N° 676 AOUT-SEPTEMBRE 2014 PHYTOMA

J UMR Qualisud (présentée
Encadré 1) a organisé les

5 et 6 juin 2014 la cinquiéme

édition du séminaire scien-

tifique « Journées mycotoxines » a

Polytech Montpellier.

Parmi les filieres concernées, on trou-
vait celle du grain et sa qualité sani-
taire, directement ou non. Evocation.

Pour situer les mycotoxines
Rappel de leur définition

Les mycotoxines sont des métabolites se-
condaires toxiques synthétisés par des moi-
sissures. Elles contaminent de nombreuses
denrées d’origine végétale, notamment les
céréales mais aussi les fruits, noix, amandes,
grains, fourrages ainsi que les aliments dé-
rivés de ces matiéres premieres et destinés
al'alimentation humaine et animale. Cer-
taines peuvent, par transfert, contaminer
certains produits d’origine animale (pro-
duits laitiers notamment).

La contamination peut intervenir dés le
champ lorsque les moisissures toxinogenes,
saprophytes ou phytopathogenes, se déve-
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loppent sur les plantes (cas des Fusarium
sp. et de Claviceps purpurea notamment).
Elle peut également survenir apres la ré-
colte et au cours du stockage (Penicillium,
Aspergillum...).

Limportance des problémes

qu’elles posent

Ces toxines posent un probléme récurrent
de santé publique et induisent des pertes

| RESUME [

» CONTEXTE - La 5¢ édition, or-
ganisée en juin 2014 a Montpellier
par 'UMR Qualisud, du séminaire
scientifique annuel mycotoxines, a
permis de faire le point sur la pro-
blématique de ces métabolites et
les recherches en cours.

Parmi les secteurs évoqueés, figure
la filiere grain dont les mycotoxines
posent probléme a la qualité sa-
nitaire.

} FILIERE GRAIN - Cing communi-
cations concernaient directement
|a filiére grain :

- en matiére de détection, les
possibilités offertes par les apta-
meres (définis dans I'article) dés
aujourd’hui sur OTA, aflatoxines

M1 et B1, fumonisines B1 et zéa-
ralénone ;

- toujours en détection, une nou-
velle méthode de dosage simul-
tané de 23 mycotoxines ;
—apropos de toxicité, une évalua-
tion de celle du DON (confirmée) et
de ses métabolites obtenus apres
décontamination biologique (toxi-
cité efficacement diminuée) ;
—concernant la gestion, le travail
sur I'ergot dit du seigle et ses
ergotoxines (alcaloides), ceci sur
seigle mais aussi blé et autres
céréales;

- I'intérét de I'approche méta-
bolomique pour comprendre la
régulation de la biosynthése des
trichothécénes par Fusarium.

¥ BIDAEROSOL - Une commu-
nication du CSTB alertait sur les
bioaérosols contenant des myco-
toxines et les risques sanitaires
liés a leur inhalation. Le CSTB tra-
vaille sur les locaux d’'habitation,
industriels, etc., mais les résultats
intéressent tout professionnel tra-
vaillant dans les lieux de stockage
et/ou manipulation du grain.

» MOTS-CLES - Qualité sanitaire
des grains, mycotoxines, détection,
aptaméres, OTA ochratoxine A,
aflatoxines, biosynthése, toxicité,
DON déoxynivalénol, alcaloides,
ergot, bioaérosol, UMR Qualisud,
CSTB (Centre scientifique et tech-
nique du batiment).

Séminaire mycotoxines :
les grains en bonne place

Le cinquieme séminaire scientifique « Journées mycotoxines », en juin
dernier, a présenté les avancées de la recherche coté détection, évaluation
de la toxicité, compréhension des mécanismes et gestion des risques.

SABINE GALINDO* ET DIDIER MONTET**

< Symptome de fusariose

a Fusarium roseum sur blé dur.
Les champignons du genre
Fusarium produisent des my-
cotoxines dont des trichothé-
cénes. La plus connue, le DON,
produite par plusieurs moisis-
sures du genre Fusarium, a été
évoquée lors de ce séminaire.

