4‘/_/

CARREFOURS mm—
DE L'INNOVATION AGRONOMIQUE

Pour des aliments sains :

Savoir maitriser les risques en alimentation

D Mercredi 28 novembre 2012




Mycotoxines: Quelles avancées scientifiques

pour une meilleure maitrise des risques?

Florence FORGET-RICHARD, UR INRA 1264 f#¥iv ey 33883 Villenave d’Omon cedex
fforget@bordeaux.inra.fr
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Myco toxine

PN

Mycos : champignon Toxicum : poison

oisissures qui se développent sur les denrées alimentaires

Substances chimiques toxiques produites par certaines
m 14
et en particulier les céréales
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http://www.bordeaux-aquitaine.inra.fr/mycsa

Ochratoxine A riz, haricats, lait, ensilage,
denrées d'origine animale, raisin

Fi Usanum_Trict)omécénes,— BIé, mals, orge, riz, seigle,
Zéaralenone, avoine, noix, tomate
Fumonisines
Patuline, Fruits, jus de fruits, blé, riz,
Ochratoxine A fromage, noix, tissus d'animap,

_B)Gf_gd!lamys —Patuline Fruits et jus de fruits, ensilage

—Alcaloides de I'ergot Seigle, blé et dérivés

W _ Alternaria Alternariol Fruits, légumes et produits dérivés

de pommes et tomates, colza,
pomme de terre
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Les mycotoxines produites par le genre Fusarium ou Fusariotoxines




s fusariotoxines et en particulier les trichothécenes :

N

§? 1 /Une présence dans

Imltllu emdronnement, tra

Mycotoxines

Ochratoxine A, Aflatoxines,
Patuline, Nivalénol, Fumonisines,
Zéaralénone

Déoxynivalénol et ses dérivés
( acétylés (3-Ac-DON+15-Ac-DON)

Toxines T-2 et HT-2

Exemples des concentrations maximales autorisées des mycotoxines dans les

produits alimentaires dans I’'Union Européenne (CE n°1881/2006 modifié

n°1126/2007)
Arachides, fruits a coque, fruits séchés et produits démvés de AFB1 2
lewr transformation destinés & la consommation humaine AFB1+AFB2+AFG14AFG2 4
directe ou 3 une utilisation comme ingrédients de denrées
alimentaires
Toutes les céréales et produits dérvés des céréales destinés AFB1 2
3 la consommation humaine dwecte (adultes) AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 -
Lant cru, lart traité thermiquement et lait desting a la fabneation AFM1 0.05
de produits laitiers
Céréales brutes OTA 5
Grans de café toméfié et calé taméfié mouly OTA 5
Café soluble OTA 5
Toutes les prodults dérvés des céréales destings a la OTA 2
consommation humaine directe
Vins, boissons aromatisées a base de win, s de raisin OTA 2
Jus de fruits, jus de fruits concentrés reconstitués et nectars Patuling 2 =
Céréales brutes autres que gque la blé dur, avoines et le mais DON 1250 \
Blé dur et avome bruts DON 1750
Mais brut DON 1750
Pains DON 500
Pates (séches) | DON 750
Céréales brutes autres que le mais ZEA 100
Mais brut ZEA 350
Mais brut FB1+4FB2 4000
|Céréales petits déjeuners a base de mais FB1+FB2 800
Alimentation 3 base de mais pour nournssons FB1+FB2 200

jDe

Jes,
niques

s

§§ 4/ Une évaluation incomplete de la toxicité et une réglementation qui ne répond pas
a la complexité de la problématique
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\\Améliorer la maitrise du risque « fusariotoxines » implique...

Décrypter les mécanismes et
évenements conduisant a la
contamination des grains?

