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Avant-propos 

 

Les céréales sont à la base de l’alimentation humaine et animale, avec une production 

mondiale qui dépasse les 2,9 milliards de tonnes rien que pour l’année 2018 

(www.fao.org/faostat/fr/#data). Cette production est cependant soumise à fluctuations du fait 

de nombreuses contraintes de nature anthropique (urbanisation, dégradation des sols, 

réglementation sur les intrants…) ou naturelle, liées aux conditions climatiques (sécheresses, 

inondations…) et/ou à des agents biologiques (insectes, rongeurs, microorganismes…). Parmi 

ces bioagresseurs, les champignons filamenteux sont un fléau majeur pour l’ensemble de la 

filière céréalière. Ils se développent au champ lorsque les conditions sont favorables (chaleur, 

humidité, lésions engendrées par des attaques d’insectes) ou lors du stockage lorsque les 

installations sont défectueuses (mauvaise ventilation, défaut d’étanchéité des silos…).  

De nombreuses maladies fongiques menacent les cultures céréalières, et parmi ces 

dernières, la fusariose. Les champignons du genre Fusarium s’attaquent à diverses céréales (blé, 

avoine, orge…) et à différents stades de la plante, pouvant provoquer une fonte des semis, une 

nécrose des tiges (Fusariose du collet), ou un blanchiment des épis (Fusariose de l’épi souvent 

désignée par FHB pour Fusarium Head Blight). L’infection par ces champignons 

phytopathogènes engendre des diminutions significatives de rendements conduisant à des 

pertes économiques considérables. Certains d’entre eux sont, de plus, capables de produire des 

mycotoxines - métabolites secondaires fongiques toxiques pour l’homme et les animaux - qui 

contaminent les grains de céréales. La présence des mycotoxines qui est très difficile à contrôler 

car dépendant principalement des conditions environnementales, pose un véritable problème de 

sécurité sanitaire et de santé publique. Les mycotoxines produites par les espèces fusariennes 

appartiennent à différentes familles, qui peuvent être regroupées en deux classes : (i) les 

mycotoxines dites majeures auxquelles appartiennent les trichothécènes, la zéaralénone (ZEA) 

et les fumonisines et (ii) les mycotoxines dites émergentes. Il n’existe pas de définition précise 

du terme « mycotoxine émergente ». Il a été utilisé pour la première fois en 2008 par Jestoi pour 

désigner le groupe de mycotoxines constitué par les enniatines, la beauvericine, la 

moniliformine et la fusaproliférine. Depuis, son emploi a évolué et sous le terme de 

« mycotoxine émergente » se retrouve l’ensemble des mycotoxines pour lesquelles une 

augmentation de l’occurrence a été mise en évidence mais qui ne font pas l’objet d’une 

réglementation et ne sont pas prises en compte dans les plans officiels de surveillance (Gruber-

Dorninger et al., 2017). Les mycotoxines majeures qui possèdent une toxicité aiguë avérée et 

une toxicité chronique fortement suspectée font l’objet d’une règlementation européenne 
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(AFSSA, 2009, règlement n°1126/2007). La connaissance sur les espèces productrices, les 

mécanismes de biosynthèse ainsi que sur les facteurs biotiques et abiotiques modulant leur 

accumulation dans les céréales est très étayée. Cette connaissance est beaucoup plus limitée en 

ce qui concerne les mycotoxines émergentes. Ceci est particulièrement vrai pour les enniatines 

qui, pourtant, sont très fréquemment retrouvées dans les récoltes céréalières et parfois à des 

niveaux très élevés. Si la cytotoxicité des enniatines, résultant majoritairement de leurs 

propriétés ionophoriques (les enniatines peuvent s'insérer dans la membrane cellulaire et 

forment des pores sélectifs pour les cations, ce qui modifie la perméabilité aux ions dans les 

membranes biologiques) a été démontrée vis-à-vis de plusieurs lignées cellulaires, très peu 

d’études in vivo se sont intéressées aux effets toxiques de ces molécules sur l’homme et 

l’animal. Les connaissances actuelles ne permettent pas d’écarter l’existence d’un risque pour 

les consommateurs de céréales et produits dérivés contaminés par des enniatines (ANSES - 

Saisine n°2015-SA-0187, 2019). Pour pouvoir permettre la définition d’outils de contrôle et de 

stratégies de gestion des niveaux de contamination en enniatines des récoltes céréalières, il 

s’avère alors essentiel d’approfondir les connaissances sur l’écophysiologie des espèces 

fusariennes productrices d’enniatines ainsi que sur les mécanismes de biosynthèse et leur 

régulation. C’est dans ce contexte que s’inscrivent les recherches dont les résultats sont 

présentés dans ce manuscrit.  
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Introduction 

 

  La fusariose du blé 

 

I.1. Origine et cause de la maladie 

La fusariose des céréales est une maladie fongique qui affecte aussi bien les céréales à 

petits grains (blé, orge, avoine…) que le maïs (Ferrigo et al., 2016). Les épidémies de fusariose 

peuvent être causées par des espèces de champignons phytopathogènes appartenant à deux 

genres taxonomiques: Fusarium et Microdochium (Arseniuk et al., 1999; Glynn et al., 2005). 

La fusariose peut affecter différentes parties de la plante et des symptômes peuvent être visibles, 

des racines jusqu’aux épis. Ainsi, on distingue la fusariose des racines (Seedling Blight or root 

rot), de la fusariose du collet (Foot Rot) et de la fusariose des épis (Fusarium Head Blight / 

FHB) pour le blé et autres céréales à petits grains ; Giberella Ear Rot et Fusarium Ear Rot pour 

le maïs (Parry et al., 1995). Notre travail s’intéresse plus particulièrement à la fusariose de l’épi 

chez les céréales à petits grains ou FHB. 

Cette maladie sévit à travers le monde depuis la fin du XIXème siècle et était connue 

initialement sous le nom de Gale du blé. Elle a été décrite pour la première fois, en 1884 en 

Angleterre et depuis, elle n’a cessé de progresser (Stack, 2003; Goswami and Kistler, 2004). 

On assiste à une réelle prise de conscience à la fin du XXème siècle. De nouveaux foyers de 

contamination sont identifiés (Asie, Europe, Canada…), les pertes de rendements sont 

importantes notamment aux Etats-Unis, si bien que de nombreux consortia composés de 

scientifiques et de dirigeants de l’industrie agroalimentaire s’organisent pour tenter de résoudre 

ce fléau agricole mondial (Stack, 1999). C’est de 1998 à 2000 que des taux record de 

contaminations sont enregistrés dans le Midwest des USA causant des pertes estimées à plus 

de 2,7 milliards de dollars (Windels, 2000). Selon le CIMMYT (The International Maize and 

Wheat Improvement Center), le FHB est un facteur majeur limitant la production de blé dans 

de nombreuses régions du monde (Stack, 1999). Dans la revue de Dean et al., 2012, l’un des 

agents majeurs du FHB, Fusarium graminearum, figure au cinquième rang des champignons 

phytopathogènes les plus préoccupants au niveau mondial.  
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La fusariose de l’épi cause l’altération de la qualité des grains puisque ces grains fusariés 

sont d’aspects chétifs, atrophiés, décolorés et crayeux (un duvet blanc-rosé peut les recouvrir) 

(Wegulo, 2012) (Figure 1). La fusariose affecte la qualité technologique des grains, ce qui se 

traduit par des difficultés lors des procédés de transformation des céréales (mouture, 

panification, malterie…) (Pirgozliev et al., 2003; Schwarz, 2017). L’analyse de la composition 

de grains fusariés a montré que les constituants majeurs, à savoir l’amidon et les protéines de 

réserves, présentaient des concentrations inférieures à celles de grains sains (Masci et al., 

2015) ; les champignons responsables de la fusariose puisent dans les ressources glucidiques 

du grain de blé pour assurer leur développement. Un autre point critique résulte du fait que les 

grains infectés peuvent contenir des mycotoxines - métabolites secondaires fongiques toxiques 

pour l’homme et l’animal – qui sont produites par certaines espèces associées à la fusariose des 

épis. Les conséquences économiques et sanitaires qui résultent de cette contamination sont 

majeures et ont incité une large communauté scientifique à s’intéresser aux agents responsables 

du FHB. 

 

Figure 1 : Symptômes caractéristiques de la fusariose de l’épi sur blé : a) blanchissement des épillets, b) 

extrémité supérieure de l’épi blanchie et c) grains fusariés décolorés (en haut) par rapport aux grains sains (en 

bas) (INRAe). 

  

a b
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I.2. Les principales espèces fongiques responsables du FHB 

Parmi les espèces fongiques à l’origine du FHB, on retrouve des Fusarium spp. et des 

Microdochium spp. Seules les espèces du genre Fusarium ont été décrites comme productrices 

de mycotoxines. Dans la classification des champignons, le genre Fusarium se retrouve au sein 

du phylum des Ascomycota qui, lors de la reproduction sexuée, produisent des spores contenues 

dans une structure particulière appelée asque. Il appartient au subphylum des Pezizomycotina 

et à la classe des Sordariomycetes (Figure 2).  

 

 
Figure 2 : Cladogramme du règne fongique (Spatafora et al., 2017). 

 

Plus de quinze espèces différentes de Fusarium peuvent contaminer les cultures 

céréalières ; ces espèces qui possèdent des capacités différentes à produire des mycotoxines 

peuvent coexister dans une parcelle, un épi voire même un grain (Smith et al., 2016).  
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Au niveau mondial, les sept espèces de Fusarium les plus fréquemment retrouvées sont : F. 

graminearum, F. culmorum, F. poae, F. verticillioides, F. avenaceum, F. tricinctum et F. 

proliferatum (Figure 3) (Parry et al., 1995; Bottalico and Perrone, 2002; Ferrigo et al., 2016). 

F. graminearum est l’espèce décrite comme la plus répandue aussi bien sur les cultures de blé 

que d’orge et la principale responsable de la contamination des récoltes par le déoxynivalénol 

(DON) (Goswami and Kistler, 2004). En ce qui concerne le maïs, F. graminearum est l’agent 

majeur responsable du Gibberella ear rot alors que F. verticillioides et F. proliferatum, 

productrices de fumonisines, sont les principaux agents responsables du Fusarium ear rot 

(Marín et al., 2010; Mohd Zainudin et al., 2017). 

 

 
Figure 3 : Principales mycotoxines produites par les espèces fongiques du genre Fusarium (INRAe-MycSA). 

 

En France, une analyse des espèces responsables de la fusariose de l’épi chez le blé a été 

réalisée dans le cadre du projet ANR DON&Co (ANR-10-CESA-0012). Les ADNs de sept 

espèces du genre Fusarium et de deux espèces du genre Microdochium ont été quantifiés dans 

300 échantillons de grains issus des récoltes 2008, 2009 et 2010 (étude réalisée au sein de l’UR 

MycSA, résultats non publiés). La Figure 4 décrit la répartition globale des ADNs quantifiés 

dans les grains et met en évidence l’abondance de l’espèce F. graminearum, suivie de M. nivale 

et M. majus. La Figure 5 représente le pourcentage de grains infectés pour chacune des espèces 

étudiées.  
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Si cette représentation permet de confirmer la prévalence de F. graminearum, elle met aussi en 

évidence la fréquence élevée (entre 70 et 80%) de contamination des grains par F. avenaceum 

et F. tricinctum, deux espèces productrices de mycotoxines émergentes telles que les enniatines 

et la beauvéricine. Une étude similaire menée en Allemagne pour les récoltes de blé d’hiver 

2013-2017 par Birr et al., 2020 et ses collaborateurs a montré que F. graminearum, F. 

culmorum, F. avenaceum et F. poae étaient les quatre espèces les plus répandues (> 80% de 

grains infectés), suivies de F. tricinctum et F. langsethiae. Dans cette étude, la présence de F. 

culmorum se révèle être plus importante par rapport à celle observée en France. Cette 

prévalence peut s’expliquer par la préférence de cette espèce pour les climats frais et humides 

alors que des climats tempérés favorisent le développement de F. graminearum (Doohan et al., 

2003).  

 

 
Figure 4 : Principales espèces de Fusarium responsables du FHB dans les grains de blé tendre (BT) et de blé dur 

(BD) récoltés sur trois années (2007, 2008 et 2009) en France –  Les données correspondent aux rapports des 

quantités d’ADN de l’espèce cible sur la somme des quantités d’ADN fongique pour l’ensemble des espèces 

considérées (INRAe-MycSA – Projet ANR DON&Co). 
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Figure 5 : Fréquence d’infection par différentes espèces fusariennes des grains de blé tendre et dur, récoltés sur 

trois années (2007, 2008 et 2009) en France (INRAe-MycSA– Projet ANR DON&Co). 

 

En effet la composition du mélange d’espèces fusariennes contaminant les cultures 

dépend fortement des conditions agro-environnementales (facteurs pédoclimatiques mais aussi 

pratiques culturales). Les pratiques d’assolement et de gestion des résidus ainsi que le choix 

variétal sont autant de facteurs qui vont influencer les équilibres entre espèces toxinogènes. 

Moins nombreuses sont cependant les études qui se sont intéressées à l’impact d’un système de 

culture sur la composition du complexe fusarien.  

On peut citer les travaux de Bernhoft et al., 2010 qui suggèrent une présence moins 

importante de F. tricinctum, F. culmorum et F. langsethiae dans des grains de blés, cultivés en 

Norvège, issus d’agriculture biologique comparé à des grains issus de systèmes conventionnels. 

Plus récemment, Karlsson et al., 2017 ont utilisé une approche « amplicon sequencing » pour 

comparer la flore de grains de blés, cultivés en Suède, issus de cultures caractérisées par 

différents niveaux d’intrants. Leurs résultats indiquent que l’apport de niveaux élevés d’azote 

combiné à l’utilisation de pesticides favoriserait l’occurrence de F. tricinctum contrairement à 

F. graminearum. 
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I.3. Les mycotoxines de Fusarium : réglementation et conséquences toxicologiques 

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques pour l’homme et les animaux 

produites par des champignons. Le nombre de mycotoxines caractérisées à ce jour oscille entre 

300 et 400. Une trentaine de mycotoxines est actuellement considérée comme d’importance 

mondiale du fait de leur toxicité avérée ainsi que des pertes économiques considérables que 

leur présence engendre (diminution de rendements liée au FHB, déclassement des récoltes, 

diminution de la productivité animale, effet sur les échanges commerciaux, coûts des analyses, 

coûts indirects liés à leur effet sur la santé humaine…) (AFSSA, 2009). Parmi ces mycotoxines, 

on retrouve les aflatoxines, les ochratoxines, la patuline, les alcaloïdes d’ergot ainsi que 

certaines mycotoxines de Fusarium ou fusariotoxines qui sont particulièrement préoccupantes 

en Europe dans les filières céréalières. Les espèces de Fusarium produisent une large gamme 

de mycotoxines appartenant à différentes familles dont les trichothécènes (de type A ou B), la 

fumonisine, la zéaralénone, les enniatines, la beauvéricine, la moniliformine et la fusarine C 

(Figure 3). Ces mycotoxines se caractérisent par différentes structures chimiques. Les 

trichothécènes sont des sesquiterpènes tricycliques. Ce squelette tricyclique est formé par un 

cyclopentane, un cyclohexane, un cycle à 6 chaînons oxygénés et 4 groupements méthyles. La 

présence d’un pont époxyde entre les carbones C12 et C13 leur confère leur toxicité. Les 

trichothécènes A et B sont les plus fréquemment retrouvés. La différence entre trichothécènes 

A et B résulte de la présence (trichothécènes B) ou non (trichothécènes A) d’une fonction cétone 

en C8. Les fumonisines et zéaralénone dérivent de la voie des polyacétates. La structure de base 

des fumonisines est une longue chaîne hydrocarbonée hydroxylée, comportant des groupes 

méthyle et amine. Deux groupes hydroxyles sont estérifiés par des acides tricarballyliques. La 

zéaralénone, a été identifiée comme une lactone de l’acide résorcylique.  
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La beauvericine et les enniatines sont des hexadepsipeptides cycliques. Structurellement 

similaires, la beauvéricine et les enniatines diffèrent de par les résidus aminés (R1, R2 et R3) 

présents dans leur composition : des résidus N-méthyl-phénylalanines pour la beauvéricine, des 

résidus N-méthyl-valine et N-méthyl-isoleucine pour les enniatines. Les trichothécènes et les 

fumonisines sont des mycotoxines majeures qui ont fait/font l’objet de nombreuses études 

(espèces productrices, voie de biosynthèse, mécanisme de régulation, facteurs déterminant pour 

leur occurrence, toxicité…) tandis que peu de données sont disponibles pour les autres toxines, 

désignées sous le terme de « mycotoxines émergentes » (Jestoi, 2008). D’ailleurs, ces dernières, 

même si elles sont activement surveillées par l’EFSA (EFSA, 2014; Maranghi et al., 2018), ne 

font l’objet ni d’une réglementation, ni d’une recommandation auprès de la Commission 

Européenne. Pour les mycotoxines majeures, des teneurs maximales dans certaines denrées 

alimentaires (fruits à coques, lait, café, pâtes…) (Tableau 1) ont été définies (Règlement CE 

1126/2007). Les seuils réglementaires sont établis selon plusieurs critères, prenant en compte 

les données d’occurrence et de toxicité des molécules (AFSSA, 2009). Prenons l’exemple du 

pain, la teneur maximale autorisée en déoxynivalénol est fixée à 500 µg/kg (Règlement CE 

1126/2007). Si on s’intéresse au maïs (brut), les limites réglementaires pour le déoxynivalénol, 

la zéaralénone et les fumonisines sont respectivement de 1750 µg/kg, 350 µg/kg et 4000 µg/kg, 

des différences qui reflètent différents niveaux de toxicité.  

La consommation de produits fusariés peut être associée à une toxicité aiguë (exposition 

de courte durée à de fortes doses de toxines) ou chronique (exposition répétée à de faibles doses 

de toxines) vis-à-vis de l’homme ou des animaux. La toxicité chronique est particulièrement 

redoutée (Agriopoulou et al., 2020) : les mycotoxines de Fusarium résistent aux procédés de 

transformation agroalimentaire et sont présentes, souvent à des niveaux très faibles, dans la 

plupart des produits céréaliers (pain, pâtes, bière...) qui sont consommés très régulièrement. Les 

principales mycotoxines peuvent être classées selon leurs effets toxiques qui sont de nature 

variée (Tableau 2). Ainsi la patuline est décrite comme immunotoxique (Puel et al., 2010) et 

l’aflatoxine comme génotoxique (Sriwattanapong et al., 2017). Parmi les toxines fusariennes, 

la toxine T-2 est responsable de l’aleucie toxique alimentaire qui se manifeste par des 

vomissements, une inflammation du tube digestif et peut conduire à la mort du consommateur 

si de très fortes doses sont ingérées (Galtier et al., 2006). L’aleucie toxique alimentaire a 

provoqué des dommages considérables en URSS dans les années 1945 suite à une mauvaise 

conservation des grains sous la neige. Chez l’animal, des modifications hématologiques ainsi 

que des effets reprotoxiques pour les toxines T-2 et HT-2 ont été décrits, notamment chez le 

porc (Rafai et al., 1995; Li et al., 2011). 
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Tableau 1 : Teneurs maximales autorisées en mycotoxines dans les denrées destinées à l’alimentation humaine 

(extrait règlement 1126/2007/CE). 

 

Les experts FAO/OMS ont fixé une dose journalière tolérable (DJT) provisoire de 0,06 

µg/kg de poids corporel et par jour pour ces toxines (Règlement CE 856/2005). En ce qui 

concerne le déoxynivalénol (DON), un trichothécène de type B (TCTB), c’est la mycotoxine la 

plus fréquemment retrouvée dans les cultures de blé en Europe. Des effets immunotoxiques 

induits par le DON ont été rapportés (AFSSA, 2009). Les TCTB induisent des vomissements 

chez le porc et le DON a souvent été désignée sous le terme de vomitoxine (Vesonder et al., 

1973). La zéaralénone, qui est un analogue d’œstrogène (Fink-Gremmels and Malekinejad, 

2007), est responsable d’effets reprotoxiques.  

