Aprés 21 jours de culture, I’accumulation de toxines est seulement 2 fois plus
importante dans les cultures supplémentées. Ceci peut résulter d’une disparition,
dégradation et/ou piégeage de I’acide p-coumarique extracellulaire au cours du temps. Il
semble en effet que I’acide p-coumarique soit stable pendant environ 24 heures dans nos
conditions, mais qu’aprés 48 heures de culture il n’est plus détecté sans qu’aucune
activité enzymatique de dégradation n’ai été mise en évidence (Favre, 2004 ; données
non publiées). Il est alors probable que la diminution des quantités en acide p-
coumarique extracellulaire soit en grande partie attribuable a la pénétration du composeé
dans le compartiment intracellulaire comme c’est le cas de I’acide férulique dont la
lipophilicité est proche de celle de I’acide p-coumarique (Bily, 2003).

Afin d’observer les effets les plus nets et les plus directs possibles, les effets des
acides férulique, cafeique, syringique, p-hydroxybenzoique et p-coumarique ont été
étudiés apres 11 jours de culture. Tous les acides phénoliques ont été testés a la

concentration finale de 0,5 mM. A cette dose, le seuil 1Cy n’est franchi pour aucun des
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acides phénoliques testés (Article 2 — Figure 2). Les acides férulique, p-coumarique et
caféique, tous trois dérivés de I’acide cinnamique, activent la production de
DON/15ADON par F. graminearum avec des efficacités respectivement égales a 11, 20
et 19 fois. Les acides syringique et p-hydroxybenzoique sont dérivés de I’acide
benzoique. Le premier n’a pas d’effet significatif sur la production de toxines, I’acide p-
hydroxybenzoique inhibe 3,6 fois I’accumulation de DON et de 15ADON. Les niveaux
d’accumulation de TCTB sont tres fortement corrélés avec les potentiels anti-oxydants
des acides phénoliques (r = 0, 89) : plus les capacités anti-oxydantes des composés
testés sont importantes, plus le niveau d'accumulation de toxines est élevé. Ces données
sont en accord avec les résultats de Miller & Blackwell, (1986) qui indiquent que la
biosynthese de TCTB par Fusarium nécessite des conditions oxydantes faibles. En
revanche, les potentiels anti-oxydants des composés ne sont pas suffisants pour
expliquer totalement I’activation de la production de DON et de 15ADON. En effet,
nous avons testé dans les mémes conditions les effets du butylhydroxytoluene (BHT),
un composé anti-oxydant commercial utilisé en agroalimentaire (E-321), dont le
potentiel anti-oxydant est proche de celui de I’acide syringique. Si I’acide syringique ne
semble pas avoir d’effet observable sur la production de DON et de 15ADON, le BHT
0,5 mM I’active 24 fois. Une premiére ébauche d’explication pourrait résider dans le
fait que le BHT est tres lipophile (molécule trés alkylée). Son excellente capacité a
traverser les membranes pourrait compenser un potentiel anti-oxydant plus faible.
Ensuite (et surtout), les effets des acides phénoliques ne sont pas uniquement
attribuables a leurs capacités anti-oxydantes. Ces acides ont de multiples cibles
potentielles; en particulier, ils sont des inhibiteurs d’activités enzymatiques
oxydasiques (de type phénol oxydase, peroxydase, lipoxygénase etc.) mais aussi
d’activités hydrolytiques. L’acide p-hydroxybenzoique est un excellent exemple : cet
acide présente des propriétés anti-oxydantes tres faibles et est peu lipophile, mais
pourtant il inhibe fortement I’accumulation de toxines. L'acide p-hydroxybenzoique est
également susceptible d'induire chez Aspergillus I’expression du géne FaeB qui code
une feruloyl esterase, enzyme hydrolitique fongique responsable de la dégradation du
xylane et de la pectine ce qui, in planta, conduit a la libération de divers composés
phénoliques dont I'acide férulique et I'acide p-coumarique (De Vries & Visser, 2001, De

Vries, et al.,, 2002). Les sécrétions de telles enzymes hydrolytiques comme leurs
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activités enzymatiques sont modulées par les acides phénoliques (Reynoso, et al., 2002,
Paul, et al., 2003). D'un autre c6té, I’acide benzoique est un inhibiteur des tyrosinases
fongiques (Reid, et al., 1992), ce qui est particulierement intéressant dans la mesure ou
les phénol oxydases ou PO (les tyrosinases sont des PO particuliéres) sont des enzymes
capables d’oxyder les composés phénoliques en quinones et ainsi d’en modifier les
propriétés. Le caractére fongitoxique des formes quinoniques des acides phénoliques a
été décrit par Gomez-Vasquez, et al., (2004).

Les capacités des acides phénoliques a moduler les expressions d’activités
enzymatiques peuvent étre une piste de recherche quant aux mecanismes impliqués

derriere les modulations de la production de DON et de 15ADON par F. graminearum.
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Article 2 (en cours de publication dans Journal of Applied Microbiology) :

Effect of anti-oxidant phenolic acids on Fusarium

graminearum growth and deoxynivalenol biosynthesis

N. Ponts, L. Favre, L. Pinson-Gadais, A.L. Boutigny, C. Barreau and
F. Richard-Forget®

INRA Centre de Bordeaux, UPR1264 MycSA, 71 Avenue Edouard Bourleaux, BP81, 33883 Villenave
d’Ornon Cedex, France

ABSTRACT

Aims: To evaluate the fungistatic potential of the phenolic acids ferulic, p-coumaric,
caffeic, syringic or p-hydroxybenzoic on Fusarium graminearum, and to determine how
deoxynivalenol and 15-acetyldeoxynivalenol accumulation in liquid cultures of F.
graminearum may be modulated by these phenolic acids.

Methods and Results: Growth inhibition tests were performed on PDA plates. All
phenolic acids, except for p-hydroxybenzoic, had fungistatic effect. 1Cso ranged from
3.4 mmol 1"}, with regard to ferulic acid, to 10.5 mmol I}, with regard to caffeic acid.
Effects of phenolic acids on toxins accumulation were tested in GYEP cultures, at
concentrations that do not affect biomass production. Ferulic and p-coumaric acids
enhanced toxins accumulation, respectively 11 and 20 times. Syringic acid had no
effect, and p-hydroxybenzoic supplementation strongly decreased toxins accumulation.
Caffeic acid effect was unclear.

Conclusions: Effects of phenolic acids on deoxynivalenol and 15-deoxynivalenol
production are linked to their anti-oxidant properties: the more anti-oxidant compounds
are, the more toxins accumulate.

Significance and Impact of the Study: This study suggests that cereals composition in
term of phenolic acids may be considered in selecting varieties with lower sensitiveness

to mycotoxinogenesis.

* Correspondence to: Florence Richard-Forget, INRA Centre de Bordeaux, UPR1264 MycSA, 71 Avenue
Edouard Bourleaux, BP81, 33883 Villenave d’Ornon Cedex, France (e-mail: fforget@bordeaux.inra.fr)
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Keywords: Fusarium graminearum, phenolic acid, anti-oxidant, p-coumaric, ferulic,
DON

INTRODUCTION
Fusarium graminearum is a prevalent phytopathogen on cereals and corn. In planta, it
induces Fusarium Head Blight which main symptom is kernel tissue necrosis (Dalcero,
etal., 1997, Lori, et al., 2003, loos, et al., 2004, Xu & Berrie, 2005). Furthermore, some
F. graminearum strains can produce deoxynivalenol (DON) and its 3-and 15-acetylated
forms (3ADON and 15ADON) that belong to the type B trichothecens family of
mycotoxins (TCTB). These toxins are considered as virulence factors for fungal
infection (Cossette & Miller, 1995, Proctor, et al., 1995, Harris, et al., 1999, Eudes, et
al., 2000). DON was also called vomitoxin because of its historical discovery as a food
and feed chain contaminant that can cause vomiting. Its toxicity has been well
documented and represents a predicted public health problem in a close future (D'Mello
& MacDonald, 1997, D'Mello, et al., 1999). TCTB are highly stable. Their presence on
kernels cannot be reduced by post harvest treatments because they resist to
biodegradation, food processing, and to any suitable detoxification procedure available
at the present time. In June 2005, maximum DON contamination levels in cereals and
corn food stuffs have been settled in Europe (CE, 2005). As a matter of facts, limiting
toxins occurrence in kernels becomes essential to manage the mycotoxicological risk.
The TCTB biosynthesis pathway, and also factors that can modulate it, are not
fully understood. Previous works focused on the effect of biochemical composition of
kernels and in vitro substrates on TCTB production without clear consistency (Miller &
Greenhalgh, 1985, O'Neill, et al., 1993). Several data indicate pro-oxidant compounds
have strong effect on DON/ADON biosynthesis by F. graminearum (Angelova, et al.,
2005). In particular, H,O, seems to have long-term activating effect while fungal
biomass accumulation kinetics is not affected (Ponts, et al., 2005). Nevertheless, the
link between pro-oxidant parameters and DON/ADON accumulation has not been
clearly identified. The present study aimed at completing these data using a reverse
strategy: effects of anti-oxidant compounds on fungal growth and TCTB in vitro
accumulation were tested. Phenolics are typical cereal and corn compounds with

important anti-oxidant properties (Wallace & Fry, 1994, Bily, 2003). In corn kernels,
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monomers and dimers of ferulic acid are largely predominant (Bakan, et al., 2003).
Phenolics are extensively studied with regards to Fusarium head blight and are known
to be involved in the disease resistance (Friend, 1977, Vidhyasekaran, et al., 1986, Bily,
2003). For example, phenolics content is higher in resistant maize silks infected with F.
graminearum than in sensitive Fusarium-infected maize silks (Reid, et al., 1992).
Furthermore, some phenolics are toxic for several fungi and may inhibit their
productions of mycotoxins. Caffeic and ferulic acids can reduce fumonisin B;
production by Fusarium verticillioides (Beekrum, et al., 2003). Aflatoxin production by
Aspergillus is reduced by the phenolics benzoic acid (Chipley & Uraih, 1980), ferulic
acid (Chipley & Uraih, 1980) and syringaldehyde and sinapinic acid (Hua, et al., 1999).
It has been suggested that the soluble phenolic compounds of the germ may play a
significant role in trichothecens yields measured on Fusarium-infected corn kernels
(Bakan, et al., 2003). Finally, a preliminary experiment reported caffeic, ferulic, p-
coumaric and 3-hydroxybenzoic acids as inhibitors of 15ADON production by F.
graminearum (Bily, 2003). However, no evidence allowed concludind at any
relationship between the anti-oxidant potential of these compound and the amplitude
modulation of the effects on trichothecens accumulation.

In order to enlighten about modulation of TCTB accumulation by anti-oxidant
compounds, five phenolic acids (ferulic, p-coumaric, caffeic, syringic and p-
hydroxybenzoic acids) were tested. These phenolic acids were chosen for their relative
abundance in cereals and their well known anti-oxidant capacities. Their effects on F.

graminearum growth and on DON and 15ADON production were described.

MATERIALS AND METHODS

Fusarium graminearum strain

The F. graminearum strain CBS185.32 (Centraal Bureau vor Shimmelcultures, The
Netherlands) was used throughout the study. It produces predominantly 15ADON, and
at lower amount, DON. The strain was maintained on PDA slants at 4°C. When
inoculums were required, spores suspensions were prepared by adding sterile distilled

water to the slants with gentle shaking.

Growth inhibition tests
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Growth inhibition tests were performed on PDA medium in Petri dishes (diameter 10
cm). PDA media were supplemented with the phenolic acid ferulic, p-coumaric, caffeic,
syringic or p-hydroxybenzoic (Sigma-Aldrich Co, St Louis, USA), at 2, 3, 4, 5 0or 6
mmol I"* (phenolic acids were solubilised in absolute ethanol).

For each condition, plates in triplicates were incubated at 25°C for five days, that
is to say until 80 % of the Petri dish area would be overrun in the control dishes. In each
plate, the mycelium extension value was given as the average of two perpendicular
diameters length measurement (in cm). Growth Inhibition Values (GIV) were expressed
as the average percentage of overrunning in control dishes minus the average
percentage of overrunning in treated dishes. For each phenolic acid the relation GIV =
f([Phenolic Acid]) was plotted and Inhibitory Concentration 50 (ICsp) was determined
for GIV =50 % by linear regression.

Liquid cultures
The liquid medium GYEP was used troughout the study (Miller, et al., 1983). The
treated cultures were supplemented before inoculation with the phenolic acid ferulic, p-
coumaric, caffeic, syringic or p-hydroxybenzoic (solubilized in absolute ethanol). For
each tested compounds, the final concentration in phenolic acid was fixed to 0.5 mmol I
! The control cultures were supplemented with the same volume of absolute ethanol.
100 ml GYEP in 500 ml-Erlenmeyer flasks were inoculated with 10° spores and
incubated at 25°C and 150 rpm into darkness in a Multitron® incubator shaker (INFORS
AG Switzerland). For each experiment, control and treated cultures were always
prepared using GYEP medium and inoculum from the same batch. GYEP cultures were
stopped by filtering under vacuum through Whatman® paper n°4; aliquot parts of the
filtrates were stored at -20°C. TCTB levels were determined in culture filtrates and
fungal biomass production was determined by weighting the mycelia after 48 h of

freeze drying.
TCTB analysis

15 ml of standard culture filtrates were extracted with 30 ml of ethyl acetate; twice 10

ml of the organic phase were evaporated to dryness at 70°C under a nitrogen beam.
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Table 1 Experimental 1Cs of five phenolic acids

Phenolic acid Experimental 1Cso (mmol I'")
Ferulic acid 3.4
p-Coumaric acid 5.2
Syringic acid 51
Caffeic acid 10.5

p-hydroxybenzoic acid No growth inhibition
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Dried samples were resuspended in 200 pul of methanol/water (50 %, v/v) before HPLC
analysis.

The HPLC analysis procedure was adapted from (Bily, et al., 2004). Analyses
were performed on the Hewlett-Packard ChemStation Series 1100 LC-DAD system.
TCTB were separated on a Zorbax Eclipse XDB-C8 column (5 pum, 150 mm x 4.6 mm;
Agilent Technologies, Palo Alto USA) by an acetonitrile gradient increasing from 5 %
to 30 % in 14 min, then reaching 100 % in 10 min, 100 % hold for 5 min before
returning to 5 % in 2 min (flow set on 1 ml min™). Injection volume was set on 5 pl.

Analyses were monitored at 230 nm.

Results expression and statistical analysis

All the results were computed from repeated experiments using three parallel samples.
Data collected from different series of tests were comparable after standardisation by
expressing toxins levels in micrograms per gram of dry biomass over the yield
measurement after 11 days of culture in the corresponding control test. All observed
effects either on DON or 15ADON accumulation processes were consistent: DON and
15ADON vyields were summed (noted DON-ADON) without distinguishing both
chemical species. Data are expressed as arithmetic mean values £ SD. Values were
compared by computing standard Student’s t-test. The value 0.05 was chosen as the
point of statistical significance throughout. Correlations were evaluated by computing

Pearson’s correlation coefficient.

RESULTS

Effects of phenolic acids on Fusarium graminearum growth

Levels that inhibit 50 % of the fungal growth (ICsg) range from 3.4 mmol I"* to 10.5
mmol I"* (Table 1). The lower an ICs is, the higher antifungal properties the compound
exhibits. The most toxic compound is ferulic acid and the less toxic one is p-
hydroxybenzoic acid (no growth inhibition).

Previous studies indicated phenolic compounds toxic properties may primary
depend on their lipophilic properties which determine their transfer rate into cells
(Guiraud, et al., 1995, Kimura, et al., 1998). The degree of lipophilicity of phenolic
acids can be scored using their retention times when separated by reverse-phase HPLC.
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Table 2 Retention times (in min) obtained when separation by reverse-phase HPLC is
performed following four different methods

Bolarinwa
Phenolic acid and Jandera et al. Antolovitchet TCTB anal*ysis
Linsensein 2005 al. 2004 method
2005
Ferulic acid 51.0 53.3 14.0 11.0
p-Coumaric acid 42.3 37.2 13.8 10.0
Syringic acid 36.5 25.0 12.3 8.1
Caffeic acid 30.9 21.3 12.2 7.6
p-hydroxybenzoic Nd' Nd' Nd' 6.7

* see materials and methods; T not determined
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Fig 1 Effect of p-coumaric acid on DON-15ADON accumulation kinetic in GYEP
cultures of F. graminearum CBS185.32. In black is the control; in grey is the kinetic of
toxins accumulation in p-coumaric acid-treated cultures. Data were normalised relative
to the average DON-ADON vyield after 11 days of control culture (14 pg of DON and
15ADON per gram of dry biomass). The star * indicates a significant difference when
compared to the control (P < 0.05).
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Ferulic, p-coumarique, syringique, caffeic and p-hydroxybenzoic acids were analysed
by HPLC using the TCTB analysis method described in the materials and methods
section. The results were compared to the retention times obtained with other methods
(Antolovich, et al., 2004, Bolarinwa & Linseisen, 2005, Jandera, et al., 2005). All data
are consistent (Table 2) and a classification of phenolic compounds depending on their
decreasing degree of lipophilicity can be established: ferulic acid > p-coumaric acid >
syringic acid > caffeic acid > p-hydroxybenzoic acid. Pearson’s correlation coefficients
between the ICsq values and the retention times determined for each phenolic compound
were calculated. Depending on the HPLC method that was used, Pearson’s correlation
coefficients range from r = -0.70 (retention times determined with the method from
Antolovich et al. 2004) to r = -0.86 (retention times determined with the method from
Bolarinwa and Lisensein 2005). These values show there may be a correlation link
between lipophilic properties and toxicity of phenolic acids: the best fungistatic effect is
obtained for compounds that are highly lipophilic, that is to say that can cross fast the
membrane.

Prior testing the effects of all these phenolic acids on DON and 15ADON
accumulation in liquid cultures of F. graminearum, p-coumaric effect was studied in
GYEP cultures at 1Cy, that is to say 1 mmol I, At this concentration, DON and
15ADON biosynthesis may be affected while effect on growth is very weak.

Effect of p-coumaric acid on DONand 15ADON accumulation in liquid cultures of
Fusarium graminearum

It was always verified that p-coumaric acid supplementation does not modify pH values
of the treated batches compared to the control cultures that reached pH 4.5 after the first
five days of culture and then remained stable (data not shown). DON-15ADON
accumulation was followed for 21 days (Fig. 1).

DON-15ADON accumulation was not detectable until the 8" day of culture,
neither in control nor in treated cultures. At the 8" day of culture, the DON-15ADON
level is higher in treated cultures than in control cultures, in a not significant manner.
This lack of significance could be an artefact due to a variance of the DON-15ADON

greater in control cultures than in p-coumaric supplemented-cultures (which lowers the
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Fig 2 Effects of six phenolic compounds on DON-15ADON accumulation in 11 day
old GYEP cultures of F. graminearum CBS185.32. “Cont.” = control, “Fer.” = ferulic
acid, “Cou.” = p-coumaric acid, “Syr.” = syringic acid, “Caf.” = caffeic acid, “Benz.” =
p-hydroxybenzoic acid. Data were normalised relative to the average DON-ADON
yield in the control cultures (13 pug of DON and 15ADON per gram of dry biomass).
The star * indicates a significant difference when compared to the control (P <0.05).
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power of the statistical test).

After 11 days of culture DON-15ADON accumulation is significantly enhanced in
the presence of p-coumaric acid. This trend remains observable after the 15" and the
21% day of culture. These results show p-coumaric acid activates DON-15ADON
accumulation in liquid cultures of F. graminearum. However, the Kkinetic of activation
seems to slow down during the course of the culture: toxins accumulation is enhanced
6.4 times at the 11" day of culture, 5.4 times at the 15" day of culture, and twice at the
21% day of culture. This could indicate the activating effect of p-coumaric acid fades
with time. The strongest effect of p-coumaric acid on DON-15ADON accumulation is
observable at the 11" day of culture. Effects of ferulic, syringic, caffeic and p-

hrydroxybenzoic acids on DON-15ADON accumulation were tested at this time point.

Effects of other phenolics on DON-15ADON accumulation in 11-day old liquid
cultures of Fusarium graminearum

Phenolic acids effects were studied at a common concentration lower than ICy (0.5
mmol I™). As a reference, effect of buthylhydroxytoluene 0.5 mmol I'* (BHT) was also
tested because of its anti-oxidant properties commonly used in food and feed industry.
Previous experiments showed BHT 0.5 mmol I™* does not affect biomass accumulation
in GYEP cultures of F. graminearum (Favre, 2004, unpublished data).

DON-ADON accumulation is 24 times enhanced in the presence of BHT (Fig. 2).
Ferulic and p-coumaric acids both activate DON-ADON accumulation (respectively 11
and 20 times). Caffeic acid also seems to enhance toxins accumulation but the high
variance of toxins vyields in caffeic supplemented-cultures strongly lowers the
significance of this observation. Syringic acid-supplementation has no effect on DON-
ADON accumulation. Only the phenolic acid p-hydroxybenzoic has a reliable inhibitory
effect with 3 times less toxins that accumulate in the supplemented cultures compared to
the control cultures.

The possibility of a link between the anti-oxidant characteristics of these
phenolics and their effects on DON-15ADON acumulation was explored. To value the
anti-oxidant activities of phenolic compounds is difficult because the results largely
depend on the experimental protocol that is used (Chen & Ho, 1997). Nevertheless,

authors’ classifications of phenolic compounds according to their decreasing anti-
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Table 3 Vitamin C Equivalent Anti-
oxidant Capacity (VCEAC) value of five
phenolic acids

Phenolic acid VCEAC values
Ferulic acid 170.5
p-Coumaric acid 186.0
Syringic acid 80.4
Caffeic acid 103.3

p-hydroxybenzoic 4.8
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oxidant capacities are consistent (Rice-Evans, et al., 1996, Forster, et al., 2001, Kim &
Lee, 2004). We get: p-coumaric acid > ferulic acid > caffeic acid > syringic acid > p-
hydroxybenzoic acid. This last compound has a very weak antioxidant capacity. The
anti-oxidant capacities of the tested phenolic acids can be valued using the Vitamin C
Equivalent Anti-oxidant Capacity (VCEAC) method (Table 3). Pearson’s correlation
coefficient between the VCEAC values of phenolic acids and DON-15ADON yields in
supplemented cultures is r = 0.89. It suggests anti-oxidant capacities of phenolic acids
are tightly linked with their effect on DON-15ADON accumulation: the more anti-

oxidant the supplemented phenolic acid is, the more DON and 15ADON accumulate.