Mieux appréhender Pour une meilleure
évaluation du risque

la toxicité

Stratégies de maitrise

Maitrise du risque

(-

&

Identifier des mécanismes
de détoxification ‘

| floraison Maturité n



N Pour répondre a ces enjeux, la recherche s’organise
\ (avec des collaborations européennes, internationales et un partenariat prive)

La genese des contaminations

Effets toxiques

INRA-ENVL MTCX,

WA
X 119
w_ )

Epis

a floraison

Cinetique d'infection et
toxinogénese

. . - - IBP
Detoxification in planta

rﬂgééq\rmation

detaxification

Marqueurs génétiques \et
biochimiques de résista

=5 H 2
Disponibilite T s N INRA-INP Toxalim,
Nature de |'inoculum v xSy UMR INRA IATE
Mécanisme d'infection |GDEC, MycSA
(MSE BIOGER, Arvalis | et toxinogénese INRA URH,

IFBM, Toxalim, ANSES, | Sensibilité variétale Arvalis, AGAP GEVES|| INRA MycSA
\MycSA, Univ Caen K

/" Interactions microflore [BIOGER




Yes avancees prometteuses pour une

meilleure évaluation de la toxicité des grains

Une meilleure connaissance des effets chroniques associés aux mycotoxines

T Toxicité aigue = effet a court terme (de forte dose)

(3 Toxicité chronique = effet a long terme (faibles doses)

Vers une détermination des effets toxiques de toutes les mycotoxines

g 2H
Et en particulier O Ao
- Les formes acétylées i
- Les formes glycosylées © H
- Les formes hydrolysées -

Vers une prediction des effets des mélanges Deoxynivalenol 3-glucoside

«-/__/
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N>~ Les mycotoxines ont de multiples effets chroniques

S

HO. H

FB1 ZEA

Symptoémes

Atteinte des performancr
(croissance, anorexie)

Atteintes hépatiques
ys :
Et I'intestin ??
Atteintes rénales

Trouble de la reproduct
(avortement, infertilité)

Le tractus gastro-intestinal est la premiere
Oedeme pulmonaire barriere contre les contaminants alimentaires

Atteintes du systeme
immunitaire



\ Le DON altere I'intestin
\ 3 niveaux d’approche : in vitro - cultures de cellules de I'épithélium intestinal,

ex vivo -explants intestinaux, in vivo - animaux nourris avec aliments contaminés.

o o

a
NN

* |ntoxication Porcelets, 2.3 ppm, 4 semaines

4 !
\ 10 -
3| DON _
< 8-
0 uMm 3
2] T 6-
S
. 5 UM S 4.
: 10 uM o
1 ! 2oﬂ|v| ) .
0 : 50 pM 0 - A
8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 days Controle  DON
-/__.—--/
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N Effets comparés du DON et de ses dérivés acétylés

\- Le DON est produit avec deux dérivés acétylés 3-ADON et 15-ADON,
pouvant correspondre a 10 a 20 % du contenu en DON _
(Pinton et al., 2012)

in vivo ex vivo in vitro

Prolifération cellulaire 15-ADON>DON>>3-ADON Non évaluée 15-ADON>DON

Structure intestinale / Fct® barriere 15-ADON>>DON>3-ADON 15-ADON>>DON=3-ADON 15-ADON>DON
Protéines de jonction 15-ADON>>DON=3-ADON  Non évaluées Non évaluées

15-ADON>>DON=3-ADON 15-ADON>DON=3-ADON 15-ADON>DON

MAP Kinases

b DON et A-DONs = toxicité # sur l'intestin
15-ADON > DON > 3-ADON 3-ADON

OH

15-ADON
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N Recherches futures
\_ Mieux évaluer les conséquences
d’une fonction barriere intestinale altérée

Susceptibilité accrue aux Absorption des
infections entériques nutriments entravéee

S R A (croissance reduite)
i TR ’ '." --
_ 'rt‘, ‘
R D dossind SR \ Predisposition a des

Passage accru de xénobiotiques maladies inflammatoires
(incluant d’autres mycotoxines) intestinales chroniques

"

e —
il CARREFOURS
- » DE L'INNOVATION AGRONOMIQUE



N~ Vers une prédiction des effets des mélanges

A

g Les champignons produisent plusieurs mycotoxines simultanément

| Les aliments peuvent étre contaminés par plusieurs champignons

ﬁ Les repas sont composés de plusieurs matieres premieres & >1mycotoxine

1 mycotoxine
i Inf. LOD

Co-occurrence globale des mycotoxines

Source: Biomin’s mycotoxin survey 2" Quarter report 2011
Nbre d’échantillons 2727

Nature des échs: céréales , sous-produits et produits finis

Co-contamination La plupart des études
par plusieurs mycotoxines = Effets des mycotoxines | = Effets des co-contamination
est la REGLE, pas individuellement mycotoxiques