économiques importantes. D’apres la FAO,
25 9% des cultures vivrieres de la planete
sont contaminées par des moisissures pro-
ductrices de mycotoxines. Les pertes dues

1-Qualisud :
présentation

L'UMR QualiSud est une unité mixte
de recherche regroupant les univer-
sités Montpellier 1 et Montpellier 2,
le Cirad (Centre international de re-
cherche agronomie et développe-
ment) et SupAgro Montpellier, orga-
nismes de recherche publique. Cette
UMR avait organisé la 17 édition de
ce séminaire fin 2009 a Montpellier.

Les séminaires suivants ont eu lieu
a Toulouse en janvier 2011, a Bor-
deaux en janvier 2012 et a Brest en
février 2013. En 2014, QualiSud a de
nouveau organisé I'opération. C'était
a 'amphithéatre Serge Peytavin, de
Polytech Montpellier (campus de
I'université Montpellier 2). La é¢ édi-
tion est prévue a Toulouse.
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Ces journées n’ont pas concerné que les
grains mais étaient « multimycotoxines/
multifilieres ». Ainsi, outre les themes cités
dans le corps de l'article, ony a évoqué :

- le cacao (photo) avec I'ochratoxine A
(OTA) qu'il peut contenir ; selon une com-
munication Université d’Abidjan/UMR Qua-
lisud : « différents paramétres du traitement
post-récolte (état sanitaire des cabosses,
délai d'écabossage, durée de fermentation)
ont un effet non négligeable sur le niveau de
contamination du cacao en OTA ».

—Le raisin (photo) avec les moyens de lutte
biologique mis en ceuvre au vignoble (€licita-
tion et antogonisme) par I'UMR Qualisud et
I'lFV®™ pour limiter la contamination en OTA
dans les jus et vins. D'autres tests d'anto-
gonisme sur Aspergillus flavus (producteur

a ces contaminations sont estimées, par
exemple, a 5 milliards de dollars par an,
uniquement pour les Etats-Unis et le Canada
(FAO, 2003).

Parmi les plus de 300 mycotoxines diffé-
rentes qui ont été isolées et caractérisées,
une trentaine d’entre elles possedent des
propriétés toxiques caractérisées et présen-
tant un réel risque pour la santé humaine et
animale (Anses, 2009).

Certaines des plus dangereuses et préoccu-
pantes notamment pour leurs effets cancé-
rogénes et tératogeénes sont soumises a la
réglementation européenne dans certaines
denrées.

Cest le cas notamment de plusieurs afla-
toxines, 'OTA (ochratoxine A), certains
trichothécénes (DON, etc.), la zéaralénone,
la patuline, les fumonisines.

au service de
I’Agriculture

2 - Ce séminaire n'a pas moulu que du grain

g La microbiologie

d'aflatoxines) ont aussi été présentés par le
LGC de I'INP® de Toulouse.

- la pomme au travers de la biosynthése
de la patuline par Penilicillium expansum,
responsable de la pourriture molle de ce
fruit (communication de I'UMR Toxalim).

- les fromages avec deux exposés du Lu-
bem® sur Penicillium roqueforti producteur
notamment d'acide mycophénolique et de
roquefortine C ; bilan : d’abord une produc-
tion trés variable selon la souche de P, ro-
queforti présente, ensuite la faible toxicité
de ces métabolites, enfin des découvertes
sur leurs voies de biosynthése ;

- les fourrages avec une communication
de I'UMR Toxalim/Ecole vétérinaire de
Toulouse sur les champignons du genre

Le séminaire en général
Participants et filiéres

Le programme des journées était tres inté-
ressant et varié. Les 90 participants, cher-
cheurs, étudiants et industriels, en majorité
des Francais, mais aussi des internationaux
dont une conférenciere irlandaise de Queen
University of Belfast, ont écouté quinze
conférences. Celles-ci ont permis d’aborder
les problématiques mycotoxines des filieres
céréales, fourrage, raisin, pommes, cacao et
méme fromage.