DISCUSSION

Fungistatic effects of phenolic acids seemed to be tightly linked to their degree of
lipophilicity that reflect their ability to cross membranes. All the tested phenolic acids
inhibited 50 % of the fungal diametric growth at concentrations ranging from 3.4 mmol
It (ferulic acid) to 10.5 mmol I (caffeic acid). The only exception was the phenolic
acid p-hydroxybenzoic that did not have any effect in our conditions. Ferulic and p-
coumaric acids are derived from cinnamic acid and p-hydroxybenzoic and syringic
acids are benzoic acid-derived. Our data may suggest cinnamic-derived phenolic acids
are roughly more toxic than benzoic acid-derived ones.These results are consistent with
previous Aspergillus spp. growth tests (Chipley & Uraih, 1980) and F. spp.
verticillioides and proliferatum tests (Beekrum, et al., 2003).

In GYEP liquid cultures of F. graminearum, cinnamic-derived acids (ferulic, p-
coumaric and caffeic acids)are quite likely to enhance DON-15ADON accumulation
while benzoic-derived acids are more likely to inhibit it. This is apparently in opposition
with literature data that indicate caffeic, ferulic and p-coumaric acids inhibit the
biosynthesis of fumonisin B; by F. verticillioides (Beekrum, et al., 2003), of aflatoxin
by Aspergillus spp. (Chipley & Uraih, 1980) and of 15ADON by F. graminearum (Bily,
2003). However, these contradictions are not surprising. It was established results are
not easily transferable from an experiment to another as phenolic acids effects on fungal
metabolism are largely dependant on culture conditions (Maggon, et al., 1977, Elad,
1992). The GYEP culture medium used in this study is particularly rich in glucose (50 g

I'). Previous experiments showed caffeic, ferulic and p-coumaric acids exhibit lower
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fungitoxicity on Fusarium avenaceum when glucose was added to the culture (Asiegbu,
2000). Similarly, differential effects of phenolic acids may be attributable to their
solubilisation in ethanol as the combination of their properties may introduce bias
(Asiegbu, 2000). Finally, our observations were made in rotary shaken cultures. None
of the 5 tested phenolic acids nor BHT at 0.5 mmol I enhanced DON-15ADON
accumulation by F. graminearum in static GYEP cultures (data not shown).
Oxygenation is enhanced in shaken cultures compared to static cultures, and oxidised
phenolic compounds are more fungitoxic (Gomez-Vasquez, et al., 2004). Differences in
phenolic acids effect may be partly explained by their higher oxidation level in shaken
cultures compared to static cultures.

Anti-oxidant capacities of phenolic acids and DON-15ADON accumulation in
supplemented cultures of F. graminearm seem to strongly and positively correlate. This
observation is consistent with previous data that indicate TCTB biosynthesis by
Fusarium requires weak oxidant conditions (Miller & Blackwell, 1986). However,
BHT-associated data do not fit into this correlation. BHT VCEAC value is 77.4 (Kim &
Lee, 2004), which is low compared to ferulic and p-coumaric VCEAC values (Table 3).
Despite a weak anti-oxidant capacity, BHT activates DON-ADON accumulation 24
times. These data indicate that, even if anti-oxidant capacities seem important
components of phenolic compounds effects on DON-ADON, they are not sufficient to
explain all of the observed trends. BHT is very lipophilic because it is highly alkylated.
BHT transfer rate into cells may be high enough to make up for a lower anti-oxidant
capacity and even so enhance DON-ADON accumulation. BHT VCEAC value (77.4) is
similar to the syringic acid one (80.4), and while BHT strongly enhances DON-
15ADON accumulation, syringic acid has no significant effect. They different degrees
of lipophilicity may explain their different effects. Nevertheless, this hypothesis
implicates that these anti-oxidant compounds exert their effects after penetrating into
cells by passive diffusion. It does not take into account neither that they may act in an
indirect manner without entering into cells, nor that phenolic acids may enter into cells
by active or facilitated mechanisms. Furthermore, effectiveness of phenolic acids would
be reduced to their anti-oxidant and/or lipophilic capacities, which is simplistic. As an
example, it has been showed p-hydroxybenzoic acid, which has very little anti-oxidant

and lipophilic properties, can directly induce gene expression (De Vries, et al., 2002).

217






Chapitre 2 : Effets de H,0, et de composés associés sur la biosynthése de TCTB

The phenolic acid p-hydroxybenzoic may also modulate fungal enzymatic activities
such as tyrosinases (Reid, et al., 1992). In a more general manner, phenolic acids were
described as inhibitors of hydrolytic enzymes secretion in Piromyces spp. (Paul, et al.,
2003). BHT can also modulate hydrolytic enzymes activities in Fusarium spp.
verticillioides and proliferatum (Reynoso, et al., 2002).

Hydrolytic enzymes are important for Fusarium progression in planta. Several
data suggest the main enzymatic activities detected in toxigenic Fusarium strains are
different from the major ones found in not-toxigenic strains (Marin, et al., 1998, Keshri
& Magan, 2000). Ability of phenolic acids and BHT to modulate hydrolytic and other
enzymes activities may be linked to their abilities to modulate DON-15ADON
accumulation. This study showed anti-oxidant properties of phenolic acids exhibit
important effect on DON and 15ADON production by F. graminearum. Therefore, it
may be hypothezised that anti-oxidant characteristics of phenolic acids can be involved
in their properties on enzymes activities. Different compositions in phenolic acids of the
various varieties of cereals may reflect their different sensitiveness to

mycotoxinogenesis. This hypothesis is currently investigated.
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11. Effets de produits d’oxydation de I’acide linoléique sur la

biosynthéese de trichothécénes de type B par F. graminearum

Les lipoxygénases (LOX) sont des dioxygenases catalysant I’hydroperoxydation
des lipides aussi bien chez les plantes que chez les animaux. Les caractéristiques
détaillées de ces enzymes, en particulier végétales, ont été répertoriées par Feussner &
Wasternack (2002). Les substrats des LOX sont les acides gras polyinsaturés contenant
des unités cis, cis 1-4 pentadiene. Chez les plantes supérieures, les acides linoléique et
linolénique, acides gras largement majoritaires, en sont les principaux substrats naturels.
Les LOX sont des enzymes a spécificité positionnelle, c’est-a-dire qu’elles catalysent
I’hydroperoxydation des lipides en position 9 ou 13 : on parle de 13-LOX ou 9-LOX.
Les produits d’oxydation de [I’acide linoléique sont donc les acides 13(S)-
hydroperoxyoctadecadienoique et  9(S)-hydroperoxyoctadecadienoique noteés
respectivement 13(S)-HPODE et 9(S)-HPODE ; de la méme facon les produits
d’oxydation de I’acide linolénique sont les acides 13(S)-hydroperoxyoctadecatrienoique
et 9(S)-hydroperoxyoctadecatrienoique notés respectivement 13(S)-HPOTE et 9(S)-
HPOTE.

Chez Zea mays, de précédentes études ont permis de caractériser différentes LOX.
Les LOX des feuilles du mais sont majoritairement des 13-LOX tandis que les 9-LOX
sont plutdt retrouvées dans les graines et les plantules (Veldink, et al., 1972, Hamberg,
1991, Jensen, et al., 1997).

La voie des lipoxygénases est communément activée lors d’interactions plante-
pathogene. Les hydroperoxydes dérivés des acides linoléique et linolénique sont
impliqués dans la voie des oxylipines® dont une des branches conduit & la formation
d’acide jasmonique (Figure 24). L implication de I’acide jasmonique dans la résistance
végétale aux invasions pathogene est largement illustrée (Pieterse, et al., 1998,
Thomma, et al., 1998, Thaler, et al., 2004).

%% Acides gras polyénoiques oxydés
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Les evénements de résistance des plantes dans le cadre d’interactions plante-
pathogenes ont de nombreuses fois été reliées a des activités lipoxygénasiques (Burow,
et al., 2000). Notamment, I’induction spécifique de lipoxygénases chez la pomme de
terre est associée avec la résistance a Phytophtora infestans ainsi qu’au développement
d’une réponse hypersensible (Kolomiets, et al., 2000). Gobel, et al., (2003) ont par
ailleurs précisé ce dernier point en mettant en évidence que la LOX impliquée est de
specificité positionnelle 9. De facon similaire, I’accumulation de 9(S)-HPODE dans les
graines d’arachide contaminées par Aspergillus spp. a été mise en évidence par Burow
et al. (2000). Chez le mais, Wilson, et al., (2001) ont décrit la protéine CSSAP 92
possédant une activité lipoxygénasique de type 9-LOX : son transcrit est plus abondant
dans une lignée plus sensible a I’infection par Aspergillus flavus et a F. verticillioides. Il
ressort de ces études que les 9-LOX et I’acide 9(S)-HPODE seraient particulierement

importants dans les interactions hote-pathogéne.

Les acides linoléique, linolénique et leurs hydroperoxydes peuvent également étre
percus et avoir des conséquences sur le pathogene lui-méme. Calvo, et al., (1999) ont
par exemple démontré que les acides linoléique, linolénique, 9(S)-HPODE et 13(S)-
HPODE induisent la sporulation asexuée chez Aspergillus spp., ce qui indique que les
substrats et produits des LOX peuvent étre percus comme des signaux activant le
développement morphologique du pathogéne. Les résultats des travaux de Wilson et al.
(2001) précédemment cités suggerent que I’activite enzymatique de CSSAP 92 (9-
LOX) plus importante dans les lignées de mais plus sensibles a I’infection entraine des
changements biochimiques effectivement percus par A. flavus et qui favorisent
I’invasion fongique. Ces données laissent supposer que les composés dont la production
est élicitée par I’attaque pathogene peuvent également représenter des signaux

favorisant I’infection.

Lors d’interactions entre des plantes et des champignons mycotoxinogenes, les
niveaux de production en toxines sont des parametres a considérer en sus du niveau
d’invasion. De la méme facon que les substrats et produits des LOX sont susceptibles de
moduler le développement morphologique et le niveau d’invasion du pathogeéne,

I’hypothese d’une altération des niveaux de production en toxines peut étre émise.

229






Chapitre 2 : Effets de H,0, et de composés associés sur la biosynthése de TCTB

Plusieurs résultats concernant la biosynthese d’aflatoxines par Aspergillus spp.
sont disponibles. Burow et al. (1997) ont montré une diminution in vitro de la
production d’aflatoxines en présence de I’acide 13(S)-HPODE, tandis que I’acide 9(S)-
HPODE a pour effet d’augmenter la demi-vie des transcrits de ver-1, gene impliqué
dans la voie de biosynthése des aflatoxines. En accord avec ces résultats, les travaux de
Wilson et al. (2001) qui démontrent le réle d’une 9-LOX (CSSAP 92) facilitant
I’invasion des graines de mais par Aspergillus spp. indiquent aussi que I’activité de cette

enzyme contribue a la biosynthese d’aflatoxines.

A notre connaissance, aucune donnée n’est disponible quant a I’existence ou non
d’effet(s) modulateur(s) de la production de TCTB par les acides 9(S)-HPODE et 13(S)-
HPODE. Les travaux de Burow et al. (1997) sur le modele Aspergillus/aflatoxines ont
montré que 13(S)-HPODE 1 uM semble inhiber la production d’aflatoxines tandis que
9(S)UHPODE 1 uM augmente la durée de vie des transcrits des génes impliqués dans la
biosynthése des aflatoxines. Sur un modele similaire, nous avons choisi de tester en
mini-cultures GYEP les effets de 1 pM en acide 13(S)- ou 9(S)-HPODE sur la
biosynthese de TCTB par F. graminearum CBS185.32. La néo-synthese de ces produits
est habituellement réalisée en utilisant la LOX-1 du soja (13-LOX) et la 9-LOX issue
d’extraits bruts de tomates (voir matériel et méthodes). Toutefois, ces synthese ne
permettent pas I’obtention de produits purs. Le mélange des produits d’oxydation de
I’acide linoléique par la LOX-1 du soja sera arbitrairement noté « mélange 13-Ox-
Linoleate », et de facon similaire le mélange des produits d’oxydation de I’acide
linoléique par la 9-LOX issue d’un extrait brut de tomates sera arbitrairement noté «
mélange 9-Ox-Linoleate ». Les mélanges 13-Ox-Linoléate et 9-Ox-Linoléate
contiennent majoritairement respectivement les hydroperoxydes 13(S) et 9(S) dérivés de
I’acide linoléique, ainsi que I’acide linoléique non oxydé. Toutefois, la méthode utilisée
pour la préparation du mélange 9-Ox-Linoléate entraine trés fréquemment la
contamination par des caroténoides et de ce fait les effets observés peuvent étre biaises
de facon non contrblable par la présence de ces pigments. Des solutions pures
commerciales de 13(S)-HPODE et de 9(S)-HPODE ont donc également été testées a la

concentration finale de 1 uM.
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Figure 25: Accumulation de biomasse fongique apres 7 jours en mini-cultures
GYEP en présence ou absence d’éthanol ou d’hexane.

EtOH = milieux supplémentés en éthanol 0,65% ; Hexane = milieux supplémentés en
hexane 0,65% ; Controle H,O = milieux supplémentés en eau ; to = milieux
supplémentés avant inoculation ; cst = milieux supplémentés toutes les 24 heures du
jour de I’inoculation au 6° jour de culture inclus.
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Les effets des acides 13(S)- et 9(S)-HPODE ainsi que ceux des mélanges 13-Ox-
Linoleate et 9-Ox-Linoleate ont chacun été testés selon deux modes d’introduction : soit
une supplémentation unique juste avant I’inoculation des milieux (essai noté « to »), soit
une supplémentation quotidienne jusqu’au 6° jour inclus, aprés inoculation (essai noté «
cst »). Les niveaux de production en DON et 15ADON ont été mesurés apres 7 jours de
culture. Ce temps, 7 jours, a été choisi d’apres les recommandations de Boutigny A.L.
(2004, communication personnelle) comme un temps de culture suffisant pour
I’obtention de quantités importantes de toxines en conditions de mini-cultures.

Les hydroperoxydes commerciaux ont été utilises en solution dans de I’éthanol
tandis que les mélanges néo-synthétisés sont en solution dans de I’hexane. Les toxicités
de ces solvants ainsi que leur(s) effet(s) sur la biosynthése de toxines ont été évalués en

méme temps que ceux des hydroperoxydes et des mélanges 13- et 9-Ox-Linoleate.

I1.1. Fongitoxicité(s) de I’éthanol ou de I’hexane 0,65 % et des
hydroperoxydes et autres produits d’oxydation de I’acide linoléique

par des lipoxygeénases de spécificité positionnelle 13 ou 9

Les fongitoxicités (dans nos conditions) de I’éthanol et de I’hexane 0,65 % et des
hydroperoxydes et autres produits d’oxydation de I’acide linoléique par des
lipoxygénases de spécificité positionnelle 13 ou 9 ont été évaluées par la comparaison
des biomasses fongiques séches mesurées aprés 7 jours de mini-culture GYEP

supplémentée ou non avec I’'un des composés.

La figure 25 représente les niveaux d’accumulation de biomasse fongique en
milieux supplémentés en eau, en éthanol ou hexane 0,65 % (mode de culture ty ou cst).
Il apparait tout d’abord que les niveaux d’accumulation de biomasse fongique sont
globalement inférieurs (de facon non statistiquement significative) lors de
supplémentations quotidiennes en comparaison avec les essais en mode de
supplémentation unique, et ce y compris dans les cultures contréles supplémentées en
eau. Les cultures fusariennes ayant lieu a I’obscurité et & 25°C, il est probable que les

sorties quotidiennes des mini-cultures entrainant une chute de la température et
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Figure 27 : Accumulation de DON et 15ADON apreés 7 jours en mini-cultures GYEP en présence ou
absence d’éthanol ou d’hexane.

EtOH = milieux supplémentés en éthanol 0,65% ; Hexane = milieux supplémentés en
hexane 0,65% ; Controle H,O = milieux supplémentés en eau ; to = milieux
supplémentés avant inoculation ; cst = milieux supplémentés toutes les 24 heures du
jour de I’inoculation au 6° jour de culture inclus ; * = différence statistiquement
significative p < 0,05.
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I’exposition a la lumiére soit un facteur de stress pour le champignon. De la méme
facon, dans ce type de culture la surface du milieu est rapidement entierement
recouverte par un « tapis » myceélien, et I’introduction de liquide peut également
constituer un stress modifiant la croissance fongique. La méme observation est réalisée
lorsque les milieux sont supplémentés avec des hydroperoxydes ou autre produits
d’oxydation de I’acide linoléique par des lipoxygénases de spécificité positionnelle 13
ou 9 (Figure 26).

Si le mode de supplémentation semble moduler le niveaux de croissance de
Fusarium, la nature du composeé ajouté dans le milieu de culture ne parait pas, dans nos
conditions, moduler les niveaux d’accumulation de biomasse fongique : pour un méme
mode de supplémentation, il n’y a pas de différence significative entre les biomasses
fongiques accumulées dans les milieux supplémentés en eau, avec de I’éthanol ou de
I’hexane 0,65 % (Figure 25), ni méme lorsque les milieux sont supplémentés avec les
hydroperoxydes 13(S)-ou 9(S)-, ou les mélanges des produits d’oxydation 13-Ox-
Linoleate ou 9-Ox-Linoleate.

11.2. Modulation(s) de la production de TCTB par I’ajout d’éthanol ou
d’hexane 0,65 % et d’hydroperoxydes et autres produits d’oxydation

de I’acide linoléique

La(les) modulation(s) de la production de DON et de 15ADON par F.
graminearum par I’éthanol ou I’hexane 0,65 % et par des hydroperoxydes et autres
produits d’oxydation de I’acide linoléique ont été évaluées aprés 7 jours de mini-

cultures GYEP supplémentées ou non avec I’un des composés.

11.2.a. Effets d’éthanol ou d’hexane 0,65 %

La figure 27 représente les rendements en DON/15ADON (exprimés en pg par
gramme de biomasse séche) en fonction du mode de supplémentation (tp ou cst) et du

solvant ajouté. L’accumulation de DON/15ADON est fortement réduite en présence
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statistiquement significative p < 0,05.
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d’éthanol 0,65 % (p = 0,006) tandis que I’hexane a la méme concentration ne semble
pas avoir d’effet.

En considérant ces résultats, les rendements obtenus lors des tests de chacun de
nos composés seront normalisés par rapport a la production obtenue dans le solvant
correspondant. Cette normalisation est nécessaire afin de rendre les résultats

comparables entre eux.

11.2.b. Effets des composés 13(S)-HPODE, 9(S)-HPODE, 13-Ox-

Linoleate ou 9-Ox-Linoleate

La figure 28 représente les rendements en TCTB obtenus aprés 7 jours en mini-
cultures supplémentées avec I’un de nos composés, normalisés par rapport aux
rendements moyens obtenus en présence du solvant correspondant.

Une premiére observation globale indique que quel que soit le mode
d’introduction considéré 13(S)-HPODE et 13-Ox-Linoleate semblent étre plutdt
activateurs de la production de toxines tandis que 9(S)-HPODE et 9-Ox-Linoleate
semble plutdt réduire I’accumulation de DON et de 15ADON dans les milieux de
culture. Toutefois, ces résultats sont statistiquement peu significatifs et ne permettent
pas de tirer des conclusions claires.

La faible puissance du test statistique pourrait s’expliquer par le mode de culture
en lui-méme. En mini-culture, les rendements en toxines pour la souche F.
graminearum CBS185.32 sont plus de 30 fois supérieurs qu’en cultures agitées
classiques. 1l n’est donc pas a exclure que la machinerie cellulaire de Fusarium atteint
dans ces conditions un seuil maximal de fonctionnement ne permettant plus d’activation

et atténuant les intensités des effets observés.

Malgré une indéniable faiblesse de la significativité de I’étude, il semble que les
produits d’oxydation de I’acide linoléique et en particulier ses hydroperoxydes 13(S) et
9(S) modulent la production de DON et de 15ADON. De plus, 13(S)-HPODE semble
plutdt activer la production de toxines tandis que I’ajout de 9(S)-HPODE dans les

milieux de culture semble la réduire.
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I11. Effets de H,O, et autres composés pro/anti oxydants :

conclusion

Dans ce chapitre, les effets de H,O, sur la production de DON/ADON par F.

graminearum ont été particulierement étudiés.

D’une facon génerale, H,O, 0,5 mM semble plutét activer I’accumulation de
toxines dans nos conditions. Une réponse adaptative du champignon au stress oxydatif
par H,O, a été mise en évidence, réponse dont les mécanismes ne sont pas encore
élucides. Cependant, il convient de moduler ces résultats dans la mesure ou les effets de
H.O, sur la production de toxine semblent étre dépendant de la phase de croissance
dans laquelle se trouve Fusarium au moment de la premiére exposition a ce stress. Si le
premier contact avec H,O, a lieu aprés 2 jours de culture et au-dela, I’adaptation au
stress semble tres différente et en particulier la production de toxine n’est pas activée. Il
est méme possible qu’elle soit inhibée sur le long terme. In planta, la cinétique de
réponse a I’invasion fongique avec génération de H,O, peut alors s’avérer déterminante
en termes de risque mycotoxique. La sélection de variétés dont la réponse au pathogene
ne favorise pas I’accumulation de toxines peut représenter un des éléments permettant

de limiter I’occurrence des TCTB au champ.

L’utilisation d’autres composés pro-oxydants et de composés anti-oxydants nous
ont permis d’en déduire que les effets de H,O, sur la production de toxines sont
spécifiques de la molécule.

Les effets du diamide, composé capable d’oxyder les fonctions thiol, et le
paraquat, composé générateur d’anions superoxydes O, ont tout d’abord été testés. Le
diamide active la production de toxines tandis que le paraquat I’inhibe de fagon tres
importante. Les mécanismes des réponses de Fusarium a ces différents stress oxydatifs
ne sont pas connus. En particulier, pourquoi H,O, et le diamide ont-ils des effets

similaires tandis que le paraquat inhibe trés efficacement la production de toxines ? Un
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élément de réponse peut étre apporté par des études réalisées chez Saccharomyces
cerevisiae. Il a été mis en évidence que la localisation nucléaire du facteur de
transcription YAPL est modulée en conditions de stress oxydatifs et que les cellules
déficientes en YAP1 sont hypersensibles a H,O, (Moye-Rowley, 2003). YAP1 active la
transcription du gene de la thioredoxine impliquée dans la tolérance a H,O, ainsi que le
gene codant la GSH1, enzyme particulierement importante pour la biosynthese de
gluthathione (le plus important des composés thiols impliqués dans le maintient de la
balance redox cellulaire). Il semble que le diamide comme H,O, soient capable
d’induire la localisation nucléaire de YAPL via un domaine protéique C-terminal riche
en cystéines. L’induction de la localisation cellulaire par H,O; et uniquement par H,O,
impliquerait également un autre domaine riche en cystéine localisé cette fois vers
I’extrémité N-terminale de la protéine YAP1 (Moye-Rowley, 2003). Ainsi, H,O, et le
diamide pourraient agir via des mécanismes relativement proches pouvant expliquer des
effets similaires. Des mécanismes de régulation transcriptionnelle semblent
particulierement impliqués dans ces modulations de la production de toxines

Les effets d’acides phénoliques, composés aux propriétés anti-oxydantes
largement connues, ont ensuite été étudiés. Certains composes phénoliques semblent
activer la production de toxines (acides férulique et p-coumarique) tandis que d’autres
semblent I’inhiber (acide p-hydroxybenzoique). Ces différences d’effets ont été
associées aux différents potentiels anti-oxydants des acides phénoliques testés : plus le
potentiel oxydant de I’acide phénolique est important, plus I’accumulation de toxines
dans les milieux supplémentés est importante. Ce résultat est en accord avec les travaux
de Miller et Blackwell (1986) ayant indiqué que la biosynthése de DON par Fusarium
nécessite des conditions anti-oxydantes faibles. Les acides phénoliques et autres
composes anti-oxydants ont été particulierement décrits comme des inhibiteurs des
sécretions et/ou d’activités d’enzymes hydrolytiques (Marin, et al., 1998, Keshri &
Magan, 2000, Reynoso, et al., 2002, Paul, et al.,, 2003). Les effets des acides
phénoliques pourraient alors étre lies a des modulations d’activités enzymatiques

impliquées dans la biosynthese des TCTB.

