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RESUME

L'aflatoxine B1 (AFB1) est une mycotoxine hépatotoxique, génotoxique, immunodépressive et
cancérigéne. Le réchauffement climatique fait évoluer la zone d’extension d’A. flavus, producteur de
cette toxine, sur les épis de mais en végétation. La présence d’aflatoxines dans I'alimentation devient
préoccupante. Les pesticides de synthéses sont polluants et difficiles a appliquer sur épis. La lutte
biologique est une alternative utile a mettre au point. Nous avons sélectionné des souches
d’actinomycetes pour servir d’agents de biocontrole et nous avons effectué des inoculations
artificielles sur épis 17 jours aprés floraison. Le bioagresseur A. flavus a été inoculé selon 2
modalités : conjointement le méme jour ou ultérieurement a I'actinomycete, 7 jours plus tard. Il
produit une contamination moyenne en AFB1 de 63 ng/grain inoculé. Dans les 2 cas, une des souches
testée a permis d’obtenir une diminution tres significative de I’AFB1 de 50 %. Ces premiers résultats
nous encouragent a sélectionner d’autres souches encore plus efficaces et a envisager
I’expérimentation au champ.
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ABSTRACT:

USE OF ACTINOMYCETES AS BIOCONTROLS AGAINST AFLATOXIN B1 PRODUCED BY ASPERGILLUS
FLAVUS ON MAIZE COB IN GREENHOUSE

The aflatoxin B1 (AFB1) is an hepatotoxic, genotoxic, immunosuppressive and carcinogenic
mycotoxin. Global warming is changing the extension area of A. flavus, producer of this toxin on
maize cob during vegetation. Presence of aflatoxins in the diet becomes alarming. Chemical
pesticides are polluting and difficult to apply on ears. Biological control is a useful alternative. We
selected actinomycetes strains to use as biocontrol agents. We carried out artificial inoculations of
these actinomycete strains on cobs 17 days after flowering. The bioagressor A. flavus was inoculated
with 2 modalities: jointly the same day or 7 days later than the actinomycete. It produces an average
contamination of AFB1 of 63 ng/inoculated kernel. In these two modalities, one of our strains got a
very significant AFB1 decrease of 50%. These promising results encourage us to continue the
selection of efficient strains and to consider field experiments.
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INTRODUCTION

Les mycotoxines produites par les moisissures dans les aliments sont a |'origine depuis des temps trés
anciens de problémes de sécurité sanitaire dégradant la santé et conduisant parfois a la mort. Les
technologies modernes permettent les analyses des toxines et leur mise en relation avec les symptémes.
Elles ont abouti a établir les niveaux d'exposition maximales tolérées et les normes réglementaires dans
les denrées alimentaires (AFSSA 2009 ; Réglement CE No 1881/2006 ; Directive 2002/32/CE). Le
réchauffement climatique risque d’augmenter encore cette contamination alimentaire (Battilani et al.
2012). Certains de nos pays voisins subissent déja cette hausse. Par exemple, les cultures de mais en
Italie sont depuis les années 2000, fréquemment atteints sur les épis au champ par Aspergillus flavus
producteur d’aflatoxines B1 et B2 (Giorni et al. 2007 ; Battilani et al. 2008). Parmi ces dernieres,
I'aflatoxine B1 est hépatotoxique, génotoxique, immunodépressive et surtout classée cancérigene par le
Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC/IARC) de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS/WHO) dés 1993 (IARC/CIRC 1993 ; 2015). Cette toxine, une fois métabolisée par la vache se
retrouve dans le lait sous forme d'aflatoxine M1. Récemment, le scandale du lait contaminé dans les
Balkans en 2013 concrétise la gravité du probleme (Van Egmond 2013 ; de Jong et al. 2013). Il a conduit
la Serbie dans l'urgence, le 28 février 2013, afin de limiter les destructions de lait, a remonter
unilatéralement sa norme réglementaire en aflatoxine M1 de 0,05 pg/L a 0,5 pg/L, réduisant ainsi trés
fortement ses exportations vers I’'Union Européenne.

Pour lutter contre ces contaminations en toxines, il est nécessaire de prévenir leurs productions des le
champ. Il faudrait agir contre les champignons mycotoxinogeénes sur mais. Pour cela nous pourrions
utiliser les fongicides de synthése mais les pollutions engendrées par ces produits les soumettent aux
recommandations du projet gouvernemental « Ecophyto » retranscrivant la directive 2009/128/CE
(Ministére de I'Agriculture 2015) et prénant avec force aprés I'échec de 2018, une diminution des
pesticides de 50 % d’ici 2025. De plus, il n’y a pas de matériel agricole pour projeter ces produits sur les
épis, bien couverts au sein d'une végétation dense de plus de 2 m de haut.