Champignons et toxines

Elles ont permis d’étudier les spécificités
d’occurrence et de toxinogenése de conta-
minants fongiques des genres Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Claviceps, Stachy-
botrys, et les mycotoxines associées.

Photos : P Bastide - Cirad

~ Cabosse de cacao en mauvais état sanitaire.
~ Raisin avec moisissures productrices d’OTA.

Stachybotrys pouvant produire des tricho-
thécénes macrocycliques a I'origine d'in-
toxications d'animaux, chevaux surtout.
A noter : I'intoxication peut venir de I'in-
gestion du fourrage mais il y a aussi I'inha-
lation de « bioaérosols ». On en a trouvé qui
contenaient S. chartarum dans des exploi-
tations francaises. D’ol risque d’exposition
pour les chevaux, certes... Mais aussi pour
les agriculteurs et les palefreniers !

(1) Institut frangais de la vigne et du vin.

(2) Lab. de génie chimique - Inst. nat. polytechnique.

(3) Laboratoire universitaire de biodiversité et d'éco-
logie microbienne, Plouzané (Finistere).

Celles-ci, plus ou moins toxiques, vont des
trichothécenes produits par des champi-
gnons des genres Fusarium (mais aussi
Stachybotrys, voir Encadré 2), aflatoxines
et ochratoxines (produites notamment
par des moisissures des genres Aspergillus,
Penicillium), ergotamine et autres alca-
loides d’ergot (dii a Claviceps purpurea), a
I'acide mycophénolique et la roquefortine C
(produits par P. roqueforti, voir encore En-
cadré 2) en passant par la patuline (voir
toujours encadré 2).

Quatre orientations des recherches

Il existe a'heure actuelle quatre orientations
stratégiques des recherches dansle domaine
des mycotoxines. Elles ont représenté les
quatre thémes du séminaire :

—les méthodes de détection rapide ;

¢ Un ensemble d’analyses microbiologiques
applicables sur sol, végétaux, amendements et
produits : dénombrement, identification et
caractérisation de micro-organismes.

¢ Du diagnostic phytosanitaire sur sols et cultures :

Agents pathogénes des cultures ; fatigue de sol.
¢ De I'expérimentation

e De laR & D dans les domaines de la microbiologie
du sol et des moyens non chimiques de protection

vous des plantes.
¢ Le montage et la rédaction de dossiers
propose réglementaires (ADE, AMM) dans le domaine des
produits bio-fertilisants, bio-stimulants et bio-
protectants.
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—TI'étude des voies de biosynthese ;
—I’évaluation toxicologique ;
—lamise au point de méthodes de préven-
tion et de maitrise en pré et post-récolte.
Le tout appliqué aux différents contami-
nants et filieres.
Plusieurs communications ont traité direc-
tement de qualité sanitaire des grains.

Sujets touchant directement
la qualité des grains

Détection : découvrir les aptaméres
Parmi les avancées notables signalées fi-
gure I'évolution des techniques de détection.
Ainsi, Lise Barthelmebs et al., du laboratoire
Images de 'UPVD (université de Perpignan),
ont évoqué les aptameres.

De quoi s’agit-il ? Ce sont, citons le résumé
dela communication, des « molécules ADN
ou ARN simple brin sélectionnées par le pro-
cédé in vitro Selex (Systematic Evolution of
Ligands by EXponential enrichment).

De facon similaire aux anticorps, les apta-
méres présentent une forte affinité pour leur
cible, mais ils possédent de nombreux avan-
tages [...] : ils sont peu cofiteux et résistants
aux variations de température et de pH, ils
peuvent étre facilement couplés a différents
groupements chimiques et
ne sont pas produits par voie
animale ».