Produits Mycotoxines 

Valeur 

réglementaire 

(µg/kg) 

Arachides, fruits à coque, fruits séchés et produits dérivés de leur 

transformation destinés à la consommation humaine directe ou à une 

utilisation comme ingrédients de denrées alimentaires 

Aflatoxine B1 2 

Aflatoxines 

B1 + B2 + G1 + G2 
4 

Toutes les céréales et produits dérivés des céréales destinés à la 

consommation humaine directe (adultes) 

Aflatoxine B1 2 

Aflatoxines 

B1 + B2 + G1 + G2 
4 

Lait cru, lait traité thermiquement et lait destiné à la fabrication de produits 

laitiers 
Aflatoxine M1 0,05 

Céréales brutes Ochratoxine A 5 

Grains de café torréfié et café torréfié moulu Ochratoxine A 5 

Café soluble Ochratoxine A 5 

Tous les produits dérivés de céréales destinés à la consommation humaine 

directe 
Ochratoxine A 2 

Vins, boissons aromatisées à base de vin, jus de raisin Ochratoxine A 2 

Jus de fruits, jus de fruits concentrés reconstitués et nectars Patuline 2 

Céréales brutes autres que le blé dur, avoine et maïs Déoxynivalénol 1250 

Blé dur et avoine bruts Déoxynivalénol 1750 

Maïs brut Déoxynivalénol 1750 

Pains Déoxynivalénol 500 

Pâtes (sèches) Déoxynivalénol 750 

Céréales brutes autres que le maïs Zéaralénone 100 

Maïs brut 
Zéaralénone 350 

Fumonisines B1 + B2 4000 

Céréales "petit-déjeuner" à base de maïs Fumonisines B1 + B2 800 

Alimentation à base de maïs pour nourrissons Fumonisines B1 + B2 200 
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Tableau 2 : Effets toxiques des principales mycotoxines (extrait AFFSA, 2009). 

Toxines Effets avérés ou suspectés 

Aflatoxine (B1 et M1) Cancérogène, Génotoxique, Immunotoxique et Hépatotoxique 

Ochratoxine A Cancérogène ,Génotoxique, Immunotoxique et Néphrotoxicité 

Patuline Neurotoxicité et Mutagenèse in vitro 

Trichothécènes (groupe A et B) Immunotoxique, Hépatotoxicité et Toxicité cutanée 

Zéaralénone Œstrogénique, Fertilité et Reproduction 

Fumonisine B 
Cancérogène, Génotoxique, Immunotoxique, Neurotoxique et 

Hépatotoxique 

 

Les données sur la toxicité des toxines émergentes restent encore beaucoup plus 

incomplètes, majoritairement basées sur des études in vitro. Même si aucun évènement de 

mycotoxicose liée à ces toxines n’a été rapporté jusqu’à présent, l’EFSA souligne que le risque 

de conséquences toxicologiques pour le consommateur ne peut être totalement écartée (EFSA, 

2014). En ce qui concerne les enniatines, une hépatotoxicité significative, (peu durable dans le  

temps comparé à l’hépatotoxicité de l’aflatoxine B1), a été mise en évidence après 24h 

exposition de lignées cellulaires hépatiques à l’enniatine B (Svingen et al., 2017). Des effets 

sur le système immunitaire, notamment lors de la maturation des cellules de dendrites et de la 

différenciation des monocytes en macrophages, ont aussi été décrits par plusieurs équipes 

(Gammelsrud et al., 2012; Ficheux et al., 2013). Le potentiel génotoxique des enniatines a fait 

l’objet de plusieurs études et a conduit à des résultats parfois contradictoires. Des premiers 

résultats ont conclu à l’absence d’effet génotoxique (Behm et al., 2009; Gammelsrud et al., 

2012) alors que, quelques années plus tard, dans le dernier rapport de l’EFSA (Maranghi et al., 

2018), un effet génotoxique est décrit : chez des souris exposées à de fortes concentrations 

d’enniatines B (administrées à hauteur de 100 à 200 mg/kg/jour par voie orale), une altération 

de l’ADN a été observée au niveau des cellules de la moelle épinière et du foie. Parmi les études 

en conditions in vivo qui se sont intéressées à la toxicité des enniatines, on peut citer plusieurs 

travaux sur les porcs et les poulets qui n’ont montré aucun effet indésirable (CODA-CERVA, 

2011; Devreese et al., 2013, 2014). La métabolisation des enniatines après ingestion a été le 

sujet de plusieurs publications ; si les métabolites de dégradation restent à être caractérisés, ces 

derniers ne semblent pas posséder de toxicité avérée (Ivanova et al., 2014; Fraeyman et al., 

2016; Rodríguez-Carrasco et al., 2016). Un autre sujet d’enjeu majeur associé aux enniatines 

concerne leur potentielle capacité à moduler les effets toxiques d’autres mycotoxines en cas 

d’exposition à des mélanges de mycotoxines. En effet une denrée alimentaire n’est que très 

rarement contaminée par une seule mycotoxine, l’exposition des consommateurs à des 

mélanges est très fréquente (Smith et al., 2016).   



17 

 

Différentes interactions entre effets toxiques sont possibles : additif, antagoniste ou 

synergique ; la nature de ces interactions peut varier selon les concentrations en toxines 

(Prosperini et al., 2014). L’existence de telles interactions dans des mélanges associant les 

enniatines et des trichothécènes a été reportée dans la littérature (Kolf-Clauw et al., 2013; 

Fernández-Blanco et al., 2016).  

Les données toxicologiques associées aux enniatines restent cependant trop incomplètes 

pour pouvoir statuer sur le risque potentiel associé à ces mycotoxines. A ce jour, aucune 

limite/teneur maximale légale n’est fixée pour les enniatines présentes dans l’alimentation 

humaine et animale. 

Pour limiter les conséquences toxicologiques de la présence de mycotoxines dans les 

céréales et produits dérivés, il est essentiel de limiter l’exposition des consommateurs, humains 

ou animaux. Prévenir l’infection et le développement du champignon (au champ ou dans les 

lieux de stockage) nécessite une connaissance approfondie sur l’écophysiologie des 

champignons producteurs ainsi que sur les facteurs biotiques et abiotiques qui modulent la 

production de mycotoxines. 

 

I.4. Cycle infectieux des espèces du complexe FHB 

La lutte contre la fusariose de l’épi doit passer par une meilleure compréhension du cycle 

de vie des espèces responsables. Cependant à ce jour, seul le cycle de quelques-uns de ces 

phytopathogènes a été étudié dont F. graminearum, l’un des modèles sur blé (Trail, 2009) 

(Figure 6). Peu de données bibliographiques existent sur les espèces productrices d‘enniatines, 

comme F. avenaceum qui est le modèle central de ce travail de doctorat.  

Tout au long du cycle cultural et en interculture, les macroconidies, les périthèces et les 

chlamydospores (spores de multiplication végétative) de F. graminearum persistent dans le sol 

sur les résidus du précédent cultural. Une étude récente (Cobo-Díaz et al., 2019) a montré que 

F. graminearum (42%) et F. avenaceum (39%) étaient les espèces dominantes dans les résidus 

de maïs. Le champignon adopte ainsi un mode de vie dit saprophyte lorsque les conditions sont 

défavorables. Les chlamydospores, sont des structures particulières et rares qui correspondent 

à la forme asexuée ou anamorphe de F. graminearum (Arsan and Eraky Amal, 2011). F. 

graminearum serait la seule espèce homothallique parmi les Fusarium, qui peut produire des 

spores sexuées sans partenaire à partir d’un seul thalle, hyphe ou bien, d’une seule spore 

(Kerényi et al., 2004; O’Donnell et al., 2004).  
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En ce qui concerne F. avenaceum, même si aucune structure sexuée n’a été reportée jusqu’à 

présent, la présence de gènes MAT fonctionnels suggère l’existence d’un cycle de reproduction 

sexuée cryptique ; la rareté de ces potentiels structures sexuées expliquerait qu’elles n’aient pas 

été mises en évidence jusqu’à présent (Kerényi et al., 2004).  

 

 
Figure 6 : Cycle de vie de F. graminearum lors de la fusariose du blé (INRAe-MycSA). 

 

Au champ, les résidus de culture ou les semences infectées servent d’inoculum primaire 

pour l’infection des cultures qui seront semées au printemps. Les périthèces qui ont survécu à 

la période hivernale libèrent les ascospores et/ou conidies qui sont disséminés par l’air, l’eau 

(effet « splashing »), le vent ou les insectes pour ensuite, être acheminés jusqu’aux épis de blé 

en floraison (ou épiaison) (Caron et al., 2007). La colonisation des fleurs s’initie par la 

germination des ascospores en surface, sur les anthères et le pollen puis par la pénétration des 

filaments mycéliens (ou hyphes) dans la plante via les stomates ou ouvertures naturelles (lésions 

des anthères, base de l’épillet ou du lemme…). Le processus d’infection asymptomatique est 

alors enclenché, les hyphes pénètrent au niveau de la glume et se propagent jusqu’au rachis 

avant de se répandre dans la tige pour infecter les autres épillets adjacents (Walter et al., 2010). 

Une fois dans la plante, F. graminearum se comporte comme un hémibiotrophe (Kazan et al., 

2012). Au fur et à mesure, les tissus blanchissent (xylème obstrué) et les premières nécroses 

apparaissent au niveau des glumes signifiant la présence du champignon ; son mode de vie est 

ici nécrotrophe lui permettant d’accumuler des réserves (nutriments, lipides). A la sortie de 

l’été, le champignon F. graminearum est sous sa forme sexuée ou téléomorphe (Trail, 2009).  
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Il est en capacité de former des périthèces (organe de fructification contenant des asques) et de 

produire des ascospores (spore contenue dans un asque) quand les conditions de température 

(15°C-30°C) et d’hygrométrie (> 80%) favorisent leur développement (Gilbert et al., 2008). Au 

cours de l’infection, F. graminearum produit ses mycotoxines dont certaines telles que le DON, 

sont considérées comme des facteurs d’agressivité sur blé, contribuant à la nécrose des tissus et 

permettant la progression du champignon dans les organes (Desjardins et al., 1996). Le rôle des 

enniatines en tant que facteur de virulence n’est que très peu documenté dans la littérature. Les 

enniatines sont également décrites comme phytotoxiques. L’application de ces depsipeptides 

cycliques sur des tubercules de pomme de terre (Herrmann et al., 1996) ou sur des feuilles de 

tomates (Gäumann et al., 1960) induisent des nécroses. Une diminution du développement 

racinaire des semences de blé exposées aux enniatines a aussi été reportée (Burmeister and 

Plattner, 1987). Les travaux récents de Eranthodi et al., 2020, basés sur l’utilisation de souches 

F. avenaceum mutantes qui ont perdu leur capacité à produire des enniatines (délétées pour le 

gène esyn1), suggèrent que ces toxines contribueraient à l’apparition de symptômes sur pomme 

de terre mais n’interviendraient pas dans l’apparition des symptômes sur blé dur ou pois.  

 

I.5. Moyens de contrôle de la contamination des céréales par les mycotoxines de 

Fusarium 

Maîtriser la fusariose du blé est un enjeu majeur pour les acteurs des filières céréalières, 

aussi bien sur le point de vue économique que sanitaire. Les stratégies mises en œuvre sont 

basées sur des leviers visant à limiter l’apparition et la propagation de cette maladie 

cryptogamique au champ. Ces stratégies ont comme principale cible F. graminearum. 

L’objectif est triple : (i) réduire l’inoculum de Fusarium présent dans les sols des champs de 

culture, (ii) prévenir l’infection des céréales et limiter la propagation du champignon et (iii) 

limiter la présence de mycotoxines.  

Il est important de rappeler que le climat joue un rôle prépondérant dans le développement 

de la fusariose. Un climat tempéré (~25°C) et humide au moment de la floraison des céréales 

favorise l’installation puis l’infection par le pathogène fongique (Parry et al., 1995). Lorsque 

l’année climatique est favorable à la fusariose, les stratégies actuellement disponibles pour les 

agriculteurs permettent de réduire les niveaux de contamination mais ne garantissent pas le 

respect des seuils réglementaires fixés par l’Union Européenne.  
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Plusieurs leviers agronomiques tels que le précédent cultural, la densité de semis, la 

rotation des cultures et le travail du sol permettent de réduire la densité d’inoculum primaire à 

la parcelle. Ainsi, le labour associé au broyage, qui conduit à l’enfouissement des résidus et 

favorise la décomposition organique, est une stratégie préconisée pour limiter le risque 

d’infection (Pereyra and Dill-Macky, 2008; Wegulo et al., 2015). La culture de soja, de pois ou 

de colza, qui sont des plantes non hôtes, est conseillée comme précédent cultural, leur 

introduction dans les schémas d’assolement permettrait de réduire le risque de fusariose 

(Schirdewahn et al., 2016). En revanche, l’infestation par F. graminearum est accrue lorsque le 

précédent cultural est un précédent dit sensible, le maïs ou une autre céréale à petits grains 

(Schöneberg et al., 2016). Une étude publiée récemment par Vogelgsang et al., 2019 a montré 

un lien étroit entre les pratiques agronomiques, l’incidence de la fusariose et l’accumulation des 

mycotoxines dans des récoltes de maïs cultivés en Suisse. Lorsque l’on combine, le maïs 

comme précédent cultural avec un travail du sol réduit, les teneurs en DON et ZEA produites 

par F. graminearum étaient plus élevées à la différence des champs de maïs labourés ou avec 

le pois ou le soja comme précédent cultural. La date de semis des grains de céréales peut 

également contribuer à atténuer les symptômes. Décaler la date de semis peut en effet être un 

levier important pour éviter que la période de floraison des cultures (période de sensibilité 

maximale à l’infection) ne corresponde au pic de disponibilité de l’inoculum dans une parcelle. 

Il a ainsi été montré que des semis précoces d’orge (cultivar à épiaison hâtif) donnaient à la fois 

de meilleur rendement et des niveaux plus faibles de contamination en DON comparés à des 

semis tardifs (Choo et al., 2014). Le rôle de la date de semis sur le risque fusariose a cependant 

été contredit dans d’autres études (Gorczyca et al., 2018). 

Le choix variétal et notamment le développement de variétés végétales résistantes est une 

approche prometteuse pour limiter la maladie et les niveaux de contamination en mycotoxines. 

Ce levier a fait l’objet de développements importants pour ce qui est de la résistance à F. 

graminearum et l’accumulation de DON. Arvalis – Institut du végétal met à disposition des 

agriculteurs une grille d’évaluation du risque d’accumulation du DON dans les récoltes de blé 

tendre pour les variétés inscrites au Catalogue Officiel des espèces et variétés de plantes 

cultivées en France (https://www.arvalis-infos.fr/qualite-sanitaire-des-cereales-comment-

gerer-le-risque-don-facteurs-de-risque-et-grilles-d-evaluation--@/view-18629-

arvarticle.html#3).  
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La résistance à F. graminearum chez le blé se décline autour de cinq composantes. La 

composante de type I correspond à la résistance à l’infection initiale, la résistance de type II à 

la résistance à la propagation du pathogène dans les tissus végétaux, la résistance de type III est 

la résistance à l’infection du grain, celle de type IV correspond à la tolérance de l’hôte à la 

diminution de rendement et enfin la résistance de type V regroupe les mécanismes de résistance 

à l’accumulation de déoxynivalénol (Ferrigo et al., 2016). Sur le plan génétique, la résistance à 

la fusariose est classiquement décrite comme un caractère quantitatif affecté par de nombreux 

gènes ayant des effets additifs. L’interaction forte entre certains de ces loci et l’environnement 

rend difficile la mise en place de programmes de sélection. Chez le blé tendre, les études 

génétiques ont mis en évidence de très nombreuses zones chromosomiques (QTL pour 

Quantitative Trai Locus) impliquées dans la résistance. Ainsi plus de cent QTL présents sur 

l’ensemble des chromosomes ont été identifiées (Dhokane et al., 2016; Steiner et al., 2017). 

Parmi ces QTL, certains ayant des effets forts sur la résistance ont été caractérisés : il s’agit de 

régions situées sur les chromosomes 5AL et 4BS pour la résistance à l’infection primaire (type 

I), sur les chromosomes 3BS, 6BS, et 2DL pour la résistance à la progression du champignon 

dans l’épi (type II). On peut citer l’exemple du QTL Fhb1 détecté sur le chromosome 3BS qui 

a été montré comme impliqué dans la résistance de type II puisqu’il est lié à la conversion du 

DON en DON-3-O-glycoside (un composé moins phytotoxique) sous l’action d’une DON-

glucosyltransférase (Lemmens et al., 2005; Buerstmayr et al., 2009). Les stratégies de sélection 

des plantes sont parmi les approches les plus prometteuses pour le futur. Cependant en dépit 

des avancées, la progression des programmes de sélection reste limitée du fait du caractère 

polygénique de la résistance (cumul de QTL à effet faible) et des interactions fortes avec 

l’environnement. C’est pourquoi une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la résistance des plantes reste nécessaire pour apporter de nouvelles 

informations pertinentes pour permettre l’amélioration de ces programmes. 

Plusieurs études se sont aussi intéressées également à la composante chimique de la 

résistance à la Fusariose. Le plus souvent basées sur une comparaison des compositions 

métaboliques de grains de génotypes présentant des sensibilités différentes à la fusariose, 

inoculés ou non par l’agent pathogène, ces études ont mis en évidence une grande diversité de 

familles chimiques qui pourraient contribuer aux mécanismes de résistance (pour revue, 

Gauthier et al., 2015).  
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Parmi ces familles, les phénylpropanoïdes et en particulier les flavonoïdes, les acides 

phénoliques et leurs dérivés sont décrits comme des acteurs majeurs de la résistance (Treutter, 

2006; Bollina et al., 2011; Gauthier et al., 2015; Atanasova-Penichon et al., 2016; Bilska et al., 

2018). Le rôle de ces composés s’explique par leur participation au renforcement de parois 

cellulaires (dépôt de lignine) (Vanholme et al., 2010), leurs propriétés antioxydantes et donc 

leur capacité à piéger les espèces réactives d’oxygène (Agati, 2012; Zhang et al., 2015; Bilska 

et al., 2018), leur activité antimicrobienne (Gunnaiah and Kushalappa, 2014), l’induction des 

voies de signalisation de défense (Gottwald et al., 2012). En ce qui concerne les flavonoïdes, 

une synthèse de novo de ces composés est fréquemment mise en évidence lors des réactions de 

défense des plantes (Al Aboody and Mickymaray, 2020). Pour exemple, chez le blé, l’infection 

par F. culmorum conduit à des quantités importantes de flavonols et de flavanones (Buśko et 

al., 2014). Les flavonoïdes interviendraient aussi dans la résistance mécanique des grains. Ce 

mécanisme a été mis en évidence chez le maïs lors de l’infection par F. verticillioides (Pilu et 

al., 2011; Venturini et al., 2015).  

Les acides phénoliques, présents en quantités importantes dans les grains, sont 

certainement les composés phénoliques les plus étudiés pour leur implication dans les 

mécanismes de défense des plantes (Gauthier et al., 2015). Les grains de maïs sont les plus 

riches en acides phénoliques, suivis du blé, de l’avoine et du riz (Călinoiu and Vodnar, 2018). 

Toutefois la composition et les proportions varient selon la céréale (voir entre cultivars) étudiée 

et le stade de maturité (Nayak et al., 2015; Călinoiu and Vodnar, 2018). L’acide férulique est 

le composé majoritaire chez la majorité des céréales (blé, orge et maïs) avec des quantités 

variables : 448 µg/g pour le blé, 568 µg/g pour l’orge de printemps ou 1748 µg/g pour le maïs 

(Horvat et al., 2020). En plus petites proportions, les acides phénoliques retrouvés sont l’acide 

p-coumarique, l’acide p-hydroxybenzoïque et l’acide caféique. Plusieurs études ont suggéré 

que la résistance des céréales au FHB pourrait être liée à la teneur des grains en acides 

phénoliques (Siranidou et al., 2002; Eggert et al., 2010; Gauthier et al., 2016). En plus de leur 

rôle en tant que composés structurels de la paroi qui constitue une barrière mécanique face au 

pathogène fongique (Boutigny et al., 2008; Fernandez-Orozco et al., 2010), les acides 

phénoliques possèdent des propriétés antifongiques et sont capables d’inhiber la production de 

mycotoxines par Fusarium spp. (Atanasova-Penichon et al., 2016). 