Le biocontréle ou lutte biologique consiste a utiliser des agents biologiques antagonistes des maladies,
ravageurs et adventices des plantes ou des denrées stockées pour les protéger. Le concept est aussi
ancien que l'utilisation du chat contre les souris. Le plus médiatisé actuellement est le lacher de
coccinelles contre les pucerons. Le biocontréle présente I'avantage de diminuer ou d’éliminer I'usage de
pesticides polluants conformément a la volonté de la communauté et des gouvernements. Bien
gu’ancien le concept est en forte évolution technologique depuis la deuxiéme moitié du XX°™ siécle et
integre les microorganismes et leurs interactions (Herth et al. 2011). L’A. flavus lui-méme fait I'objet
d’application au champ par compétition avec épandage de souches non productrices d’aflatoxines
(Abbas et al. 2001). D’autres microorganismes sont aussi étudiés ou utilisées comme la levure Pichia
anomala contre I'’AFB1 (Hua 2013).

C'est dans cet objectif que nous avons proposé le Projet AFLAFREE a I’Agence Nationale de la Recherche
(ANR). Il consiste a inhiber la production d’aflatoxine B1 par la moisissure Aspergillus flavus (champignon
microscopique) en utilisant les propriétés antagonistes des actinomycéetes contre la production de la
toxine. Ces bactéries filamenteuses produisent d’innombrables métabolites secondaires parfois
caractéristiques des genres, des espéces, ou particuliers a la souche individuelle. Ces propriétés font de
chaque souche un instrument qui (si nous apprenons a bien le manier) permet une lutte propre vers la
qualité sanitaire des produits alimentaires (Shams-Ghahfarokhi et al. 2013). Nous avons au laboratoire
(LGC : Laboratoire de Génie Chimique, Département BioSyM : Bioprocédés et Systemes Microbiens) une
souchotheque parmi laquelle nous avons sélectionné in vitro des actinomycetes pour une réduction de
la production d’AFB1 et d'AFB2 (Verheecke et al. 2014). Nous n’avons pas retenu les souches qui en plus
de la réduction en aflatoxines inhibaient aussi la croissance mycélienne. De cette fagon, nous évitons de
perturber artificiellement I'équilibre de la niche écologique de I'épi qui pourrait se déplacer vers d’autres
parasites préjudiciables. Parmi cette sélection, nous avons choisi les quelques souches qui permettent la
réduction la plus importante in vitro. Nous les avons appliquées directement sur les épis de mais cultivés
en serre. Pour une de ces souches (522) nous avons obtenu une réduction significative de la présence



d’aflatoxines. Les résultats obtenus avec cette souche seront exposés ci-dessous, les autres souches
n’ayant pas produit de différences.

MATERIEL ET METHODE

MATERIEL VEGETAL : LE MAIS

Le choix de la variété n’a pas pu se faire sur les sensibilités et résistances variétales a I’A. flavus, ces tests
ne se pratiquant pas encore en France, la maladie n’y étant pas assez fréquente.

Nous avons choisi Es Flato, une variété % précoce dentée inscrite au catalogue francais en 2009. Elle est
suffisamment réguliere et productive pour avoir été adoptée par Arvalis - institut du végétal parmi les
variétés de référence de ses essais en 2014 et 2015. Bonne vigueur au démarrage, peu sensible a la
verse, mais sensible aux fusarioses de I'épi, moyennement sensible a I'helminthosporiose (Arvalis 2014).
Mise a germer en phytotron a I'obscurité a 30°C le 28 mai 2014, les plantules les plus vigoureuses sont
repiquées en serre 7 jours plus tard. Chaque plante est repiquée dans un pot de 26 cm de diametre
contenant 11 L d’'un mélange 50/50 de terreau neutre non amendé et de terre argilo-calcaire. Un
arrosage automatique journalier est réalisé par goutte a goutte créant une réserve d’eau permanente
conduisant a une absence de stress hydrique. Le stade mi-floraison est atteint le 26 juillet. La
pollinisation manuelle au pinceau est effectuée apres récupération du pollen a I'aspirateur et appliquée
sur les soies immédiatement apres, le 31 juillet (5 jours apres floraison). La récolte a lieu 48 jours apres
pollinisation a 22 % d’humidité des grains.

Amendement NPK 10-10-10 a 2 fois la dose normale en azote, réalisé en 3 apports en suspension
aqueuse. Amendement en oligoéléments : Ferticament, 2 apports de 152 mg/plante en suspension
aqueuse.