Bref, ils sont annoncés
moins chers et plus faciles
a maitriser que la chroma-
tographie en phase liquide,
et plus précis, reproductibles
etsensibles (seuils de détec-

trouver

On peut

des bio-
aerosols
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Claviceps purpurea, contient des alcaloides. Ces derniers ont été évoqués dans une communication.
A Fusariose sur épi de mais a dominance Fusarium proliferatum (déterminé apreés analyse),
producteur de fumonisines. Ces mycotoxines font partie de celles réglementées et analysées.

par des champignons du genre Fusarium)
qui touche particulierement les grains de
céréales a paille mais également de mais,
elle fait partie des trichothécenes de type
B (TCTB) et elle est réglementée : il ya des
seuils a ne pas dépasser sur céréales a paille,
mais et produits dérivés.

Sabria Mimoun, post-docto-
rante a 'Inra UMR Toxalim
a Toulouse, a travaillé sur
la toxicité du DON et des
métabolites qu’on obtient
si on met en ceuvre un pro-
cédé de décontamination
biologique, notamment la

tion plus bas) que les tests dans les lieux déépoxydation et la gluco-
Elisa et bandelettes. sylation (conjugaison avec
Lauteur ajoute : « A ce jour, de stoc!<age du glucose).

des aptaméres ont été carac- des grains. Sans entrer dans les détails

térisés pour l'ochratoxine A

(OTA), les aflatoxines M1

et B1, la fumonisine B1 et la

zéaralenone. » En revanche pour les autres
mycotoxines telles « le DON, les toxines T-2
et HT-2 et la patuline, aucun aptameére n’a
encore été sélectionné ».

Détection : vingt-trois toxines a la fois
Autre communication sur la détection, celle
de Céline Cézar de la société Phytocontrol.
Elle a annoncé que son laboratoire avait
« développé en interne une méthode unique
permettant de doser simultanément une
vingtaine de mycotoxines en une seule injec-
tion ». Ceci notamment dans les grains. Il y
a 23 toxines concernées (détails p. 322 36).

Biosynthése et toxicité :

du nouveau sur le DON

La troisiéme communication évoquait a
la fois la biosynthése et la toxicité d’une
toxine bien connue, le DON ou déoxyniva-
1énol, dit aussi vomitoxine. Pour mémoire,
C’est une fusariotoxine (= toxine produite

méthodologiques et défi-
nitions (la communication
cite I'«approche transcripto-
mique » sur « explants jéjunaux de porcelets »,

I'« analyse en microarray », et la qPCR alias

PCR quantitative, etc.), retenons que les

résultats obtenus :

—« confirment la toxicité intestinale du
DON » ;

— démontrent que «les réactions de déépoxy-
dation, glucosylation ou épimérisation di-
minuent efficacement la toxicité de cette
mycotoxine ». C'est intéressant.

Fusariose, DON et métabolomique

La communication de Florence Forget de
I'UMR Mycsa de I'Inra de Bordeaux a dé-
montré le fort intérét d’'une approche méta-
bolomique par couplage LC-MS et H-RMN et
suivide pres de 60 métabolites primaires et
secondaires pour comprendre la régulation
de la production des mycotoxines.

Le travail présenté a porté sur les trichothé-
cenes de type B (TCTB), dontle DON est le
représentant majeur, et qui sont produits par

Fusarium graminearum, un des principaux
agents de la fusariose de I'épi.

Ces travaux ont permis de proposer pour
la premiere fois une carte métabolomique
de F. graminearum illustrant 'imbrication
trés étroite du métabolisme secondaire de
production de mycotoxines au sein du mé-
tabolisme primaire.

Prévention et maitrise :

cas des alcaloides d’ergot

Enfin la communication de Béatrice Or-

lando et al., d’Arvalis-Institut du végétal™®,

évoque les alcaloides produits par Claviceps
purpurea agent de l'ergot du seigle, maladie

quitouche aussile blé, le triticale, etc. Elle a

présenté les travaux de I'institut technique a

ce sujet depuis quatre ans. En précisant que

ces derniers sont « pourla plupart encore en
cours », elle a signalé notamment :

—concernant 'occurrence de I'ergot et de
ses alcaloides en France, le pathogéne est
«significativement présent sur le territoire,
mais les intensités d'attaque sont majoritai-
rementfaibles, et variables selon la culture » ;