I‘éxception & réglementation

La démonstration de synergie entre les mycotoxines pourrait conduire a
la révision des reglementations et /ou des recommandations en vigueur.

e
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\ Effet des co-contaminations in vivo

N

PRINCIPALES INTERACTIONS ETUDIES NOMBRE D’ETUDES
AFLATOXINE — OCHRATOXINE 21
x Limite :
Le plupart des expériences ont été réalisées avec des trés fortes doses de toxines.
UIVION \NE — IVION ORMIN
OCHRATOXINE — CITRININE 8

v' En cours au sein de 'UMR Toxalim: Etudes avec des doses de DON et
dérivés compatibles avec celles présentes dans les récoltes

TOXINES DE FUSARIUM 30

Syntheése bibliographique (120 études)

Complexité pour caractériser I'interaction
- pour les mémes toxines, le type d’interaction differe en fonction de I'espece, de la dose, et du parametre étudié
- peu d’études montrent une SYNERGIE, la plupart montrent des effets ADDITIFS ou MOINS QU’ADDITIF
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\\L{es avancees scientifiques les plus prometteuses pour une maitrise

es niveaux de contamination des grains

La bonne connaissance des facteurs climatiques et agronomiques
favorisant la contamination des grains n’est pas suffisante ...

» Précédent cultural
Climat ‘

g}i\l W )

x Deux orientations prometteuses, principales cibles des chercheurs:
A |
x Ecologie microbienne /
x Reégulation de la biosynthese de toxines lors de l'infection

\J/




A

Une connaissance approfondie des agents toxinogenes
et
de leurs interactions avec la microflore du grain

_./___/
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N\ L'accumulation de toxines dans les grains est fortement modulée
ar la composition de la microflore de 1’épi

anismes

F. graminearum HC ‘

® DON HO,,

M. majus
F. avenaceum

c

F. poae

F. sporotrichoides

tricinctum M. nivale

F. langsethiae
F. culmorum g

§? Des outils moléculaires de prédiction du risque de contamination

gé Une optimisation des modeles de prédiction de risque

—

/
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Caractérisation quantitative de la flore fusarienne toxinogene
\présente sur les mais francais

0,
64% 71%

M F. graminearum 2%
8% [JF. sporotrichioides
M F. avenaceum

F. poae 27%

M F. culmorum

27%

M F. crookwellense 0%

o,
= 0% 0%
0% 0% Pons et al, 2010

Identifier les especes déterminantes dans la contamination en mycotoxines :

§3 Choix de I'inoculum pour cribler la sensibilité des genotypes

§E Outils moléculaires pour classer les lots de céréales

__—
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N\~ Corrélations entre 'abondance des producteurs de trichothécénes
\_ et les teneurs en toxines des mais

(«2]
]
(o]
]

y=0.5832x +3.7822 2006 _
S 51 o 5
= =
5 4 . * o g 4
2 3 1 mg/kg +—% ° -
m Fy m 3
— * & * -
2 2 ikl oLk 22
EXS . EXS
0 T T T T | 0
-4.5 -3.5 -2.5 -1.5 -0.5 0.5 -4.5 -3.5 -2.5 -1.5 -0.5 0.5
log [ADN fongique / ADN mais] (ng/ng) log [ADN fongique / ADN mais] (ng/ng)
Excellentes corrélations Pons et al, 2010

La quantification de I’ADN des agents toxinogenes permet de prédire le

niveau de toxines présent dans des lots de mais.
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//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Attention.png

N\ Vers l'identification d’agents microbiens antagonistes :
\ agents fongiques non toxinogenes, bactéries, levures....

Les bacteries lactiques: d’excellents candidats avec un mécanisme d’action complet!

Production de métabolites

antifongoiaiiec et/on W f Rartariac lartinniac m

inhil

\___ Llefficacité de ces agents antagonistes a été rarement validée in planta!

@ <7/ o { Moisissures , &4
4...‘:1'

toxinogénes =~

( )

Inhibition croissance Modulation de la Piégeage/
fongique synthése de

. métabolisation
mycotoxines

\des mycotoxines )

Dalie et al,2011



\\Le biocontrole, une voie prometteuse

mais attention aux effets indirects !