MICROORGANISMES :
Aspergillus flavus :
La souche dA. flavus utilisée (AFc5) est fortement productrice d’AFB1. Elle est fournie par le Laboratoire
INRA Toxalim (Adjovi et al. 2014) dans le cadre des partenariats de I'action ANR AFLAFREE. La croissance
et la production de spores pour I'inoculum ont été effectuées a I'obscurité sur milieu PDA a 28°C.
L’actinomyceéte :
La souche S22 utilisée dans cet essai présente un antagonisme de contact avec la souche d’A. flavus
NRRL 62477 utilisée lors des tests in vitro. Elle y réduit de 84 % la présence d’AFB1 pour seulement 30 %
de réduction de croissance (Verheecke et al. 2014). La croissance et la production de spores pour
I'inoculum ont été effectuées a I'obscurité sur milieu ISP2 a 28°C.

INOCULATIONS :
Aprés 2 semaines de croissance sur leurs milieux respectifs, les spores des 2 microorganismes sont
prélevées sous hotte stérile a I'aide de 10 mL d’eau additionnée de 0,2 % de Tween 20. Les spores sont
dénombrées a I'aide d’une cellule de numération de Thoma.
Evaluation de la germination des spores : aprés dilution a 10% spores/mL, 1 mL est ensemencé sur les
milieux respectifs PDA et ISP2 ol pratiquement la totalité des spores produisent des colonies.
Pour réaliser les inoculations, les concentrations sont ajustées pour injection & 5.10” spores/mL pour
I'actinomycéte et a 5.10° spores/mL pour A. flavus.
Les inoculations sont réalisées avec 0,2 mL de suspension de spores par piglres sur le coté de I'épi a
travers les spathes. Les piglres des grains sont effectuées a 2 mm de profondeur maximale a 'aide d’un
inoculateur composé de 8 aiguilles disposées a la périphérie d’une couronne de 1,5 cm de diameétre,
montée sur une seringue a remplissage automatique.
Les inoculums sont injectés soit séparément ou ensemble selon le protocole :

B Témoin : injection d’eau stérile.
A. flavus seul.
Actinomycete seul.
Actinomyceéte + A. flavus ensemble, ratio spores 10/1.
Actinomycete puis A. flavus 1 semaine aprés, ratio spores 10/1.



Les inoculations ont eu lieu 12 jours apres la pollinisation, le 12 ao(t. Pour I'A. flavus inoculé en différé,
I'inoculation a eu lieu 7 jours plus tard le 19 ao(t sur les mémes piqlires que la premiéere fois avec
I'actinomycete, repérées par une marque sur les spathes.

ANALYSES D’ AFLATOXINES :

Aprés récolte, les grains piqués ont été prélevés. lls ont subis un séchage partiel non destructeur des
aflatoxines de 72 h a 60°C pour pouvoir étre broyés. Le broyage est effectué dans un broyeur a bille
d’acier de 2 fois 30 s de fagon a obtenir une réduction en poudre fine pour un diamétre de 0, 1 mm.

Les extractions et concentrations en aflatoxines ont été effectuées sur les broyats par colonnes
d’immunoaffinité Aflaprep (R-Biopharm). Les aflatoxines sont récupérées dans un mélange
méthanol:eau 50:50.

L’analyse des aflatoxines est effectuée par HPLC Ultimate 3000 (Dionex) avec colonne de séparation C18
Luna 3 um 200x4,6 mm et dérivatisation au Br par Coring-Cell (Diagnostix Gmbh). Lecture de la
fluorescence : excitation a 362 nm, Lecture d’émission a 440 nm. La quantification d'aflatoxine B1 a été
réalisée par le biais de standard (AFB1 produit by A. flavus, Sigma-Aldrich, France) et analysé par le
logiciel Chromeleon.

Figure 1: a : mais cultivé en serre ; b : inoculateur ; c : point d’inoculation et traces d’humidité de I'épi ;
d : haut : inoculum d’actinomycete S22, bas : inoculum d’A. flavus AFc5 ; e : épi contaminé a maturité ; f:
broyeur a bille d’acier ; g : extraction des aflatoxines en colonnes d'immunoaffinité Aflaprep ; h : mesure
des aflatoxines a I'HPLC.

Figure 1: a: maize grown in greenhouse; b: inoculator; c: inoculation point and moisture marks; d: up:
actinomycete S22 inoculum, down: A. flavus AFc5 inoculum; e: contaminated mature cob; f: steel bead
grinder; g: aflatoxins extraction with Aflaprep immunoaffinity columns; h: aflatoxins HPLC measures.
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ANALYSES STATISTIQUES :

Dispositif expérimental :
Les différentes modalités sont disposées en bloc de Fisher a 3 répétitions orientées pour annuler le léger
gradient de lumiere mesuré et affectant un peu la croissance des plantes.