Enfin, les effets d’hydroperoxydes de I’acide linoléique ont également été testés

sur la production de DON/15ADON par F. graminearum. Comme précédemment
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décrit, ces composés sont également des pro-oxydants impliqués dans les mécanismes
de défense de la plante en réponse aux invasions pathogéene (Figure 12). Il semble que
les produits d’oxydation 13(S) seraient plutbt activateurs de la production de toxines
tandis que les produits 9(S) seraient plutdt inhibiteurs. Toutefois, ces résultats n’ont pas
été obtenus dans des conditions de culture standard mais en mini-cultures (conditions
exigées par les faibles quantités de standards disponibles). Or, dans de telles mini-
cultures, les rendements en DON et 15ADON par la souche F. graminearum utilisée
tout au long de nos essais sont activés de fagcon spectaculaire (un minimum de 30 fois
plus de toxines produites des les premiers jours de culture). La machinerie cellulaire de
production de toxines est peut étre a un maximum et il devient alors particulierement
difficile de I’activer plus. Ensuite, les mini-cultures étant non agitées, les mycelia en
croissance ne sont pas totalement immergés et il se forme a la surface du liquide un «
tapis » cellulaire dont une face est au contact du liquide et I’autre face au contact de
I’air. Les cellules au contact de I’air ne sont donc pas au contact du produit testé. Enfin,
la non-agitation des cultures pourrait également impliquer une mauvaise répartition du
produit ajouté au milieu de culture et donc des gradients de concentration pouvant
moduler les effets observés. Ces soupgons quant aux biais introduits en utilisant des
mini-cultures ont été confirmés en utilisant dans ces conditions H,0,, le diamide, le
paraquat et les acides phénoliques déja testés en conditions standard. Aucune activation
significative n’était plus observable, et seules les inhibitions par le paraquat et I’acide p-
hydroxybenzoique persistaient. En particulier, les effets activateurs de H,0,, du
diamide, et des acides férulique et p-coumarique étaient totalement effacés ce qui tend a
confirmer notre hypothése de saturation de la machinerie cellulaire.

Il conviendrait donc de re-tester les 13(S)HPODE et 9(S)HPODE en conditions
standard de culture. Cependant, les volumes des cultures standards sont 12,5 fois plus
grands qu’en mini-cultures. Il n’est alors pas possible de tester les effets de composés
purs commerciaux en raison du coup trés élevé de ces produits. Une mise au point
méthodologique est alors nécessaire pour la préparation au laboratoire
d’hydroperoxydes de qualité satisfaisante. Ces expériences n’ont pu étre réalisees dans
le cadre de cette thése et représentent une suite immédiate a ces travaux.

Malgré ces difficultés expérimentales, il semble que les hydroperoxydes modulent

la production de DON et de 15ADON par F. graminearum. La spécificité positionnelle
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des LOX catalysant in planta la peroxydation de I’acide linoléique dans un organe
donné sont particulierement importantes en termes de sens de la modulation de la
production de toxines : la présence majoritaire d’une 13-LOX pourrait impliquer une
activation de la production de toxines, tandis qu’une 9-LOX pourrait participer a la
limitation de I’accumulation de DON/ADON. La encore, une connaissance de la
diversité variétale de I’équipement enzymatique des plantes et de son induction lors
d’une attaque pathogene pourrait participer a la limitation du risque mycotoxique.

Kim, et al., (2003) ont purifié et caractérisé une LOX (codée par le géne noté Lox)
de semis de mais spécifiquement exprimée 2h aprés une augmentation du niveau
endogene en acide jasmonique (Figure 24). Cette LOX a la particularité de conduire a
I’accumulation de 9S- ou de 13S-HPODE avec des spécificités presque identiques (4:6
ratio). Les résultats obtenus semblent indiquer qu’un « burst » d’acide jasmonique
déclenche rapidement I’expression de Lox ce qui facilite la production d’acide
jasmonique endogéne a travers son activité 13-LOX. Le systeme serait ensuite capable
de s’auto entretenir grace a I’implication de son activité 9-LOX dans sa phase tardive
d’expression. Ces données sont en accord avec les travaux de Itoh, et al., (2002) ayant
indiqué une possible régulation par le jasmonate de la branche 9-LOX de la voie de
biosynthese des oxylipines. Une LOX bi-spécifique serait alors un outil utilisable de
facon ubiquitaire pour réguler la voie des lipoxygénases dans le processus de réponse au
stress chez les plantes monocotylédones de fagon a produire une réponse spécifique. La
qualité de ces réponses pourrait alors jouer un réle important dans I’invasion de la

plante par Fusarium et dans la production de toxines.

Ces résultats ont été obtenus dans le cadre d’études des modulations de la
production de DON/ADON par F. graminearum par des stress oxydatifs. Des études
préliminaires réalisées sur F. culmorum producteur de NIV/FX ont montré que H,O,
produit des effets opposés a ceux observés chez F. graminearum producteur de
DON/ADON. Des expériences complémentaires sont alors nécessaires afin de
déterminer si les effets que nous décrivons ici dépendent de I’espéce, du chemotype

et/ou encore de la souche considérée.
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Certains de nos résultats préliminaires indiquent que F. graminearum excréte de
I'H,O, extracellulaire et que la cinétique d’accumulation de H;O, semble étre
synchronisée avec la production de DON/ADON (Figure 29, d’aprées Ponts et al., 2003).
Cette synchronisation pourrait indiquer I'existence d'un lien entre H,O, fongique
extracellulaire et production de TCTB.

Plusieurs types d’activités enzymatiques qui conduisent a la production de H,0,
ont été rapportés chez Fusarium spp. En particulier, des activités de type superoxyde
dismutase® (Kwon & Anderson, 2001, Medentsev, et al., 2001, Ayar-Kayali, et al.,
2002) ou galactose oxydase® (Barbosa-Tessmann, et al., 2001, Wilbert &
Kemmelmeier, 2003) ont été caractérisées chez F. spp. graminearum, culmorum et
proliferatum. En revanche, aucune donnée n’est a notre connaissance disponible quant a
un éventuel lien entre cet H,O, fongique extracellulaire et la biosynthése de toxines.

Afin d’éclaircir la signification (ou non) de cet H,O, fongique extracellulaire en
termes de production de toxines, plusieurs stratégies ont été élaborées. Tout d’abord,
nous avons tenté d’identifier un éventuel lien direct entre production de H,O, et
biosynthese de TCTB. Plusieurs souches de F. culmorum et graminearum productrices
de DON/ADON ou de NIV/FX ont été caractérisées en termes de production de toxines
et de production de H,O, extracellulaire en cultures liquides GYEP. En parallele, les
activités catalase®® et superoxyde dismutase intracellulaires de ces souches ont été
étudiées. Enfin, I’importance de H,O, fongique extracellulaire pour la biosynthese de

DON/ADON par F. graminearum a éte évaluée.

I. Accumulation de H,O, fongique extracellulaire et
production de trichothécénes de type B par F. culmorum et

graminearum

%20, +2H" - H,0, + 0,
% R-CH,OH + 0, — R-CHO + H,0,
% 2H,0, — 2H,0 + O,
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I.1. Etude de I’existence d’un lien statistique entre accumulation de

H,O, fongique extracellulaire et production de toxines

Nous avons selectionné différentes souches de F. culmorum et graminearum
productrices de chemotypes DON ou NIV (voir matériel et méthodes) que nous avons
caractérisées en termes de production de toxines et de production en H,0O,
extracellulaire en milieu GYEP apres 15 jours de culture (le temps 15 jours a été choisi
comme un temps de culture auquel la production de toxines a atteint un maximum en
cultures standard GYEP). Ces productions sont exprimées en rendement par gramme de
biomasse seche (les niveaux en TCTB étant mesurés en microgrammes et ceux en H,O,

en micromoles).

Lorsque I'ensemble des souches est considéré, il n'y a pas de corrélation entre
H.O, fongique extracellulaire et production de toxines. En revanche, les calculs de
coefficients de corrélation de Pearson pour les données relatives d’une part aux souches
appartenant a I’espece culmorum et d’autre part aux souches appartenant a I’espéce
graminearum révélent I’existence potentielle d’un lien négatif entre biosynthése de
toxines et production en H,O, par les souches F. graminearum (r2 = 0,60). Ce lien
semble se renforcer (r2 = 0,73) lorsque seules les souches F. graminearum de
chemotype NIV sont considérées.

Ces résultats semblent indiquer que les événements conduisant a la production en
H.0, et a la biosynthése de TCTB par F. graminearum sont négativement liés, et tout
particulierement lorsque la souche considérée est de chemotype NIV (par opposition au
chemotype DON) : une forte production en H,O, fongique serait associée a une faible
production de NIV (ou une faible production en H,O, fongique serait associée a une
forte production de NIV).

Cependant, ces conclusions sont a moduler pour plusieurs raisons que nous allons

détailler en suivant.
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1.2. Force du lien statistique

I.2.a. Contraintes expérimentales liées a Fusarium et a la production de

toxines

Une faiblesse du protocole expérimental utilisé réside dans le caractere ponctuel
(ici a 15 jours) de la mesure effectuée. En effet, les cinétiques de production de toxines
ne sont pas forcément identiques entre différents individus, et il semble qu’il en soit de
méme pour la production de H,O,. Se placer, comme c'est le cas ici, au temps 15 jours
pour observer un lien entre H,O, fongique et accumulation de toxines peut alors se
révéler tres judicieux dans certains cas et beaucoup moins dans d’autres.

A titre d’exemple, nous avons comparé les cinétiques de production en H,O, de
notre souche modéle F. graminearum CBS185.32 (chemotype DON/ADON) a celle de
la souche F. culmorum INRA 337 (chemotype NIV/FX). Les cinétiques d’accumulation
de toxines dans les milieux de culture de ces deux souches ont également été comparées
(Figure 30).

Comparaison entre F. graminearum de chemotype DON et F. culmorum de

chemotype NIV

La production de NIV/FX ne devient détectable qu’entre 5 et 11 jours de culture
alors que la présence de DON/ADON dans les milieux est observée des le 3° jour de
culture. La cinétique d’accumulation de NIV/FX semble retardée de quelques jours par
rapport a celle de DON/ADON. Il n’en est pas de méme en ce qui concerne les
cinétiques de production de H,O,. Que ce soit dans les cultures de F. culmorum ou dans
celles de F. graminearum, H,O, n’est toujours pas détectable au 5° jour de culture. Les
productions en H,O, par ces deux especes de Fusarium semblent s’initier peu avant le
11° jour de culture pour ensuite diverger. La production de H,O, par F. graminearum
semble se stabiliser de la méme fagcon que I’accumulation de DON/ADON se stabilise.
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En revanche, la production de H,O, par F. culmorum augmente de fagcon importante
jusgu’a 15 jours de culture et semble se stabiliser par la suite. C’est aussi entre 15 et 21
jours de culture que I’accumulation de NIV/FX dans les milieux semble s’accélérer.
Ainsi, chez F. graminearum CBS185.32, il semble que I’initiation de la production de
DON/ADON soit un évenement ayant lieu avant que H,O, ne s’accumule dans les
milieux. Par la suite, la production de DON/ADON comme la production de H,0,
atteint trés rapidement un niveau stable. La situation chez F. culmorum INRA 337 est
tres différente. Les initiations des productions de NIV/FX et de H,O, semblent
synchronisées. Puis, la production de H,O, augmente la premiére de facon rapide, et ce
n’est qu’a la fin de cette augmentation que I’accumulation de NIV/FX s’accélére de

nouveau, apres 21 jours de culture.

Ces observations pourraient représenter un indice supplémentaire quant a un lien
possible entre production de H,O, et accumulation de toxines. En particulier, la
production de H,O, par F. culmorum semble particuliecrement liée a la cinétique
d’accumulation de NIV/FX. De plus, elles illustrent des variations physiologiques des
profils de production de H,O; entre individus sans toutefois nous permettre de savoir si

ces variations sont espéces, chemotypes ou encore souches dépendantes.

Observations espéce, chemotype et/ou souche dépendantes

Nous avons suivi les profils de production de H,O, de six souches F. culmorum de
chemotype DON. Les rendements en H,O, extracellulaire ont été mesures apres 3 jours,
4 jours, 5 jours, 6 jours, 7 jours et 15 jours de culture. Les résultats sont rapportés sur la
figure 31.

Il apparait que, chez 4 souches parmi les 6 testées, la production en H,0,
augmente entre le 6° et le 7° jour de culture. Les souches INRA 128 et INRA 217
semblent produire H,O, de facon plus précoce (24 heures plus tét). Une constante est
toutefois observable : 100 % des souches testées ont atteint un niveau quasi optimum de
production en H,0, aprés 7 jours de culture. Cet optimum est maintenu jusqu’a 15 jours
pour seulement deux des six souches (INRA 124 et INRA 128) indiquant que le choix
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de se placer apres 15 jours de cultures n’est pas adapté a toutes les souches. Se placer a
7 jours semble plus ubiquitaire en terme de production en H,0,.

Les observations sont différentes en ce qui concerne la toxinogenese. En effet, il
n’est pas rare que la biosynthése de toxines apres 7 jours de cultures ne soit pas
détectable pour de nombreuses souches. C'est le cas en ce qui concerne les souches de
cette étude pour lesquelles la production de toxines n'a pas été détectée jusqu'au 7° jour
de culture inclus (données non présentées). L'utilisation d'une technique trés sensible de
détection et de dosage des TCTB pourrait permettre des analyses a des temps de culture
inférieurs ou égaux a 7 jours (voir chapitre 1 de cette these).

Ces observations confirment I’existence d’un biais lorsqu’une mesure ponctuelle

est utilisée.

1.2.b. Puissance du test statistique

Un autre paramétre a considérer lors de I’interprétation de nos analyses de
corrélation est que le lien révélé est le résultat de I’interprétation d’une valeur
statistique, le coefficient de Pearson, a laquelle il ne faut pas donner plus de
signification qu’elle n’en a. La mise en évidence d’une corrélation statistique entre deux
évenements n’implique pas de causalité. Ensuite, en statistiques, I’effectif doit étre plus
important pour donner au test une puissance plus satisfaisante afin d'accroitre la
confiance que I'on peut accorder au test (risque B d'attribuer au hasard une différence
qui est en fait significative). Le protocole idéal est d’utiliser un nombre plus élevé de
souches (N = 30 au minimum) pour chaque chemotype de chaque espéce (c’est-a-dire
un minimum de 120 souches au total). A I’heure actuelle, nous ne disposons pas des

souches et du matériel nécessaires a la réalisation d’une telle expérience.

1.2.c. Echantillonnage et représentativité

Une autre raison d’ordre mathématique nous incite a moduler I’interprétation de

nos résultats. Notre échantillonnage présente un biais dont I'importance n'était pas
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Figure 32 : H,O, accumulé dans les milieux de culture GYEP au cours de la
production de NIV et de FX par F. culmorum INRA 337 en cultures GYEP
supplémentées ou non par H,O, exogene.

Les mesures de H,O, présentées dans cette figure ont été réalisées dans les mémes
cultures que celles utilisées lors des mesures des rendements en toxines décrites dans la
figure 23.
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mesurable lors de la sélection des souches & utiliser dans notre étude. En effet, une seule
des souches F. culmorum testées est de chemotype NIV alors que parmi les souches F.
graminearum utilisées pour cet essai il y a autant de souches de chemotype DON que de
souches de chemotype NIV. L’origine de ce biais est identifiée : I’échantillon choisi est
représentatif de la population des souches a notre disposition en collection (isolées apres
des prélevements en champs francais ayant eu lieu ces dix derniéres années), et il
s’avere que les souches de chemotype NIV y sont largement minoritaires. Ainsi, le lien
statistique apparent entre production en H,O, et biosynthese de TCTB par F.
graminearum (chemotypes confondus), qui ne semble pas exister chez les souches F.
culmorum, peut n’étre attribuable qu’aux souches F. graminearum de chemotype NIV.
Il n’est alors pas possible de déterminer s’il s’agit d’une observation plutét liée a
I’espéce, au chemotype, ou encore aux deux parametres. Il n’est donc pas a exclure
I’existence d’un lien statistique entre production en H,O, et biosynthése de NIV/FX

pour des souches F. culmorum.

Nous avons voulu tester cette hypothese sur la souche F. culmorum INRA 337 de
chemotype NIV que nous avons utilisée précédemment (chapitre 2) : les milieux de
culture GYEP ont été supplémentés ou non en H,O, exogéne. Au cours de cette
expérience nous avons montré que supplémenter les milieux avec H,O, au moment de
I’inoculation tout comme les supplémenter de facon quotidienne pendant 26 jours réduit
de facon significative I’accumulation de NIV/FX dans les cultures (chapitre 2, figure
23). Notre hypothése est la suivante : puisque les cinétiques d’accumulation de NIV/FX
dans les cultures supplémentées en H,O, exogéne, que ce soit au moment de
I’inoculation ou quotidiennement, sont similaires, alors les profils d’accumulation de
H,O; extracellulaire dans ces cultures doivent étre tout autant similaires entre eux. Nous
avons mesuré les quantités en H,O, accumulées au cours de ces cinétiques. Les résultats
sont présentés figure 32.

Il est tout d’abord important de noter qu’aprés 3 jours de culture la présence de
H,O, n’est pas détectable dans les milieux quelle que soit la condition de culture
considerée : H,O, exogéne disparait rapidement apres son introduction, et cette

disparition est liée a la présence du champignon (en milieu GYEP stérile H,O, n'est pas
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dégrade, donnée non présentée). Il semble donc que H,O, détecté dans les jours suivants
soit effectivement le résultat d’une production fongique. Le choix d’exprimer les
niveaux en H,O, en micromoles par gramme de biomasse fongique séche est donc
justifié. En s’intéressant aux profils d’accumulation de H,O, dans les milieux de culture
supplémentés la conclusion est immédiate : ils sont tout aussi similaires que les
cinétiques d’accumulation de NIV/FX correspondantes le sont, ce qui veérifie notre
hypothése. Enfin, aprés 11 jours de culture, les concentrations en H,O, mesurées dans
les milieux supplémentés sont jusqu’a 31 fois plus importantes que dans le témoin ce
qui est en accord avec I’hypothése de I’existence d’un lien négatif entre production de
NIV/FX et production de H,0..

1.3. Synthese

La question posee au debut de ces travaux est claire : existe-t-il un lien entre
production fongique de H,O, et production de TCTB ?

La réponse qui y est faite est moins définitive que I’interrogation elle-méme. La
figure 33 synthétise I’ensemble des éléments de réponse que nos travaux ont permis
d’apporter. Il semble que les événements d’accumulation in vitro des TCTB ne soient
pas totalement indépendants des productions fongiques de H,O, méme si aucun lien
causal ne peut étre établi. D’une fagon plus précise il semble que I’expression du
chemotype NIV soit négativement associée a la production fongique de H,O, quelle que
soit I’espece considérée, culmorum ou graminearum. La production de DON/ADON
par F. graminearum uniguement semble également étre négativement associée a la
production de H,O, sans qu’un effet souche dépendant ne puisse étre écarté. De la
méme facon, il n’est pas éliminé que le lien entre production de H,O, et production en
NIV/FX par F. culmorum peut lui aussi étre souche dépendant. En revanche, il n’a été
mis en évidence aucun lien entre production de DON/ADON et production de H,O, par

F. culmorum.

L’ensemble de ces résultats confirme également I’existence d’une production

fongique en H,O, par F. graminearum CBS185.32 (mise en évidence par Ponts et al.,

261






Chapitre 3 : Métabolisme oxydatif fongique et biosynthése de TCTB

2003) mais aussi par d’autres souches F. graminearum et par des souches F. culmorum
(chemotypes DON et NIV confondus). Des activités enzymatiques de type catalase et
superoxyde dismutase impliquées dans le métabolisme de H,0O, ont été particulierement
décrites chez divers microorganismes pathogenes. Il s’avere qu’elles sont largement
impliguées dans les agressivités des pathogenes vis-a-vis de leurs hétes respectifs. Chez
le modele Claviceps/riz I’inhibition de la transcription des génes codant des catalases
entraine une diminution de I’agressivité du pathogéne (Nathues, et al., 2004). Chez le
modele Botrytis/haricot une Cu-Zn-superoxyde dismutase a été identifiée comme un
facteur d’agressivité (Rolke, et al., 2004), mais aussi comme un facteur d’agressivité
non essentiel chez le modele Claviceps/riz (Moore, et al., 2002). Kwon et Anderson
(2001) ont montré que certaines isozymes de superoxyde dismutase et de catalase de
Fusarium sont particulierement actives lors du processus d’infection du blé.

Nous nous sommes intéressés aux variations des activités superoxyde dismutases
et catalases de F. graminearum au cours de la production de toxines en milieu liquide
GYEP. Nos résultats ont été comparés aux cinétiques d’accumulation de H,0,
précédemment décrites. L'approche enzymatique est en effet complémentaire de ces
travaux. Affranchis des limites imposées par la méthode de dosage de H,O; , il est alors

possible d'évaluer de facon plus fiable I'importance du métabolisme oxydatif de H,O,.

I1. Activités enzymatiques (catalase et superoxyde dismutase)

et biosynthese de trichothécenes de type B

(Encadrement d'un projet de recherche d'annee universitaire de Master Recherche,
Couédelo, 2005).

11.1. Cinétiques enzymatiques CAT et SOD

Les essais enzymatiques ont été réalisés a partir d’extraits bruts issus de

mycéliums de F. graminearum CBS185.32 agés de 2 a 21 jours (cultures liquides
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Figure 34 : Activités enzymatiques CAT et SOD extraites des mycéliums de F.
graminearum CBS185.32 au cours de la cinétique de production de DON et de
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A : Production de DON plus 15ADON et de H,O, par F. graminearum ; B : Activités
enzymatiques CAT et SOD.
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standard GYEP). Les procédures expérimentales sont décrites dans le matériel et
méthodes.