La lutte chimique a longtemps été prônée au détriment de l’environnement et de la santé 

des applicateurs et consommateurs. En ce qui concerne la fusariose, les fongicides peuvent 

avoir une efficacité préventive, parfois limitée du fait d’une application délicate : application à 

floraison avant infection par les Fusarium spp., choix de la matière active qui peut parfois 

conduire à des résultats contraires à ceux espérés.   
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Ainsi, une étude publiée par Covarelli et al., 2004 a montré les effets indésirables liés à 

l’utilisation d’azoxystrobine. En effet, cette molécule est très efficace vis-à-vis de M. nivale et 

un peu moins vis-à-vis de F. culmorum. Son application peut ainsi conduire à éliminer un 

compétiteur de F. culmorum avec comme conséquences un développement plus important de 

l’agent fongique toxinogène et une accumulation supérieure de DON dans les grains de blé. De 

plus, il a été montré que certains fongicides tels que le prothioconazole combiné au 

fluoxastrobine ou le prothioconazole seul, activaient fortement la production de DON par F. 

graminearum (Audenaert et al., 2010). Enfin, l’efficacité des fongicides de synthèse est remise 

en cause compte tenu de l’apparition fréquente de souches résistantes (Chen and Zhou, 2009; 

Becher et al., 2010). Cependant, bien que controversée, une utilisation de dernier recours de 

fongicide (dose raisonnée et en fonction du calendrier) couplée à l’utilisation de produits 

biologiques reste une alternative (Terzi et al., 2014).  

La lutte biologique pour limiter la fusariose des céréales est une voie de recherche très 

étudiée. L’efficacité de plusieurs agents biologiques a été montrée dans des études en conditions 

contrôlées. La validation de cette efficacité en conditions plein champ reste souvent à 

confirmer. C’est le cas de Clonostachys rosea, un champignon (Ascomycète) qui inhibe la 

croissance fongique de F. graminearum de près de 50% et supprime totalement la germination 

de ses spores (Xue et al., 2009). L’inhibition de la croissance fongique et de la production de 

DON (par F. graminearum et F. culmorum) a aussi été obtenue avec différents Trichoderma 

spp. : T. gamsii 6085, T.velutinum 4837 ou T. viride (Matarese et al., 2012). Plus récemment, 

Bacillus velezensis RC 18 et Streptomyces albidoflavus RC 87 B ont été décrits comme des 

agents de biocontrôle prometteurs pour réduire l’accumulation de DON et l’incidence de la 

fusariose sur blé (Palazzini et al., 2018). Un fongicide naturel Polyversum®, exploitant les 

propriétés de Pythium oligandrum (Oomycète), a été mis sur le marché en France en 2017. 

Selon le fournisseur, l’utilisation de ce fongicide, en association avec un triazole, permettrait 

de réduire les symptômes de fusariose (Synthèse nationale Arvalis 2017-2018). Parmi les 

traitements alternatifs aux fongicides de synthèse se trouve aussi l’utilisation de molécules 

naturelles. Plusieurs extraits/molécules d’origine naturelle ont été caractérisés pour leurs 

propriétés antifongiques et inhibitrices de la production de mycotoxines (Hadizadeh et al., 

2009; Kamelé et al., 2019). Récemment, l’huile essentielle de clou de girofle a été montrée 

comme un agent antifongique puissant (inhibition complète de la croissance mycélienne et de 

la germination des spores) pour lutter contre F. oxysporum f. sp. Lycopersici. Observés en 

microscopie, les hyphes et les spores étaient fortement affectées en présence de cette huile 

essentielle (Sharma et al., 2017).  
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Un mélange d’huiles essentielles (cannelle, palmarosa, orange et menthe verte) appliqué sur 

des grains de maïs inoculés par F. graminearum et/ou F. culmorum a été récemment reporté 

comme très efficace, induisant une diminution supérieure à 90% de l’accumulation de DON et 

de plus de 99% pour la ZEA (Perczak et al., 2019).  

Comme présenté ci-dessus, plusieurs leviers peuvent être mis en œuvre pour prévenir et 

réduire les dommages causés par la fusariose aux cultures céréalières. Il est cependant 

clairement admis qu’une stratégie agronomique efficace ne peut reposer sur un seul de ces 

leviers. Schéma de rotation, gestion de résidus, date de semis, choix variétal et application de 

traitements fongicides (de synthèse ou solutions de biocontrôle) nécessitent d’être associés pour 

pouvoir espérer minimiser au maximum les conséquences de cette maladie fongique (Compant 

et al., 2005; Blandino et al., 2012). 
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  Régulation de la production de mycotoxines sous l’effet de facteurs 

abiotiques : variation du pH et potentiel redox 

 

Les champignons font face à des changements fréquents de leur environnement (variation 

de lumière, température, pH, potentiel redox et/ou modifications des sources carbonées et 

azotées…) et possèdent une grande capacité d’adaptation. Plusieurs études ont suggéré que la 

production de mycotoxines pouvait être un élément de la réponse adaptative des champignons 

(Ponts, 2015; Macheleidt et al., 2016). L’effet de stress abiotiques sur la production de 

mycotoxines de Fusarium a fait l’objet de nombreuses études in vitro, avec comme cible 

principale la biosynthèse des trichothécènes chez le modèle F. graminearum. La Figure 7 

synthétise les facteurs abiotiques étudiés et leurs cibles impliquées dans la 

production/régulation de DON. Contrairement au DON, très peu d’études ont été consacrées à 

la modulation de la production d’enniatines chez F. avenaceum. Dans les chapitres suivants, 

nous nous intéresserons plus particulièrement à l’effet de variations de pH ainsi que de 

l’exposition à des antioxydants naturels ; deux facteurs abiotiques qui seront spécifiquement 

étudiés dans la partie expérimentale de ce projet de doctorat.  

 

 
Figure 7 : Facteurs de modulation et facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la biosynthèse de 

déoxynivalenol (Source interne à MycSA). 
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II.1. Homéostasie du pH, facteur de transcription PacC et production de mycotoxines  

Les champignons filamenteux perçoivent le pH de leur environnement et se développent 

quelles que soient les conditions de pH (changeantes ou extrêmes) pour assurer leur 

développement (Rossi and Arst, 1990; Peñalva and Arst, 2002; Sánchez-Rangel et al., 2018). 

Cette adaptation est possible grâce à un système de régulation sophistiqué, leur permettant de 

détecter les variations de pH externe et de mettre en jeu les réponses nécessaires au contrôle de 

l’équilibre acido-basique intracellulaire (Peñalva et al., 2008; Merhej et al., 2010). Ce 

mécanisme et les composantes de ce système ont été décrits pour la première fois chez le modèle 

A. nidulans dans les années 1960 (Dorn, 1965). Au centre de ce mécanisme se trouve la voie 

de transduction du signal PacC/Pal (Figure 8). Le gène pacC code un facteur de transcription à 

doigts de zinc et les gènes Pal (palA, palB, palC, palF, palH et palI) des protéines capables de 

détecter les variations de pH extracellulaire et d’assurer la transduction du signal, de se lier à 

PacC et de l’activer ou d’en réguler la transcription (Caddick et al., 1986). 

 

 
Figure 8 : Mécanismes de régulation de la voie de signalisation du pH en milieu alcalin chez A. nidulans. La voie 

des Pal ainsi que les différentes étapes de la maturation du facteur PacC sont représentés de façon simplifiée 

(d’après Peñalva et al., 2008). 
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PacC d’A. nidulans est une protéine cytoplasmique de 674 acides aminés et 72 kDa (notée 

PacC72), correspondant à la forme complète mais inactive de PacC. Deux étapes protéolytiques 

sont nécessaires pour que PacC soit activé et remplisse sa fonction de facteur de transcription 

(Diez et al., 2002) (Figure 8). Dans des conditions de pH neutre à alcalin (pH ≥ 7), le complexe 

constitué des protéines transmembranaires PalH et PalI, et de la protéine cytoplasmique PalF 

agissent comme des capteurs de pH et initient la transduction du signal médiée par 

l’ubiquitylation de PalF (Peñalva et al., 2014). Après recrutement de facteurs du système de 

transport vésiculaire ESCRT-I pour « Endosomal Sorting Complexes Required for Transport », 

ESCRT-II et ESCRT-III, PalA et PalB sont mobilisés à la surface de cette structure via PalC, 

qui jouerait le rôle de pont (Galindo et al., 2007). PalA peut alors lier deux boites de fixation 

sur l’extrémité C-terminale de PacC72 permettant ainsi à PalB de cliver PacC72 en une forme 

intermédiaire de 53 kDa (PacC53 ; voir Figure 9) (Peñas et al., 2007). Ensuite, PacC53 subit un 

second clivage dans le protéasome de manière indépendante du pH (Peñalva et al., 2008). PacC 

est alors sous sa forme mature et active de 250 acides aminés et 27 kDa, nommée PacC27 

(Mingot et al., 2001; Diez et al., 2002). In fine, les deux traitements protéolytiques subis par 

PacC entraînent l’exposition de son signal de localisation nucléaire (NLS ; voir Figure 9) avec 

la conséquence d’une re-localisation de PacC27 au noyau dans lequel il pourra alors se fixer 

spécifiquement à la séquence consensus 5’-GCCARG présente dans le promoteur des gènes 

qu’il régule pour activer les « gènes alcalins1 » et réprimer les « gènes acides2 » (Tilburn et al., 

1995).  

 
Figure 9 : Représentation des domaines protéiques de PacC chez A. nidulans (Peñalva and Arst 2004). PacC72 

comprend trois domaines en doigts de zinc (Tilburn et al., 1995) ainsi que trois domaines d’interaction (A, B et 

C). Ces derniers lui confèrent une forme tridimensionnelle fermée inaccessible à la protéolyse. Dans son 

extrémité C-terminale, le domaine C est encadré par deux séquences consensus (motif protéique YPXL/I) 

reconnues par PalA encadrant le site de clivage par PalB. 

 

                                                 
1 Des « gènes alcalins » sont des gènes dont l’expression est activée en milieu au pH neutre à alcalin. 
2 Des « gènes acides » sont des gènes dont l’expression est activée en milieu au pH acide. 
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PacC est lui-même considéré comme un gène alcalin et un facteur de transcription qui 

autorégule son expression (Tilburn et al., 1995). Chez A. nidulans, les gènes régulés par PacC 

peuvent être regroupés en trois catégories fonctionnelles : les protéines sécrétées, les perméases 

et les enzymes qui assurent la synthèse de métabolites destinés à l’export (Peñalva and Arst, 

2004). Ils sont impliqués dans la réponse au stress oxydant, la pathogénicité des agents 

fongiques, ou encore la production de métabolites secondaires (Tilburn et al., 1995). Des gènes 

orthologues de PacC chez A. nidulans ont été trouvés chez plusieurs espèces de champignons 

filamenteux et de levures telles que F. graminearum, F. verticillioides, F. oxysporum, 

Penicillium chrysogenum, Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae, ou Candida albicans 

(Suárez and Peñalva, 1996; Peñalva and Arst, 2002; Caracuel et al., 2003; Flaherty et al., 2003; 

Merhej et al., 2011; Du and Huang, 2016; Virgilio and Bertolini, 2018). 

L’impact des conditions de pH sur la production de mycotoxines a fait l’objet de 

nombreuses études, e.g., production de stérigmatocystine et d’aflatoxines par A. nidulans et 

Aspergillus parasiticus (Keller et al., 1997), de patuline par Penicillium expansum (Zong et al., 

2015), d’alternariol par Alternaria alternata (Brzonkalik et al., 2012), de fumonisines par F. 

verticillioides (Flaherty et al., 2003) et F. oxysporum (Caracuel et al., 2003), ou encore de 

déoxynivalénol par F. graminearum (Merhej et al., 2011). Les mycotoxines sont, en général, 

synthétisées dans des conditions de pH acide (proche de 4-4,5) (Gebremeskel et al., 2019). 

Prenons l’exemple de F. verticillioides, espèce pour laquelle la production de fumonisines est 

plus importante à pH 5 qu’à des pH plus élevés et dont les niveaux d’expression des gènes 

Fum1 et Fum21 (impliqués dans la biosynthèse des fumonisines) sont également plus 

importants à pH acide plutôt qu’à des pH plus élevés (Fanelli et al., 2013). En revanche, lorsque 

l’orthologue de PacC, FvPac1 est interrompu la production de fumonisines et l’expression de 

Fum1 sont rétablies en pH alcalin (pH 8,4) à des niveaux proches ou supérieurs de ceux mesurés 

en condition acide (pH 4,5) (Flaherty et al., 2003). Ces données suggèrent que FvPac1 agit 

comme répresseur de la biosynthèse des fumonisines en conditions alcalines. Chez F. 

graminearum, les travaux de Merhej et al., 2010 ont montré un effet déterminant de 

l’acidification du milieu de culture (pH initial = 6,5 vs. pH final = 3) pour initier la production 

de trichothécènes et l’expression des gènes Tri. Ces auteurs ont identifié le gène FgPac1 comme 

orthologue de PacC et étudié son implication dans ces mécanismes en utilisant une souche de 

F. graminearum génétiquement modifiée pour exprimer constitutivement une version tronquée 

active de FgPac1 (l’équivalent de PacC27) notée FgPac1c (Merhej et al., 2011).  
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Au contraire de la souche sauvage, la souche mutante exprimant l’allèle FgPac1c se caractérise 

par une production très faible de toxines ainsi qu’une expression réduite des gènes Tri en milieu 

acide. Ces résultats indiquent un rôle répresseur de FgPac1 sur l’expression des gènes Tri. En 

ce qui concerne la biosynthèse d’enniatines, une étude a rapporté des niveaux de production par 

Fusarium sambucinum plus élevés en conditions de pH alcalin qu’à des pH acides à neutre 

(Audhya and Russell, 1974). Ces résultats, à l’inverse des situations observées en ce qui 

concerne les productions de TCTB et de fumonisines par F. graminearum et F. verticillioides, 

respectivement, soulèvent la question de modalités de régulation de la biosynthèse d’enniatines 

par le pH, différentes chez les espèces productrices. Chez F. avenaceum, aucune étude n’a été 

réalisée jusqu’à présent sur l’effet des variations de pH sur la production d’enniatines et le rôle 

potentiel d’un homologue du facteur de transcription PacC. C’est pourquoi, nous nous servirons 

des connaissances acquises chez d’autres champignons filamenteux mycotoxinogènes pour 

étudier la régulation de la production d’enniatines par F. avenaceum sous l’effet de variations 

de pH et l’implication potentielle d’un orthologue du gène PacC. 

 

II.2. Effet d’antioxydants naturels, les acides phénoliques, sur la croissance fongique et 

production de mycotoxines 

Un large panel de métabolites présents dans les plantes dont les céréales a été caractérisé 

pour leur capacité à inhiber la croissance fongique et la production de mycotoxines. Dérivés du 

métabolisme primaire et secondaire des plantes, ils appartiennent à différents groupes 

chimiques : acides gras, amines et polyamines, phénylpropanoïdes, terpénoïdes, acides 

aminés… Les plus étudiés dans la littérature sont les phénylpropanoïdes (Gauthier et al., 2015). 

Parmi ces phénylpropanoïdes, on distingue les acides phénoliques décrits comme des 

antioxydants majeurs des céréales. Ce sont des composés aromatiques qui contiennent au moins 

un groupement carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont dérivés des acides cinnamique 

(C6-C3) et benzoïque (C6-C1) (Figure 10). Ces deux substances ont des structures similaires, 

mais une chaîne éthylénique rattachée au cycle aromatique différencie les acides cinnamiques. 

Les principaux acides cinnamiques présents dans les plantes sont l’acide férulique, sinapique, 

caféique et p-coumarique (Atanasova-Penichon et al., 2016). Pour les acides benzoïques, on 

peut citer les acides p-hydroxybenzoïque, vanillique, gallique et syringique.  
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Figure 10 : Structure des acides phénoliques, dérivés de l’acide benzoïque ou cinnamique (Source interne à 

MycSA). 

 

Il a été montré in vitro que les dérivés d’acides cinnamiques (acide férulique, sinapique, 

caféique, p-coumarique) affectaient la croissance et la synthèse des TCTB chez F. graminearum 

et F. culmorum (Boutigny et al., 2009; Ponts et al., 2011). Les auteurs précédents ont aussi 

indiqué que les effets observés étaient souche dépendante et que les acides benzoïques étaient 

nettement moins actifs que les cinnamiques. Ces propriétés d’inhibition de la toxinogénèse ont 

également été mises en évidence vis-à-vis d’autres mycotoxines dont les fumonisines 

(Samapundo et al., 2007; Atanasova-Penichon et al., 2014), la zéaralénone (Schöneberg et al., 

2018), les toxines T-2/HT-2 (Ferruz et al., 2016), l’ochratoxine (Palumbo et al., 2007) et les 

aflatoxines (Hua et al., 1999). Les mécanismes à l’origine des propriétés antifongiques et anti-

mycotoxines des acides phénoliques ne sont pas totalement élucidés à ce jour. En ce qui 

concerne l’inhibition de la croissance fongique, l’origine de cette toxicité serait due au caractère 

lipophile des acides phénoliques. Ces derniers peuvent en effet pénétrer dans les membranes 

fongiques et en perturber l’intégrité (Thompson, 1992; Passone et al., 2005). La formation de 

pores dans les membranes induirait entre autres, la fuite d’ions et la modification de son 

potentiel électrique (Sung and Lee, 2010). Ce mécanisme est étayé par les corrélations qui ont 

été établies entre lipophilicité et CI50 des acides phénoliques vis-à-vis de différents 

champignons, dont F. graminearum (Ponts et al., 2011). En ce qui concerne l’activité anti-

mycotoxine, les propriétés antioxydantes des acides phénoliques seraient un paramètre clef de 

leur efficacité (Atanasova-Penichon et al., 2016). Il a en effet été démontré que le statut redox 

d’un milieu était un facteur majeur de modulation de la production de mycotoxines (Montibus 

et al., 2015). Pour plusieurs espèces fongiques dont F. graminearum, A. flavus et A. ochraceus, 

l’exposition à des espèces oxydantes (espèces réactives d’oxygène, ménadione…) entraînent 

une augmentation de la production de toxines (Ponts et al., 2007; Reverberi et al., 2012; Guan 

et al., 2019).  
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Chez les espèces précédentes, le lien entre réponse à un stress oxydant et modulation de la 

toxinogénèse serait orchestré par un facteur de transcription homologue de Yap1 chez S. 

cerevisiae : FgAP1 chez F. graminearum (Montibus et al., 2013), Aoyap1 chez A. ochraceus 

(Reverberi et al., 2012), Afap1 chez A. flavus (Guan et al., 2019). En piégeant les radicaux 

libres et/ou inhibant certaines activités enzymatiques oxydantes telles les lipoxygénases (Paul 

et al., 2003), les acides phénoliques diminueraient l’intensité des signaux de stress oxydants et 

en conséquence les niveaux de production de mycotoxines. Un autre mécanisme souvent 

proposé pour expliquer la capacité des acides phénoliques à inhiber la production de 

mycotoxines réside dans leur capacité à moduler l’expression des gènes de biosynthèse et gène 

de régulation. Boutigny et al., 2009 ont ainsi démontré une diminution de l’expression des gènes 

Tri induite par l’exposition de F. culmorum à l’acide férulique.  

Comme présenté dans les paragraphes précédents, il apparait clairement que si l’effet de 

facteurs abiotiques a été largement étudié vis-à-vis de la production de mycotoxines dites 

majeures, très peu de données existent en ce qui concerne les mycotoxines émergentes. Pour ce 

qui est de la production d’enniatines chez F. avenaceum, les études se sont limitées à l’effet de 

l’activité de l’eau combinée à la température (Kokkonen et al., 2010) ainsi qu’à l’influence de 

différentes sources de carbone et/ou azote ont été testées (Sørensen and Giese, 2013; Sørensen 

and Sondergaard, 2014). Ces études détaillées dans la revue bibliographique (Gautier et al., 

2020) qui figure en fin de cette partie d’introduction bibliographique témoignent d’un effet 

souche dépendant et suggèrent que la biosynthèse d’enniatines peut se produire dans une large 

gamme de conditions environnementales.  
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  F. avenaceum : un agent majeur de la fusariose des blés et de la 

contamination des récoltes par les enniatines  

 

La revue de littérature intitulée “Fusarium Mycotoxins Enniatins: an updated review 

of their occurrence, the producing Fusarium species and the abiotic determinants of their 

accumulation in crop harvests” (Gautier C., Pinson-Gadais L., Richard-Forget F.) rassemble 

les informations les plus récentes sur l'occurrence des enniatines (depuis le début des années 

2000), sur les espèces productrices d'enniatines, sur la voie de biosynthèse des enniatines, sur 

les déterminants abiotiques pouvant influencer la régulation de leur production. 