Analyses :
Vérification de la normalité des résidus, analyse de variance et tests de Dunnett et de Newman et Keuls
réalisés a I'aide du logiciel XLSTAT.

RESULTATS
Les résultats bruts en aflatoxines ont été présentés en ng par grain inoculé.

AFLATOXINES PRODUITES :

Il'y a principalement production d’AFB1 et un peu d’AFB2. Ce qui est conforme aux caractéristiques de
I'espece A. flavus.

La production d’AFB2 est tres faible et n’est décelable que dans 3 épis sur les 9 épis inoculés avec A.
flavus. Lorsqu’elle est décelable, 'AFB2 se situe de 1,0 % a 2,4 % des aflatoxines totales avec une
moyenne a 1,6 %, ce qui est négligeable dans le cadre de notre étude.

AFB1:

Quantités présentes :
Les moyennes des résultats en AFB1 sont présentées sur la figure 2 et le détail des données est
représenté en éclaté sur la figure 3.

Figure 2 : quantité moyenne d’AFB1 en Figure 3 : représentation éclatée des données
ng/grain inoculé. d’AFB1 (3 répétitions).
Figure 2: AFB1 average quantity in Figure 3: Scattergram representation of AFB1
ng/inoculated kernel. data (3 replicates)
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L’action du biocontrole S22 diminue la quantité d’AFB1 par grain inoculé de 50 %.

Normalité des résidus :
Le risque de se tromper en rejetant I'hypothése de normalité Hy est supérieur a 50 % :
B Test de Shapiro Wilk : 60 %.
B Test de Anderson-Darling : 54 %.
B Test de Lilliefors : 47 %.




B Test de Jarque-Bera : 82 %.
Coefficient d’asymétrie des résidus (Fisher) : -0,085 (idéal a 0)
Coefficient d’aplatissement des résidus (Pearson) : -1,025 (idéal a O : La répartition est un peu plate).
Les données sont cohérentes avec la loi Normale, I'analyse de variance sera valide.

Analyse de variance :
Tableau I : analyse de variance ANOVA de I'AFB1.
Table I: variance analysis of AFB1 by ANOVA

Source : DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 2 2211,585 1105,593 10,748 0,010
Erreur 6 617,281 102,880

Total corrigé 8 2828,866

Calculé contre le modéle Y=Moyenne (Y).

Le risque qu’il n’y ait pas de différence significative (hypothese Hy) est seulement de 1 % au seuil a =5 %.
On admet donc des différences significatives, ce qui paraissait évident au vu des représentations
graphiques de la figure 2.

Ces différences sont confirmées par le test de Dunnett :

Tableau Il : Test de Dunnett bilatéral pour 'AFB1 de la modalité A. flavus seul / aux effets d’adjonction
d’actinomycete S22.

Table lI: bilateral Dunnett test for AFB1 of the modality A. flavus alone / effects of actinomycete S22
adjonctions.

Modalités : Différence Différence Valeur | Différence | Pr>Diff. | Significatif
A. flavus / Standardisée | critique critique

Actino. S22 + A. flavus 30,718 4,282 2,880 20,658 0,007 oui
Actino puis A. flavus 35,311 4,922 2,880 20,658 0,003 oui

La représentation en groupes de Newman et Keuls est la suivante :

Tableau Il : Analyse en groupes de Newman et Keuls de I'AFB1. Les lettres indiquent les groupes
significativement différents.
Table lll: Newman and Keuls analysis of group for AFB1. Letters indicate significantly different groups.

Modalité : Moyenne estimée Groupes NK :
(ng/grain inoculé)
A. flavus seul 62,8 a
Actino. S22 + A. flavus 32,0 b
Actino. S22 puis A. flavus 27,4 b

Le contréle par la souche d’actinomycéte S22 diminue trés significativement la quantité d’AFB1 de 50 %.
Que I'A. flavus soit introduit dans les grains en méme temps que I'actinomycéte ou une semaine apres,
ceci ne modifie pas la quantité d’AFB1 présente. Il n’y a pas de différence significative entre ces deux
modalités.