La figure 34B montre les résultats des mesures des activités superoxyde dismutase
(SOD) et catalase (CAT) dans les extraits protéiques des mycéliums de F. graminearum
CBS185.32 ; la figure 34A rappelle les cinétiques de production de DON/ADON et de
H.O, associées a F. graminearum CBS185.32.

La figure 34B révéle que les activités enzymatiques sont les plus fortes apres 2 et
3 jours de culture, c’est-a-dire avant que H,O, ne soit détectable dans les milieux et de
facon synchronisée par rapport a I’accumulation de DON/ADON. Le fait que I’activité
CAT des mycéliums jeunes soit élevée est en accord avec de précédentes observations
(Ponts, et al., 2003) indiquant que F. graminearum semble pouvoir éliminer H,O;
exogene de son milieu de facon rapide, entre O et 48 heures maximum en fonction de la
dose inférieure ou égale a 1 mM introduite. Cette activité CAT importante pourrait
également expliquer que malgré une importante activité SOD, génératrice de H,0,, il
n’y a pas détection de H,O, dans nos milieux avant au moins 5 jours de culture. En
revanche, si I’activité CAT réduite et stabilisée observée de 8 a 21 jours de culture est
en accord avec une augmentation des niveaux en H,O, dans les milieux, I’allure
décroissante réguliére de la courbe d’activité SOD n’explique pas la présence de H,0,
fongique extracellulaire. Cette observation indique que la production de H,O, par F.
graminearum n’est que trés partiellement attribuable & une activité SOD.

L’activité CAT de ces milieux semble tout particulierement intéressante. Nous

avons voulu aller plus loin en recherchant I’existence éventuelle d’isoformes.

I1.2. Mise en évidence de différentes isoformes de CAT chez F.

graminearum et F. culmorum

La présence dans les extraits bruts de différentes isoformes de CAT a été mise en

évidence par isoélectrofocalisation sur gel (gradient de pH 3.0 a2 9.0).
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I1.2.a. Mise en évidence de la présence d’isoformes de CAT chez notre

souche modele F. graminearum CBS185.32

Ceci a été réalisé sur des mycéliums de F. graminearum CBS185.32 agés de 4
jours (cultures standard liquides GYEP). La figure 35 révele la présence de deux
isoformes dont les points isoélectriques sont a pHi 5.3 et pHi 6.8. L’existence de
plusieurs formes de catalase chez F. graminearum est en accord avec divers travaux qui
ont identifié différentes isoformes chez Fusarium spp. proliferatum, oxysporum et
equiseti (Kono, et al., 1995, Kwon & Anderson, 2001, Ayar-Kayali, et al., 2002).

Il semble que les activités de ces deux isoformes ne soient pas régulées de la
méme maniere. Les activités catalasiques (estimées d’apres I’intensité des signaux
visualises sur les gels d’isoelectrofocalisation) de ces deux isoformes ont été suivies
pendant 21 jours en cultures GYEP. Au cours du temps, une diminution progressive de
I'activité associée a l'isoforme pHi 6,8 est observée tandis que celle associée a l'isoforme
pHi 5,3 semble stable (données non présentées). Ces données semblent suggérer que la
diminution d'activité CAT observée sur la figure 34 pourrait étre associée, au moins en

grande partie, a la diminution de I'activité de I'isoforme pHi 6,8.

11.2.b. Mise en évidence de la présence d’isoformes de CAT chez des

souches F. graminearum et culmorum de différents chemotypes

A la suite des résultats obtenus chez F. graminearum CBS185.32, de chemotype
DON, nous avons recherché la présence d’isoformes de catalase chez d’autres souches
de Fusarium apres 4 jours de culture GYEP (activité CAT potentiellement importante).

L’analyse a été realisée sur les souches F. culmorum INRA 117 et INRA 127
(chemotypes DON), INRA 129 et INRA 319 (chemotype NIV) et les souches F.
graminearum INRA 159 et INRA 169 (chemotype DON), et INRA 162 et INRA 183
(chemotype NIV). Les résultats ont été comparés avec ceux obtenus chez F.
graminearum CBS185.32 de chemotype DON.
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Figure 36 : Représentation schématique des profils isoélectrophorétiques des
extraits bruts de F. graminearum et culmorum de chemotypes DON ou NIV.

Pour comparaison, le résultat de l'isoéléctrofocalisation du systeme catalasique de F.
graminearum CBS185.32 est représenté.
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La figure 36 montre la représentation schématique des profils électrophoretiques
obtenus. Les isoformes de catalase a pHi a 5,3 et pHi 6,8 initialement mises en évidence
chez F. graminearum CBS185.32 sont retrouvées chez toutes les souches testées. En
revanche, une nouvelle isoforme de pHi égal a 4,55 semble étre détectée chez les
souches F. graminearum et culmorum de chemotype NIV (respectivement INRA 162 et
183, et INRA 319 et 129), isoforme non visualisée pour les souches de chemotype
DON. Il pourrait alors étre possible que cette isoforme ne soit présente que chez les
souches productrices de NIV.

Nous avons comparé les niveaux d'activités CAT totales des 9 souches de cet essai
a leurs niveaux de production de toxines. Il semble qu'il n'y ait pas de lien entre les deux
évenements (données non présentées). Cependant, il n'est pas a exclure que seules les

activités de certaines isoformes puissent étre liées a la production de toxines.

11.3. Synthese

Nos travaux ont permis d’établir, en fonction du temps, des profils de variation
des activités catalase et superoxyde dismutase de F. graminearum CBS185.32. Ces
cinétiques enzymatiques ont ensuite été comparées a la cinétique de production
fongique en H,0,.

Nous avons montré que les activités CAT et SOD étudiées sont élevées dans les
premiers jours de culture puis déclinent trés rapidement. Les allures de ces courbes ne
suffisent pas a expliquer I’accumulation de H,O, que nous observons dans les milieux
de culture : si la courbe d’activité catalase est en accord avec une accumulation de H,0,
détectable aprés quelques jours de culture, I’activité SOD ne peut a elle seule expliquer
cette production et d’autres mécanismes enzymatiques sont impliqués. Comme nous
I'avons cité en introduction de ce chapitre, d'autres activités enzymatiques générant
H.0,, activités de type galactose oxydase (Barbosa-Tessmann, et al., 2001, Wilbert &
Kemmelmeier, 2003), ont été rapportées chez F. spp. graminearum, culmorum et

proliferatum.
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Nous nous sommes ensuite intéressés aux diverses isoformes de catalase
rencontrées chez F. culmorum et graminearum.

Il semble que quels que soient I'espece et le chemotype considérés, deux
isoformes de CAT soient détectées, I'une dont le pHi est égal a 6,80, I'autre dont le pHi
est egal a 5,30. L'activité de I'isoforme a pHi 6,80 diminuerait dans le temps ce qui est
en accord avec la diminution de l'activité CAT totale observée dans les extraits bruts.

Chez les souches de chemotype NIV, l'existence d'une isoforme a pHi 4,55 a été
mise en évidence sans que cette isoforme n'ait pu étre détectée dans aucune des souches
de chemotype DON testées. Ces données semblent en accord avec nos resultats de la
premiére partie de ce chapitre, a savoir que I’importance du métabolisme de H,0,
fongique pour la production de toxine semble étre espece et surtout chemotype
dépendant. En particulier, une production importante en H,O, et le chemotype NIV
semblent étre fortement négativement liés : I’isoforme de catalase au pHi égal a 4,55
(une forme donc anionique de catalase) pourrait étre particulierement impliquée dans

ces régulations.

Ces résultats ouvrent de nombreuses pistes de recherches. En particulier, la
caractérisation des diverses isoformes de catalase chez un large panel de souches de F.
graminearum et F. culmorum tous chemotypes confondus pourrait étre entreprise par
des approches biochimiques et enzymatiques mais aussi moléculaires (identification des
genes codant ces isoformes et analyse de leurs niveaux d’expression dans différentes
souches etc.). De plus, la (les) activité(s) responsable(s) de I’accumulation de H,O,
n’a(ont) pas encore été identifiée(s). Les activités SOD mesurées dans les extraits bruts
ne permettent pas d'expliquer la cinétique daccumulation de H,O, fongique
extracellulaire. Nous avons cependant noté que les activités SOD mesurées chez F.
culmorum de chemotype NIV sont environ 10 fois plus élevées que dans le cas des
autres souches (données non présentées). La signification de cette observation n'est pas
connue, et une exploration plus fine des activités SOD chez Fusarium spp. serait

nécessaire pour déterminer si ce fait a un lien avec la production de toxines.
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Les propriétés de dégradation de H,O, par la catalase ont ensuite été utilisees dans
le but d’évaluer I’importance de I’accumulation en H,O, fongique extracellulaire pour
la biosynthese de DON/ADON par F. graminearum. Les milieux de culture ont été
supplémentés avec de la catalase commerciale au moment de I’inoculation ou 4 jours
aprés inoculation. Les niveaux en H,0; extracellulaire et les niveaux en toxines ont été

mesurés apres le 5° et le 15° jour de culture.

I11. Importance de H,O, fongique extracellulaire pour la

biosynthese de DON/ADON par F. graminearum

Afin d’évaluer le degré d’importance du métabolisme de H,O, fongique
extracellulaire dans la production de toxines par F. graminearum CBS185.32, nous
avons supplémenté les milieux de culture en catalase commerciale (Sigma-Aldrich
numeéro de produit C9322). Son activité en milieu GYEP a pH 6.1 a été vérifiée : aprés
24 heures d’incubation a 25°C (a I’obscurité et sous agitation a 150 rpm), 47 unités de
catalase ont dégradé 0,3 micromoles de H,O, et 94 unités de catalase ont dégrade 1
micromole de H,O, (dans un volume total de 100 mL dans les deux cas ; lI'activité CAT
obtenue dans nos conditions est environ 2 fois inférieure a l'activité optimale donnée par
le fournisseur). Habituellement, les quantités en H,O, accumulées dans les milieux de
culture de F. graminearum CBS185.32 ne dépassent pas 1 pumole. L’activité de 94
unités de cette catalase, dans nos conditions, est donc suffisante pour permettre la

dégradation de H,O, fongique extracellulaire.

La figure 37 représente les cinétiques d’accumulation de DON/ADON ainsi que
les rendements en H,O, mesurés dans les milieux de culture non supplémentés en
catalase. Les allures de ces cinétiques sont celles classiquement obtenues avec la souche
F. graminearum CBS185.32. Nous avons supplémenté nos cultures avec 94 unités de
catalase au moment de I’inoculation ou 4 jours apres inoculation (notés respectivement
CATt, et CATt,). Les biomasses seches dans ces milieux ont été mesurées et ne sont

pas différentes de celles obtenues dans notre témoin (données non présentées). Les
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Figure 38 : Rendements en DON/ADON et en H,O, aprés 5 et 15 jours de culture
en milieux supplémentés avec de la catalase exogene.

CATty = supplémentation au moment de l'inoculation ; CATt, = supplémentation 4
jours aprés inoculation ; * = différence significative (Test de Student, p < 0,05).

Le rendement en DON/ADON obtenu aprés 5 jours de culture en condition CATt, est le
résultat d'une mesure unique et, de ce fait, dont la significativité par rapport au témoin
ne peut pas étre établie.
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rendements en DON/ADON et en H,O, dans les milieux supplémentés ont été mesurés
apres 5 jours et 15 jours de culture. Les résultats sont présentés figure 38.

Les rendements en DON/ADON dans les milieux supplémentés au moment de
I’inoculation, c’est-a-dire CATty, sont significativement réduits (p<0,05). En particulier,
aprés 15 jours de culture, I’accumulation en DON/ADON est réduite 5 fois. 1l n’en est
pas de méme aprés 15 jours de culture dans les milieux supplémentés 4 jours apres
inoculation (CATt,), milieux pour lesquels il n’y a pas de différence significative entre
les rendements mesurés dans nos échantillons traités en comparaison avec notre
témoin®’. La méme tendance est observée en ce qui concerne les rendements en H,Os.
Aprés 15 jours de culture, les valeurs relevées dans les milieux supplémentés au
moment de I’inoculation sont inférieures a celles mesurées dans les cultures témoins. En
revanche, il n’y a pas de différence entre les rendements en H,O, obtenus dans les

cultures témoins et ceux obtenus dans les cultures CATt,.

Ces resultats sont en accord avec I’ensemble des données de ce chapitre : il
semble qu’il existe un lien entre le métabolisme de H,O, et la production de
DON/ADON par F. graminearum CBS185.32. Toutefois, quelques commentaires
s’imposent. Dans les cultures témoins, H,O, n’est pas détectable au cours des 5
premiers jours de culture. Or, nous venons de voir qu’ajouter de la catalase en début de
culture & pour effets de réduire les rendements en DON/ADON et en H,O, fongique 15
jours plus tard. 1l est donc probable que les rendements de production en H,O, au cours
des premiers jours de culture de F. graminearum ne soient pas nuls, malgré la non
détection de H,O; dans les milieux.

Revenons tout d'abord sur la méthode de dosage de H,O, qui a été utilisée. La
technique utilisée, imposée par sa simplicité et sa rapidité d’exécution, ne permet pas de
détecter des teneurs en H,O, inférieures a 1 uM (a titre indicatif, dans nos cultures
standards, 1 UM est environ équivalent a 0,1 umol de H,O, par gramme de mycélium).
En cultures GYEP, les milieux inoculés avec F. graminearum se colorent trés

rapidement en orange foncé tirant vers le brun puis le marron foncé ce qui traduit la

% Dans le cas de CATL,, il na été possible de mesurer le rendement en DON/ADON aprés 5 jours de
culture que dans un réplicat biologique unique, ce qui explique que malgré une valeur numérique
inférieure au témoin il n’y ait pas d’analyse statistique de significativité proposée, et donc aucune
conclusion possible.
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présence de pigments. La présence de pigments de couleurs foncées traduit I'oxydation
de composés phénoliques par des peroxydases (entre autres activités enzymatiques) qui
vont consommer H,O, au fur et a mesure de sa production. Il ne nous est alors pas
possible de déterminer si H,O; est effectivement produit et immédiatement dégradé ou
bien s'il n'est simplement pas produit. La dégradation de H,O, par des peroxydases
pourrait expliquer que lorsque CAT est ajouté 4 jours apres inoculation, c'est-a-dire
dans des milieux tres pigmentés, CAT exogene ne semble pas (ou peu) avoir d'effet sur
la production de toxines : H,O, utilisé pour I'oxydation des phénols n'est alors pas
disponible pour la CAT. L'analyse des activités enzymatiques impliquees dans le
métabolisme fongique de H,O, permet de contourner I'obstacle expérimental lié a la
détection de H,O, présent dans les milieux de culture. La caractérisation de ces
enzymes (affinités pour leurs substrats, comme par exemple affinité des peroxydases et
catalases fongiques pour H,0;) permettrait de mieux comprendre le métabolisme

oxydatif du champignon.

V. Métabolisme oxydatif fongique et biosynthése de TCTB :

discussion

L’ensemble de nos résultats semble indiquer que le métabolisme de H,O, chez
Fusarium est un élément important a prendre en compte lorsque la biosynthese de

trichothécénes de type B est considérée.

Le lien semble particulierement fort chez F. graminearum, notamment en ce qui
concerne les souches de chemotype NIV. Chez F. culmorum, un lien semble suggéré
chez la souche INRA 337 de chemotype NIV, tandis qu’il semble que production en
H.O, et production de DON/ADON par F. culmorum soient des évenements
indépendants (synthese figure 33). Ces observations ont été complétées avec des
données enzymologiques.

Il semble que des activités catalase soient particulierement impliquées dans ces

relations. En revanche, la cinétiqgue d’accumulation en H,O, observée chez F.

277






Chapitre 3 : Métabolisme oxydatif fongique et biosynthése de TCTB

graminearum CBS185.32 ne peut étre expliguée en considérant uniquement les activités
superoxide dismutase fongiques. Un indice supplémentaire quant au réle important des
catalases dans I’accumulation de TCTB par Fusarium spp. graminearum et culmorum
est apporté par la recherche d’isoformes de catalase dans les mycéliums. Deux
isoformes de pHi 5,30 et 6,8 sont présentes chez toutes les souches testées. L'activité de
Iisoforme a pHi 6,8 semble diminuer avec le temps ce qui est en accord avec la
cinétique enzymatique CAT mesurée dans les extraits bruts. En revanche, les souches F.
graminearum et F. culmorum de chemotype NIV possédent une isoforme
supplémentaire dont le pHi est égal a 4,55. La présence d’une isoforme supplémentaire
pourrait coincider avec la dépendance des événements de production de TCTB et de
H,O,. Toutefois, ces données ne sont que les résultats de travaux préliminaires et
aucune conclusion ne peut en résulter avant d’avoir vérifié la répétition de ces
observations chez d’autres souches F. culmorum et F. graminearum.

La dépendance des productions de H,O, et de DON/ADON par F. graminearum
CBS185.32 a également été confirmée par une diminution de la production de
DON/ADON causée par une augmentation de I’activité catalasique, par ajout de
catalase exogene, présente en début de culture. En revanche, si la catalase exogene est
ajoutée plus tardivement, au 4° jour de culture, la production de DON/ADON ne semble
pas affectée. Ceci rappelle nos observations quant a la sensibilité accrue de Fusarium
lors d’un stress oxydatif précoce par H,O, exogéne en terme de production de TCTB
(chapitre 2 de cette thése).

L'ensemble de nos résultats est en accord avec de précédents travaux qui indiquent
I’implication particuliére de catalase lors d’un stress oxydatif par H,O, (Angelova, et
al., 2005). Il semble également que la nature du stress oxydatif détermine la nature de la
réponse en termes d'activites enzymatiques : l'augmentation des activités catalase
seraient associées a un stress par H,O, tandis qu'un stress par du methyl viologen
(composé générateur d'anions superoxydes) conduirait a l'augmentation des activités
SOD (Angelova, et al., 2005).

Une suite a I’ensemble des expériences composant ce chapitre serait de confirmer

ces données sur un grand nombre de souches mais aussi de s’intéresser a d’autres
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activités enzymatiques telles des glucose-6-phosphate deshydrogénases ou des
glutathion réductases dont les implications lors de réponses adaptatives a un stress

oxydatif par H,O, ont été démontrées chez d’autres microorganismes (Lee, et al., 1993).

Nous avons décrit de nombreux effets de divers stress oxydatifs, en particulier
chez F. graminearum de chemotype DON/15ADON. Nous avons notamment observé
que les effets d’un stress oxydatif par H,O, appliqué au moment de I’inoculation
semblent opposés aux effets d’un stress « inverse » lié¢ a I’ajout de catalase exogéne
également appliqué au moment de I’inoculation. Dans le chapitre suivant, nous avons

choisi d’aborder ces données particulieres selon une approche transcriptomique.
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Au cours de nos travaux, nous avons mis en évidence que différents parametres
oxydatifs du milieu modulent de facon trés importante la production de TCTB par
Fusarium. Toutefois, les mécanismes impliqués derriére ces modulations ne sont pas
élucidés. Dans le chapitre 3 de cette thése, nous nous sommes intéressés au métabolisme
oxydatif de Fusarium d’un point de vue enzymatique. L’étape suivante consistait a
s’intéresser au transcriptome de Fusarium et aux variations de son profil au cours de la
cinétique de production de toxines en conditions standard de culture et sous I’effet de
stress oxydatifs.

Deux techniques ont été envisagées. La premiére repose sur l’utilisation de
biopuces a ADN (microarrays) et consiste en une approche transcriptomique globale de
criblage des genes dont les niveaux d’expressions sont modulés en conditions de stress
oxydatifs. La deuxieme technique utilisée est une technique de RT-PCR dite en temps
réel permettant une analyse plus fine (approche locale) des variations des niveaux
d’expressions de génes candidats.

Ces techniques sont complémentaires. L’approche globale est une approche « sans
a priori» qui permet de déterminer quels sont les génes dont les expressions sont
modulées dans nos conditions. Il s’agit d’un essai dont la réussite peut ouvrir un nombre
important de perspectives de recherche. L approche ciblée par RT-PCR en temps réel
analyse précisément les niveaux d’expression de genes choisis, ce qui implique d’avoir
un minimum de connaissance quant aux genes dont les niveaux d’expression sont
susceptibles d’étre modulés dans nos conditions de stress.

En considérant la voie de biosynthése des TCT présentée en introduction et au
cours du chapitre 1 de cette thése (Figure 19), le premier géne dont I’étude semble étre
incontournable est Tri5 qui code la trichodiene synthase, I’enzyme catalysant la
formation du trichodiene, précurseur de tous les trichothécénes. Des données
préliminaires ont indiqué qu’en mini-cultures liquides, Tri5 a été fortement détecté chez
F. graminearum au 3° jour de culture, et que son expression augmente en méme temps
que la production de DON et de 15ADON (Bernarde, 2005). De plus, de précédents
résultats ont indiqué que I’expression de Tri5 est activee chez F. graminearum issu de
cultures GYEP supplémentées en H,O, 0,5 mM (Ponts, et al., 2003). Sur des épis de
blés inoculés artificiellement 8 jours aprées la floraison (stade aqueux), le géne Tri5
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semble étre fortement exprimé 5 jours aprés inoculation et au moins jusqu’au 12° jour
aprés inoculation (Barreau C., communication personnelle). L’expression de Tri5
semble étre un excellent indicateur de I’induction de la toxinogenese.

Le niveau d’expression de 5 autres genes Tri impliqués directement dans la voie
des TCTB ont été étudiés. Nous avons d’abord choisi de nous intéresser a Tri6 et Tril0
qui codent les deux régulateurs transcriptionnels positifs des autres genes Tri. Puis nous
avons sélectionné Tri4 qui code une monooxygenase, de type cytochrome P450,
impliquée de fagon précoce dans la voie de biosynthése. L’étude de Tril2 a également
son importance puisqu’il code une protéine transporteur responsable de la secrétion des
TCTB. Enfin, Tril01 a également été étudié. TRI101 est une C3-O-acétylase :
I’acétylation des trichothécenes en C3 semble diminuer leurs toxicités (Kimura, et al.,
1998, Kimura, et al., 1998, McCormick, et al., 1999). L’ implication de TRI101 dans

I’accumulation de 15ADON a été par ailleurs évoquée dans le chapitre 1 de cette these.

L’ensemble de ces travaux a été réalisé au cours d’un séjour de 3 mois au sein du
laboratoire de T. Ouellet et avec la collaboration de L. Harris (Agriculture and Agri-
Food Canada, Ottawa (ON), CANADA). Ces laboratoires disposent en effet de
I’équipement nécessaire a la réalisation de biopuces et de I’expérience nécessaire a la
mise en ceuvre de nos expériences méme si ces équipes travaillent habituellement sur du

matériel nucléique d’origine végétale (blé ou mais).