 

III.1. Revue: “Fusarium Mycotoxins Enniatins: an updated review of their occurrence, 

the producing Fusarium species and the abiotic determinants of their accumulation in crop 

harvests”, Gautier et al., 2020. 
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III.2. Données de caractérisation de l’espèce F. avenaceum 

F. avenaceum appartient à la famille des Nectriaceae, section Roseum. C’est un 

champignon cosmopolite de par sa distribution géographique, capable de produire un large 

panel de métabolites secondaires (Logrieco et al., 2002; Gautier et al., 2020).  

Les colonies de F. avenaceum se caractérisent par un mycélium dense et aérien pelucheux 

voire cotonneux (Yli-Mattila et al., 2018). On y retrouve des conidiophores peu ramifiés à 

l’extrémité desquels des macroconidies fines sont présentes avec 3-7 cloisons, de forme 

allongée (~50 µm x 4,5 µm) et légèrement courbée au niveau des pieds. Les microconidies sont 

généralement rares, fusoïdes (~ 13,5-24,5 µm x 2,5-5,0 µm) et ont entre 1 et 2 septums (Leslie 

and Summerell, 2006; Ma et al., 2019) (Figure 11). En revanche, aucune chlamydospore n’est 

observée. 

 

 
Figure 11 : Caractéristiques morphologiques de F. avenaceum en milieu solide PDA (à gauche, photo 

personnelle) et des macroconidies cultivées en milieu CMC (à droite, Yli-Mattila et al., 2018). Echelle de 20 µm 

(à droite). 

 

Bien que F. avenaceum peut infecter une large gamme d’hôtes (Gautier et al., 2020), il 

ne semble pas exister de spécificité d’hôte. En effet une étude de génétique des populations 

(Nalim et al., 2009) basée sur 65 isolats de Fusarium récoltés sur 25 hôtes différents utilisant 

des marqueurs moléculaires de type tef (translation elongation factor 1-alpha), benA (beta-

tubulin), IGS (intergenic spacer) a montré qu’il existait une variabilité génétique entre les 

isolats, et que cette variabilité était indépendante de l’hôte. Les analyses phylogénétiques 

disponibles à ce jour révèlent un degré élevé de diversité dans les populations de F. avenaceum 

qui tend à les diviser en deux sous-groupes selon certains auteurs (Yli-Mattila et al., 2002; Holtz 

et al., 2011; Afshari, 2019). 
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Contrairement à de nombreux agents pathogènes du FHB, tels que F. graminearum, F. 

culmorum ou F. poae, qui sont étroitement apparentés (complexe Sambucinum), F. avenaceum 

fait partie d’un groupe taxonomique plus éloigné (Waalwijk et al., 2018). Avec F. tricinctum, 

ce sont deux entités taxonomiques étroitement liées appartenant au même complexe d’espèces 

Tricinctum (Fusarium tricinctum species complex) (O’Donnell et al., 2013; Ponts et al., 2020) 

(Figure 12).  

 

Figure 12 : Arbre phylogénétique des espèces de Fusarium (avec le nom des complexes associés sur la droite de 

l’arbre) établi à partir des séquences de 30 gènes de ménages (Villani et al., 2019). 
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A ce jour, trois génomes provenant d’isolats différents ; deux provenant de blé Canadien 

(FaLH03 et FaLH27) et un provenant d’orge cultivé en Finlande (Fa05001) sont disponibles 

(Lysøe et al., 2014). L’assemblage de novo a permis d’obtenir une taille similaire entre les 

génomes, comprise entre 41,6 Mb à 43,2 Mb selon la souche. Une étude de la synténie entre les 

trois génomes a permis de ré-ordonner les scaffolds de chaque assemblage en onze supercontigs 

(0,8-6,5 Mb), correspondant potentiellement à des bras chromosomiques ou à des chromosomes 

entiers (8-10 chromosomes attendus). Une comparaison des génomes a révélé de grandes 

régions synténiques (91-96%), en particulier entre les deux isolats canadiens. En plus des 

éventuelles différences structurelles entre les génomes, environ 1,4% à 3,2% des nucléotides 

alignés présentaient du polymorphisme nucléotidique (SNP), des insertions ou délétions 

(InDels) surtout entre la souche finlandaise et les souches canadiennes. Entre 13217 et 13445 

gènes codants pour des protéines ont été identifiés dont 95% sont communs entre ces génomes. 

Les différences sont principalement observées dans les gènes codants pour des protéines 

impliquées dans la production de métabolites secondaires, les voies d’homéostasie de la balance 

redox et voies de signalisation (Lysøe et al., 2014).  
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 Projet de thèse 

 

Comme présenté précédemment, la qualité sanitaire des céréales est significativement 

impactée par la contamination des grains par des mycotoxines produites par les espèces 

toxinogènes dont Fusarium spp.. Les enniatines sont de plus en plus retrouvées dans les cultures 

et notamment en co-occurrence avec d’autres mycotoxines. Etant donné le peu de 

connaissances sur ces toxines et leurs agents producteurs (toxicité, occurrence, mécanismes 

d’accumulation…), la définition de stratégie de contrôle des contaminations reste limitée à ce 

jour. De plus, en réponse aux changements climatiques, l’évolution du risque mycotoxique liée 

à ces toxines est incertain et préoccupant (Medina et al., 2017; Janhager, 2018). Un effort de 

recherche est indispensable pour mieux comprendre la biologie de F. avenaceum ainsi que 

celles d’autres espèces productrices d’enniatines. 

Une des voies de recherche primordiale pour espérer limiter la production d’enniatines 

est tout d’abord, de mieux comprendre les mécanismes et facteurs qui régulent leur biosynthèse 

chez F. avenaceum. Plusieurs facteurs, dont les facteurs environnementaux, sont connus pour 

affecter la croissance fongique et la production de métabolites secondaires (Popovski and Celar, 

2013; Sørensen and Giese, 2013). Les mécanismes moléculaires qui exécutent cette modulation 

sont loin d’être élucidés chez F. avenaceum mais de nombreux modèles fongiques sont très 

bien décrits sur ce sujet dans la littérature. Ensuite, une meilleure caractérisation de la variabilité 

existante au sein de l’espèce (et des souches productrices d’enniatines) est essentielle pour 

mieux les maitriser au champ. Puis, dans le contexte écologique actuel, la gestion du risque sur 

les céréales se tourne vers la recherche de molécules naturelles capables de limiter l’utilisation 

des fongicides de synthèse. C’est dans ce cadre que s’inscrivent mes travaux de thèse centrés 

sur le champignon F. avenaceum producteur d’enniatines. Les principales questions (Figure 13) 

sont : 

(1) Existe-t-il une diversité intraspécifique chez F. avenaceum ? 

(2) Le pH est-il un élément majeur de la régulation de la biosynthèse des enniatines chez             

F. avenaceum ? Et si oui, quels sont les mécanismes moléculaires potentiellement 

impliqués ?  

(3) Quels sont les effets des acides phénoliques sur le champignon F. avenaceum ? Sont-ils des 

inhibiteurs efficaces de la croissance et production d’enniatines?  
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Ainsi après un « préambule » décrivant les caractéristiques de croissance et toxinogénèse 

de F. avenaceum dans les conditions de culture utilisées tout au long du travail expérimental, 

le manuscrit comportera trois chapitres, chacun de ces chapitres répondant à une des questions 

précédemment soulevées ; Chapitre 1 : Caractérisation de la diversité phénotypique 

intraspécifique chez F. avenaceum, Chapitre 2 : Rôle du facteur de régulation Pac1 dans la 

modulation de la production d’enniatines par le pH ambiant chez F. avenaceum, Chapitre 3 : 

Modulation de la biosynthèse d’enniatines par les acides phénoliques. Le manuscrit se 

terminera par une discussion générale reprenant et intégrant les principaux résultats obtenus 

ainsi que leur projection en termes de perspectives de maitrise des niveaux de contamination 

des céréales par des enniatines.  

 



50 

 

 

 

 

 

Figure 13: Quelques connaissances du pathosystème et questions de recherche. 
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« Préambule » : caractéristiques de croissance et toxinogenèse de F. 

avenaceum dans les conditions de culture utilisées 

 

 Résultats 

 

La première étape de ce travail de doctorat a consisté à définir les conditions de culture 

les plus appropriées pour étudier la production d’enniatines par F. avenaceum, puis à 

caractériser sa cinétique de croissance et sa toxinogenèse dans les conditions choisies. Elles 

seront à la base d’une majeure partie des expérimentations réalisées tout au long de ce travail. 

L’analyse des données bibliographiques ainsi que des expérimentations préliminaires nous a 

conduits à utiliser le milieu FDM (Fusarium Defined Medium) préconisé par (Fanelli et al., 

2014) en culture statique et à l’obscurité. Une concentration de 104 spores/mL a été utilisée 

pour inoculer les milieux pour l’ensemble des isolats. Douze isolats ont été considérés, leur 

origine et hôte d’isolement sont renseignés dans le Tableau 1. L’appartenance de ces isolats à 

l’espèce F. avenaceum a été validée par qPCR à l’aide des amorces rpb1 & rpb2 (DNA-directed 

RNA polymerase II subunit rpb1/ rpb2), ef1α (elongation factor 1-alpha) et JIA (Turner et al., 

1998; Elbelt et al., 2018; Ponts et al., 2020). Les caractéristiques phénotypiques de ces isolats 

ont été étudiées dans le Chapitre 1 de ce manuscrit. Les cinétiques décrites ci-dessous sont 

celles obtenues avec la souche I612 qui est une des souches « modèles » utilisées pour les 

approches mécanistiques développées dans notre étude (Rôle du facteur de transcription 

impliqué dans l’homéostasie du pH – FavPac1 – dans la modulation de la production 

d’enniatines/Chapitre 2 et Modulation de la biosynthèse d’enniatines par les acides phénoliques 

/Chapitre 3).  

Les données de croissance, production d’enniatines et évolution du pH du milieu, au cours 

de la culture de la souche F. avenaceum I612 en milieu FDM sont reportées sur la Figure 1. La 

croissance s’initie très rapidement (dès 24 heures de culture) après inoculation et est dans sa 

phase exponentielle après 48 heures et atteint un palier entre 5 et 7 jours de culture (~ 35 mg de 

mycélium). 

Dans les conditions de culture utilisées, l’augmentation de la biomasse fongique 

s’accompagne d’une augmentation du pH. Proche de 4,5 avant inoculation, le pH du milieu 

atteint une valeur proche de 8,5 après 15 jours de culture avec F. avenaceum I612. Cette 

évolution est à l’inverse de celle observée pour une autre espèce responsable de la fusariose, F. 

graminearum, dont le développement dans un milieu synthétique de composition très proche 

au FDM, conduit à une acidification du milieu (Merhej et al., 2010).  
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Figure 1 : Cinétique de la croissance fongique de I612, de la production de toxines et de l’évolution du pH dans 

le milieu liquide FDM. La biomasse fongique (en mg/culture) et la mesure des toxines (enniatines B, B1, A et 

A1) sont le résultat de trois réplicats biologiques. Les barres d’erreur sont calculées sur l’erreur standard de la 

moyenne. 

 

La capacité des champignons filamenteux à augmenter le pH extracellulaire a été reportée 

pour d’autres espèces phytopathogènes, F. oxysporum mais aussi plusieurs espèces de 

Colletotrichum et d'Alternaria (Prusky et al., 2016). Elle permettrait de créer un milieu 

favorable à l’induction de l’expression des facteurs de pathogénicité pour certains agents 

fongiques (Alkan et al., 2013; Masachis et al., 2016). L’ammonium et les acides organiques 

secrétés par les champignons sont les principales molécules responsables de modifications de 

pH extracellulaire (Fernandes et al., 2017). Plusieurs études ont démontré que ces variations de 

pH extracellulaire sont nécessaires pour induire la production de certaines mycotoxines. C’est 

en particulier le cas de la synthèse de trichothécènes B par F. graminearum qui requiert une 

acidification du milieu pour être induite (Merhej et al., 2010). A l’opposé, la production de 

pénicilline produite par A. nidulans serait induite par une alcalinisation du milieu ambiant 

(Espeso et al., 1993). Ces observations soulèvent la question du rôle des variations du pH 

environnant sur la production d’enniatines. 

Concernant la production d’enniatines, des niveaux quantifiables sont observés dès le jour 

3 avec des valeurs proches de 2 mg/g de poids sec mycélien. La quantité de toxines accumulées 

dans le milieu atteint son niveau maximal au 4ème jour avec une valeur proche de 6 mg/g ; cette 

concentration se stabilise par la suite (entre 4 et 7 jours) puis décroît faiblement. Les niveaux 

importants d’enniatines produits confirment que le milieu FDM est un milieu favorable à la 

toxinogénèse chez F. avenaceum.  
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La décroissance des quantités d’enniatines après 7 jours de culture pourrait s’expliquer par un 

rendement d’extraction des enniatines qui diminue avec le temps de culture et la 

complexification du milieu, un piégeage des enniatines dans le mycélium ou une métabolisation 

de la toxine par F. avenaceum. Une telle métabolisation est un mécanisme qui a été décrit pour 

la dégradation de l’ochratoxine chez Aspergillus niger, avec la mise en évidence du rôle d’une 

protéine enzymatique nommée ochratoxinase (Zhao et al., 2020). Sur la Figure 1, il apparait 

clairement que la forme d’enniatines majoritairement produite par la souche I612 est l’enniatine 

B. En effet, elle représente plus de 91% de la quantité totale des autres types d’enniatines 

(somme : A + A1 + B + B1) produites après 2 à 7 jours de culture et un peu moins de 70% aux 

deux derniers temps de culture. L’enniatine B est aussi la molécule majoritairement retrouvée 

dans les matrices céréalières (Prosperini et al., 2017). Présente en faibles quantités dans les 

premiers jours de culture, on retrouve beaucoup plus d’enniatine de type B1 au 10e jour (~ 1/3 

de la concentration totale en enniatines). L’enniatine A1 n’est quantifiée qu’à partir du jour 7 

tandis que l’enniatine A n’est jamais détectée pour cette souche de F. avenaceum dans nos 

conditions de culture.  

Sachant que ces différentes formes d’enniatines résultent de la nature différente des acides 

aminés qui entrent dans la voie de biosynthèse (enniatine A :3 isoleucine, enniatine A1 :2 

isoleucine + 1 L-valine, enniatine B :3 L-valine et enniatine B1/ :2 L-valine + 1 isoleucine 

(Gautier et al., 2020)), on peut penser que l’apparition de l’enniatine B1 puis de l’enniatine A1 

après 7 jours résulterait de l’apparition progressive d’isoleucine dans les milieux de culture.  

Des études transcriptomiques ciblées ont été menées et trois gènes ont été étudiés. Ces 

trois gènes cibles interviennent directement (esyn1 et kivr) ou indirectement (FavPac1) dans la 

biosynthèse d’enniatines. Le seule gène clé bien connu de la voie de biosynthèse des enniatines 

à l’heure actuelle est esyn1 qui code pour la protéine enzymatique enniatine synthase 

(Hornbogen et al., 2002). Dans la littérature, une kétoisovalérate réductase NADPH-dépendante 

(codée par le gène kivr) pourrait supposer être impliquée dans la biosynthèse d’enniatines. Cette 

enzyme catalyse la réduction de l’acide 2-kétoisovalérique en acide D-hydroxyisovalérique 

(Stępień and Waśkiewicz, 2013; Zhang et al., 2013). Enfin FavPac1 est un homologue du 

facteur de transcription qui est impliqué dans la régulation de l’homéostasie du pH chez A. 

nidulans (Peñalva and Arst, 2004) et qui est au centre des études décrites dans le Chapitre 2 de 

ce manuscrit. Pour ces trois gènes, nous avons défini les conditions optimales pour étudier leur 

variation d’expression : conditions de RT-qPCR, temps de culture, choix des gènes de référence 

adaptés. Les amorces et protocoles RT-qPCR optimisés sont décrits dans la partie Matériels et 

méthodes de ce préambule.  
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Quatre gènes de référence (β-tubuline, RBP2, Ef1α et Citrate synthase) ont été sélectionnés ; 

les gènes ont été validés et choisis parmi ces quatre, suivant leur stabilité selon les conditions 

d’étude (effet de la variation du pH ou l’effet d’une supplémentation par un acide phénolique). 

Une analyse comparée de l’expression des gènes, esyn1, kivr et Pac1 pour la souche I612 a été 

réalisée aux temps 2, 3, 4 et 5 jours. Les résultats ont indiqué une expression quantifiable dès 2 

jours de culture, supérieure et équivalente aux jours 3, 4 et 5 pour les trois gènes. La détection 

initiale de l’expression de ces gènes dès le jour 2 coïncide avec l’initiation de la production 

d’enniatines dans le milieu. Le jour 5 qui permet de disposer d’une quantité de mycélium non 

limitante a été choisie pour les études ultérieures. Les niveaux d’expression des trois gènes 

cibles, exprimés par rapport aux expressions quantifiées au jour 2 sont reportés dans la Figure 

2.  

 

 
Figure 2 : Expression relative des gènes esyn1, kivr et FavPac1 dans le milieu liquide FDM. Les niveaux 

d’expression relative d’esyn1 (barres en pointillés), de kivr (barres grises) et FavPac1 (barres noires) sont donnés 

par rapport au contrôle obtenu au jour 2. 

 

Les caractéristiques majeures des cultures mises en œuvre peuvent se résumer autour des 

cinq points clefs reportés ci-dessous : 

 Forte croissance observée jusqu’au 7ème jour avant l’atteinte d’un palier jusqu’à la fin 

de la culture  

 Augmentation du pH du milieu FDM au cours du développement mycélien 

 Initiation de la production d’enniatines dès 3 jours avec une accumulation maximale au 

4ème jour puis atteinte d’un palier, voire une diminution faible jusqu’en fin de cinétique 

 ENN B est la forme majoritairement produite chez F. avenaceum I612 

 Expression conséquente des gènes cibles (esyn1, kivr et pac1) après 3, 4 et 5 jours de 

culture 
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 Matériels et méthodes 

 

Sont décrits ici les matériels et méthodes utilisés pour les cultures en milieu liquide. 

 

II.1. Préparation de l’inoculum 

Les souches de F. avenaceum (Tableau 1) sont conservées en chambre froide (4°C) sous 

huile sur un milieu gélosé Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco, France) incliné. Avant 

expérimentation, les souches sont repiquées sur boîte PDA à 25°C. Le milieu 

carboxyméthylcellulose (CMC) (15 g CMC, 1 g d’extrait de levure, 0,5 MgSO4, 7 H20, 1 g 

NH4NO3 1 g KH2PO4, pour 1L de milieu) (Sigma, France) est utilisé pour la production de 

spores (Cappellini and Peterson, 1965). A partir du repiquage sur milieu PDA, plusieurs 

implants (4-5 plugs) sont prélevés, puis mis en culture dans le milieu CMC (50 mL) sous 

agitation (180 rpm, Infors™ Multitron Standard) pendant 3 jours minimum et à 25°C. Cette 

solution est ensuite filtrée et rincée à l’eau distillée stérile (Sefar Nitex® 100 µm, VWR), le 

nombre de spores est compté sur cellule de Thoma et dilué pour obtenir une concentration finale 

de 104 spores/mL.  

 

II.2. Milieux et conditions de culture 

Le milieu FDM contient 12,5 g de glucose, 4,25 g of NaNO3, 5 g NaCl, 2,5 g MgSO4; 7 

H2O, 1,36 g KH2PO4, 0,01 g FeSO4; 7 H2O, 0,0029 g ZnSO4 pour 1L de milieu (Fanelli et al., 

2014). Les cultures sont réalisées en trois réplicas. Des boîtes de pétri stériles (55 mm de 

diamètre, VWR) contenant 8 mL de milieu FDM liquide sont inoculées avec 100 µL de 

suspension de spores. Ces cultures liquides fongiques sont incubées à 25°C et à l’obscurité. 