DISCUSSION

Cette expérimentation a été effectuée sur plantes normalement développées dans des conditions
proches de ce qui aurait pu étre fait au champ. La situation en serre ayant permis de disposer d’une
température plus élevée favorisant la croissance de I'A. flavus par rapport aux conditions naturelles
extérieures. L'expérimentation au champ serait la suite logique de ces résultats, en recherchant les
situations naturelles les plus favorables a I'A. flavus. Mais auparavant, il faudrait terminer les
caractérisations moléculaires des souches utilisées afin d’obtenir des amorces de détection spécifiques



par PCR. Ceci permettra de suivre leur localisation dans les plantes et leur dispersion dans
I’'environnement.

Cette nette et trés significative diminution de 50 % de la présence d’AFB1 sur les grains est importante
bien gu’inférieure aux 84 % observés in vitro avec cette méme souche. Le passage sur la plante
confronte le systéme a d’autres contraintes et interactions que nous nous proposons d’étudier dans un
prochain programme.

Nous n’avons testé que peu de souches d’actinomyceétes, la place en serre étant réduite. Cependant, une
autre souche du méme type avec antagonisme de contact et ayant les mémes caractéristiques de
diminution d’AFB1 et de croissance in vitro que S22 (Verheecke et al. 2014) n’a montré aucune
différence significative (résultats non publiés). Ce qui conforte le fait que le passage sur plante est
absolument nécessaire pour le choix des souches. La plante expose le systeme a des contraintes
supplémentaires. Il est donc nécessaire de tester un plus grand nombre de souches sur plantes pour
rechercher une diminution d’AFB1 plus élevée.

De la méme fagon, le nombre de souches d’A. flavus testé est resté au nombre de deux alors que la
littérature montre une grande variabilité des souches naturelles rencontrées dans les champs de mais
(Mauro et al. 2013 ; Gallo et al. 2012). Nous avons cependant testé une autre souche (NRRL62477)
produisant 40 % d’AFB1 de moins avec laquelle nous n’avons obtenue aucune différence significative
(résultats non publiés). Ce qui montre qu’il faut aussi se doter d’une souchothéque d’A. flavus, adaptée a
la population au champ, travail débutant actuellement.

Les inoculations ont été effectuées avec un inoculum 10 fois plus concentré en spores d’actinomycete
gu’en spores d’A. flavus en partant du principe que dans ces conditions, la pression sur A. flavus serait
plus forte et que nous aurions plus de chances d’obtenir un effet sur 'AFB1. La place étant limitée dans
la serre nous n’avons testé que ce ratio mais il est évident qu’une série de ratios croissants devrait étre
expérimentée.

Les inoculations ont été effectuées par piqQres sur le c6té de I'épi, a travers les spathes, 17 jours aprés la
floraison. Ces pratiques sont courantes (King and Scott 1981 ; Windham et al. 2003 ; Williams et al. 2013)
et permettent l'introduction conjointe de I'actinomycéte et de I'A. flavus. Nous avions aussi testé
I'introduction par le canal des soies et d’autres dates d’inoculation plus tardives mais les conditions
utilisées ici donnent les meilleurs résultats et sont cohérents avec la littérature (Caron et al. 2014).

Dans la pratique, nous devrons aussi considérer que |'actinomycéte ou ses métabolites secondaires
utiles seront difficiles a positionner directement sur les épis. La végétation est dense, elle masque les
épis et la canopée s’établi a plus de 2 m de haut. Les enjambeurs n’existent que chez les producteurs de
semences et ne sont pas adaptés au traitement des épis. Il faudra donc considérer un autre mode
d’apport qui pourrait étre une pulvérisation sur les plantes avant qu’elles ne soient trop hautes ou
I'utilisation du caractére endophyte de certaines souches d’actinomycetes. La sélection de telles souches
est en cours actuellement.

D’autre part, ces expérimentations sont longues et requiérent beaucoup de surface, elles sont
nécessaires a la sélection des souches mais pourraient étre précédées de tests rapides a créer sur
plantules en phytotron.

CONCLUSION

Des tests de biocontréle sur ’AFB1 par une souche d’actinomyceéte (522) ont été effectués avec succes
sur épis de mais cultivés en serre. La diminution de la toxine est de 50 %. Ces tests effectués directement
sur plantes, proche de la situation au champ, font suite a la sélection de souches effectuée in vitro.
Cependant, il est encore nécessaire de rechercher une diminution plus importante de la toxine et d’en
vérifier la régularité. D’autres souches d’actinomycetes, d’A. flavus et de variétés de mais devront étre
testées. Pour accélérer cette sélection, il serait utile de mettre au point des tests rapides sur plante en
phytotron.

L'étape suivante consiste a expérimenter au champ. Les bons résultats obtenus en serre pourraient déja
étre testés dans des expérimentations en culture de mais.
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