I. Approche locale : RT-PCR en temps reel

Traditionnellement, I’expression constitutive du gene S-tub codant la B-tubuline
est utilisée comme référence interne pour la normalisation des niveaux d’expression des
autres genes étudiés. Nos premiers essais ont donc concerné I’analyse de I’expression de
S-tub. Les niveaux d’expression des génes Tri4, Tri5, Tril2, Tri6, Tril0 et Tril01 ont
ensuite été étudiés en conditions de stress oxydatifs apres avoir décrit leurs cinéetiques

d’expression en conditions standard de culture GYEP.
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Les réactions de transcription inverse (RT) ont été réalisées sur 5 ug d’ARN total.
Les valeurs présentées sont les moyennes des niveaux d’expression obtenus entre 2
replications biologiques. Pour chacun des replications 2 extractions d’ARN totaux ont
été réalisées, et 2 réactions de transcription inverse ont été effectuées pour chaque
extrait. Pour chacun des lots d’ADNc ainsi obtenus et pour chaque géne a étudier, 2
analyses PCR en temps réel indépendantes ont été réalisées (échantillon en tripliquat a

chaque fois).

1.1. Géne constitutif et référence interne dans le cadre de stress

oxydatifs : le gene g-tub codant la g-tubuline

I.1.a. Cinétique d’expression du gene g-tub au cours de la croissance de

F. graminearum CBS185.32 en culture standard

La cinétique d’expression de S-tub a été suivie du 2° au 5° jour de croissance dans
nos cultures témoins et a été comparée a la cinétique d’accumulation de biomasse

fongique (Figure 39).

Il apparait que p-tub est fortement exprimé au 2° jour de culture. Ce niveau
d’expression chute prés de 100 fois au 3° jour puis remonte lentement (variations non
significatives) jusqu’au 5° jour de culture. Ainsi, si p-tub est un géne constitutif il n’en
reste pas moins que son expression n’est pas constante sur notre fenétre de temps.
L’utilisation de I’expression de ce gene comme reférence interne pour chaque

échantillon parait donc délicate.

Lorsque la cinétique d’expression de p-tub est comparée & la cinétique
d’accumulation de biomasse fongique, il apparait qu’il n’y a pas de corrélation entre
expression de S-tub et biomasse fongique. Pourtant, constituant des microtubules du
cytosquelette des cellules, la B-tubuline est une protéine essentielle & la croissance

fongique.
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Figure 40 : Effet de H,O, 0,5 mM sur la cinétique d’expression du géne g-tub
codant la p-tubuline au cours des 5 premiers jours de croissance de F.
graminearum CBS185.32.

Le facteur de normalisation est arbitrairement choisi comme étant le niveau
d’expression de S-tub aprés 2 jours de culture témoin.

* = différence d’expression statistiguement significative (Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test®, logiciel REST®, p < 0,05, voir matériel et méthodes).
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Une explication possible pourrait étre que la B-tubuline n’est pas codée par un
gene unique mais par deux genes (au minimum) dont les cinétiques d’expressions
pourraient étre différentes et décalées dans le temps. Cette hypothése semblerait étayée
par I’existence possible d’au moins deux génes codant la B-tubuline révélée par
I’annotation du génome de F. graminearum®,

Une autre explication pourrait étre qu’au cours de la culture en GYEP il y a
accumulation d’inhibiteurs de RT et/ou de PCR qui ne sont pas présents (ou en quantité
non effectives) dans les cultures agées de 2 jours. La chute brutale de I’expression de f-

tub aprés 3 jours de culture serait alors un artefact.

I.1.b. Cinétique d’expression du géne f#-tub au cours de la croissance de
F. graminearum CBS185.32 en cultures standards supplémentées en

H,O, au moment de I’inoculation

La cinétique d’expression de S-tub a été suivie du 2° au 5° jour de croissance dans
des cultures traitées avec H,O, 0,5 mM (supplémentation en début de culture) et a été

comparée avec la cinétique d’expression de A-tub en cultures témoin (Figure 40)%.

La cinétique d’expression de p-tub dans les cultures traitées avec H,O, est
paralléle a notre cinétique témoin. Toutefois, au 2° jour de culture, I’expression de B-tub
est significativement réduite en présence de H,O, 0,5 mM. Les niveaux d’expression
observés dans les cultures agées de 3 a 5 jours ne sont en revanche pas différents de
ceux observeés dans les cultures témoin.

La mesure de I’accumulation de biomasse fongique est un indicateur de croissance
parmi d’autres : elle ne reflete pas forcément I’état physiologique des cellules
fongiques. 1l semble que ce soit ici le cas : I’expression de S-tub est réduite tandis que
I’accumulation de biomasse ne semble pas affectée. Ensuite, puisque I’expression de f-
tub semble étre modulée par le traitement par H,O,, son utilisation comme référence

interne dans nos conditions est a rejeter.

%8 http://mips.qgsf.de/genre/proj/fusarium/, géne Fg06611
%9 La biomasse fongique n’a pas été représentée dans la mesure ol notre traitement par H,O, n’affecte pas
la cinétique d’accumulation de biomasse fongique (voir chapitre 2 de cette thése).
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d’expression de S-tub aprés 2 jours de culture témoin.
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I.1.c. Cinétique d’expression du géne f#-tub au cours de la croissance de
F. graminearum CBS185.32 en cultures standard supplémentées en

catalase au moment de I’inoculation

La encore, la cinétique d’expression de S-tub a été suivie du 2° au 5° jour de
croissance dans des cultures supplémentées en catalase (supplémentation en début de
culture) et a été comparée avec la cinétique d’expression de f-tub en cultures témoin
(Figure 41)™.

La cinétique d’expression de S-tub dans les cultures supplémentées en catalase est
identique a notre cinétique témoin. L’ajout de catalase dans les milieux de culture ne
semble donc pas avoir d’effet sur I’expression de g-tub. La prudence dans I’utilisation
de ce géne comme référence interne reste donc inhérente uniquement & son expression
non constante. 1l est notable que, dans cet essai, la diminution d’expression de f-tub
entre le 2° et le 3° jour de culture est moins importante (bien que toujours significative)

gue dans notre essai précédent (variations biologiques).

Pour nos essais, nous faisons le choix de normaliser nos résultats par rapport a la
quantité d’ARN total utilisé dans les réactions de transcription inverse sans utiliser le

gene S-tub comme référence interne.

1.2. Cinetique d’expression des genes Tri4, Tri5, Tri6, Tril0, Tril2 et
Tril01 au cours de la biosynthese de DON et de 15ADON par F.

graminearum CBS185.32 en cultures standard

Les génes Tri4, Tri5, Tri6, Tril0 et Tril2 sont tous les cing groupes dans une
région génomique commune, le cluster Tri, tandis que le gene Tril01 est hors cluster

(Introduction, figure 8). Cette organisation en cluster pourrait jouer un réle dans leur

“ |a biomasse fongique n’a pas été représentée puisque la cinétique d’accumulation de biomasse
fongique n’est pas modifiée dans ces conditions (voir chapitre 3).
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Figure 42 : Expression des génes Tri4, Tri5, Tri6, Tril0 et Tril2 appartenant au
cluster Tri au cours des 5 premiers jours de croissance de F. graminearum
CBS185.32.

Le facteur de normalisation est arbitrairement choisi comme étant le niveau
d’expression de S-tub apreés 2 jours de culture.

nd = niveau d’expression de Tri6 non déterminé apres 3 jours de culture.

Les variations des niveaux d’expression de I’ensemble des génes sont significatives
entre le 2° et le 3° jour de culture. Entre le 3° et le 4° jour, les variations observées ne
sont pas significatives. Entre le 4° et le 5° jour de culture, seule I’augmentation de
I’expression de Tri6 apparait comme significative (p < 0,05).
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régulation (Hohn, et al., 1993), mettant ainsi les mécanismes de régulation de Tril01 a

part puisque ce géne est localisé sur une région génomique différente.

I.2.a. Expression des genes localises dans le cluster Tri

La figure 42 représente les cinétiques d’expression des génes Tri4, Tri5, Tri6,
Tril0 et Tril2 dans des cultures standard non traitées ; la cinétique d’accumulation de
DON et de 15ADON dans ces mémes cultures est également représentée. Une
observation immédiate révele qu’aprés 2 jours de culture, les genes du cluster sont

globalement moins exprimés que le géne S-tub.

Les génes Tri4 et Tri5 ont des cinétiques d’expression paralléles : ils sont tres
faiblement exprimés aprés 2 jours de culture. Leur expression augmente brutalement en
méme temps que I’accumulation des toxines est initiée (3° jour de culture). Les
expressions de Tri4 et Tri5 restent ensuite relativement stables. Ces observations
suggerent que I’activation de ces deux genes impliqués dans les premiéres étapes de la
voie de biosynthése des trichothécenes (voir figure 19) est déterminante pour I’initiation
de la production de DON/15ADON mais que ces genes sont en revanche peu regulés

dans la suite de la cinétique d’accumulation des toxines.

La cinétique d’expression de Tril2 — TRI12 est un transporteur impliqué dans la
sécretion des TCT — est tres différente. Apres 2 jours de culture, Tril2 est tres
faiblement exprimé. Son expression est ensuite progressivement et régulierement
croissante au cours du temps. Il pourrait étre possible que I’expression de Tril2 soit
modulée au cours du temps en fonction des besoins, parallélement a I’accumulation de

toxines : plus les toxines s’accumulent, plus Tril2 est exprime.

Tri6 et Tril0 codent les facteurs régulateurs positifs de la transcription des géenes
impliqués dans la biosynthese des trichothécénes. Leurs cinétiques d’expression
semblent tres différentes. Tril0 semble étre faiblement exprimé mais de fagon

relativement stable au cours du temps. Tri6 est quant a lui exprimé de facon
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Figure 43 : Expression du géne Tril01l n’appartenant pas au cluster Tri au cours
des 5 premiers jours de croissance de F. graminearum CBS185.32.

Le facteur de normalisation est arbitrairement choisi comme étant le niveau
d’expression de S-tub apreés 2 jours de culture.
La diminution du niveau d’expression de Tril01 entre le 2° et le 3° jour de culture
apparait comme étant significative (p <0,05).
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significative dés le 2° jour de culture, c’est-a-dire avant que I’expression des génes Tri4
et Tri5 de méme que I’accumulation de toxines ne soient détectables dans les milieux de
culture. Cette expression semble ensuite rester stable au cours du temps avec une
possible augmentation aprés le 5° jour de culture. Il est notable que de précédents
résultats ont présenté Tril0 comme un régulateur de Tri6, entre autres (Peplow, et al.,
2003). Nos résultats suggeérent que I’activation de la transcription de Tri6 est
temporellement antérieure a I’activation de Tril0 ce qui semble indiquer que Tril0 n’est
pas le seul activateur de Tri6.

1.2.b. Expression du gene Tril01 localisé en-dehors du cluster Tri

La figure 43 représente la cinétique d’expression du géne Tril01 parallelement a
la cinétique d’accumulation de DON et de 15ADON dans les mémes cultures.

L’allure de la cinétique d’expression de Tril01 est similaire a celle du gene f-tub
(Figure 39). Dans nos conditions, méme si, & I’instar des autres génes Tri de notre étude,
Tril01 peut étre une cible de TRI6 (posséde un site de fixation de TRI6 dans la
séquence du promoteur, figure 8)** il semble exprimé de facon aussi constitutive que -
tub.

Le fait que Tril01 soit exprimé selon une cinétique différente de celles des autres
genes Tri du cluster est en accord avec I’hypothése de Hohn et al. (1993) selon laquelle
la proximité géographique des genes du cluster est un facteur important dans leur

régulation.

I.2.c. synthese

* La fonctionnalité de ce site de fixation n’a pas été démontrée a ce jour.

297



*

Logz (TﬁHzOz/TﬁTémoin)

2 jours (0) 3 jours (-1,6) 4 jours (+4,6) 5 jours (+3,5)
Temps de culture (jours)
WTri4MTri5SWTri12@Tri6 B Tri1O@ Tri101

Figure 44 : Modulation des expressions des génes Tri4, Tri5, Tri6, Tril0, Tril2 et
Tril01 au cours des 5 premiers jours de croissance de F. graminearum CBS185.32
en presence de H,O, 0,5 mM.

Les niveaux d’expression des genes Tri, notés Tritemein dans le cas des cultures témoins
non traitées et Triyp0, dans le cas des cultures supplémentées en H,O,, sont normalisées
par rapport a la quantitt d’ARN total utilisée pour chacune des réactions de
transcription inverse. L’expression des résultats par le logarithme en base 2 du ratio
Trimpoz / Tritemoin permet de visualiser directement sur le graphique les effets du
traitement par H,O, : un gene surexprimé en présence de H,O, est représenté par un
histogramme positif de valeur égale au facteur de surexpression tandis qu’un gene
réprimé en présence de H,O, est représenté par un histogramme négatif de valeur
absolue égale au facteur de répression.

Les valeurs numériques indiquées entre parenthéses a la suite du temps de culture
indiquent les sens et les intensités des variations des rendements en toxines dans les
cultures traitées par H,O, par rapport aux cultures témoins. « 0 » signifie que la
présence de toxines n’a eté détectée ni dans les cultures témoins ni dans les cultures
traitées.

* = différence d’expression statistiquement significative (Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test®, logiciel REST®, p < 0,05) ; nd = niveau d’expression de Tri6 non
déterminé apres 3 jours de culture.
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A notre connaissance, il n’a jamais été présenté de cinétiques d’expression du
géne p-tub et des génes Tri déterminées en utilisant la technique de RT-PCR en temps
réel.

Nos résultats indiquent que, dans nos conditions de culture, I’expression de S-tub
n’est pas constante dans le temps. L’utilisation de ce géne comme référence interne
n’est donc pas appropriée.

Nos résultats semblent également indiquer que les genes du cluster Tri sont
faiblement exprimeés tandis que Tril01, situé hors cluster, est plus fortement exprimé.
Enfin, il semblerait que I’organisation en cluster de la majorité des genes Tri peut jouer
un réle dans leurs régulations. Ainsi, les génes Tri hors cluster pourraient étre exprimés

selon des cinétiques différentes.

1.3. Modulation des niveaux d’expression des genes Tri4, Tri5, Tri6,

Tril0, Tril2 et Tril01 en conditions de stress oxydatifs

1.3.a. Modulation des niveaux d’expression des genes Tri4, Tri5, Tri6,

Tril0 et Tril01 en cultures supplémentees par H,0,

La production de DON et de 15ADON est globalement activée de facon durable
en cultures GYEP en présence de stress oxydatif induit par H,O, (voir chapitre 2).

Dans cet essai, la production de toxines est détectée aprés 3 jours de culture a des
niveaux similaires entre les cultures témoins et les cultures traitées. Aprés 4 jours de
culture, la production de toxines semble plus de 4,6 fois activée en présence de H,0,,
activation qui perdure apres 5 jours de culture (3,5 fois) et 15 jours de culture (4,8 fois).
Nous avons mis en parallele les niveaux en toxines accumulées en présence de stress
oxydatif et les variations des niveaux d’expression des genes Tri4, Tri5, Tril2, Tri6,
Tril0 et Tril01. Les résultats sont présentés sur la figure 44.

Il semble qu’au 2° jour de culture les niveaux d’expression des génes étudiés
soient globalement plus faibles en présence de H,O,, a I’exception de Tri5 dont

I’expression semble significativement activée. Aux 3° et 4° jours de culture, les niveaux
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Figure 45 : Modulation des expressions des génes Tri4, Tri5, Tril0, Tril2 et Tri101
apres 3 jours de croissance de F. graminearum CBS185.32 en présence de catalase.

Représentation graphique identique a celle utilisée en figure 44.

La production de toxines est réduite 13 fois dans les milieux supplémentés en catalase.
* = différence d’expression statistiquement significative (Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test®, logiciel REST®, p < 0,05).
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d’expression sont nettement activés en présence de H,O,. Apres 5 jours de culture, la
présence de H,O, ne semble pas avoir d’effet important sur les niveaux d’expression
des genes étudiés. Il semblerait que tout se passe comme si aprés une phase de latence
au cours des deux premiers jours de culture avait lieu une augmentation transitoire des
niveaux d’expression des génes impliqués dans la production de toxines jusqu’au 4° jour
de culture. Cette impulsion supplémentaire serait alors suffisante pour permettre des
niveaux d’accumulation en toxines plus élevés aprés 15 jours de cultures traitées.
Cependant, il semble que seules les activations des niveaux d’expression des génes
Tri5, Tril2, et Tri6 soient significatives. Il convient donc de rester prudents dans

I’interprétation de nos résultats.

1.3.b. Modulation des niveaux d’expression des génes Tri4, Tri5, Tril0,

Tril2 et Tril01 en cultures de 3 jours supplémentées en catalase

La production de DON et de 15ADON est globalement inhibée de facon durable
en cultures GYEP en présence de catalase (voir chapitre 3).

Dans cette expérience, aprés 3 jours de culture, les quantités accumulées en
toxines dans les milieux supplémentés en catalase sont 13 fois inférieures a celles
retrouvées dans les cultures non traitées. Les niveaux en toxines accumulées en
présence de catalase et les variations des niveaux d’expression des géenes Tri4, Tri5,
Tril2, Tril0 et Tril01 ont éte rapprochés. Les résultats sont présentés sur la figure 45.

Il apparait clairement que I’ensemble des génes testés est globalement réprimé
dans les milieux supplémentés en catalase au moment de I’inoculation. Les diminutions
des niveaux d’expression observées sont significatives dans le cas de Tri4, Tri5 et
Tril01.

1.3.c. Synthese

D’une maniere générale, nos essais ont mis en évidence que lors de stress

oxydatifs I’augmentation de la production de toxines est associée a une augmentation de
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la transcription des génes Tri, et la diminution de la production de toxines est associée a
une diminution de la transcription des génes Tri. Les genes Tri4 et Tri5, impliqués dans
les premiéres étapes de la voie de biosynthese des trichothécenes, semblent répondre de
fagon précoce aux modifications du milieu de culture.

Dans le cas d’une activation de la production de toxines par H,O,, le géne Tri6
(facteur de transcription positif) semble plus activement transcrit ce qui pourrait
permettre une activation genérale de la voie de biosynthese et ainsi ne pas créer de
« goulot d’étranglement » au niveau d’une des étapes de la chaine de production.
L’existence d’un facteur de transcription négatif a été suggérée chez Fusarium
sporotrichioides avec la mise en évidence du gene Tril5 localisé en-dehors du cluster
Tri (Alexander, et al., 2004). L’existence de ce géne a I’état fonctionnel et modulant la
production de TCTB par F. graminearum n’a, a ce jour, pas été mise en évidence.
Lorsque la production de toxines semble inhibée (en présence de catalase), le géene
Tril01 est négativement régulé selon un mécanisme non encore élucidé : Tril5 et/ou un
autre facteur de transcription pourrait étre impliqué. La diminution de I’expression de
Tril01 souleve une autre question que nous avons évoquée dans le premier chapitre de
cette thése. Il semblerait que le substrat de TRI101, I’isotrichodermol, puisse
s’accumuler dans les milieux de cultures sous certaines conditions non maitrisées pour
le moment. Nous avons analysé les profils chromatographiques des milieux
supplémentés en catalase sans détecter la présence éventuelle d’isotrichodermol. Ces
données semblent suggérer que les diminutions des niveaux d’expression de Tri5 et
Tri4, genes situés en amont de TrilO1l dans la voie de biosynthése des TCT, sont
suffisantes pour éviter la saturation de TRI101 et I’accumulation d’isotrichodermol.

En derniére remarque, il semblerait que Tril2 soit activé lorsque I’accumulation
de toxines est activée mais il ne semble pas réprimé lorsque I’accumulation de toxines
est réduite. Le schéma d’expression de Tril2 semblerait étre différent des autres géenes
du cluster et de Tril01 avec, dans nos conditions, I’absence de procédure d’inactivation

ou alors une inactivation plus tardive.

I.4. Commentaires et recommandations méthodologiques
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La méthodologie utilisée pour la réalisation de ces expériences de RT-PCR en
temps réel entraine une charge expérimentale élevée. En effet, pour chaque replication
biologique ont été réalisés : 2 extractions d’ARN totaux, 2 réactions de transcription
inverse pour chaque extrait, 2 analyses de PCR en temps réel indépendantes pour
chacun des lots d’ADNCc avec 3 « runs » réalisés pour chaque échantillon d’ADNc. Au
total, 24 « run » ont été réalisés pour chaque replication biologique, pour une étude d’un
gene donné.

Il s’avére que les principales sources de variations sont les habituelles variations
biologiques, mais également les variations attribuées aux réactions de PCR en temps
réel elles-mémes. Ainsi, il n’est pas indispensable de répéter plusieurs fois une
extraction d’ARN pour un méme échantillon, tout comme il n’apparait pas
indispensable de répéter la réaction de transcription inverse (dans nos conditions). En
revanche, la répétition de I’analyse de PCR en temps réel reste nécessaire. Il est tout
aussi nécessaire de réaliser 3 « runs » au minimum pour chaque échantillon au cours
d’une méme analyse de PCR en temps réel. Appliquer ces principes permet de limiter la
charge expérimentale & 6 « runs » pour chaque replication biologique, pour une étude

d’un géne donné.

I1. Approche globale : microarrays (biopuces)

Les biopuces a ADN utilisées pour cette étude ont été construites par David Sprott
(Laboratoire de L. Harris, Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, ON) en utilisant
une banque privée de séquences d’EST* issues de F. graminearum (en collaboration
avec T. Ouellet, ECORC, Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, ON).

L’ objectif de ces travaux était d’obtenir les profils d’expression différentielle des
genes de F. graminearum en conditions de stress oxydatif induites par H,O; et I’ajout
de catalase exogéne.

Les équipes scientifiques d’accueil travaillent habituellement sur du matériel
nucléique d’origine végetale (blé ou mais). Les protocoles d’extraction de I’ARN

végétal sont établis et donnent des échantillons satisfaisants en termes de quantités et de

*2 Expressed Sequence Tag
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qualité permettant la realisation de biopuces de qualité. Il s’est avéré que le matériel
nucléique issu de nos cultures de F. graminearum est d’une nature plus délicate et
impose de nouvelles contraintes expérimentales. Une phase d’adaptation du protocole a
nos conditions a donc été nécessaire. Cette phase ayant été particulierement codteuse en
temps, nos expériences n’ont pas encore permis d’obtenir de profil d’expression des
genes de F. graminearum en conditions de stress oxydatif. Ces essais sont toujours en
cours, et il semblerait que certaines difficultés expérimentales aient été résolues
permettant I’obtention de résultats utilisables dans un délai raisonnable. Nous allons ici
discuter des difficultés expérimentales particulieres rencontrées, des solutions

proposeées, et des perspectives de résultats que nous espérons obtenir prochainement.

11.1. Les étapes

Une des premiéres contraintes a I’utilisation de biopuces a ADN est la nécessité
de disposer de quantitées en ARN importantes. Une puce hybridée représente
généralement 10 pug d’ARN total par condition (échantillon traité et non traité)*. La
qualité des ARN doit étre suffisante pour ensuite réaliser une réaction de transcription
inverse permettant I’obtention d’ADNc complets.