Pour les différents temps d’arrêt de cultures, les cultures mycéliennes sont récupérées dans des 

corning pré-pesés (Eppendorf, 15 mL) et centrifugées à froid (4°C) pendant 10 minutes à 5000 

rpm. Le milieu de culture filtré contenant les toxines secrétées par le champignon est conservé 

à -20°C dans un nouveau corning (Eppendorf, 15 mL) jusqu’à l’extraction des enniatines. Le 

culot contenant la masse fongique est congelé à -80°C pendant 24h avant d’être lyophilisé 

pendant 48h (Cryotec®). On distingue les mycélia utilisés pour quantifier le développement 

fongique de ceux destinés pour l’extraction d’ARN. Dans ce dernier cas, les cultures sont 

filtrées dans des tubes Supelco stériles (Sigma-Aldrich, France). Le surnageant est récupéré par 

filtration dans un corning (Eppendorf, 15 mL) tandis que le mycélium est rincé abondamment 

avec de l’eau distillée stérile. A l’aide d’une spatule, il est transféré dans un tube (Eppendorf, 2 

mL) et plongé immédiatement dans l’azote liquide.  
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Les mycélia sont stockés à -80°C avant extraction des ARNs et les tubes contenant les 

surnageants sont conservés comme précédemment pour extraire et doser les enniatines. 

Des contrôles appropriés utilisant un milieu FDM non inoculé (témoin négatif) sont 

effectués. La mesure du pH est effectuée à l’aide d'un pH-mètre (Five Easy Plus™, Mettler 

Toledo). 

 

Tableau 1. Liste des souches de F. avenaceum utilisées au cours de l’étude. 

NC : non communiqué 

 

II.3. Extraction et dosage des enniatines 

Cinq mL de milieu de culture sont extraits avec dix mL d'acétate d'éthyle (VWR, USA). 

Après 5 minutes d’agitation (type vortex Multi reax, Grosseron) et de décantation, 5 mL de la 

phase organique sont récupérés et évaporés à sec à 45°C sous flux d'azote. L’extrait sec est 

repris dans 200 μL méthanol/eau (50:50, v/v) (VWR, USA) puis filtré sur un filtre seringue 

(0,22 µm, UGAP) avant d'être analysés par UPLC-DAD (Ultra High Performance Liquid 

Chromatography - Diode Array Detector). La chaîne UHPLC Shimadzu Prominence est 

équipée de deux pompes LC-20AD, d’un dégazeur DGU-20A3R, d’un échantillonneur 

automatique SIL-30AC et d’un détecteur à barrettes de diodes SPD-M20A (Shimadzu 

Scientific Instruments, France).  

La quantification est effectuée avec un étalonnage externe en utilisant des étalons 

commerciaux d'enniatines de type A, A1, B et B1 (Sigma-Aldrich, France). A partir d’une 

solution mère à 100 µg/mL, 6 points de gamme sont préparés et dilués dans du méthanol/eau 

(50:50, v/v) pour obtenir une gamme d'étalonnage allant de 1 µg/mL à 100 µg/mL. La 

séparation chromatographique est effectuée sur une colonne Kinetex C18 (150 x 4,6 mm ; 3,5 

µm) (Phenomenex, USA) maintenue à 45°C.  

  

Souche Fournisseur Hôte Zone géographique Année d’isolement 

INRA 874 Canadian Collection of 

Fungal Cultures 

(FaLH03) 

Blé de printemps Canada 2011 

INRA 873 Canadian Collection of 

Fungal Cultures 

(FaLH27) 

Blé d’hiver Canada 2011 

INRA 612 GEVES (01.01.09.06) Blé Ecosse 2010 

INRA 611 GEVES (01.01.09.04) Blé NC 2010 

INRA 499 Bayer Blé tendre France (17) 2007 

INRA 498 Bayer Blé tendre NC 2007 

INRA 497 Bayer Blé tendre France (09) 2007 

INRA 496 Bayer Blé tendre NC 2007 

INRA 495 Bayer Blé tendre France (86) 2007 

INRA 494 Bayer Blé tendre France (56) 2007 

INRA 113 MycSA Maïs France (45) 2001 

INRA 112 MycSA Maïs France (41) 2001 
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Les phases mobiles sont constituées d'eau ultra pure (solvant A, Biopure Romer) et 

d'acétonitrile (solvant B, VWR), et le gradient d'élution est présenté dans le Tableau 2. Le 

volume d'injection est de 5 μL. Le débit est maintenu à 700 μL/min. Les spectres UV-visibles 

sont enregistrés de 190 à 450 nm et les aires de pic sont mesurées à 205 nm. Les toxines sont 

exprimées en µg/g de masse sèche et présentées individuellement selon le type d’enniatines (A, 

A1, B ou B1). 

 

Tableau 2 : Gradient d’élution utilisé pour l’analyse des enniatines pour l’UPLC-DAD 

(solvant A : d'eau ultra pure, solvant B : acétonitrile). 

 

 

 

 

 

II.4. Suivi de l’expression de gènes cibles 

L'ARN total est extrait des mycélia à 2, 3, 4 et 5 jours. Cinq réplicas biologiques sont 

préparés pour chaque condition.  

Le mycélium congelé est broyé (~ 20 mg) (Precellys Evolution & Cryolis, Bertin 

Intruments) avec des billes de verre dans 350 µL de tampon de lyse (Kit NuleoMag RNA® 96, 

Macherey-Nagel #744350.4). Les billes et les débris cellulaires sont mis en culot par 

centrifugation (5600g pendant 5 minutes à 4°C). L'ARN total est extrait à l'aide du système 

automatisé MagMAX™ (Thermo Fischer Scientific) en suivant les instructions du fabricant du 

kit NucleoMagRNA® 96 incluant le traitement de la DNAse. La qualité de l'ARN préparé est 

évaluée par électrophorèse sur gel d'agarose et quantifié par spectrométrie (Nanodrop 

1000/2000). L'absence de contamination par de l'ADN génomique a été vérifiée par qPCR 

(Light cycler 2.0, Roche) sur 1 µL d'ARN total (20 ng/µL) mélangé à 9 µL de mélange 

réactionnel à l'aide du kit QuantiFast™ SYBR® Green PCR (Quiagen, Pays-Bas). Le mix 

réactionnel est préparé avec 2 µL de RNAse free water, 5 µL QuantiFast SYBR Green PCR 

Master Mix 2X et 1 µL de chaque amorce à 10 µM avec le programme qPCR présenté dans le 

Tableau 3. 

  

Temps (min) % Solvant (A) % Solvant (B) 

0 70 30 

2.5 70 30 

7.5 1 99 

11 1 99 

11.5 70 30 

14 70 30 



74 

 

Tableau 3 : Paramètres d’amplification de la PCR quantitative pour vérifier l’absence de contamination des 

ARNs en ADN génomique. 

 

Un traitement DNase supplémentaire peut-être réalisé selon les instructions du 

fournisseur (Invitrogen™ Kit TURBO DNA-free) si de l’ADN génomique est détecté dans les 

échantillons. On redosera alors les ARN traités par spectrophotométrie et vérifiera de nouveau 

l’absence d’ADN génomique résiduel par qPCR. 

La transcription inverse a été réalisée avec le kit SuperSript™ IV First-Strand Synthesis 

System (Invitrogen) selon le protocole du fournisseur. 1 µg et 350 ng d’ARN totaux sont ajoutés 

au mix contenant : 1 µL d’oligo(dT)20 50 µM, 1 µL de mix de dNTP à 10 mM chacun, qsp 13 

µL d’eau. Après 5 minutes d’incubation à 65°C suivies d’une minute de refroidissement sur 

glace, 7 µL de mix RT sont ajoutés aux échantillons. Après 10 minutes à 55°C et 10 minutes à 

80°C, les réactions sont transférées sur glace. Puis 1 µL de RNase H 2U/µL est ajouté. Après 

20 minutes à 37°C, les échantillons d'ADNc sont conservés à -20°C jusqu'à leur utilisation pour 

l'analyse qPCR. Les analyses sont effectuées sur le QuantStudio5™ en utilisant 1 µL d'ADNc 

(10 ng/µL d'ARN reverse transcrit) mélangé à 9 µL de mélange réactionnel préparé à l'aide du 

Power Track SYBR® Green Master Mix (Thermo Applied) (5 µL Power Track Sybr Green 

Master Mix, 0,5 µM de chaque amorce reverse et forward). Le programme d’amplification est 

présenté ci-dessous dans le Tableau 4. 

 

Tableau 4 : Paramètres d’amplification de la PCR quantitative pour l’étude de l’expression des gènes. 

 

  

Etape Nombre de cycle Température Temps Montée en température (°C/sec) 

Activation 1 95 5 min 20 

Dénaturation 
45 

95 10 sec 20 

Elongation 58 40 sec 20 

Courbe de fusion 1 

95 x 20 

65 15 sec 20 

95 x 0,1 

Refroidissement 1 40 30 sec 20 

Etape Nombre de cycle Température (°C) Temps (sec) Montée en température (°C/sec) 

Activation 1 95 20 2,74 

Dénaturation 
40 

95 3 2,74 

Elongation 60 20 2,12 

Courbe de 

fusion 
1 

95 1 2,74 

60 20 2,12 

95 0,01 0,15 
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Les données ont été effectuées et analysées sur un logiciel système QuantStudio5™ 

(v1.5.1, Applied Biosystems). Pour chaque gène, l'efficacité a été évaluée en utilisant des 

dilutions en série des échantillons d'ADNc (20-0,002 ng/µL) et les analyses de données ont été 

réalisées en comparant les valeurs de Cp. D’ailleurs ces valeurs d’efficacité sont comprises 

entre 2,00 et 2,03 à partir de la pente de la régression linéaire :  

E = 2(10-pente – 1) avec EMAX = 2 (E = 100%). 

 

Les niveaux d'expression des gènes étudiés (voir Tableau 5) sont normalisés à 

l'expression du ou des gènes de ménage les plus stables. L'expression différentielle des gènes a 

été analysée avec REST®. Pour l’expérience de cinétique, le gène codant pour la citrate 

synthase (5000 permutations, p ≤ 0,05) a été choisi comme référence interne. Les résultats sont 

rapportés par rapport à l’expression du J2 en valeur log2 du rapport entre les échantillons et le 

contrôle. 

  



76 

 

Tableau 5 : Caractéristiques des amorces choisies pour les gènes de référence et les gènes ciblés. 

Gène de référence 
Amplicon 

(5’-3’) 

Taille de 

l'amplicon 

(pb) 

Numéro d’accession/ Références 

β-tubuline 

β-tubuline 261F GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 

248 

(Glass and Donaldson, 1995) 

β-tubuline 536R GATTGACCGAAAACGAAGTTG (Pinson-Gadais et al., 2008) 

EF1 α 
FAEF1αF ACTTCCCCTCCAGGATGTCT 

232 F. avenaceum FaLH03 : JQGD01000010.1 

FAEF1αR GTTACCACGTCGGATGTCCT 

Citrate 

synthase 

FACIT F GCAGTGCTCTCAGCTCTCCT 
171 F. avenaceum FaLH27 : JQGE01000019.1 

FACIT R GGGTGGACCAGAGGTAGTCA 

RPB2 
RPB2FaveF CCGAGGATCTCGAACTTTAC 

105 

F. avenaceum MRC 1413 : MH582082.1 

F. avenaceum p12.56.2016 : MK560856.1 

F. avenaceum YNSF16-66 :  MK185026.1 
F. avenaceum YNSF16-68 : MK185027.1 

F. avenaceum CML 3545 : MK572784.1 
RPB2FaveR CTTCCTCTTGTTCTCTCTTCTC 

Histone 3 
HistH3FaveF GAGATTCGACGATACCAGAAG 120 

 

F. avenaceum: Fa05001 : JPYM01000013.1 
F. avenaceum FaLH03 : JQGD01000007.1 

F. avenaceum p12.56.2016 : MK547655.1 HistH3FaveF GATAGCGGAAGACTGGAATC 

    

Gènes cibles Amplicon (5’-3’) 

Taille de 

l'amplicon 

(pb) 

Numéro d’accession 

Pac1 
PAC_C-Fave-F(1) CTCTGACGGCTATCTCTTCTA 

190 
F. avenaceum Fa05001 : 

JPYM01000012.1:136516…138535 
PAC_C-Fave-R(1) CCAAAGCCTTGGCTAACA 

Keto-

isovalérate 

reductase (kivr) 

KIVR-Fave-F(1) CGGAGACTAGACCACAGTAT 
151 

F. avenaceum Fa05001 : 

JPYM01000010.1:959042…960415 
KIVR-Fave-R(1) GCAAAGACGACAGAACTACA 

Enniatin 

synthase 

(esyn1) 

EsyAveScriTri-F GAGTCCTCTCCCAAGTTC 

102 

G. avenaceum 2562 : AF351597.2 

G. avenaceum 262 : AF351594.2 

F. tricinctum CBS253.50 : EF040582.1 

F. scripi Z18755.3 
G. publicaris Z48743.2 

G. publicaris 108 :AF351606.2 

G. publicaris 107 :AF351603.2 
F. poae CBS186.96 : EF029061.1 

F. poae CBS317.73 :  EF029062.1 

F. sporotrichioides CBS178.64 : EF029064.1 

EsyAveScriTri-R AGTTGAAGACCACGAGAT 
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Chapitre 1 : Caractérisation de la diversité phénotypique intraspécifique 

chez F. avenaceum 

 

Les résultats de ce chapitre sont rédigés sous la forme d’un article scientifique qui sera 

prochainement soumis. 

 

Article : ”Phenotypic variations within Fusarium avenaceum: variable and 

versatile behaviours according to abiotic conditions” Gautier et al, soumis 

prochainement 

 

Charlotte GAUTIER1, Nathalie FERRER1, Nathalie GALLEGOS1, Magalie MOINARD1, 

Marie-Noelle BONNIN-VERDAL1, Sylvain CHEREAU1, Marie FOULONGNE-ORIOL1 and 

Florence RICHARD-FORGET1* 
1 INRAE, UR 1264, Unité MycSA, 71 Avenue Edouard Bourlaux, 33883 Villenave d’Ornon, 

France 

* Corresponding author: florence.forget@inrae.fr; Tel: +33-5-57-12-24-83 

 

Keywords: Fusarium avenaceum, fungal growth, enniatins, abiotic stresses. 
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 Introduction 

 

Fusarium head blight (FHB) is a fungal disease affecting small grain cereals mainly 

caused by pathogenic fungi of the genus Fusarium. Nearly 20 fungal species have been reported 

to be involved in FHB, the most common in Europe being Fusarium graminearum, Fusarium 

poae, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum and Fusarium tricinctum (Beccari et al., 

2018). Under appropriate environmental conditions, the previous Fusarium species are able to 

synthesize toxic secondary metabolites called mycotoxins that accumulate in grains and 

subsequently contaminate processed food and feed products (Bhat et al., 2010). FHB raises 

significant economic (yield losses, alteration of grain quality) and health (risk to human and 

animal health related to the presence of mycotoxins) issues. Some of these mycotoxins 

(trichothecenes and zearalenone) characterized by a high toxicological relevance are subject to 

European regulations (regulation n°1126/2007). However, other so-called emerging 

mycotoxins including enniatins, beauvericin, moniliformin and fusaproliferin that are 

frequently found in cereal crops are not legislated because the knowledge regarding their in 

vivo toxicity is far too limited to allow performing a human risk assessment (Jestoi, 2008; 

EFSA, 2014). This is particularly of great concern for enniatins which have been shown to 

frequently contaminate cereal crops and with concentrations that can be very high, reaching 

500 mg/kg of grains in some situations (Gautier et al., 2020). Enniatins are cyclic 

hexadepsipeptides; they are frequently found in mixtures with other major regulated 

mycotoxins. No less than 29 different analogues of enniatins have been distinguished so far 

(Sy-Cordero et al., 2012; Smith et al., 2016). While recent in vitro studies have demonstrated 

that enniatins are cytotoxic, hepatotoxic and even genotoxic (Prosperini et al., 2017; Svingen 

et al., 2017), the available toxicological data remain highly incomplete; health risks induced by 

enniatins exposure cannot be excluded for the consumers. This is why a better characterization 

of Fusarium species producing these emerging mycotoxins is essential to implement strategies 

aiming at preventing the risk of infection and contamination of cereal harvests. This knowledge 

could become even more crucial with climate changes, that are expected to lead to significant 

shifts in fungal species infecting cereals and mycotoxin patterns (Miraglia et al., 2009). 

F. avenaceum has been identified as one of the main species responsible for the 

contamination of grains with enniatins (Gautier et al., 2020). Indeed several studies have 

reported a positive correlation between the amount of DNA of F. avenaceum and the content 

of enniatins in cereal grains (Uhlig et al., 2006; Fredlund et al., 2013; Orlando et al., 2019).  
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F. avenaceum is an ubiquitous pathogen present on a wide range of hosts, including cereals but 

also various fruits, vegetables and spices; enniatins can be found in a wide variety of agricultural 

commodities (Gautier et al., 2020). This observation suggests that the ecophysiological 

conditions conducive to enniatins biosynthesis are particularly broad. F. avenaceum has long 

been confused with other species such as Fusarium acuminatum and Fusarium 

arthrosporioides on the basis of morphological and physiological characteristics (Leslie and 

Summerell, 2006; Harrow et al., 2010). In an attempt to clarify F. avenaceum taxonomy, several 

studies have used molecular approaches and defined species-specific primers (Turner et al., 

1998; Yli-Mattila et al., 2002, 2004). On the basis of mycotoxin profiles, F. avenaceum and F. 

tricinctum are the two closest species (Burmeister and Plattner, 1987; Kokkonen et al., 2010). 

Differently from other major FHB pathogens, such as F. graminearum, F. culmorum or F. poae, 

that have been classified in the F. sambucinum species complex, F. avenaceum belongs to a 

more distant taxonomic group, the F. tricinctum species complex (O’Donnell et al., 2013). 

Several reports have suggested the occurrence of a high genetic diversity within F. avenaceum 

(Feng et al., 2010; Kulik et al., 2011). However, with the exception of studies that have 

compared the capacity of different isolates to produce mycotoxins (Stępień and Waśkiewicz, 

2013) or to infect various plants including cereals (Yli-Mattila et al., 2004), lisianthus (Nalim 

et al., 2009), lupin (Holtz et al., 2011), faba bean (Afshari et al., 2019), very little is known as 

regards the phenotypic intraspecific diversity within this Fusarium species. Such diversity 

could underlie the large variety of ecological and ecophysiological niches in which F. 

avenaceum can grow.  

Moreover, the knowledge about the environmental factors (temperature, pH, carbon 

sources, light…) that can affect F. avenaceum behaviour and its production of enniatins are 

scarce. And yet abiotic stresses are well known for significantly affecting the development of 

various mycotoxigenic fungal species and the biosynthesis of major legislated mycotoxins 

(Schmidt-Heydt et al., 2008; Picot et al., 2011). Regarding enniatins, the published reports 

mostly focused on the effect of nutritional factors, mainly carbon and nitrogen sources (Lee et 

al., 2011), and of the effect of temperature and water activity (Kokkonen et al., 2010). In those 

studies, the number of enniatin-producing strains that were considered, and more particularly 

F. avenaceum isolates, was however limited to one or few. 
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The presence of F. avenaceum in a wide variety of cereal crops cultivated under a wide 

range of different environmental conditions raises the issue of the occurrence of a significant 

phenotypic diversity within this species. Characterizing this phenotypic variation is essential 

for defining prevention strategies aiming at minimising the levels of enniatins in food and feed 

products but also to anticipate the evolution of the enniatin risks due to modifications in 

production practices or climate changes. In this context, the present study was aimed to 

characterize (1) the phenotypic diversity of F. avenaceum for growth and toxin production traits 

under optimal conditions and (2) the variation of the response to abiotic stresses including pH 

and temperature, using a panel of twelve fungal strains isolated from cereals and different 

locations. 