—par ailleurs, « La relation sclérotes/alca-
loides s’accompagne d’incertitudes » mais
« les échantillons peu contaminés en ergot
sont également les moins contaminés en
alcaloides » ;

—enfin, une étude «surlarécolte 2012 a per-
mis d’identifier les itinéraires techniques
influant sur les niveaux de contamination »

NDLR : Parmi eux, il y a 'impact des adven-
tices graminées, vulpin et ray-grass notam-
ment, et de leur gestion : désherbage réussi
ou non, et réalisé plus ou moins précoce-
ment. Voir a ce sujet I'article p. 26 a 31, et
qui cite notamment B. Orlando.

(1) NDLR (note de la rédaction de Phytoma) : Arvalis est
cosignataire du Guide de gestion des mycotoxines dont
la 2¢ édition est sortie cette année (voir bibliographie).
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Indirectement...

qualité de lair

Exposition aux mycotoxines :

penser aussi aux bioaérosols

Une communication intéressante pour ceux
qui s’occupent de stockage des grains a été
présentée par le CSTB...

Pourtant, l'organisme public qu’est ce Centre
scientifique et technique du batiment tra-
vaille sur des problématiques de locaux
d’habitation ou encore commerciaux ou
industriels... A priori, on ne voit pas le rap-
portavecla qualité des denrées alimentaires
en général et celle du grain en particulier...
Et bien, on devrait. En effet, ’air de tout
batiment fermé, quel qu’il soit, risque d’étre
chargé en « bioaérosols » contenant des my-
cotoxines en cas de mauvaise aération et
d’humidité permettant le développement
d’especes fongiques. Cest ce qu'ont montré
les auteurs de ces communications.

Notamment au silo

Certes, ils ont parlé d'«espaces devie». .. Mais
les silos et autres batiments de stockage des
grains sont concernés aussi !

Les personnes qui y travaillent, si elles y
passent du temps, sont exposées a ces bioaé-
rosols. Pense-t-on par exemple a se protéger
lors des opérations de nettoyage, qui bien
souvent remuent la poussiére de moisis-
sures ? Améditer...

Conclusion

Trois évolutions

En tout cas, et compte tenu des enjeux,
ces journées ont permis aux participants
d’échanger sur cette thématique « Myco-

toxines » et d’évaluer les évolutions mar-

quantes en la matiére. On peut en citer trois.

—D’abord 'amélioration des techniques
analytiques est une bonne
nouvelle.

—Enrevanche, on peut s'in-

21

F

a l'arrestation de personnes ayant com-
mercialisé des fromages non conformes.
—La troisieme évolution est celle des re-
cherches de moyens biolo-
giques de protection. Il s’agit
notamment de micro-orga-

quiéter de I'arrivée (ou On détecte des nismes bénéfiques, antago-
l'augmentation des cas de mycotoxines nistes de ceux produisant
présence) en pays jusqu’ici L, . des toxines. Aura-t-on des
tempérés de mycotoxines d(i]reglons résultats au 6¢ séminaire ?
rencontrées jusqu’ici sur-

tout en régions chaudes : Cha Udes Vers un projet ANR

OTA et aflatoxines. C'est dans des Pour préparer ’avenir,
le cas des aflatoxines sur i i ces journées sont aussi un
mais en Italie avec du pays Jusgu 1CI moyen de coordonner les

fromage dépassant les
normes européennes,
suite possible (enquéte
en cours) de la consom-
mation par les vaches laitieres de mais
contaminés. L'information a été officia-
lisée quelques jours apres le colloque de
juin : les autorités italiennes ont saisi des
«formes » (roues) de parmesan et procédé

POUR EN SAVOIR PLUS

temperes.

recherches des participants
afin de faire émerger de nou-
veaux projets et répondre
aux appels a projets natio-
naux et européens. Ainsi, I'aprés-midi du
6 juin a été consacré a la réflexion sur le
montage de projets, notamment d’un projet
ANR sur lequel plusieurs équipes et indus-
triels ont fait part de leur intérét. (-
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