Les ADNCc ainsi obtenus sont ensuite marqués par couplage avec un fluorophore
(Cy3 et Cy5 sont les fluorophores les plus communément utilisés). L’efficacité du
marquage est déterminante pour la qualité de la future image de la biopuce apres
hybridation. Un marquage de mauvaise qualité entraine une diminution du rapport
signal/bruit dont la conséquence immédiate est la difficulté d’interprétation des
résultats. La valeur du rapport signal/bruit est également sous la dépendance d’une
purification efficace des ADNc marqués. Cette purification a pour objectif I’élimination
des excedents de fluorophore et également celle de nucléotides non incorporés lors de la
réaction de transcription inverse. Les ADNCc trop courts susceptibles d’interférer avec la

réaction d’hybridation doivent également étre éliminés par cette purification.

*3 Cette quantité est variable en fonction du protocole utilisé.
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Les ADNc marqués et purifiés sont alors hybridés sur la biopuce qui est ensuite
scannée. Le traitement statistique des données issues de I’image ainsi générée est I’étape
finale critique d’exploitation des résultats. De nombreux logiciels capables de réaliser
de telles analyses ont été développés. Nous ne nous attarderons pas sur cet aspect.
Toutefois, il est important de signaler I’importance de la prudence a adopter lors de
I’utilisation des outils statistiques a disposition eut égard a la puissance des sciences
statistiques. Les conclusions qui découlent d’une expérience utilisant la technique des
biopuces sont trés largement dépendantes de la facon dont les outils statistiques de
traitement des résultats sont maniés. Cet aspect est primordial dans la fiabilité des

résultats.

11.2. Les difficultés

La réussite entiere de I’expérience dépend tout d’abord de la qualité des ARN
utilisés. Les ARN doivent étre abondants, non dégradés et avec un maximum de pureté.
La présence excessive de contaminations est susceptible d’inhiber une des étapes de

I’expérience, et en particulier I’étape de transcription inverse.

Pour nos essais, nous avons utilisé une méthode d’extraction sur coussin de
césium apparemment satisfaisante en termes de quantité et de qualité des ARN obtenus.
Lors de la premiéere tentative de marquage réalisée en utilisant le protocole optimisé
pour du matériel nucléique végétal, la fluorescence mesurée dans les échantillons, a
I”issue du protocole de purification, n’était que résiduelle. Une hybridation n’était alors
pas envisageable. Il s’est avéré que la réaction de RT puis le marquage n’étaient pas en
cause eux-mémes : nous avons mesuré les quantités en acide nucléique et les intensités
des fluorescence dans les extraits obtenus aprés chacune des étapes de purification des
ADNc marqués. Ces contrdles ont révélé que la quasi totalité du matériel nucléique
marqué est perdue au cours des étapes de purification. Nous nous sommes donc

intéressés a I’amélioration du protocole de purification des ADNc marques.

309






Chapitre 4 : Transcriptome de F. graminearum et stress oxydatif

La purification est réalisée par accrochage des ADNc marqués sur une membrane
de silicate, rincage, puis élution (voir matériel et méthodes). A ce jour, il s’agit de la
méthode la plus répandue pour la purification des ADNc marqués avant hybridation de
biopuces. L accrochage des acides nucléiques sur la membrane dépend du pH et de la
concentration en sels chaotropiques (pH acide variant de 4,5 a 6,5, et concentration en
sels élevée pour I’accrochage sur la membrane). L’acidification était traditionnellement
réalisée par I’ajout d’acide acétique concentré a I’échantillon. Nous avons remplacé
cette étape par I’ajout de tampon acétate de sodium 100 mM pH 5,5. En plus de
I’acidification de la solution, la concentration en sels a été augmentée. Les pertes en
ADNCc marquées ont été ainsi réduites de 5 a 10 % (selon les échantillons). Cependant,
les quantités en matériel nucléique marqué étaient encore trop faibles pour espérer

obtenir une hybridation exploitable.

Nous avons alors remis en cause la qualité des extraits d’ARN conduisant a des
ADNCc de mauvaise qualité et donc difficilement utilisables. Ces ARN ont été testés par
RT-PCR en temps réel en utilisant 5 pg d’ARN totaux pour réaliser la réaction de RT
(conditions standard). Les resultats obtenus étaient satisfaisants. Nous avons émis
I’hypothese que, dans le cas des biopuces, I’utilisation de solutions d’ARN concentrées
participe & la concentration de contaminations potentiellement présentes a la fin de
I’extraction des ARN totaux. Ces contaminations pourraient alors étre des inhibiteurs de
la réaction de RT générant ainsi des quantités trés (trop) élevées d’ADNc incomplets

(au détriment des ADNc complets).

Cette hypotheése a été testée. Le gene Tri5 a été amplifié avec les amorces Tox5-1
et Tox5-2 (la taille de I"'amplifiat est de 560 bp voir matériel et méthodes) a partir
d’ADNCc préparés selon la méthode dédiée a la réalisation de biopuces. La présence
d’ADNCc incomplets dans les échantillons a ainsi été révélée (T. Ouellet, communication

personnelle).

A moins de mettre au point une nouvelle méthode d’extraction des ARN ou de

purifier les ARNm avant la réaction de RT (ce qui nous était impossible pour cause de
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manque de temps et de matériel biologique) il semblait donc difficile d’obtenir des
ADNc complets marqués a hybrider sur la biopuce.

La méthode de purification a donc été modifiée (réalisé par David Sprott) afin que
les ADNc incomplets mais marqués ne soient pas éliminés (utilisation de colonnes de
purification différentes, Ouellet T., 2005, communication personnelle). Les biopuces
alors hybridées présentent un bruit de fond plus élevé que lorsqu’une purification plus
stricte est appliquée. Cependant, il semble que les résultats soient satisfaisants et
exploitables (Ouellet T., 2005, communication personnelle).

Ces expériences sont en cours de réalisation.

11.3. Synthese

Lors de la préparation d’échantillons d’ARN, la nature du tissu biologique est
critique pour la qualité de I’extraction. Il semble que le mycélium de Fusarium en
culture dans nos conditions standard soit une matrice particuliérement délicate a utiliser.
Il n’est pas rare que les échantillons d’ARN soient contaminés par des inhibiteurs,
notamment des inhibiteurs de la réaction de transcription inverse. En conditions
classiques de retro-transcription (5 pg d’ARN par réaction), ces inhibiteurs sont
suffisamment dilués pour ne pas interférer de facon significative avec la réaction. Dans
le cas des biopuces, les transcriptions inverses sont réalisées sur 20 pug d’ARN total, soit
4 fois plus (quantité nécessaire pour un essai avec inversion des fluorophores). Il est
possible que dans ces conditions, les efficacités des réactions de retro-transcription aient
été diminuées.

Pour nos essais, il semble que I’utilisation d’ADNc incomplets permette d’obtenir
des résultats exploitables a condition de consentir a un bruit de fond relativement élevé.
Les expériences étant en cours, il nous est impossible de conclure. Notre objectif est
d’aboutir a I’établissement de profils du transcriptome de F. graminearum en présence
de stress oxydatif par H,O, au cours de la biosynthése de DON et de 15ADON.
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I11. Transcriptome de F. graminearum : Conclusion

Nos expériences ont décrit, chez F. graminearum, les profils d’expression de S-
tub et de plusieurs genes Tri en cultures standards GYEP au cours de la biosynthese de
DON et de 15ADON. Ces profils ont été comparés a ceux obtenus lorsque les cultures
ont éte supplémentées avec H,O; ou de la catalase au moment de I’inoculation.

Lors d’un stress par H,O,, I’accumulation de toxines est plus importante, et
I’expression des génes Tri est globalement activée : il semble que la voie de biosynthese
soit, dans ces conditions, activée dans son ensemble. Cette suggestion est renforcée par
le fait que Tri6, régulateur positif de la quasi totalité des genes Tri, est lui-méme activé
en présence de H,0,.

A I’opposé, lors de I’ajout de catalase exogéne, la production de toxines est
fortement diminuée, et il semble que les génes Tri sont globalement réprimés. Il n’y a
pas d’indice permettant de suspecter une inhibition globale de la voie dans la mesure ou
aucun facteur négatif de transcription impliqué dans la régulation de la production de
TCTB par F. graminearum n’a été identifié. Un candidat, TRI15, a cependant été
suggéré chez F. sporotrichioides (Alexander, et al.,, 2004). L’étude du profil
d’expression de Tril5 dans nos conditions de stress par ajout de catalase pourrait
permettre d’étudier I’implication éventuelle de TRI15 dans la répression de la voie de
biosynthése des TCT. De plus, il est possible que d’autres facteurs transcriptionnels

négatifs existent sans qu’ils aient, pour le moment, été mis en évidence.

La compilation de I’ensemble de nos résultats nous permet de construire une
hypothése selon laquelle Tri6, dont I’expression est précoce et variable en intensité, est
responsable de I’initiation de la biosynthése de DON/ADON tandis que Tril0, exprimé
de facon constante et a un faible niveau, intervient dans le maintien de la production de
TCT. Tri6 serait ici également responsable des activations transitoires de la voie de
biosynthese et des pics d’accumulation de toxines.

Nos résultats suggerent également que Tri6 et Tril0 ne sont pas les seuls

régulateurs positifs des autres genes Tri. Ceci semble particulierement vrai pour Tril01
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dont le profil d’expression est trés différent des autres génes Tri** et posséde une allure
similaire au profil d’expression de g-tub. Cette donnée pourrait indiquer que Tril01
n’est pas un gene spécifique de la voie de biosynthese des TCT. Enfin, la régulation de
I’expression des génes Tri par des mécanismes autres que I’existence d’un facteur de
transcription particulier n’est pas a exclure. Il est possible que ce soit le cas de Tril2
(TRI12 est une protéine impliquée dans la sécrétion des trichothécenes) dont la

transcription pourrait étre activée lorsque les toxines s’accumulent dans le mycélium.

* Dans nos conditions, I’expression de Tri101 est toutefois régulée dans le méme sens que les autres
genes Tri
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Les recherches effectuées au cours de ces trois annees de thése ont participé a
I’accumulation de connaissances sur la voie de biosynthése des TCTB par Fusarium et a
la compréhension des modulations possibles causées par des composés naturels des
plantes hotes. Notre choix s’est porté sur les composés oxydants qui déclenchent la
réponse hypersensible de défense de la plante en réponse aux attaques de pathogenes
virulents. La voie de biosynthése de TCTB impliquant de nombreuses oxydases, la
modulation de la production de toxines par un stress oxydatif était fortement suspectée.
De fagon plus précise, nous nous sommes intéressés a la production du DON et de
ADON par F. graminearum, contaminant majoritaire du mais en Europe, avec
I’hypothése de travail que les modifications des parameétres oxydatifs des grains sont
susceptibles d’interférer dans le métabolisme secondaire de F. graminearum et de
moduler les niveaux de production en DON. Les interactions entre métabolisme
oxydatif fongique et production de trichothécenes de type B ont été étudiées par des
approches biochimiques et moléculaires.

Les avancees apportées par ces travaux peuvent étre regroupées en trois volets : (1)
progrés et perspectives autour des méthodes et procédures expérimentales, (I1) des
stress oxydatifs causés par des composés naturels des plantes modulent la production de

TCTB, et (111) quelles sont les régulations mises en jeu lors de tels stress.

I. Méthodes et procédures expérimentales: progrés et

perspectives

Au préalable, toutes nos expériences ont nécessité certaines mises au point
methodologiques et notamment la mise en place d’une méthode de détection et de
dosage des trichothécénes par HPLC-DAD. Au-dela des améliorations techniques et
expérimentales attendues, de nouveaux éléments vers la compréhension des

mécanismes de régulation de la voie de biosynthese des trichothécenes ont été apportés.
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Au cours de nos premiéres expériences nous avons di faire face a des difficultés
techniques en termes de répétabilité et de reproductibilité des cultures de Fusarium en
milieu liquide. La standardisation des procédures de mise en culture a permis de
diminuer les variabilités entre les cultures. En particulier, I’accent a été mis sur la
qualité de I’extrait de levure utilisé en milieu GYEP et sur I’harmonisation des échanges
gazeux avec le milieu extérieur en utilisant des bouchons commerciaux pour fioles
Erlenmeyer tout a fait identiques entre eux.

Malgré ces avancées, il n’est pas rare d’observer de fagcon ponctuelle et aléatoire
des irrégularites voire des diminutions presque totales du niveau de production de
toxines. A ce jour, la cause de ce phénomeéne reste indéterminée. De nombreuses
hypothéses ont été avancées. Les repiquages successifs des souches pourraient
provoquer des dégénérescences dont une des conséquences serait I’altération de la
capacité a produire des toxines. Des essais réalisés au laboratoire sur F. graminearum
(producteur de TCTB) et F. proliferatum (producteur de fumonisines) n’ont pas Vvérifié
cette hypothése. Ces souches ont été repiquées sur milieu PDA avec différentes
fréquences et pendant une année compléte. Dans le méme temps, des mesures régulieres
de la capacité a produire des toxines en milieu GYEP ont été effectuées. Au cours de
I’année de test, il a plusieurs fois été observé des diminutions brutales des niveaux de
production de toxines, niveaux par ailleurs restaurés au cours de I’essai suivant sans
aucun traitement particulier (Ducos, 2004, communication personnelle). Une autre
hypothése pourrait étre apportée par les travaux de Beyer et al. (2005) dont les résultats
montrent que le niveau de production de DON par F. graminearum est modulé par le
taux d’humidité relative ambiant au moment de la germination des spores. Par
extension, il n’est pas a exclure que des parameétres similaires intervenant au cours de la
sporulation puissent également moduler les niveaux de production en toxines. Nous
n’avons, pour I’instant, pas d’argument qui nous permette de valider ou infirmer cette
hypothése.

De fagon paralléle, il a été développé au laboratoire un milieu synthétique
(Boutigny A.L., 2004, communication personnelle) dont le principal avantage par
rapport au milieu GYEP est de s’affranchir des différences de composition de I’extrait
de levure. Boutigny (2004) a initialement testé ce milieu en conditions de cultures

standard et en mini-culture pour la souche F. culmorum INRA 117 productrice de DON
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et de 3ADON : dans les deux conditions les productions en toxines sont élevées (ce qui
n’est pas le cas en cultures standard en milieu GYEP). La procédure de mini-culture a
été testée en milieu synthétique et en milieu GYEP pour notre souche modele F.
graminearum CBS185.32. Il n’y a pas de différence significative entre les niveaux de
production obtenus dans les deux milieux (données non présentées). En revanche, les
rendements de production de toxines dans ces mini-cultures est tres supérieur, de I’ordre
de 30 fois, a ce qui est classiqguement obtenu en cultures standard GYEP.

Ceci semble indiquer que la méthode de culture utilisée est déterminante sur les
niveaux de production de toxines. Quelques hypotheses ont été formulées pour
expliquer de telles différences de production. Tout d’abord, il est probable que la qualité
des échanges gazeux soit différente en mini-culture par rapport au mode de culture
standard. La configuration des petites boites de Pétri, de méme que le critére statique de
la culture modifie considérablement les parametres d’oxygénation. Une deuxieme
hypothése est née de I’observation macroscopique du mycélium au cours de la culture.
En mini-culture, les cellules fongiques forment trés rapidement une couche de
mycelium homogeéne et relativement dense a la surface du liquide. En culture standard,
le mycélium est immergé et prend soit un aspect filamenteux soit un aspect levuriforme.
Il est a suspecter que les cellules fongiques dans ces situations si différentes sont
susceptibles de produire des toxines a des niveaux différents. De ces observations
ressort un inconvénient majeur a la mini-culture. Le mycélium étant sous la forme d’un
tapis cellulaire dense a la surface du liquide, les différentes cellules fongiques ne sont
pas exactement dans les mémes conditions, les unes étant plutét a I’air libre, les autres
plutdt immergées et au contact du milieu.

L’intérét des mini-cultures réside dans la miniaturisation des essais. En revanche,
I’absence d’agitation et I’aspect que prend le mycélium dans ces conditions nous a
conduit a conserver le mode de culture standard. Le mode mini-culture a cependant di
étre utilisé au cours de nos tests sur I’effet des hydroperoxydes en raison des faibles

quantités de standard disponible.

Dans des conditions ou la production en TCTB est fortement diminuée,

I’utilisation d’une méthode de détection et de dosage des toxines par HPLC-DAD a
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permis la mise en évidence de composés qui s’accumulent dans les milieux de culture
avec des intensités proportionnelles a la diminution de I’accumulation de toxines. Il
semblerait qu’en fonction du chemotype de la souche mise en culture ces composés sont
différents.

Des analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées sur des cultures de F.
graminearum de chemotype DON dont la production de toxines était inférieure a ce qui
est habituellement observé. Elles nous ont amenés a suspecter I’accumulation de
trichodermol, de trichotriol et d’isotrichotriol.

L’isotrichodermol est le substrat de TRI101, une C3-O-acétyltransferase
(McCormick, et al., 1999). Nous nous sommes alors particulierement intéressés a
Tril01. Tril01 est un géne situé hors du cluster Tri et qui possede des homologues
fonctionnels chez d’autres Fusarium, y compris des Fusarium qui n’ont pas la capacité
de produire des trichothéceénes c’est-a-dire qui ne possédent pas le cluster Tri dans leur
génome (Tokali, et al., 2005). Il semblerait alors possible que la protéine TR1101 ne soit
pas uniguement impliquée dans la biosynthese des trichothécénes mais aussi dans
d’autres réactions. TRI1101 remplace le groupement —OH en C3 par un acétyle, ce qui a
pour conséquence de diminuer la toxicité de la molécule (Alexander, et al., 1999).
L’activité de TRI101 permettrait une protection du champignon contre ses propres
toxines (Kimura, et al., 1998).

Nos résultats ont indiqué que, en conditions standard, Tril01 est fortement
exprimé et de fagcon quasi constitutive. Une baisse de son niveau d’expression pourrait
alors entrainer I’accumulation d’isotrichodermol et des composés en amont (voir figure
19). L’analyse des niveaux d’expression de TrilO1l en condition de production de
toxines altérée pourrait nous permettre de vérifier cette hypothese.

Nous avons recherché I’éventuelle présence de ces composés dans des milieux de
cultures dans lesquelles la production de toxines est a un niveau habituel (comparaison
des chromatogrammes). Il semble que ces composés soient toujours présents dans les
milieux mais a des niveaux réduits (signal de faible intensité). L’accumulation de ces
composés semble s’accentuer avec le temps. Lorsque les essais sont réalisés en mini-
culture GYEP (niveaux de production de toxines 30 fois supérieurs), la présence de ces

composés n’est jamais détectée.
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Ces observations nous amenent a construire une hypothése selon laquelle I’activité
de TRI101 deviendrait limitante au fur et a mesure que les trichothécénes s’accumulent
dans les milieux de culture. Les rendements elevés en toxines obtenus en mini-culture
pourraient résulter d’une augmentation de la transcription de Tril01 (ou de I’activité de
TRI101). La voie de biosynthese pourrait avoir atteint un maximum d’activation. Un
argument en faveur de cette hypothése pourrait étre qu’en cultures standard
supplémentées en H,O, la production de DON/ADON semble activée tandis qu’en
mini-culture supplémentée en H,0, elle semble plutét diminuée (chapitre 2).

Une suite a donner a ces expériences serait d’étudier les profils d’expression de
Tri101 dans nos différentes conditions de culture afin d’en comprendre les mécanismes
de régulation. Son rdle détoxifiant en a fait un candidat idéal comme géne de résistance
a Fusarium (infection, invasion...). Okubara, et al., (2002) ont créé une variété de blé
transgénique exprimant TrilO1 et leurs résultats semblent encourageants. Ces auteurs
ont observé que I’expression de Tril01 confére aux transformants une résistance
partielle a la progression de F. graminearum producteur de DON. Cependant, rien
n’apparait quant a la résistance aux Fusarium producteurs de NIV. TRI101 intervient en
amont du point a partir duguel les branches « NIV » et « DON » divergent (Figure 19).
Il est alors particulierement étonnant que le trichodermol, le trichotriol et I’isotrichotriol
ne soient pas détectés lors de I’altération de la production de NIV et/ou de FX. Ce point
reste a ce jour sans reponse et ne sera eclairci qu’avec la détermination des composés

s’accumulant lors de diminutions inexpliquées de NIV et/ou de FX.

L’ensemble de ces avancées méthodologiques ont été utilisées afin d’étudier les
effets de stress oxydatifs sur la production de TCTB, axe central de notre

problématique.

I1. Stress oxydatifs et production de trichothécénes de type B
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D’une maniere genérale, H,O, agirait comme un activateur de la production de
trichothécénes de type B. Cette conclusion est toutefois a moduler. En effet, les effets de
H.0O, dépendent largement de son mode d’introduction et de la souche considérés.

La production de DON/ADON par F. graminearum semble activée lorsque H,0;
est introduit en début de culture ou de facon quotidienne. En revanche, lorsqu’il est
ajouté aux cultures 2 ou 7 jours apres inoculation, la production de toxines ne semble
pas affectée. L allure de la courbe d’accumulation de toxines semblerait méme suggérer
une inhibition.

Ces effets différents de H,O, en fonction du mode d’introduction pourraient
s’expliquer par des disponibilités différentes de H,O, lorsqu’il est ajouté dans la culture
: lorsque H,0; est ajouté aprés 2 ou 7 jours de culture, il n’est pas impossible qu’il soit
piégé ou degradé dés son introduction. Les cultures GYEP de F. graminearum et F.
culmorum sont, avec le temps, de plus en plus colorées avec des teintes tirant en
quelques jours vers le marron foncé. La présence de pigments est le reflet de
I’oxydation de composés phénoliques par, entre autres, des peroxydases qui vont
consommer H,O, dés son introduction. L’absence d’effet significatif de H,O, sur la
production de toxines lorsqu’il est introduit aprés 2 ou 7 jours de culture pourrait ainsi
étre expliqué, au moins partiellement.

Une autre hypothése permettant d’expliquer nos résultats reposerait sur la mise en
place d’une réponse adaptative par le champignon. Cette adaptation se manifesterait
alors, a terme, par une augmentation de la production de toxines et dépendrait de la
phase de croissance dans laquelle se trouve Fusarium au moment de la premiére
exposition au stress induit par H,O,. Nos résultats, ayant mis en évidence un lien
apparent entre un traitement par H,O, des spores avant la germination et une diminution
de I’accumulation de toxines 40 jours plus tard, sembleraient soutenir cette hypothése.