 

 Materials and methods 

 

II.1. F. avenaceum strains and inoculum production 

Twelve different F. avenaceum strains were used in this study; their characteristics are 

reported in Table 1. All these strains, issued from monosporal cultures, are conserved in the 

MycSA laboratory or in the Fungal Culture Collection of the International Centre of Microbial 

Resources (CIRM-CF), curated (Marseille, France). The twelve isolates were first assigned to 

the F. avenaceum species by a morphological characterization of the mycelial hyphae and their 

produced asexual (macroconidia) and/or vegetative (chlamydospores) mitospores (Leslie and 

Summerell, 2006). This assignation was further confirmed with species-specific primers 

(Turner et al., 1998; Elbelt et al., 2018; Ponts et al., 2020).  

Stock cultures were maintained at 4°C on solid Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco, 

France) slant medium under mineral oil. For further experiments, Fusarium strains were grown 

on PDA plates at 25°C in the dark for 5 days. To prepare the inoculum, PDA agar implants 

were introduced into a carboxymethyl cellulose (CMC) (Sigma, France) liquid medium 

(Cappellini and Peterson, 1965) at 25°C, under gentle shaking (180 rpm) for 3 days in darkness. 

The conidia were recovered by filtration of the liquid media (Sefar nitex® 100 µm, VWR) then 

counted using a Thoma cell chamber. The suspension was diluted to a final concentration of 

104 spores/mL and was used as inoculum solution. 

 

II.2. Pigmentation and growth assay  

Pigmentation of the mycelium and fungal growth were analysed on two solid synthetic 

media, PDA (Difco, France) or CM (Complete Medium, Leach et al., 1982) in petri dish (90 

mm of diameter).  
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Ten µL of a 104/ml spores solution or 1 cm2 of mycelium plug were disposed in the center of 

the petri dish. Moreover, these plugs are cut with a sterile spatula on the periphery of a fresh 4-

day mycelial culture on a PDA medium. Petri dishes were incubated at 25°C in dark conditions. 

Three biological replicates were prepared for each condition.  

Pictures were taken with a Nikon D3000 camera using standardized camera settings and 

lighting environments. Images analysis was performed using ImageJ software (Schneider et al., 

2012). The images were superimposed and distances were scaled manually using a reference 

track (5 cm) placed during picture acquisition. All images were processed simultaneously using 

the “montage” option and the fungal surfaces were automatically delimited using saturation, 

hue and brightness thresholds. The delimited surfaces were integrated with ROI manager tool 

and mycelium surfaces values expressed in cm². For growth kinetics, pictures were taken daily 

from day 1 to day 11. Maximum growth speed was calculated during the exponential phase and 

expressed in cm2/day. 

To assess the pigmentation, photos at day 11 were used for colour determination using 

Fiji edition of ImageJ software. From delimited mycelium surface, this software predicts a 

number of pixels converted into brightness values. For each value, a measure of Red, Green 

and Blue (RGB) channels was assigned. RGB average values were obtained thanks to colour 

histogram (Schneider et al., 2012). 

 

Table 1. Strains of F. avenaceum used in this study. 

Strain Supplier Host Location Isolate 

date 

INRA 874 Canadian Collection of 

Fungal Cultures (FaLH03) 

Wheat Canada 2011 

INRA 873 Canadian Collection of 

Fungal Cultures (FaLH27) 

Wheat Canada 2011 

INRA 612 GEVES (01.01.09.06) Wheat Scotland 2010 

INRA 611 GEVES (01.01.09.04) Wheat NA 2010 

INRA 499 Bayer Wheat France (Charente 

Maritime department) 

2007 

INRA 498 Bayer Wheat NA 2007 

INRA 497 Bayer Wheat France (Ariège 

department) 

2007 

INRA 496 Bayer Wheat NA 2007 

INRA 495 Bayer Wheat France (Vienne 

department) 

2007 

INRA 494 Bayer Wheat France (Morbihan 

department) 

2007 

INRA 113 MycSA Maize France (Loiret 

department) 

2001 

INRA 112 MycSA Maize France (Loir-et-Cher 

department) 

2001 

NA: not available 
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II.3. Cultures in liquid media 

Liquid culture experiments were performed using a FDM medium, reported as an 

enniatin-inducing medium (Fanelli et al., 2014). Sterile petri dishes (55 mm in diameter) 

containing 8 mL of FDM medium were inoculated with 104 spores and then incubated at 25°C 

in the dark for 11 days. To test the effect of temperature, incubation was performed at 15°C, 

20°C, 25°C or 30°C. For each experiment, cultures were done in triplicates. 

To test the effect of pH (pH 4, pH 5, pH 6 or pH 7), the FDM medium was prepared using 

McIlvaine’s buffer solutions (McIlvaine, 1921). pH was monitored in media using an electronic 

pH meter (Five Easy Plus™, F20, FP20, Mettler Toledo). 

After incubation, cultures were centrifuged at 4°C and 5000 g for 10 minutes. The 

supernatants were stored at -20°C until the analysis of enniatins. Fungal biomass was measured 

by weighing the mycelial pellet after 48 hours of freeze-drying (Cryotec®).  

 

II.4. Toxin analyses 

Five mL of culture supernatant were extracted with 10 mL of ethyl acetate (VWR, USA). 

Five mL of organic phase were evaporated to dryness at 45°C under a gentle nitrogen flow. The 

dried extract was then resuspended in 200 μL of methanol/water (50:50, v/v) (VWR, USA) 

before analysis by UHPLC-DAD (Ultra High-Performance Liquid Chromatography - Diode 

Array Detector). The Shimadzu Prominence UHPLC chain is composed of two pumps LC-

20AD, a degasser DGU-20A3R, an auto sampler SIL-30 AC and a diode-array detector SPD-

M20A (Shimadzu Scientific Instruments, France). 

Chromatographic separation was carried out on a Kinetex C18 column (150 x 4.6 mm; 

3.5 µm) (Phenomenex, USA) maintained at 45°C. The mobile phase consisted of water (solvent 

A) and acetonitrile (solvent B). Enniatins were separated using an elution gradient as follows: 

30% B for 2.5 min, 30 to 99% B in 5 min, 99% B for 3.5 min, 99 to 30% B in 0.5 min, 30% B 

for 3.5 min. The injection volume was 5 μL. The flow rate was maintained at 700 μL/min. UV-

visible spectra were recorded from 190 to 450 nm and peak areas were measured at 205 nm. 

Quantification was performed with reference to an external calibration (1 to 100 µg/mL) using 

commercial A, A1, B and B1 enniatin standards purchased from Sigma-Aldrich (France) and 

dissolved in methanol/water (50:50, v/v). Toxins were expressed in µg/g of dry weight.  
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II.5. Statistical analysis 

Statistical differences of means were tested using ANOVA. When found significant 

(p<0.05), Tukey’s Post Hoc Test (α = 0.05) were conducted using ggubr packages in R (version 

3.6.3). PCA analysis were conducted using FactoMineR and Factoshiny packages in R version 

3.6.3.  

 

 Results and discussion 

 

III.1. Visual and RGB comparison of the colours of aerial mycelia 

Pictures of CM plates after 11 days of culture for the twelve strains of F. avenaceum are 

reported in Figure 1.  

 

 
Figure 1. Mycelium aspect of the twelve F. avenaceum strains after 11 days of culture at 25°C in CM medium 

with a spore inoculation. 

 

The Figure 1 clearly illustrates differences in mycelium colour among the twelve studied 

strains. More or less coloured mycelia were observed with, for instance, a red mycelium 

associated with the strain I611 and a cream-coloured one for the strain I498. For the other 

strains, the mycelium colour ranged from white-beige to pink or orange (Figure 1). This 

experiment was also carried out using plugs as inoculum and we observed the same colour 

trends (data not shown). 
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It can be noticed that, with the exception of I874, I873 and I112, the F. avenaceum isolates 

have nearly invaded the totality of the petri dish after 11 days of culture. Differences in the 

morphological aspect of the mycelium were also observed. While all strains were characterized 

by an aerial mycelium, the strain I611 appeared to develop with a grazing mycelium. For some 

strains, the mycelium looked cottony (strains I112, I495 or I873) or fluffy (strains I113 and 

I612). These data corroborate the observations of previous studies that have reported 

differences in the colour and aspect of F. avenaceum mycelia (Cormack, 1951; Feng et al., 

2010; Yli-Mattila et al., 2018). Those authors mentioned aerial and cottony abundant mycelia 

with white to carmine colour when the isolates were grown in PDA or PSA (Potato Sucrose 

Agar) medium. We also performed PDA cultures that have led to similar observations regarding 

the colour and appearance of mycelia, compared to CM cultures (data not shown). PDA and 

CM are both “rich media” (Leach et al., 1982; Leslie and Summerell, 2006), CM being less 

concentrated in sugar than PDA (10 g vs. 20 g). In addition, CM contained yeast extract. 

According to our results, these differences in composition do not seem to affect either mycelial 

pigmentation or morphology. 

During photo processing on ImageJ software, the RGB values were retrieved to 

quantitatively analyse the colour of the mycelium for each strain of F. avenaceum. First of all, 

whatever the medium (PDA or CM) and the type of inoculum (spores or plug) the red channel 

was characterized by the highest value, followed by the green and blue channels (Figures 2 and 

3). With the spore-inoculated in CM condition (noted s_CM), the red channel values average 

was 219.3 ± 7.3 and values of 192.7 ± 11.2 and 157.6 ± 13.2 were obtained for the green and 

blue channels respectively (Figure 2). We also noticed that while the average values of red 

channel were equivalent between the two inoculation procedures (plug vs. spore), values 

associated with the green channel and the blue channel were lower in the case of inoculated 

plugs (data not shown).  
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Figure 2. Box-plot of RGB values related to F. avenaceum mycelia after 11 days of culture on CM medium 

inoculated with spores (arbitrary unit: a.u.). Point (●) represents the average, horizontal axis (─), the median and 

vertical axis (│) is the whisker.  

 

Looking at the panel of strains, most of the isolates were characterized by close RGB 

channel values as illustrated on Figure 3. For s_CM condition, the mycelium of the strain I112 

was associated with the highest values of red (226.4), green (207.1) and blue (171.1), in 

accordance with the white colour observed in Figure 1. Three other strains of F. avenaceum 

seemed to differentiate themselves from the others: the mycelia of I113, I611 and I612 were 

characterized by lower green and blue channel values. The three lowest RGB values were 

associated with the mycelium of the F. avenaceum strain I113 (Figure 3).  
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Figure 3.  RGB channel values obtained at day 11 for strains of F. avenaceum cultivated in CM culture medium 

(spore inoculated cultures). 

 

Several reports focusing on F. graminearum, a trichothecenes-producing species, have 

indicated that colour characteristics of the mycelia (RGB analysis) can be used to study and 

predict in vitro fungal growth, to observe differences in pigment production during the life cycle 

of the fungus, or to estimate the amount of toxins produced (Cambaza, 2018; Cambaza et al., 

2018, 2019). However, to our knowledge, no similar study has been carried out with F. 

avenaceum, but our results suggest that, despite the variation observed among colour 

phenotype, RGB imaging tool could be useable for F. avenaceum detection. It has been shown 

that the red pigmentation of the mycelium of F. graminearum was associated with the deposit 

of aurofusarin in the fungal cell walls, in association with other pigments (mainly rubrofusarine 

and fusarubin) (Malz et al., 2005; Cambaza, 2018). According to the secondary metabolites 

data reported in the study of Sørensen and Giese, 2013 and to the genomic data published by 

Lysøe et al. (2014), F. avenaceum can produce the aurofusarin pigment. Indeed, the PKS gene 

involved in the aurofusarin biosynthetic pathway has been found in the genomes of the two 

Canadian strains (I874 and I873) of F. avenaceum (Lysøe et al., 2014). The report of Lysøe et 

al. (2014) has evidenced the great potential detained by F. avenaceum to produce a wide variety 

of secondary metabolites with more than 25 PKS genes, more than 25 NRPS genes and more 

than 15 terpene synthase genes.  
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In addition to aurofusarin, F. avenaceum has the genetic potential to produce other 

pigments including fuscofusarin or terpenoid pigments (Lysøe et al., 2014). The colour 

differences in our study is likely to be the reflect of the variation of those secondary metabolites 

production.  

 

III.2. In vitro fungal growth  

The mycelial areas were determined after 11 days of culture in PDA and CM media, with 

spore and plug inoculation procedures. Results are gathered in Figure 4. It clearly appears that, 

for a given condition, variations in fungal radial growth between the 12 isolates occurred.  

 

 
Figure 4. Mycelium area (cm2) of F. avenaceum strains after 11 days of culture in PDA and CM media, with a 

spore (noted s) or plug (noted p) inoculation procedure. Point (●) represents the average, horizontal axis (─), the 

median and vertical axis (│) is the whisker. Statistical differences between conditions were determined using 

Anova, followed by a Tukey’s Post Hoc Test, α = 0.05). 

 

Moreover, for a given medium (CM or PDA), our results indicated significant differences 

in surface areas depending on the type of inoculum, spores or plugs (p < 0.001) (Figure 4). 

Actually, surfaces occupied by mycelia when plugs were inoculated were on average 1.5 times 

smaller than surfaces quantified with spores inoculation. On Figure 5A, strains have been 

classified according to the surfaces reached by mycelia in 11-day-old CM cultures with the plug 

inoculation modality. Data showed a wide variation between strains, with surfaces occupying 

100% of the petri dish for the I113 isolate and less than 25% for the I112 isolate. Differences 

in mycelium areas with the spore inoculation procedure were less pronounced (Figure 5B). 

They however corroborated the great capacity of I113 to invade the Petri dish and the low radial 

growth of I112. When considering the PDA cultures, similar tendencies and strain classification 

were observed for both type of inoculation procedure (data not shown).  
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Figure 5. Average surfaces (cm2) of mycelia of F. avenaceum strains after 11 days of cultures inoculated with A) 

plugs or B) spores in CM culture medium. Point (●) represents the average and vertical axis (│) is error bar. 

Statistically significant differences between strains are indicated by letters (Tukey’s Post Hoc Test, α = 0.05). 

 

To go further and assess whether the differences in surface areas were related to 

differences in fungal growth rates, the growth kinetic for each strain cultivated in CM medium 

were compared (Figure 6). With the plug inoculation procedure (Figure 6A), the growth was 

initiated between day 4 and day 5 whatever the considered strain. The strain I113 was shown 

to clearly differ from the others with a growth rate close to 8 cm2/day. For the other 11 strains 

of F. avenaceum, their mycelial growth rate ranged between 2 and 5.5 cm2/day. The slowest 

growth rates were observed for the strains I112 and I498. With exception of I113, fungal growth 

kinetic did not reach the growth plateau after 11 days of culture. Regarding spore inoculation 

modality (Figure 6B), the kinetic curves indicated a lower latency phase compared to the plug 

inoculation procedure, with a growth initiation between day 2 and day 3.  
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Growth rates were in the range 3.5-9 cm2/day, i.e. globally higher than the values determined 

in the plug inoculation procedure. The highest growth rate was observed for the I113 strain, 

while I112 and I498 were in the group of the lowest growing strains.  

 

 
Figure 6. Kinetics of mycelial growth (cm2) from A) plugs or B) spores inoculated CM cultures of F. avenaceum 

strains. Error bars represent the standard deviation of three biological replicates.  
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It is worth mentioning that this chapter focused only on hyphal extension through radial 

growth measurement and did not allow to conclude on differences in fungal development. 

Indeed, neither the aerial mycelium, neither the fact that the mycelium can penetrate the agar, 

neither the density of the mycelium was considered. For instance, the strains I112, I495 and 

I874, characterized by a low radial growth, were those for which an aerial mycelium was 

observed.  

 

III.3. Production of enniatin in FDM media 

Mycelium weight and amounts of enniatins produced by each of the twelve strains in 11-

day-old FDM liquid cultures are reported on Figure 7.  

Values of fungal biomass were in the range 20-55 mg, indicating the occurrence of large 

differences in fungal development between strains. The highest mycelium weight was obtained 

for the F. avenaceum strains I113 and I496 (biomass > 50 mg) while the lowest one was related 

to strain I873 (< 20 mg). As previously observed with the radial growth values, the I113 isolate 

was at the top of the ranking while I112 was among the strains characterized by the lowest 

fungal biomass.  

Looking at enniatins yields, while all strains were shown to produce quantifiable amounts 

of enniatins in our culture conditions, significant differences in concentration values were 

observed (Figure 7A). After 11 days of culture in FDM liquid medium, toxin concentrations (in 

µg per g of dry mycelium) were comprised between 30 µg/g and 8500 µg/g. Low producing 

strains (I112, I113 and I611) characterized by enniatin yields lower than 150 µg/g could be 

distinguished from high producing ones (the nine remaining strains) for which the 

concentrations of enniatins were higher than 1500 µg/g. Notably, the I612 isolate was shown 

to produce more than 8000 µg/g of enniatins (Figure 7A). Our results, illustrating the 

occurrence of a high variation in the toxigenic potential of F. avenaceum strains, corroborate 

previously published data (Stępień and Waśkiewicz, 2013; Covarelli et al., 2015; Prosperini et 

al., 2017). For example in the study of Fanelli et al. (2014), the concentrations of enniatins 

produced by a panel of F. avenaceum strains in FDM agar medium ranged from 14 µg/g to 350 

µg/g of enniatins (Fanelli et al., 2014). 

Our results indicated that, depending on the strain, not only the amounts of yielded toxins 

were variable but also the types of enniatins that were produced (Figures 7A and 7B). With 

regard to the distribution of enniatin forms, a large majority of the studied F. avenaceum strains 

produced mainly enniatins of the type B (Figure 7 A). Indeed, for nine strains, enniatin B was 

the predominant form, followed by enniatin B1, A and A1. 
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These results are in accordance with the predominance of enniatin B in contaminated grains 

(Dagnac et al., 2016; Prosperini et al., 2017). For a set of strains, the low producing ones, the 

profiles of enniatins were completely different: enniatin A1 was the only form quantified in 

I611 broths, enniatins A1 and B1 were produced by I113 (with enniatin A1 being the 

predominant form), enniatins A1, B1 and B were produced by I112.  

 

Figure 7. Cumulative histogram of enniatins (A, A1, B and B1) produced (µg/g) after 11 days of culture in FDM 

medium for A) the 12 strains of F. avenaceum and B) a zoom on the low toxin-producing strains. For each 

strain, the biomass value (mg) is represented by . Error bars represent the standard deviation of three 

biological replicates.  
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As a reminder, the diversity of enniatins is due to the primary precursors and more 

precisely the amino acids entering the biosynthesis pathway (Süssmuth et al., 2011). Thus 

enniatin B is formed with three residues of valine, enniatin B1 with two valine and one 

isoleucine, enniatin A with three isoleucine and enniatin A1 with two isoleucine and one valine. 

The different profiles of the strains studied in the present study could be related to different 

compositions of broths as regards amino acids, as a result of differences in fungal metabolism. 

These different profiles could also be the result of different affinities of the ESYN protein to 

amino acids. Such differences in amino acid affinities were reported for Fusarium sambucinum 

that mainly produces enniatin A or for Fusarium lateritium that yields enniatin B (Pieper et al., 

1992). It would be relevant to compare the structure of the ESYN protein of each studied F. 

avenaceum strain to visualize the potential occurrence of structural differences that could 

explain different affinities for amino acids.  

 

III.4. Effect of temperature on the fungal biomass and enniatins production by F. 

avenaceum  

The twelve F. avenaceum strains were cultivated in liquid FDM medium at four different 

temperatures (15°C, 20°C, 25°C and 30°C). Mycelium weights and enniatin yields were 

quantified in 11-day-old broths. Fungal biomass data gathered in Figure 8 indicate that all the 

tested strains were able to grow at the four temperatures. A great variation was observed within 

each temperature condition. When comparing the average values of growth, the highest 

amounts of fungal biomass were obtained at 20°C and 25 °C.  