Bl Pediococcus pentosaceus L006 Bl Mais induit une augmentation des niveaux
inhibe significativement la croissance de fumonisines... .

de F. verticillioides

Bl L'exploits
par pedic ble

Maize kernel



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Attention.png

¥our aller plus loin dans le piégeage des mycotoxines

Sy

(Niederkorn et al., J. appl. Microbiol., 2009)

SDS Lipase

Acids
Proteases MutantLTA-  pMytant EPS -
[ Le role majeur des 1 ‘ I I
peptidoglycanes S lipoteichoic acids teichoic acids

(Exo)polysaccharides

2/ « Mycotoxins binders » \
ases

<

1 (rapport EFSA 2009, Boudergue et al,)
Stabilité du complexe apres ingestion? ptidoglychn
Peu d’efficacité pour certaines toxines et en
particulier le DON
Complexation d’éléments nutritifs lasma

: 1 J d iembrane
Validation in vivo? /

}cccor
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N\ Certaines levures et bactéries sont capables de métaboliser

\les mycotoxines...
RON ZEA

Karlovsky, 2011 Vekuri et al,, 2010

Curtobacterium sp, 114-2,
pseudotaphrina kochii

Minéralisation

Deepoxidation esterase/lactonase

OH O
Eubacterium sp, BBSH 797 COOH
\ HO = OH /




A

Une connaissance approfondie des mécanismes de
production et des évenements de régulation

_./___/
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\\_~.__ Denombreux facteurs sont susceptibles de moduler la
\ toxinogénese.

DES SUBSTANCES NATURELLES ANTAGONISTES

Sources de carbone Stress oxydatif (Pons et al,, 2006,2007)
Glucose = , saccharose H202 5 , diamide % , ROOHS®
pH extérieur (Merhej et al, 2011,2012) Lumiére ™ Sources d’azote
(acide s, neutre et alcalin =) (Merhej et al, 2011, 2012) NH4*s5# , agmatine 57, NO3w=

Deoxynivalenol (DON)

Sels alcalins Antioxydants naturels.....
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trichothecene efflux
pump

Facteurs de transcription
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La recherche de marqueurs biochimiques de résistance implique un
\analyse précise des cinétiques d’infection et toxinogénese.

Exemple: Cinétiques associées a F. graminearum sur épis de mais

Entités modulatrices
Chlorogénique; i

Ferulique , .
9 Accelération de

DiFA - I'infecficM

S8 Infection du gr Days after inoculation
= par F. gramine 0 4 7 11 23

50 74

Passage par le Variété « résistante »

canal des soies

d agr' Chlorogenic Acid and Maize Ear Rot Resistance:
A Dynamic Study Investigating Fusarium graminearum
Development, Deoxynivalenol Production,
and Phenolic Acid Accumulation

inoculation

7 jai / 70 djai
25 jai / 250 djai'

1
1
! »
4 MM Vel 28, Mo 12, B012, B 1805-1614. hip:iheh o 10,100 (MM 58126153 R e=Xbra
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
1
I
1
1



\ Quels outils dans un avenir proche!

F. graminearum

Comprgndre les i ::\‘j{"m Mieux évaluer
mécanismes de ‘ ~

_ _ la toxicité
contamination

M. majus
F.poae F, avenaceum

F. sporotrichoides
M. nivale

F. tricinctum
F.langsethiag

3ARON " |

Modeles de prédiction + précis + fiables )

Perspectives de biocontrbles
Identification de biofongicides

Sélection de variétés résistantes ) Bactéries, levures, adsorbants:
» \/oies de détoxification

Outils pour orienter Réglementation
les lots de grains + "protectrice "

I

CARREFOURS mmm—
DE L'INNOVATION AGRONOMIQUE



N\ Une problématique en constante évolution

4 Une réglementation en évolution
avec la prise en considération de
nouvelles familles de toxines.
-Trichothécenes de type A

(Fusariotoxines "émergentes "

Les résistances végétales se
contournent et les agents
pathogenes deviennent
résistants aux fongicides.

/

\
Tout changement (climatique, pratiques
agronomiques) est susceptible de modifier les
équilibres de flore et en conséquence les
toxines potentiellement produites.
- Aflatoxine en pré-récolte?

& Alcaloides d’ergot /
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