En étudiant les effets de H,O, sur la production de NIV et de FX par F. culmorum,
nos résultats ont révélé une diminution de la production de toxine lorsque H,O, est
introduit au moment de I’inoculation ou de fagon quotidienne. En revanche, lorsque
H,O, est introduit 7 jours aprés inoculation, I’allure de la cinétique d’accumulation de
NIV/FX suggere une activation a plus long terme de la production de toxines. En
d’autres termes, les effets de H,O, sur la production de NIV/FX par F. culmorum sont

opposés a ceux observés sur la production de DON/ADON par F. graminearum. Les
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effets de H,O, sur la production de trichothécénes seraient alors espece, chemotype
et/ou souche dépendants. Des indices pourraient étre apportés par I’étude des variations
des niveaux d’expression de Tri7 et Tril3 impliqués dans la biosynthése de NIV et de
FX mais qui n’interviennent pas dans la production de DON et de ADON (ils sont non
fonctionnels chez les souches de chemotype DON ; Brown, et al., 2001, Brown, et al.,
2002).

Une autre approche consiste a aborder la réponse au stress oxydatif induit par
H.O, sous un angle enzymologique en étudiant des activités enzymatiques de
détoxification, c’est-a-dire des activités de type catalase, peroxydase, superoxyde
dismutase etc. Nous nous sommes particulierement intéressés aux activités CAT de
Fusarium spp. graminearum et culmorum.

Deux isoformes de CAT, I’'une de pHi 5,3 et I’autre de pHi 6,8, ont été détectées,
quelle gue soit I’espece considérée. L’activité de I’isoforme a pHi 6,8 semble décliner
avec le temps, ce qui est en accord avec une modification de la réponse adaptative selon
la phase de croissance dans laquelle se trouve Fusarium. Ces résultats sont a rapprocher
des travaux de Kawasaki, et al., (1997) qui ont démontré, chez Aspergillus, I’existence
de deux genes codant des catalases intervenant dans la protection contre des stress
induits par H,O, au cours des différentes phases de croissance du champignon. Une
isoforme supplémentaire de CAT de pHi 4,55 n’a été détectée que chez les souches de
chemotype NIV, especes graminearum et culmorum confondues. Cette observation
pourrait étre un début d’explication des différences observées entre les effets de H,0,
sur la production de DON/ADON par F. graminearum et ceux sur la production de
NIV/FX par F. culmorum. Les effets de H,O, sur la production de TCTB dépendraient
alors du chemotype de la souche considérée.

Nos travaux n’ont pas concerné la caractérisation des activités CAT et SOD lors
de stress oxydatifs. 1l s’agit néanmoins d’une piste a développer afin de permettre la
compréhension de I’adaptation de Fusarium a H,O, exogene. Michan, et al., (2002),
chez Neurospora crassa, ont mis en évidence que la CAT impliquée dans la réponse au
stress induit par H,O, est différente de celle impliquée dans la réponse au stress induit
par le methyl viologen. Chez divers champignons filamenteux, dont F. oxysporum,

Angelova et al. (2005) ont démontré que des activités SOD sont particulierement
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impliquées dans la réponse au stress induit par le methyl viologen tandis qu’une
augmentation des activités CAT est associée a des stress induits par H,O,. Les
mécanismes activés chez le champignon, en réponse a des stress oxydatifs, seraient
spécifiques de la nature du stress. Le méme phénomeéne est observé en terme de
production de toxines en conditions de stress oxydatifs induits par H,O,, du methyl
viologen ou du diamide (introduction au moment de I’inoculation) : la production de
DON/ADON est activée en présence de H,O, et de diamide mais elle est inhibée en
présence de methyl viologen. La modulation de la production de toxines par des stress

oxydatifs semblerait dépendre de la nature du stress.

Dans le cadre d’interactions hote/pathogéne, H,O; et les autres ROS sont toxiques
pour le pathogéne (Figure 22). La capacité de Fusarium a détoxifier son milieu,
résultante de son équipement enzymatique, pourrait faciliter I’attaque pathogéne
(Mayer, et al., 2001). Les enzymes alors impliquées pourraient étre considérées comme
des facteurs d’agressivité (Hwang, et al., 2002). Les trichothécénes sont également
considérés comme des facteurs d’agressivité (Cossette & Miller, 1995, Proctor, et al.,
1995, Harris, et al., 1999, Eudes, et al., 2000), et nos résultats demontrent qu’en
fonction du chemotype considéré les profils enzymatiques relatifs aux CAT sont
différents. Il serait alors possible qu’il y ait un lien entre production de toxines et
arsenal enzymatique de détoxification. Ce lien reste a explorer.

Considérons a présent H,O, fongique extracellulaire. De précédents travaux ont
permis la mise en évidence, chez F. graminearum de chemotype DON, d’une
production fongique en H,0, dont la cinétique d’accumulation semble suivre celle des
TCTB (Ponts, et al., 2003). Les résultats présentés dans le chapitre 3 de cette thése
semblent indiquer gu’il existe un lien négatif entre production fongique de H,0O, et
production de toxines en particulier chez F. graminearum et F. culmorum de chemotype
NIV. L’ importance de H,O; fongique extracellulaire pour la production de toxines a par
ailleurs été mise en évidence avec la diminution des rendements en DON/ADON en
présence de CAT exogéne. Les trichothécénes étant présentés comme des facteurs
probables d’agressivité, il serait alors possible que H,O, soit également un facteur

d’agressivité. Chez Mycoplasma, lorsque la production en H,O; est limitée, une baisse
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de I’agressivité du pathogene est observée (Vilei & Frey, 2001). De nombreuses
activités enzymatiques sont susceptibles d’étre responsables de la production de H,0,.

Ces dernieres ne sont pas encore élucidées dans nos conditions expérimentales.

L’ensemble de ces résultats indique que des stress oxydatifs ont des effets
importants sur la production de DON/15ADON par F. graminearum. Cependant, le lien
entre parameétres oxydants et accumulation de toxines n’a pas été clairement établi.
Nous avons choisi de compléter nos données en testant les effets d’acides phénoliques,
composés naturels des grains de céréales et de mais aux propriétés anti-oxydantes
largement décrites, sur la production de toxines.

Nos résultats sembleraient indiquer que la production de DON/ADON par F.
graminearum est activée par les acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique
(acides férulique, p-coumarique et caféique) tandis qu’elle est inhibée par les acides

phénoliques dérivés de I’acide benzoique (acides syringique et p-hydroxybenzoique).

Ces résultats semblent apparemment en contradiction avec les résultats obtenus
par d’autres auteurs qui indiquent que les acides férulique, p-coumarique et caféique
inhibent la biosynthése de FB; par F. verticillioides, celle d’aflatoxines par Aspergillus
spp., et celle de 15ADON par F. graminearum (Chipley & Uraih, 1980, Beekrum, et al.,
2003, Bily, 2003). Cependant, la divergence des données n’est pas surprenante. Il est en
effet établi que les effets des acides phénoliques sur le métabolisme des champignons
dépend trés largement des conditions de culture considérées (Maggon, et al., 1977).

Dans nos conditions, les niveaux de production de DON/ADON par F.
graminearum semblent fortement corrélés au potentiel anti-oxydant de [I’acide
phénolique ajouté dans le milieu ce qui est en accord avec les résultats de Miller et
Blackwell (1986) qui ont indiqué que la biosynthese de DON par Fusarium nécessite
des conditions anti-oxydantes faibles.

Il serait faux de limiter les propriétés des acides phénoliques a leurs capacités
anti-oxydantes. Ces acides sont notamment des inhibiteurs d’activités enzymatiques
diverses de type oxydases (phénols oxydases, peroxydases, lipoxygénases, etc.) et

hydrolases (estérases, chitinases etc.). Ces activités enzymatiques peuvent étre
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modulées par les acides phénoliques via des effets sur leurs sécrétions ou une régulation
de I’expression des géenes correspondants (Marin, et al., 1998, Keshri & Magan, 2000,
Reynoso, et al., 2002, Paul, et al., 2003). Par exemple, I’acide p-hydroxybenzoique
induit, chez Aspergillus, I’expression du géne FaeB qui code une feruloyl esterase,
enzyme hydrolitique fongique qui catalyse la dégradation de pectine et de xylane. In
planta, sous I’effet de FAEB, divers composés phénoliques estérifiés, dont l'acide
férulique et I'acide p-coumarique, sont libérés et sont susceptibles d’intervenir dans les
interactions plante/pathogéne (De Vries & Visser, 2001, De Vries, et al., 2002, Bily,
2003).

Les capacités des acides phénoliques a moduler les activités enzymatiques peuvent
étre une piste de recherche quant aux mécanismes impliqués derriére les modulations de
la biosynthése de toxines. La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre, a
terme, la sélection de variétés de plantes dont les compositions en acides phénoliques

permettraient de limiter la production de toxines.

Dans le cadre des interactions plante/pathogene, nous nous sommes intéressés aux
effets des hydroperoxydes de I’acide linoléique sur la production de toxines.

Malgré les limites expérimentales de nos travaux, le 13(S)-HPODE est apparu
comme un activateur de la production de toxines tandis que le 9(S)-HPODE possederait
des effets inhibiteurs. Ces résultats sont a I’oppose des résultats de Burow et al. (1997)
obtenus en étudiant les effets de 13(S)-HPODE et de 9(S)-HPODE sur la production
d’aflatoxines par Aspergillus, ce qui n’est pas surprenant si I’on consideére que la voie de
biosynthese des aflatoxines est extrémement différente de la voie de biosynthése des
trichothécénes.

Chez le mais, les LOX des feuilles sont majoritairement des 13-LOX tandis que
celles des graines sont plutot des 9-LOX (Veldink, et al., 1972, Hamberg, 1991, Jensen,
et al., 1997). Les 9-LOX et I’acide 9(S)-HPODE seraient particuliérement importants
dans les interactions plante/pathogéne. Dans le pathosysteme mais/Aspergillus, la

présence d’activité 9-LOX dans la plante serait associée a la sensibilité au pathogéene
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(Wilson, et al., 2001). Aucune donnee n’est disponible, & notre connaissance, en ce qui
concerne le pathosysteme mais/F. graminearum.

Kim, et al., (2003) ont mis en évidence chez le mais, et de fagon plus générale
chez les plantes monocotylédones, une LOX dont la particularité est d’étre bi-
fonctionnelle. Son activite 13-LOX serait précoce et transitoire et permettrait d’initier le
« burst » d’acide jasmonique intervenant dans les méecanismes de défense de la plante
(figure 11). Son activité 9-LOX serait ensuite favorisée et permettrait un auto-entretien
du systéeme. Nos résultats pourraient suggérer que privilégier in planta une activité 9-
LOX serait susceptible de limiter la production de toxines. Cependant, il conviendrait
de considerer les effets des différents acteurs de I’ensemble du systeme comme par

exemple les effets de I’acide jasmonique, de I’acide linoléique etc.

Au cours de nos différentes discussions, nous avons plusieurs fois soulevé
I’hypothese d’un mode de régulation transcriptionnel dans la modulation de la
production de toxines, dans nos diverses conditions. Nous nous sommes donc intéressés
a la régulation de I’expression des géenes impliqués, directement ou indirectement, dans

la voie de biosynthese de trichothécenes.

I11. Régulation transcriptionnelle et stress oxydatif

La premiere approche, utilisant une technique de RT-PCR en temps réel, nous a
permis de faire plusieurs observations marquantes.

La premiere est I’allure inattendue du profil d’expression de g-tub, qui code la -
tubuline. S-tub est un gene considéré comme constitutif, et pourtant il semble qu’il soit
fortement exprimé au 2° jour de culture, expression qui chute de fagon trés importante
deés le jour suivant, alors que le champignon est en pleine croissance.

Il conviendrait tout d’abord de vérifier que ce profil d’expression si surprenant
n’est pas dd a la présence dans les extraits d’ARN totaux d’inhibiteur(s) de transcription

inverse et/ou de PCR qui serai(en)t produits plus massivement aprés le 2° jour de culture
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pour influencer les réactions. L’analyse des profils d’expression, dans nos conditions,
d’autres genes constitutifs, tels le géne codant I’actine ou le facteur de traduction EFla,
pourrait permettre de Vérifier cette hypothése. De la méme facon, I'utilisation d’un
ARNm externe en tant que controle interne de RT-PCR permettrait d’obtenir une
réponse définitive quant a I’occurrence d’un artefact expérimental. Dans le cas ou nos
résultats ne seraient pas la conséquence d’une inhibition de la réaction de RT-PCR, il
serait alors possible qu’il existe un autre gene codant une B-tubuline et qui s’exprimerait
selon des schémas temporels différents. L’annotation du génome de F. graminearum
récemment séquencé a permis de désigner un autre gene susceptible de coder la B-
tubuline. L’étude de la séquence de ce gene semble indiquer que les amorces de PCR
utilisées ne permettent pas d’allumer ce géne dans nos conditions. L’analyse du profil
d’expression de ce géne pourrait alors permettre de vérifier ou d’infirmer notre

hypothese.

Nous nous sommes également intéressés aux profils d’expression des genes
Tril01, Tri4, Tri5, Tril2, Tri6 et Tril0. La figure 46 représente de facon trés simplifiée
la voie de biosynthése des TCT ainsi que les facteurs de transcriptions connus qui
régulent cette voie.

Il semblerait que les génes particulierement activés en condition de stress oxydatif
par H,O, sont Tri4, Tri5, Tril2 et Tri6, ce qui suggérerait une activation globale de la
voie de biosynthése des TCT. L’activation de Tri6 sans que I’expression de TrilO soit
modulée pourrait impliquer I’existence d’un autre mode de régulation de I’expression de
Tri6. L hypothese d’une induction de TrilO qui passerait par une augmentation du
nombre de molécules TRI10 actives est également envisageable. Par exemple, I’état de
phosphorylation de TRI10 pourrait conditionner son activation. Ce mode de régulation
est couramment observé pour des facteurs de transcription d’organismes fongiques
(Wei, et al., 2003, Hashikawa & Sakurai, 2004, Polish, et al., 2005, Schafmeier, et al.,
2005).

En revanche, lorsque la production de toxines est diminuée par I’ajout de catalase
exogene, I’expression du gene Tril2 n’est pas modifiée mais celle de Tril01l est
réprimée. Les genes Tri4 et Tri5 sont également réprimés (pas de donnée disponible en

ce qui concerne Tri6). La diminution des niveaux d’expression des genes Tri4 et Tri5
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Figure 47 : Interactions plante-Fusarium lors de la mise en place de la réponse
hypersensible.

L’ attaque par Fusarium (1) est spécifiguement reconnue par la plante. En réponse a
cette attaque, un « burst oxydatif » est déclenché (2) avec notamment le relargage
massif de H,O,. Cet H,0, peut étre toxique pour le pathogene (3) mais aussi jouer le
réle de molécule signal pour la plante (3’). La réponse de la plante au signal H,O, est
alors la mise en place de la réponse hypersensible (4’) avec la production d’autres
molécules dont les hydroperoxydes de I’acide linoléique.

Les fleches en rouges représentent les résultats apportés par nos travaux.

Fusarium percoit le signal H,O; et les hydroperoxydes produits par la plante (mise en
jeu d’activité enzymatiques, par exemple de type CAT) (3), et il y a alors réponse par
Fusarium pouvant se traduire par la production de toxines qui pourraient alors étre un
facteur d’agressivité (4). Dans le méme temps, une réponse induite chez Fusarium
pourrait alors étre la production de H,O, fongique pouvant accentuer la réponse de
défense de la plante (5).
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mais pas Tril2 semblerait indiquer I’existence d’un mécanisme de régulation différent
pour Tril2 bien que celui-ci soit situé dans le cluster. Nos résultats semblent suggérer
que Tril2 pourrait étre activé (ou dé-réprimé) lorsque le substrat de TRI12 (les TCT)
s’accumule a I’intérieur des cellules. Le géne Tril5 a été décrit comme codant un
facteur de transcription négatif régulant d’autres génes Tri (Alexander, et al., 2004). Il
serait alors possible que ce géne soit impliqué dans une éventuelle répression de Tril2
et que cette répression soit levée par I’accumulation intracellulaire des trichothécénes.

Une autre observation intéressante concerne I’expression de Tril01. En conditions
standard, nous avons évoqué sa cinétique d’expression quasi constitutive tres differente
des cinétiques d’expression des autres génes Tri, situés dans le cluster Tri. De plus, la
présence d’homologues fonctionnels de Tril01 a été déterminée chez des Fusarium spp.
incapables de produire des trichothécénes. Une hypothese possible pourrait étre que les
genes Tri situés hors cluster ne sont pas specifiques de la voie de biosynthése des
trichothécénes mais interviennent dans d’autres voies métaboliques de la cellule. Des
approches transcriptomiques et/ou métabolomiques d’études de mutants ATril01
pourraient permettre de mettre en évidence I’implication de ce gene dans d’autres
fonctions cellulaires. L’utilisation de biopuces pourrait alors étre un outil performant
pour de telles études.

Cette approche a été adoptée dans le cadre des régulations qui interviennent lors
de stress induits par H,O, ou par I’ajout de catalase exogéne. De ces expériences, nous
esperons en retirer d’une part une vue globale des conséquences de ces stress, et d’autre
part de nouvelles pistes de recherches vers la compréhension des effets des composés
produits par la plante lorsque Fusarium la colonise. La réalisation de ces expériences est
en cours et les résultats pourraient étre accessibles dans un délai de 2 a 3 mois.

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de compléter la figure 22 qui
devient la figure 47. Nos résultats ont montré que H,O, module spécifiquement la
production de TCTB. L’équipement en enzymes anti-oxydantes de Fusarium, en
particulier les activitées CAT, semble alors déterminant dans la réponse au stress
oxydatif. Des interactions importantes entre la production de toxines par Fusarium et les

composés de la plante qui interviennent dans les mécanismes de défense ont été mises
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en évidence. Les composés phénoliques susceptibles d’étre libérés de la paroi vegétale
par des enzymes hydrolytiques lors de I’invasion par Fusarium modulent la production
de toxines avec des effets trés liés a leurs potentiels anti-oxydants : la production de
toxines est d’autant plus élevée que la capacité oxydante de I’acide phénolique
consideré est importante. Les hydroperoxydes de I’acide linoléique modulent également
la production de TCTB : le 13(S)-HPODE, précurseur de I’acide jasmonique impliqué
dans la mise en place de la réaction de défense de la plante, semble activer la production
de toxines tandis que le 9(S)-HPODE aurait des effets opposés. Ces observations
ouvrent des perspectives de recherche nouvelles eut égard a la composition du systéme
lipoxygénasique de la plante considérée. Des recherches complémentaires sont
nécessaires. Il serait essentiel de préciser les effets des hydroperoxydes de I’acide
linoleique sur un grand nombre de souche avec des chemotypes différents afin d’écarter
des éventuels effets souches, espéce et/ou chemotype dépendants. In planta, il
conviendrait de caractériser les systemes lipoxygénasiques de différentes variétés
exhibant divers degrés de sensibilité a la production de toxines.

Ces éléments pourraient conduire a I’identification, parmi les composés impliqués
dans les interactions hote/pahogéne, de ceux qui seraient susceptibles de conférer a la
plante une résistance a la production de toxines. La sélection et I’utilisation de variétés
de plantes répondant a ces critéres permettraient de garantir un risque mycotoxique

limité.
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Communications Scientifiques

Aspects of Applied Biology 68, 2003
Mycotoxins in Food Production Systems

H,O, effects on Trichothecenes B (DON, ADON) production
by Fusarium graminearum in liquid culture

By N PONTS, L PINSON-GADAIS and F RICHARD-FORGET
Unité de Biologie et Technologie Aprés Récolte, INRA, BP 81, F-33883 Villenave
d’Ornon

Summary

Growth and production of Trichothecenes B' (TCTB) by the F. graminearum strain
CBS 18532 were compared in GYEP medium supplemented or not with different H,O,
concentrations. For higher than 1 mM H,0, concentrations, mycelia growth was totally
inhibited. For lower than 1 mM concentration and 5-days-old cultures, H,O, leads to a
strong decrease in TCTB accumulation without affecting the mycelia growth,
suggesting a specific H,O, effect on fungal secondary metabolism. H,O, assays in not
supplemented media have shown an endogenous fungal production, the kinetic of which
seems parallel to TCTB accumulation. Moreover, the initial amounts of introduced
H.0O, were consumed to attain values ranged between 20 and 150 pM in 4 days-old
cultures. First RT-PCR analysis of tri5, tri6 and tril0 expression suggested that the
inhibition of TCTB production by H,0- should be partially ascribed to a transcriptional
control. Besides, it was shown that H,O, did not inhibit TCTB secretion.
Key words : Fusarium graminearum, Trichothecenes, H,O; inhibition

Introduction

Fusarium graminearum is a fungal pathogen that infects a wide variety of plant
cereals. Several strains produce some mycotoxins TCTB including deoxynivalenol
(DON) and its acetylated derivatives 3 and 15 acetyldeoxynivalenol* (3-ADON and 15-
ADON), that are the most commonly found in Europe, America and Asia. TCTB are
toxic to animal and possibly human health; because they are resistant to food processing
and do not readily degrade at high temperature, they enter the animal and human food
supply. Significant losses of cereal grains occur wordwilde due to lower yield and to
lower value linked to TCTB contamination. A better understanding of toxin
biosynthesis regulation may lead to new strategies to limit their production by fungi in
cereals and therefore their impact on humans and animals health.

Few data concerning the nutritional and environmental factors that influence TCTB
biosynthesis are available. The most studied factors are aw, pH and temperature values
(Miller et al., 1983). Some works have also focused on the effects of carbon and
nitrogen source (Miller and Greenhalgh, 1985), of cereal grain nature (O’Neill et al.,

! Abbreviations used : TrichothecenesB : TCTB, DON : deoxynivalenol, A-DON : acetyldeoxynivalenol
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1993), illustrating the significant influence of substrate composition on TCTB
production. This substrate composition may be considerably modified by the plant
defence mechanism developed in an attempt to restrict or prevent fungal growth.
Among the broad range of defence responses, the generation of reactive oxygen species,
including H,0,, superoxide radical (02 and hydroxyl radical (OH), is one of the
earliest event. In some fungally infected cells, Jacks and Davidonis (1996) have
described a rapid and transient production of high levels of H,O, reaching intracellular
concentrations of up to 1 M. Considering the oxidation steps involved in the
biosynthesis TCTB pathway, we could reasonably suppose that TCTB accumulation
will be modified by oxidative stress conditions. Therefore, the present study was
conducted in view to determine the effects of H,O, on TCTB, DON and its acetylated
derivatives, production and to investigate the involved mechanism.