 

 
Figure 8. Fungal biomass quantified in 11-day-old FDM broths inoculated with the twelve F. avenaceum strains 

and incubated at 15°C, 20°C, 25°C and 30°C (D is°C). Point (●) represents the average, horizontal axis (─), the 

median and vertical axis (│) is the whisker. Differences between all temperature conditions were determined 

using Anova. Significant differences between each temperature are indicated by letters (Tukey’s Post Hoc Test, 

α = 0.05). 
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Regarding the growth profile of each of the twelve strains as a function of temperature, 

different tendencies were observed. While for most strains the highest mycelium weights were 

obtained at 20°C (I112, I494, I495, I499, I611, I873 and I874), the I612 strain was characterized 

by a highest fungal biomass value when cultivated at 15°C. Besides, the development of the 

strains I113, I498 and the strain I497 was shown to be favoured at 25°C and 30°C, respectively. 

Altogether our results have revealed that F. avenaceum strains had the capacity to grow 

over a wide range of temperatures, which could be one reason for their presence in various 

climates characterized by different temperature patterns. Moreover, our data indicating that 

20°C-25°C was the privileged temperature range for a large majority of the studied strains 

corroborate previously published data (Pettitt and Parry, 1996; Brennan et al., 2003; Hudec and 

Muchová, 2010) 

When considering the enniatins data, results reported in Figure 9 evidenced that the 

temperature conditions could significantly affect the production of enniatins by F. avenaceum 

(p = 5.2 x 10-14). At the lowest temperatures (15°C and 20°C), no production was detected for 

most strains. The average enniatins production was highest at 25°C and was shown to still occur 

at 30°C. Figure 9 also illustrates the variation among strains for a given temperature, 25°C or 

30°C.  

 

 
Figure 9. Enniatin amounts (sum of A, A1, B and B1 in µg/g) quantified in 11-day-old FDM broths inoculated 

with the twelve F. avenaceum strains and incubated at 15°C, 20°C, 25°C and 30°C (D is°C). Point (●) represents 

the average, horizontal axis (─), the median and vertical axis (│) is the whisker. Differences between all 

temperature conditions were determined using Anova. Significant differences between each temperature are 

indicated by letters (Tukey’s Post Hoc Test, α = 0.05). 
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At the fungal strain level (Figure 10), while most of strains appeared as unable to produce 

enniatins at 15°C (Figure 10), a quantifiable amount of mycotoxins was detected for three 

strains (I611, I873 and I874). Besides, 15°C was the temperature which has led to the highest 

concentration of enniatins for the strain I611. All strains significantly produced enniatins at 

both 25°C and 30°C, with a mycotoxin yield higher at 25°C than 30°C (Anova test, p < 0.05).  

 

 

Figure 10. Temperature effect (15°C, 20°C, 25°C or 30°C) on the production of enniatins by the different strains 

of F. avenaceum after 11 days of culture in FDM medium. 

 

Overall, our data suggest that whatever the considered temperature between 15°C and 

30°C, a production of enniatins can occur, which could partially explained the worldwide 

occurrence of this group of mycotoxins in cereal crops. To our knowledge, few studies have 

investigated the impact of the temperature conditions on the production of enniatins by F. 

avenaceum. We can mention the study of Kokkonen et al., 2010 that has investigated the 

combined effect of water activity and temperature on the production of enniatins (aw of 

0.994/15°C, aw of 0.994/25°C and aw of 0.960/25°C) using a restricted set of three different 

strains. Those authors have concluded that none of the conditions they tested was more 

favourable than another. For another enniatin-producing species, F. sambucinum, the toxin 

production was reported to be favoured by temperatures higher than 20°C and lower than 30°C 

(Audhya and Russell, 1974). Similarly, for F. oxysporum, the maximum production of enniatins 

(H, I and MK1688) was observed at 25°C, even though this production could occur at 15°C, 

20°C and 30°C (Lee et al., 2011).  
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To summarize, our data indicated that not only the growth of F. avenaceum but also its 

toxigenic potential was significantly affected by temperature. In general, a temperature of 20°C 

was shown to favour the fungal development while the enniatins production of F. avenaceum 

occurred more favourably at a higher temperature (25°C). This has been commonly reported in 

other Fusarium species. For instance, an optimum temperature for the growth of Fusarium 

langsethiae was determined at 20-25°C while for F. sporotrichioides, this optimum was 25-

30°C (Nazari et al., 2014). The optimal temperature for the production of T-2/HT-2 toxins by 

F. langsethiae was 15°C and between 10-15°C for F. sporotrichioides. In comparison, F. 

graminearum and F. culmorum grow best at temperatures between 25°C-28°C although their 

production of trichothecenes B takes place over a wider temperature range between 15°C and 

28°C (Llorens et al., 2004). These temperature differences could participate to the contrasting 

geographical distribution of these different species: F. langsethiae being present mainly in 

Europe (Torp and Nirenberg, 2004) and F. culmorum, F. graminearum or F. sporotrichioides 

under more various climates (Llorens et al., 2004; Glenn, 2007). 

 

III.5. Effect of ambient pH on fungal biomass and enniatins production by F. avenaceum 

strains 

The effect of ambient pH on F. avenaceum fungal biomass is shown in Figure 11. After 

11 days of culture, a mycelium development was observed whatever the pH conditions (FDM 

buffered at pH 4, pH 5, pH 6 and pH 7). Taken together, our data indicated contrasted fungal 

biomass values with higher biomass values at pH 6 and pH 7 than at pH 4 and pH 5 (p = 4.1 x 

10-8). Moreover, a greater variation between strains was observed at pH 6 and pH7 than at lower 

pH. 

 

 
Figure 11. Fungal biomass quantified in 11-day-old FDM broths (buffered at pH 4, pH 5, pH 6 and pH 7) 

inoculated with the twelve F. avenaceum strains. Point (●) represents the average, horizontal axis (─), the 

median and vertical axis (│) is the whisker. Differences between all pH conditions were determined using 

Anova. Significant differences between each pH are indicated by letters (Tukey’s Post Hoc Test, α = 0.05).  
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In Figure 12, it can be pointed out that most strains have a higher growth rate at pH 6-7. 

One exception was the strain I611 which showed a similar growth whatever the pH conditions 

(~ 0.04 g). The fungal biomass accumulated in 11-day-old broths did not exceed 0.1 g regardless 

of the pH, excepted for the I113 cultivated at pH 6 and pH 7. 

 

Figure 12. Differences in fungal biomass according to pH conditions (FDM buffered at pH 4, pH 5, pH 6 and pH 

7) for each of the twelve strains after 11 days of culture. Points (●) represents the biological replicates and 

vertical axis (│) is error bar. Significant differences between each pH are indicated by letters (Tukey’s Post Hoc 

Test, α = 0.05). 
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The amounts of enniatins produced by the twelve F. avenaceum strains in the different 

pH conditions are shown in Figure 13. It clearly appears that the production levels were not 

significantly different between pH conditions (p = 0.11).  

 

 
Figure 13. Enniatin amounts (sum of A, A1, B and B1 in µg/g) quantified in 11-day-old FDM broths (buffered at 

pH 4, pH 5, pH 6 and pH7) inoculated with the twelve F. avenaceum strains. Point (●) represents the average, 

horizontal axis (─), the median and vertical axis (│) is the whisker. Differences between all pH conditions were 

determined using Anova.  

 

Besides, F. avenaceum strains were shown to have contrasted pH response profiles 

(Figure 14). For the strains I612, I496 and I498 and the two low producing isolates, I611 and 

I113, the amounts of yielded enniatins were not significantly different whatever the pH of the 

culture media. For the strains I495 and I112, the amounts of enniatins quantified in 11-day-old 

broths were significantly higher for the pH values 4 and 5. Thus, the strain I112 was shown to 

produce more than 1500 µg/g of enniatins at pH 4 and less than 100 µg/g at pH 5, 6 and 7. 

Conversely, for the strain I497 and to a less extend for the strains I873 and I874, the FDM 

media buffered at pH 6 and/or pH 7 were shown to be the best conditions to promote the 

production of enniatins. We have also analysed the forms of enniatins produced by each strain 

in the different FDM buffered media and observed that the pH conditions did not significantly 

modify the profiles observed in the unbuffered FDM medium (data not shown).  

Overall, results of this pH experiment indicate that all the tested strains of F. avenaceum 

can grow and produce enniatins regardless of the considered pH of the FDM medium, in the 

range 4-7. Our data have also highlighted that the pH conditions required for a maximal 

production of enniatins were highly variable between strains. To our knowledge, our study is 

the first one describing the effect of ambient pH on the production of enniatins by F. 

avenaceum. A study focusing on the production of enniatins by F. sambucinum (Audhya and 

Russell, 1974) has suggested that the synthesis of these mycotoxins could be favoured at 

alkaline pH conditions.  
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Our results are consistent with literature data that have evidenced the ability of strains of 

various fungal species (Aspergillus niger, Penicillium expansum) not only to grow, but also to 

produce mycotoxins over a wide pH range (Esteban et al., 2006; Zong et al., 2015). The present 

results are however quite different to what has been previously described for F. graminearum 

and the production of type B trichothecenes (Merhej et al., 2010). Those authors have shown 

that the production of deoxynivalenol was abrogated in culture media buffered at pH 6.5. 

 

Figure 14. Differences in enniatins amounts (sum of A, A1, B and B1 in µg/g) according to pH conditions (FDM 

buffered at pH 4, pH 5, pH 6 and pH 7) for each of the twelve strains after 11 days of culture. Points (●) 

represents the biological replicates and vertical axis (│) is error bar. Significant differences between each pH are 

indicated by letters (Tukey’s Post Hoc Test, α = 0.05).  
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III.6. High diversity between strains of the same species 

Using the phenotypic variables discussed above, a multivariate analysis was performed 

to assess their ability to discriminate the twelve strains of our panel. The two Principal 

Component (PC) of the resulting PCA explain 52.88% of the total variation and PC1 accounts 

for more than 36% of the variation.  

The scatter plot reported in Figure 15 shows the projection of the panel of strains. It 

highlights the high clustering of each biological replicate for each strain studied. Each strain is 

also found clearly individualized. The majority of the individuals gather in the centre of the 

scatter plot while strains I112 and I113 can be distinguished from this pool. These two strains 

discriminate from the group gathering the ten other strains (close to the origin), which for their 

part, have common characteristics.  

 

 
Figure 15. Score Plot of principal component 1 (Dim 1) and 2 (Dim 2) based on variables issued from the studies 

of colour and growth of mycelium, effect of pH and temperature on biomass and toxin production for the twelve 

different strains of F. avenaceum. Point (●) represents the biological replicates of each strain. 

 

The associated loadings plot, reported in Figure 16, shows the contribution of each 

variable to the PC and highlights the most discriminating variables between strains. Therefore, 

the observed differences between the strain I113 and the other ones may be related to its ability 

to grow efficiently at any pH and to produce weak levels of enniatins. Regarding strain I112, 

its position on the PCA may be explained by its greater growth at 30°C and by the high RGB 

values characterizing its mycelium when cultivated on solid CM plates.  
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Figure 16. Loadings plot of principal component (PC) one and two of the principal component analysis (PCA). 

 

In addition, the PCA representation indicates that the mycelium development at different 

pH and the enniatins production seem to be negatively correlated. This observation is in 

accordance with the conclusions of Stępień et al., 2011; Gálvez et al., 2017 who observed that 

the F. proliferatum growth rate did not correlate with the production of mycotoxins 

(fumonisins, beauvericin and moniliformin). More generally, this observation is in accordance 

with the widely documented idea that the production of mycotoxins plays a key role in the 

fungal adaptive response to stresses (Ponts, 2015) and that the conditions conducive to fungal 

growth are frequently not the most favourable conditions for the production of mycotoxins.  

 

 Conclusion 

 

In the present study, we reported an intraspecific phenotypic diversity for numerous traits 

related to growth and enniatins production together with contrasted behaviours according to 

modifications of environmental parameters (temperature, pH) within a panel of twelve F. 

avenaceum strains.  

Despite that our sampling is not fully representative of the species our data suggest that 

F. avenaceum shows a high variability as regards the capacity of isolates to develop and produce 

toxins in vitro, in different culture media and under different abiotic stress conditions.  
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Furthermore, while our results have evidenced that the growth and enniatins production was 

possible under a wide range of conditions, they have also shown strain differences in their 

preference for temperature and pH conditions. Altogether, the obtained data are in accordance 

with the widespread distribution of F. avenaceum such as the widespread occurrence of 

enniatins. To go further and confirm these first insights, the panel of studied strains needs to be 

enlarged such as the number of considered culture conditions. Indeed, only twelve strains 

isolated mainly from wheat (two from maize) cultivated in a same climate area (with the 

exception of two strains from Canada) were considered in the present study. According to the 

wide range of plant hosts associated with F. avenaceum (Gautier et al., 2020), it would be 

necessary to include strains isolated from vegetables and to complete our study by investigating 

the impact of the substrate composition and/or additional abiotic stresses (aw, CO2).  

The origin of the observed phenotypic variation requires also to be further investigated. 

Is this variation linked to a genetic diversity? Occurrence of a genetic diversity between F. 

avenaceum strains isolated from faba beans or peas has previously been reported by several 

authors (Feng et al., 2010; Afshari et al., 2019). Regarding F. avenaceum associated with 

cereals, very few data are available. The analysis of variants between two genomes of F. 

avenaceum showed up to 3.2% of polymorphism, suggesting a high level of genomic diversity 

within the species (Lysøe et al., 2014). To go further, as previously suggested by several teams 

(Sørensen and Giese, 2013; Lysøe et al., 2014; Villani et al., 2019), a comparative genomic 

approach using the twelve strains of our panel would be of high interest, in particular regarding 

the capacity of isolates to produce secondary metabolites and different forms of enniatins. 

Lastly, our data that have shown the differences in phenotypes for a given F. avenaceum 

strain when cultivated in different environmental conditions illustrate the phenotypic plasticity 

of F. avenaceum. Phenotypic plasticity is generally acknowledged to increase the survival of 

an organism under specific conditions. Thus, the former results are another argument that can 

explain the wide variety of ecological niches in which F. avenaceum can survive.  

In conclusion, our study that supports the versatile nature of F. avenaceum already 

mentioned by Lysøe et al., 2014 has provided first insights that could partially explain the 

widespread occurrence of F. avenaceum and enniatins. This study should be deepened to 

investigate how F. avenaceum can cope with environmental changes in order to limit its current 

and future (as a result of climate change) expansion and the contamination of agricultural 

commodities with enniatins.  
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Chapitre 2 : Rôle du facteur de régulation Pac1 dans la modulation de la 

production d’enniatines par le pH ambiant chez F. avenaceum 

 

L’impact des facteurs abiotiques et en particulier du pH sur la production de mycotoxines 

et l’expression des gènes de biosynthèse associés a fait l’objet de nombreuses études (Espeso 

et al., 1993; Keller et al., 1997; Flaherty et al., 2003). Ces études se sont principalement 

concentrées sur les mycotoxines majeures (ochratoxines, aflatoxines, fumonisines, 

déoxynivalénol) et à notre connaissance n’ont pas considéré les mycotoxines dites émergentes 

comme les enniatines. Pour exemple, il a été montré que la production de trichothécènes et 

l’expression des gènes Tri chez F. graminearum sont induites à pH acide (Merhej et al., 2010). 

Les auteurs précédents ont de plus suggéré que l’expression des gènes Tri est sous le contrôle 

d’un facteur de transcription, nommé FgPac1, orthologue du facteur de transcription PacC 

identifié par Peñalva and Arst, 2002 chez A. nidulans comme acteur majeur de la réponse aux 

changements de pH. Ces travaux ainsi que ceux portant sur d’autres familles de mycotoxines 

sont présentés dans le paragraphe II.1 (Homéostasie du pH, facteur de transcription PacC et 

production de mycotoxines) de la partie introductive de ce manuscrit de doctorat.  

Nos résultats présentés dans le Chapitre 1 ont montré que le pH ambiant est un élément 

important de modulation de la biosynthèse d’enniatines, soulevant la question des mécanismes 

moléculaires impliqués. Au cours des travaux présentés dans ce Chapitre 2, nous avons testé 

l’hypothèse qu’il existe un facteur de régulation orthologue de PacC chez F. avenaceum dont 

l’expression module la production d’enniatines. 
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 Résultats 

 

I.1. pH et production d’enniatines par F. avenaceum : résultats marquants 

(« Préambule », Chapitre 1) 

Dans la partie « Préambule », nous avons suivi l’évolution du pH et la cinétique 

d’accumulation d’enniatines au cours du développement de la souche I612 de F. avenaceum en 

milieu liquide FDM. Nous avons mis en évidence que le développement fongique 

s’accompagne d’une alcalinisation du milieu : pH 4 à J0 vs. pH 8 à J10.  

Dans le Chapitre 1, l’analyse des effets du pH (entre 4 et 7) sur le développement 

mycélien et la production d’enniatines d’un panel de 12 souches F. avenaceum a montré que :  

 Les milieux neutres (pH 6-7) sont les plus favorables au développement de F. 

avenaceum ; 

 Pour tous les isolats considérés, une production d’enniatines est possible quel que soit 

le pH, entre 4 et 7 ; 

 La valeur de pH conduisant à une production maximale d’enniatines est différente selon 

les souches, ce qui nous a conduit à identifier trois groupes de souches caractérisés par trois 

types de profils de réponse au pH : (1) une production d’enniatines équivalente pour tous les 

pH testés, (2) une production d’enniatines réduite dans les milieux FDM tamponnés à des pH 

proches de la neutralité (6 ou 7), (3) une production d’enniatines réduite dans les milieux 

tamponnés à des « pH acide » (4 ou 5). 

Pour tenter de décrypter les mécanismes sous-jacents de modulation de la production 

d’enniatines par le pH, nous avons choisi parmi notre panel une souche « représentante » pour 

chacun des profils énoncés précédemment à savoir la souche I494 pour le profil (1), la souche 

I612 pour le profil (2) et la souche I497 pour le profil (3). La souche I874 dont le génome est 

séquencé (FaLH03 dans Lysøe et al., 2014 a également été retenue. Les profils de production 

de ces quatre souches en fonction des conditions de pH sont présentés sur la Figure 1. Ces 

quatre souches modèles seront utilisées tout au long de ce Chapitre 2. 
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Figure 1. Effet du pH (en milieu FDM ou FDM tamponné à pH 4, pH 5, pH 6 et pH 7) sur la production 

d’enniatines (somme des enniatines A, A1, B et B1 en µg/g de biomasse sèche) par quatre souches de F. 

avenaceum (I494, I497, I612 et I874) après 11 jours de culture. Les étoiles * indiquent que le Test de Student est 

significatif (* p-value < 0,05, ** p-value < 0,01) par rapport au milieu FDM.  

 

I.2. Identification et caractérisation d’un orthologue putatif de FgPac1 chez F. 

avenaceum 

A partir du protéome de référence Fa05001 de F. avenaceum, nous avons cherché une 

séquence homologue de Pac1 et trouvé un orthologue putatif (accession GenBank n°KIL88987) 

avec 88% d’identité. Nous l’appellerons FavPac1 pour la suite de notre étude. Un alignement 

protéique multiple a été réalisé et est présenté en Figure 2. La protéine FavPac1 partage 43%, 

48%, 86% et 88% d’identité de séquence en acides aminés avec la protéine PacC/Pac1 d’A. 

nidulans, N. crassa, F. oxysporum et F. graminearum respectivement. Les séquences protéiques 

de Pac1 de F. graminearum et de F. avenaceum présentent la plus forte homologie de séquence 

par rapport aux autres espèces. Cette protéine est constituée de 635 acides aminés et contient 

trois domaines en doigt de zinc de type C2H2 hautement conservés (position 66-86, 99-121 et 

129-149) dans la région N-terminale. Pac1 de F. avenaceum contient également trois régions 

hautement conservées que sont les domaines A, B, C et la boîte protéase de signalisation. 

Toutefois ces régions sont moins bien conservées en N-terminal tandis que les doigts de zinc 

partagent quant à eux une plus grande identité entre les différentes espèces.  
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Le gène qui code FavPac1 a une taille de 2020 pb et possède trois exons et deux introns 

(Scaffold 12 (-) join (136516…137982, 138042…138245, 138299…138535)). Un orthologue 

putatif de Pac1 existe donc chez F. avenaceum ; son rôle dans la production d’enniatines et 

dans la régulation de l’expression des gènes esyn1 et kivr a été étudié. 