Materials and Methods
Strain, media, and culture conditions

The F. graminearum CBS 185.32 used in this study was from Baarn collection. Stock
culture was maintained on Potato Dextrose Agar (PDA) slants at 4°C. Liquid-culture
experiments were done with Glucose Yeast Extract Peptone (GYEP) medium (Miller et
al., 1983) supplemented or not with H,O, (in the range 0-5 mM), in triplicate baffled
500-ml Erlenmeyer flasks at 100-ml volume. Spore suspensions were prepared by
adding 6 ml of sterile diluting solution (tryptone 1 % w/v, NaCl 8,5 % w/v, tween 80
0,3 %) to the PDA slants with gentle shaking. Spore suspensions were added to each
100 ml culture medium to achieve a final concentration of 10* spores ml™. Cultures
were incubated for 15 days at 25 °C and 150 rpm in a rotary shaker incubator
(INFORS). After 24, 48, 72, 96, 120 and 360 hours of fermentation, broth were filtered
under vacuum through Whatman paper n°l1, rinsed twice with sterile water and
immediately stored at — 80°C. The three filtrates were analysed for TCTB production
and H,O, consumption. The mycelia of two flasks were lyophilised to determine
mycelium dry weight and analyse the non-secreted TCTB amounts. Mycelium from the
third flask was devoted to RNA extractions.
Trichothecenes analysis

TCTB were analysed by CG-ECD. Fifteen ml of filtered medium were extracted by 30
ml of ethyl acetate or 300 mg of lyophilised ground mycelium by 12 ml of a mixture
H,O/acétonitrile (16/84 v/v). Ten ml of the organic phase (3 ml for mycelium
extraction) were evaporated to dryness, dissolved in 3 x 2 ml of acetonitrile, transferred
in a new vial and evaporated under nitrogen flux. Three extractions were performed per
sample. Derivatization and quantification were achieved as described by Bakan et al.
(2001).
H,0, assay

The procedure was adapted from Richard-Forget and Gauillard (1997). Five hundred
ul of 50 mM guaiacol (dissolved in Mcllvaine buffer, pH 5.5) and 0.6 mg of HRP were
added to 1 ml of filtered medium. The absorbance was immediately followed at 470 nm.
Quantification of H,0, was done with known H,0, solutions (GYEP supplemented with
H20- in the range 0-75 uM). To check the lack of peroxidase activity in the culture
media, 1 ml of filtrate without addition of HRP was similarly reacted with guaiacol.
RNA extraction, primers and RT-PCR assay

Frozen mycelia were ground in liquid N, before RNA extraction. The SV total RNA
Isolation System kit (Promega) was used. Extracted RNA was quantified by
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determining the optical density at 257 nm. Primers for tri 5 (tox5-1 and tox 5-2) were
those described by Niessen and VVogel (1998). Primers for tri 6 (tri6-1 and tri6-2) and 3
tubuline (B, and R;) were a gift from B. Bakan (INRA Nantes, France). Primers for tril0
(tril0s034 [5’-GAC GAG CTA CAA AGG CTA CC-3’] and tril0j33, [5’-CC TATG
GTG ATC CGT CAA GT-3’]) were derived from conserved regions of tril0 in
Gibberella Zeae, Gibberella pulicaris and F. sporotrichioides (Genbank accession n°
AF365969, AF 386074 and AF 359360).

Reaction mixtures for RT contained 10 pg of total RNA, 200 U of superscript reverse
transcriptase (GibcoBRL), 40 U RNase inhibitor (Promega), 0.625 pg of oligo(dT)
(Promega), 25 nmoles dDNTP (Promega) and 0.5 umoles DTT. RT was performed with
the following conditions: template denaturation for 5 min at 65°C, primer annealing for
60 min at 37°C and primer extension for 5 min at 95°C. Aliquots (1 ul) of RT products
were coamplified by pCR with 25 pmol of each primer couple (tox5-1 and tox5-2, tri6-1
and tri6-2, tril0,s4 and tril0s33z). For each reaction, 25 pmol of B, and B, were used.
Coamplification of tri5, tri6 and tril0/Rtubuline included 28 cycles consisting of 95°C
template denaturation for 90 s, 57°C primer annealing for 1 min and 72°C primer
extension for 2 min (5 min for the last cycle).

Results

The effect of H,O, on toxin yield and mycelium growth was analysed after 5 days of
culture (Table 1). In our experimental conditions, H,O, supplementation did not modify
pH value of the culture media (data not shown). Mycelium growth was unaffected by
H,O, for lower than 1 mM concentrations. The weight of the obtained mycelium close
to 0.45 g attested for the high nutrient efficiency of our experimental conditions. For
higher than 1 mM concentrations, H,O, totally inhibited the mycelium growth. Similar
results were obtained for analysis performed on 15 days old cultures (data not shown).

15-ADON was the major TCTB produced by the CBS 18532 F. graminearum strain, in
accordance with previous characterisation studies (Miller et al., 1983). H,O,-treated
cultures exhibited a 2-10 fold decrease in TCTB accumulation, yield inhibition
increasing with initial H,O, amount. Thus, supplementation of GYEP with 1 mM H,0,
led to a 90% inhibition of toxin production after 5 days of culture.
Table 1. Effect of H,O, on growth and trichothecenes yield by F. graminearum CBS 185
32 in submerged cultures.

[H202] (mM) DON (ng ml™) ADON (ngml™)  Mycelium weight (g)

0 10.1+0.81 1655 +57.1 0.439 £ 0.025
0.25 2.4+0.85 814 +16.2 0.389 +0.018
0.5 1.15+0.82 377 £15.7 0.407 £ 0.014
1 22+041 164 +11.2 0.387 +0.026
5 Nd Nd Nd

Analyses performed on 5-days old cultures. Values represent average of 9 replicates +
standard deviation. Nd: not detected

For each considered culture medium, toxin production and H,O, amount were

followed over time, up to 15 days. Whatever the initial amount of introduced H,0, and
the incubation time, pH values of the media were similar, close to 4.5 (data not shown).
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Typical curves obtained for not supplemented and 1 mM H,0,-supplemented GYEP are
reported on figure 1. For both culture media, toxin production began between 2 and 3
days to thereafter sharply increased between 4 and 5 days, in accordance with the TCTB
yield time course described by Miller et al. (1983). The 4-5 day increase was however
strongly reduced in presence of 1 mM H,0,. In 15-days old cultures, inhibition effect of
H,0, was less significant, due to the slight decrease in TCTB accumulation arising
between 5 and 15 days in standard GYEP medium.

H,0, assays in not supplemented cultures have demonstrated the occurrence of an
extracellular H,O, fungal production, which time course appeared parallel to toxin
accumulation (perceptible after 2 days, increasing between 4 and 5 days). In GYEP
media supplied with 1 mM H,O,, introduced H,O, was significantly consumed during
the first days of culture, to attain less than 200 uM in 4-days old broth. This level was
two-fold increased between 4 and 5 day. A similar tendency was observed with 0.25
and 0.5 mM H,0O, media (data not shown), i.e. a first H,O, consumption step (H.0-
amounts determined for 4 days-old cultures were respectively close to 50 and 100 uM)
followed by the occurrence of an accumulation phase between 4 and 5 days.
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Figure 1: Time course of H,O, amount (---) and trichothecenes (DON +
ADON) vyield (=) by Fusarium graminearum CBS 18532 in GYEP
medium (v) and GYEP medium supplemented with 1 mM H,0, (x). Each
point represents the average and the standard deviation in three culture
flasks.

Further experiments were performed to investigate the mechanism involved in toxin
production inhibition by H,O,. We first compared the amounts of non secreted TCTB,
contained in the 5-days old mycelia. We therefore demonstrated that H,O, appeared to
activate the TCTB secretion mechanism. For instance, 16 500 pg g of ADON were
found in mycelia harvested from 0.5 mM H,0O, medium against 500 pg g for mycelia
grown in standard GYEP medium. SDS electrophoretic patterns of fungal proteins
(extracted from mycelia and filtrates of the different 5 days-old culture media,
supplemented or not with H,O,) were also compared: no significant differences were
pointed out.
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To investigate a possible transcriptional control, in accordance with the published data
on TCTB biosynthetic pathway, we decided to follow tri5, tri6 and tril0 expression
during the first 5 days of culture. Tri5 encodes trichodiene synthase, which catalyses the
first step of TCTB biosynthesis pathway (Hohn and Desjardins, 1992). Tri6 andtri 10
encode for two proteins involved in the transcriptional regulation of tri genes including
tri 5 (Tag et al., 2001). In each case, Btubuline expression, which has been shown as
constant over time (Doohan et al., 1999) was used as a measure of fungal primary
metabolism. The ratio tri to Btubuline PCR products was used to estimate the relative
expression of tri genes. First results obtained for 3 days-old cultures in medium
supplemented or not with 0.5 mM H,0,, are reported on figure 2. Whatever the
considered gene, RT-PCR experiments yielded to a single band of amplified cDNA,
close to 250 bp forPtubuline, 600 bp for tri5, 300 bp for tri6 (data not shown) and 400
bp for tril0. If tri6 expression appeared to be not affected by H,O, supplementation
(data not shown), tri5 and tri10 expression were modified. Thus, tri5 expression seemed
to be enhanced, tril0 expression to be inhibited. These first results require however to
be checked on older broth and for the other considered H,O, amounts.

M (bp)
1500
1000

M (bp)
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1000
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Figure 2 : Agarose gel electrophoresis of tri5, tril0 and Btubuline RT-
PCR products from F. Graminearum grown in GYEP medium for 72h.
Lanes: 1 and 3, standard GYEP medium, 2 and 4, GYEP supplied with
0.5 mM H,0,, M, sizemarker.

Discussion

H.O, has been shown to be one of the prevalent reactive oxygen species produced by
cereals to restrict or prevent fungal growth (Jacks and Davidonis, 1996). Our results
demonstrate that H,O, (even in low amounts, weaker than 1 mM) has an important
regulatory effect on TCTB biosynthesis and could therefore modulate the amount of
mycotoxins in cereal crops. In F. graminearum submerged cultures, H,O;
supplementation led to a great decrease (close to 90% with 1 mM H,0,) in DON and its
acetylated derivatives accumulation. To our knowledge, it is the first time that pro-
oxidant species have been reported as TCTB yield inhibitors. These data are however in
accordance with the previous studies of Greenhalgh et al. (1983) who demonstrated that
DON accumulation was enhanced by reducing O, amounts. They can also be compared
with the conclusions of Wilson et al. (2001) concerning the aflatoxin yield inhibition by
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3-hydroperoxide. At the opposite, Schuster et al. (1987) reported higher TCTB
production in shake cultures than in still ones.

The H,0O, consumption occurring during the first 5 days of F. graminearum CBS
18532 in submerged cultures illustrated the adaptive response developed by Fusarium
to protect cells from oxidative damage. This consumption can be ascribed to non-
enzymatic or enzymatic components including lipoxygenase, catalase, glutathion
peroxidase (Ayar-Kayali et al., 2002). Moreover, our results have shown an
extracellular fungal production of H,O,, which time course seems parallel to TCTB
accumulation. This production is in accordance with extracellular galactose oxidase
activity described by Barbosa-Tessmann et al. (2001) in F. graminearum submerged
cultures. Further experiments are being carried out to investigate the significance of this
H.O, yield in relation to toxin biosynthesis.

If our work has allowed to progress in the understanding of the mechanism by which
H.0, exerts its inhibitory effect, further experiments are required to precise the involved
transcriptional control. According to the first results we obtained, H,O, (0.5 mM)
supplementation seemed to enhance tri5 expression, to inhibit tril0 one while not
affecting tri6 expression. These data are not consistent with the conclusions of Tag et al.
(2001) who reported that tril0 exerted a positive control of tri5 and tri4 expression by
regulating positively the transcription of tri6. Thus, our results suggested the occurrence
of an additional mechanism by which tri5 expression could be activated, occurrence of
such a mechanism was also supposed by Tag et al. (2001). Further experiments are
required to confirm and complete these first results.
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””HHM) lm H,0, effects on Trichothecenes B (DON,ADON) production

by Fusarium graminearum in liquid culture

N. PONTS, L. PINSON-GADAIS and F. RICHARD-FORGET
INRA-Unité¢ de biologic ct technologic aprés récoltc BP 81 F 33883 Villenave d’Ornon France

F. graminearum is a fungal pathogen that infects a wide variety of cereals and can produce trichothecenes B (TCTB). Fungal in-
vasion triggers several defence mechanisms in the host plant that may greatly modify the substrate composition. Among the broad
range of defence responses, the generation of reactive oxygen species, including H,0,, superoxide radical (0,’) and hydroxyl radical
(‘OH), is one of the earliest events. Considering the oxidation steps involved in the TCTB biosynthesis pathway, we can reasonably
suppose that TCTB accumulation would be modulated by exidative stress conditions.

2000 T 2% Toxin production kinetics in not supplemented and
ImM  H,0;-supplemented GYEP culture media
. 1000 o
. 1800 T (mycelium growth unaffected) :
Ty ~ | . initiate between 2 and 3 days,

800 L.
fi: 1200 1 £ |8 increase between 4 and 5 days ; however this in-
% 600 T crease is strongly reduced in presence of 1mM

5
B 800 e H.0;.
t 400 5
— Z | H,0, fungal metabolism in not supplemented media :
400 x = ;
=, 200 . extracellular HyO, fungal production,
. appears to parallel toxin accumulation.
o o
o

Time (haurs) H;0; kinetics in supplemented cultures :

Time course of Hy0,amount (---) and trichothecenes (DON + ADON) | . introduced H,O,is significantly consumed during the

yield () by I graminearum CBS 18532 in GYEP medium (m) and

GYEP medium supplemented with 1mM H,05 (x). Each point represents the av-
erage between values obtained in three culture flasks and the standard deviation .

first day of growth,
. appears to parallel toxin accumulation too.

To investigate a possible transcriptional control we followed M (bp)
Tri 5 and Tri 10 expressions during the first 5 days of growth.

B-tubuline (f-fub) constitutive expression study allowed us to 1500
measure fungal development. The ratio of 7ri/f-tub RT-PCR Tri5 1000
products is used to estimate the relative expression of 7ri
genes. B-tub - 388

Both 77 genes expression are modified in H,0; supplemented ™ 200

media :
. Tri 5 expression seemed to be enhanced,
. Tri 10 expression seemed to be inhibited.

Agarose gel electrophoresis of 7¥i 5, 7ri 10 and S-tub duplex RT-
However, these first results need to be checked with older | PCR products from /' graminearum grown in GYEP medium for
broth and other H,0, amounts, and on other Tri genes. 72h. Lanes 1 and 3 : standard GYEP medlup :2and 4 : GYEP
supplied with 0.5mM H,0; ; M : molecular size marker.

H,0; has been shown to be one of the prevalent reactive oxygen species produced by cereals to restrict or prevent fungal growth.
Our results demonstrate that H,O, has an important regulatory effect on TCTB biosynthesis and could therefore modulate the
amount of mycotoxins in cereal crops. To our knowledge, this is the first time that pro-oxidant species have been reported as reduc-
ing TCTB yield.

The H;0, consumption occurring during the first 5 days of I graminearum CBS 18532 in submerged cultures illustrated the adap-
tive response developed by Fusarium to protect cells from oxidative damage. Moreover, our results show an extracellular fungal
production of H,0,, with a time course which appears to parallel TCTB accumulation. Further experiments are being carried out to
investigate the significance of this H,0, yield in relation to toxin biosynthesis.
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Communication orale. Journées Jean Chevaugeon-Ve rencontres de
phytopathologie/mycologie. Aussois, Savoie, France. 18-22 janvier 2004

Effets de H,O, sur la production de trichothécenes B (DON, ADON)
par Fusarium graminearum en culture liquide

N PONTS, L PINSON-GADAIS and F RICHARD-FORGET
INRA Centre de Bordeaux, UBTAR, BP 81; 71, avenue Edouard Bourleaux 33883 Villenave d'Ornon
Cedex France

Fusarium graminearum, majoritaire sur épi de mais, est producteur de
trichothécénes de type B (TCTB), mycotoxines dont la toxicité est démontrée pour les
animaux et pressentie chez I’homme. Dans le cadre d’études des effets de la
modification des parameétres oxydatifs du milieu sur la biosynthese de TCTB, nous nous
sommes intéressés a I’influence de I’ajout de H,O, dans le milieu. La production de
trichothécénes de type B (TCTB) par la souche F.graminearum CBS185.32 a été suivie
en milieu GYEP supplémenté ou non avec différentes concentrations en H,O,
n’affectant pas la croissance de Fusarium (inférieures ou égales a 1 mM). Apres 5 jours
de culture, une tres forte diminution de la production de TCTB a pu étre observée
suggérant des effets spécifiques de H,O, sur le métabolisme secondaire du champignon.
Une production endogéne de H,O, fongique dont la cinétique semble suivre la
production de TCTB a été mise en évidence. Les premiéres études de suivi de
I’expression des genes tri5, tri6 et tril0 semblent suggérer que H,O, exerce
partiellement son pouvoir inhibiteur via un mode de régulation transcriptionnel.

Mot-clefs: Fusarium graminearum, trichothécénes, H,O,
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phytopathologie/mycologie. Aussois, Savoie, France. 15-19 janvier 2006

Production in vitro de DON et de 15-ADON par Fusarium
graminearum : cinétiques d’expression de genes Tri en conditions de
stress oxydatif

Nadia Ponts(1), Christian Barreau(1), Linda Harris(2), Thérése Ouellet(2),

Laetitia PinsonGadais(1), Audrey Saparno(2) et Florence RichardForget(1)
(1)INRA Centre de Bordeaux, UR1264 MycSA, 71 avenue Edouard Bourleaux, BP81, 33883 Villenave
d'Ornon Cedex, France
(2)Agriculture and Agri-Food Canada, 960 avenue Carling, Ottawa (Ontario) K1A 0C6, CANADA

Les céréales et le mais sont fréeqguemment contaminés par des trichothécénes B
(TCTB), toxines fongiques produites par le microorganisme du genre Fusarium. La
résistance de ces toxines a tous procédé de décontamination impose actuellement la
prévention de leur biosynthese au champ afin de limiter leur occurrence dans les
denrees cérealiéres.

Dans le cadre d’études des effets de la modification des parameétres oxydatifs du
milieu sur la biosynthése de TCTB, nous nous sommes intéressés a I’influence de
I’ajout de H,O, ou de catalase dans le milieu : H,O, active la production de DON et de
15-ADON par la souche F.graminearum CBS185.32 tandis que I’ajout de catalase a
pour effet de réduire cette production. Des cinétiques d’expression des géenes Tri4, Tri5,
Tri6, Tril0, Tril2 et Tril01 — les génes Tri sont les genes impliqués dans la voie de
biosynthese des trichothécenes — en présence ou absence de H,O, ont été réalisées par
RT-PCR en temps réel. Les niveaux d’expression de ces six genes Tri ont également été
étudiés en présence de catalase. Il apparait que I’activation de la production de toxines
en présence de H,O, est associée a une augmentation de I’expression des genes Tri4,
Tri5, Tri6 et Tril2 tandis que I’inhibition de la production de toxines en présence de
catalase est quant a elle associée a une inhibition de I’expression des genes Tri4, Tri5 et
Tril01. La signification biologique des modulations observées est discutée.

Mots-clefs: Fusarium graminearum, DON, H,0,, stress oxydatif, genes Tri
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Ponts N. 2005. Influence de Stress Oxydatifs sur la Biosynthése de Mycotoxines par Fusarium
spp. Contaminantes de I’Epi de Mais

Résumé : Fusarium est un champignon responsable de la fusariose, maladie nécrosante observée chez de
nombreuses céréales et le mais. Certaines espéces fusariennes sont également productrices de mycotoxines,
métabolites secondaires extrémement stables dont les toxicités pour I’lhnomme et les animaux sont largement
décrites. Ces biosyntheses interviennent avant la récolte et entrainent la contamination des grains de céréales.
A I’heure actuelle, il n’existe pas de procédé permettant d’éliminer les mycotoxines ni méme de réduire leurs
toxicités. Ainsi, limiter I’occurrence des mycotoxines sur les grains de céreales implique de limiter leurs
productions au champ.

Parmi les facteurs susceptibles de moduler les productions de toxines par Fusarium, la nature du
substrat, dans notre cas les composés du grain de malis, pourrait étre déterminante. De fagon plus précise, les
molécules pro ou anti-oxydantes impliquées dans les mécanismes de défense de la plante en réponse a
I’attaque par un pathogéne sont-elles susceptibles d’influencer la biosynthése de mycotoxines ?

Le réle central et ubiquitaire de H,O, lors de la mise en place des mécanismes de défense de la plante
nous a conduit a détailler les effets potentiels in vitro de H,O, sur la production de toxines de la famille des
trichothécenes de type B (TCTB) par Fusarium graminearum et Fusarium culmorum. Les effets d’autres
Ccomposés pro- ou anti-oxydants impliqués ou non dans les mécanismes de défense de la plante ont également
été testés. Aprés une phase de mise au point méthodologique, I’ensemble de nos résultats a permis de mettre
en évidence I’existence d’un lien important entre la biosynthése de TCTB et le métabolisme oxydatif
fongique. De plus, il semblerait que la nature de ce lien dépende du type de TCTB considéré. Une approche
transcriptomique locale sur des génes Tri a permis de conclure a I’implication de régulations
transcriptionnelles dans les modulations de la production de TCTB en conditions de stress oxydatifs. Une
approche transcriptomique globale devrait, a terme, permettre d’identifier des voies métaboliques liées a celle
de la production de toxines.

Mots-clefs : Fusarium graminearum ; stress oxydatifs ; H,O, ; trichothécénes ; deoxynivalenol ; mécanismes
de défense

Ponts N. 2005. Influence of Oxidative Stress on Mycotoxins Biosynthesis by Fusarium spp.
Contaminants of the Corn Ear

Abstract: Fusarium is a fungus that causes tissue necrosis on many cereals and corn. Several species can also
produce mycotoxins, very stable secondary metabolites which toxicities for human beings and animals are
widely illustrated. These biosynthesis take place before harvest and lead to kernel contamination. Nowadays,
no process exists that could allow neither to remove the toxins nor to reduce their toxicities. Therefore,
limiting toxins occurrences in kernels implies limiting their production in the field, before harvest.

Among the factors liable to modulate toxins productions by Fusarium, the substrate composition, in
our case corn kernel composition, could be decisive. More precisely, are pro- or anti-oxidant molecules
involved in plant defence mechanisms against a pathogen attack likely to influence the biosynthesis of
mycotoxins?

The central and ubiquitous role of H,O, when plant defence mechanisms are triggered leaded us to
look in detail at possible effects of H,O, on the production of toxins that belong to the type B trichothecenes
family (TCTB) by Fusarium graminearum and Fusarium culmorum. Effects of other pro- or anti-oxidant
compounds, involved or not in plant defence mechanisms, were tested as well. After a period of methods
adjustments, our results allowed us to observe a link between TCTB biosynthesis and the oxidative
metabolism of the fungus. Furthermore, this link seems to be different depending on the type of TCTB that is
considered. A local transcriptomic approach on Tri genes allowed us to conclude to transcriptional
regulations occurring when situations of oxidative stress occur. Forward, a total transcriptomic approach
should let us identify other metabolic pathways linked to toxins biosynthesis.

Keywords: Fusarium graminearum; oxidative stress; H,O,; trichothecenes; deoxynivalenol; defence
mechanisms
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