 

Figure 2. Alignement de séquences protéiques multiple de FavPac1 avec d’autres séquences homologues de 

PacC caractérisées. Les séquences traduites des gènes Pac1 de F. graminearum (HM745929), pacC de F. 

oxysporum (AY125958), Pac1 de F. avenaceum (KIL88987), pacc-1 de N. crassa (Q7RVQ8) et pacC d’A. 

nidulans (Z47081) sont présentées. L’alignement a été généré avec le logiciel CLC Sequence Viewer 8. Les 

régions grisées correspondent aux domaines en doigts de zinc conservés. Les trois régions d’interaction sont 

colorées respectivement en orange pour la région A, en vert pour la région B et en jaune pour la région C (voir 

l’Introduction). La boîte de reconnaissance par la protéase de signalisation est soulignée. Les deux sites de 

clivage (maturation protéolytique) sont représentés par un triangle rouge et les deux sites de fixation de PalA 

avec un ovale bleu. 
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I.3. Construction de mutants délétés pour le gène FavPac1 

Des mutants knock-out (KO) Fav∆Pac1, ont été construits pour chacune des quatre 

souches de F. avenaceum précédemment présentées, i.e., I494, I497, I612 et I874. Chez ces 

mutants, la séquence codante du gène Pac1 est remplacée par une cassette de résistance à 

l’hygromycine (notée HYGROR) utilisée comme marqueur de sélection (Figure 3A). Après 

deux cycles d’isolement monosporal des transformants obtenus, l’intégration de la cassette de 

résistance à l’hygromycine au locus FavPac1 dans ces derniers a été vérifiée par amplification 

PCR des jonctions créées ainsi que l’absence d’amplification de la séquence codante de 

FavPac1 (Figure 3B). La perte de la séquence codante de FavPac1 (Figure 3C) ainsi que 

l’absence d’intégration ectopique de la cassette de résistance à l’hygromycine ont été validées 

par re-séquençage des génomes entiers. 

 

 
Figure 3. Construction et validation des mutants Fav∆Pac1. A) Les mutants KO Fav∆Pac1 contiennent en 

remplacement du gène Pac1, une cassette de résistance à l’hygromycine (HYGROR) intégrée au locus par 

recombinaison homologue. Les amorces utilisées pour réaliser la construction de ces mutants par fusion de trois 

fragments PCR sont représentées par des flèches numérotées. B) Stratégie PCR pour valider la délétion du gène 

Pac1 chez les transformants de F. avenaceum : a) PCR réalisée avec la paire d’amorces 7/11 ; un fragment de 

1148 pb indique l’intégration de la cassette de résistance côté 5’. b) PCR réalisée avec la paire d’amorces 12/10 ; 

un fragment de 1030 pb indique l’intégration de la cassette de résistance côté 3’. c) PCR réalisée avec la paire 

d’amorces 13/14 ; un fragment de 123 pb indique la présence de Pac1 chez le WT mais absent chez Fav∆Pac1. 

C) Visualisation de l’absence de Pac1 chez les mutants mais présent chez le WT suite à un séquençage à haut 

débit (Illumina® - Banque NGS). L’alignement a été générée avec le logiciel JBrowse par rapport à la souche de 

référence Fa05001 portant le gène Pac1 (FAVG1_07381). 
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Parmi les vingt-six transformants sélectionnés (toutes souches confondues) résistants à 

l’hygromycine, seize contenaient la cassette HYGROR intégrée uniquement au locus. Le détail 

des transformants et mutants KO obtenus pour chaque fond génétique est présenté dans le 

Tableau 1. Nous avons conservé deux mutants Fav∆Pac1 pour chaque fond génétique pour la 

suite de notre étude. 

 

Tableau 1. Nombre de transformants obtenus puis validés par PCR et séquençage comme étant des mutants KO. 

 

I.4. Impact de la délétion de FavPac1 sur la capacité de F. avenaceum à produire des 

spores 

La capacité de sporulation a été étudiée chez les souches sauvages (WT) et les mutants 

KO, après quatre jours de culture en milieu CMC. Les résultats reportés sur la Figure 4 

indiquent une production de spores chez toutes les souches sauvages et mutantes. Cette 

production varie d’une souche sauvage à l’autre, avec une gamme de concentration comprise 

entre 1,28.104 - 3,45. 106 spores/mL. La souche I874 WT est la plus productrice de spores, la 

souche I494 WT est la moins productrice. Pour deux des quatre fonds génétiques, la délétion 

de FavPac1 a conduit à une réduction significative de la capacité de sporulation (I497 et I874). 

L’ampleur de cette réduction est différente et significative pour les I497∆Pac1 et I874∆Pac1. 

Par exemple, I497∆1 et I497∆2 ont perdu respectivement 42% et 75% de leur capacité de 

sporulation comparée à I497 WT. Cependant, cette délétion n’a pas eu d’effet sur les fonds 

génétiques I494 et I612. Il est important de noter que toutes les spores avaient la même forme ; 

il n’y avait pas de différence entre les souches sauvages et délétées. Ces résultats indiquent que 

la délétion de Pac1 peut affecter la sporulation. 

 

  

 I494 I497 I612 I874 

Transformants obtenus 10 3 3 10 

Validation par PCR/Séquençage 6 3 2 5 
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Figure 4. Comparaison de la sporulation moyenne entre WT et ∆Pac1. Pour chaque échantillon, des implants ont 

été incubés pendant 4 jours à 25°C sous agitation et à l’obscurité pour induire la sporulation en milieu liquide 

CMC. Les spores sont dénombrées au microscope à l’aide d’une cellule de Thoma (trois comptages 

successifs/souche). Les résultats ont été comparés à l’aide d’un test ANOVA (p < 0,05) suivi d’un test Tukey (p 

< 0,05). Les barres d’erreur représentent l’écart-type des trois répétitions biologiques moyennées. 

 

I.5. Impact de la délétion de FavPac1 sur la réponse au stress chez F. avenaceum 

Pour analyser le rôle de FavPac1 dans la réponse à différents stress abiotiques, les 

souches sauvages et les mutants KO associés ont été cultivés en présence de NaCl et sorbitol 

(stress osmotique), de H2O2 et cadmium (stress oxydant). La Figure 5 rassemble l’ensemble des 

photographies prises après 11 jours de culture.  

Dans le milieu solide complet (CM), les souches sauvages ont totalement envahi les 

boîtes. La délétion de FavPac1 chez les souches mutantes n’a pas (ou très faiblement, par 

exemple pour I874) affecté leur croissance ; des différences dans l’apparence du mycélium sont 

cependant observées. Pour tous les isolats testés, la supplémentation en H2O2 15 mM montre 

une totale absence de développement due à un retard de croissance ou de germination. Pour les 

milieux CM additionnés avec du NaCl 1 M, du sorbitol 1 M, ou du chlorure de cadmium 150 

µM, des différences de phénotype ont pu être observées entre souches sauvages et les mutants 

KO (Figure 5). L’effet le plus marqué est observé avec le NaCl : l’ensemble des souches 

mutantes a montré une sensibilité accrue comparée à celle des souches sauvages. Avec la 

supplémentation en sorbitol (1 M), la croissance des souches sauvages n’a pas semblé être 

affectée et seuls les mutants I494∆5 et I494∆9 ont montré une croissance réduite. Au-delà de 

la croissance, l’aspect du mycélium était également différent entre les sauvages et les mutants, 

le mycélium des Fav∆Pac1 était « mousseux ».   
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Figure 5. Etude de la croissance radiale des souches sauvages et des mutants de F. avenaceum. Les spores 

(104/mL) des souches sauvages de F. avenaceum et leur ∆FavPac1 respectifs ont été inoculées pendant 11 jours 

sous l’effet d’un stress oxydatif avec du peroxyde d’hydrogène (H2O2, 15 mM) ou du chlorure de cadmium 

(CdCl2, 150 µM) et d’un stress osmotique avec du sorbitol (1M) ou du chlorure de sodium (NaCl, 15 mM).  
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La présence de cadmium dans le milieu a affecté visiblement le développement des 

souches sauvages I612 et I874 et a limité la croissance des isolats délétés pour FavPac1 pour 

les fonds génétiques I494, I497 et I612. Ces observations suggèrent que FavPac1 joue un rôle 

dans les mécanismes de réponse à des stress abiotiques chez F. avenaceum. Ce rôle serait 

particulièrement important dans le cas d’un stress salin NaCl et dépendant du fond génétique 

pour un stress osmotique sorbitol ou oxydant de type CdCl2. Il est intéressant de noter que la 

délétion de FavPac1 a affecté la sensibilité des souches mutantes I494 (souche pour laquelle 

les conditions de pH entre 4 et 7 ne modulent pas significativement la production d’enniatines) 

pour tous les stress testés, notamment avec le sorbitol.  

 

I.6. La délétion de FavPac1 affecte la réponse de F. avenaceum au pH ambiant en termes 

de croissance et de production d’enniatines 

Afin de déterminer si FavPac1 est impliqué dans la modulation de la croissance et de la 

production d’enniatines par le pH ambiant, les souches sauvages ainsi que les souches 

Fav∆Pac1 ont été cultivées pendant 12 jours dans différentes conditions de pH (Figure 6). Trois 

milieux ont été testés : le milieu FDM (avec évolution du pH, i.e., de pH 4 à J0 à pH 8 à J12), 

le milieu FDM tamponné à pH 4 et le milieu FDM tamponné à pH 7. Dans les cultures en milieu 

FDM non tamponné et en FDM tamponné à pH 7, l’évolution du pH a été suivie et s’est révélée 

identique entre les souches et leurs mutants (données non présentées). Chez les sauvages, le pH 

du milieu FDM pH 4 est constant jusqu’en fin de culture alors qu’un pH de 6-7 est mesuré chez 

les Fav∆Pac1.  

En ce qui concerne l’accumulation de biomasse (Figure 6A), les résultats obtenus en 

milieu FDM non tamponné sont variables. Les souches sauvages I494, I612 et I497 se 

développent de façon équivalente par rapport à certains de leurs mutants respectifs (I494∆5, 

I497∆Pac1 et I612∆1) a contrario du fond génétique I874 où c’est la souche sauvage qui se 

développe moins bien que ses mutants I874∆Pac1. De plus, l’absence du gène FavPac1 chez 

les mutants I494∆9 et I612∆2 conduit à une diminution de la biomasse par rapport à celle du 

sauvage. Il apparait que pour les conditions en milieu FDM tamponné à pH 4, la croissance des 

différentes souches mutantes est augmentée significativement comparée à celle des souches 

sauvages et ceci pour les quatre fonds génétiques testés. Néanmoins il faut rappeler qu’un 

changement de pH est survenu chez les mutants Fav∆Pac1, ce qui peut expliquer ces 

différences de biomasse.  
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Figure 6. Comparaison entre WT et ∆Pac1 A) de la biomasse fongique (en mg) et B) de la production 

d’enniatines (somme ENS A, A1, B et B1 en µg/g) après 12 jours de culture en milieu FDM ou FDM tamponné, 

ND signifie non détecté. Les barres d’erreur représentent l’écart-type des trois répétitions biologiques 

moyennées. Les résultats ont été comparés à l’aide d’un test ANOVA (p < 0,05). 
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A pH 7, on remarque une croissance fongique importante chez tous les sauvages. En 

revanche, une réduction significative de la croissance est observée pour l’ensemble des souches 

délétées pour FavPac1. L’ensemble de ces résultats indique que FavPac1 serait impliqué dans 

la modulation du développement fongique sous l’effet du pH ambiant chez F. avenaceum mais 

qu’il n’en est pas le seul acteur.  

En ce qui concerne la production d’enniatines (Figure 6B), les résultats sont différents 

selon la souche considérée pour les cultures en milieu FDM non tamponné. On observe une 

diminution de la production d’enniatines chez les souches mutantes comparées aux sauvages 

pour I494 et I874, une augmentation pour I497 et une absence d’effet pour I612.  

A pH 4, la délétion de FavPac1 a induit une augmentation de la production d’enniatines 

chez les mutants des souches I494 (uniquement I494∆9), I497 (uniquement I497∆1) et I612. 

Toutefois cette délétion n’a pas conduit à des différences significatives pour le fond génétique 

I874, ni pour certains mutants de d’autres fonds génétiques (I494∆5 et I497∆2). Une réduction 

drastique à pH 7 est constatée pour les souches KO comparées aux souches sauvages. Cette 

diminution est à mettre en relation avec la réduction de croissance décrite précédemment à pH 

7 chez tous les mutants (Figure 6A). Ces données indiquent que la modulation de la production 

d’enniatines sous l’effet du pH ambiant est médiée pour partie par FavPac1.  

Cette étude a été complétée par la comparaison des niveaux d’expression des gènes 

impliqués dans la biosynthèse des enniatines (esyn1 et kivr) entre la souche sauvage I612 et son 

mutant I612∆2 après 4 jours de culture (Tableau 2). L’expérience a été réalisée pour les milieux 

FDM non tamponnés et FDM pH 4, l’absence de croissance des souches KO à pH 7 rendant 

l’analyse impossible à ce pH et à ce temps de culture. Les analyses en qPCR vont dans le même 

sens que les données de toxines : l’expression d’esyn1 est multipliée par un facteur de 450 et 

celle de kivr par un facteur proche de 22 chez la souche délétée cultivée à pH 4 comparée à la 

souche WT. De plus, nous avons vérifié que Pac1 s’exprimait uniquement chez les sauvages. 

Ces données confirment que d’autre(s) acteurs serai(en)t impliqué(s) dans la régulation de 

l’expression des gènes de biosynthèse d’enniatines par le pH ambiant chez F. avenaceum. 
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Tableau 2. Facteurs de régulation en Log2 obtenus pour les gènes esyn1 et kivr de la souche F. avenaceum 

I612∆2 par rapport à la souche sauvage I612 en milieu FDM pH 4 après 4 jours de culture. Les facteurs de 

régulation Log2 ont été calculés à l’aide du logiciel REST. 

Souche 
Gènes 

esyn1 kivr 

I612 WT/ I612∆2 -2,463 -0,708 

 

Nos résultats illustrent le rôle de FavPac1 dans la modulation de la croissance fongique 

et la production d’enniatines sous l’effet du pH ambiant. Ce rôle est apparu comme dépendant 

du fond génétique. Ces résultats sont synthétisés dans le Tableau 3. 

 

Tableau 3. Synthèse des résultats obtenus. 

 

  

 Souches WT FavPac1  Souches mutantes Fav∆Pac1 

pH milieu FDM pH 4 FDM pH 7 

FDM pH 4 

(augmente pH final 

6-7) 

FDM pH 7 

Croissance FDM 

tamponné/FDM 
+/- + + - 

Croissance 

Fav∆Pac1/WT 
x + - 

Production toxines 

FDM tamponné/FDM 
- +/- +/- - 

Production toxines 

Fav∆Pac1/WT 
x +/- - 

Forme Pac1 Pac172 Pac127 Pac1 Pac1 

Hypothèse 

Diminution de la 

biosynthèse = 

production basale de 

toxines 

Biosynthèse de 

mycotoxines non 

stimulée = Pac1 

impliqué en « just-

in-time » 

Activation de la 

biosynthèse (2/4 

fonds génétiques) = 

Autre(s) facteur(s) 

Absence d’activation 

de la biosynthèse 
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 Discussion 

 

Plusieurs études ont mis en évidence l’influence de l’environnement sur la production de 

mycotoxines chez les champignons filamenteux (Merhej et al., 2011, 2012; Montibus et al., 

2013). Nous avons remarqué une augmentation de pH (de 4 à 8 en 10 jours) du milieu de culture 

non tamponné au cours de la croissance de F. avenaceum (en « Préambule »). Cette capacité à 

alcaliniser le milieu, a déjà été rapportée pour d’autres genres fongiques (Fernandes et al., 2017) 

et pourrait être une stratégie mise en place par F. avenaceum pour créer un environnement 

favorable à son développement. En ce qui concerne la production d'enniatines, nos résultats ont 

montré que ces mycotoxines peuvent être produites dans une large gamme de pH, entre 4 et 7 

(voir Chapitre 1), à l’inverse de ce qui est observé chez F. graminearum pour lequel un 

changement de pH extracellulaire et un milieu acide (pH ≤ 4) est nécessaire à la production de 

toxines selon des mécanismes qui impliquent le facteur de transcription FgPac1 (Gardiner et 

al., 2009; Merhej et al., 2010). Nous nous sommes intéressés au système de régulation régi par 

le pH chez F. avenaceum. Ce système est très conservé et le rôle clef de ce facteur de 

transcription PacC/Rim101p a été mis en évidence chez de nombreux champignons filamenteux 

et levures (voir l’Introduction). Des orthologues de PacC d’A. nidulans existent et sont bien 

caractérisés chez divers champignons dont FgPac1 chez F. graminearum. Dans cette étude, 

nous avons identifié une séquence homologue protéique FavPac1 et elle partageait 

respectivement 86% et 88% d’identité avec F. oxysporum et F. graminearum. En revanche, 

avec les autres orthologues d’autres genres fongiques (N. crassa ou A. nidulans), le facteur 

FavPac1 de F. avenaceum présentait un faible degré de conservation, en particulier dans la 

région des doigts de zinc et au niveau des trois domaines d’interaction ce qui suggère des 

réseaux de régulation différents. 

La construction de mutants KO de FavPac1 a été entreprise afin de déterminer si ce 

facteur de transcription jouait un rôle dans la modulation des plusieurs traits physiologiques 

chez F. avenaceum. Nous avons ainsi observé que cette délétion affecte négativement la 

sporulation mais seulement pour deux des quatre fonds génétiques (I497 et I874). Ce résultat 

est en accord avec ce qui a été observé chez d’autres champignons comme A. carbonarius et S. 

cerevisiae, pour lesquels la sporulation est affectée (Li and Mitchell, 1997; Barda et al., 2020) 

mais aussi chez F. graminearum et A. ochraceus pour lesquels la délétion n’induisait pas de 

modifications  dans leur capacité de conidiation (Merhej et al., 2011; Wang et al., 2018).  

  



128 

 

Nos résultats ont aussi indiqué que FavPac1 semblait intervenir dans la tolérance à 

certains stress abiotiques et en particulier un stress NaCl. Nous pouvons cependant nous 

demander (i) si les mutants Fav∆Pac1 sont capables de modifier le pH des milieux CM en 

présence de stress et ainsi (ii) si c’est le pH ou la délétion qui est responsable de cette perte de 

tolérance au stress. Il sera important de compléter notre travail avec le suivi de l’évolution du 

pH dans les milieux CM.  Chez F. oxysporum, Caracuel et ses collaborateurs ont indiqué que 

les souches dépourvues du gène PacC étaient plus sensibles au stress salin en raison d’un défaut 

dans le processus intracellulaire d’efflux des cations (Na+ et K+) (Caracuel et al., 2003). Ce 

champignon dispose soit d’un système d’extrusion dépendant de PacC mettant en jeu le gène 

ENA1 codant pour une pompe Na+ -ATPase (de type-P, famille des efflux) à pH alcalin (Benito 

et al., 2002), soit d’un système indépendant de PacC basé sur la présence d’un antiport Na+/H+ 

pour maintenir l’homéostasie des niveaux de sodium intracellulaire à pH alcalin. Il serait 

intéressant de disposer d’éléments supplémentaires (suivi du pH, expression des gènes 

ENA1…) chez F. avenaceum pour conclure d’un éventuel lien entre la signalisation du pH et 

les gènes de type ENA1 dans les mécanismes de réponse au stress salin.  

Nos résultats ont aussi indiqué que les souches délétées pour trois des quatre fonds 

génétiques étudiés étaient caractérisés par une croissance très affectée par un stress oxydatif 

induit par CdCl2. Chez F. graminearum, le facteur de transcription FgAP1 notamment 

intervient dans la réponse au stress oxydant par l’activation de gènes codant pour des enzymes 

de détoxification (Montibus et al., 2015). Une séquence consensus de PacC a été retrouvée en 

amont du gène AaAP1 d’Alternaria alternata, homologue de FgAP1 (Lin et al., 2009). En ce 

qui concerne le  stress oxydatif de type peroxyde d’hydrogène, la littérature rapport qu’il affecte 

la germination des spores chez de nombreuses espèces fongiques (Joseph et al., 1998; Hatem, 

2017), en accord avec l’absence de croissance observée pour tous les isolats dans les milieux 

supplémentés avec H2O2. A notre connaissance, l’effet du stress oxydant sur F. avenaceum 

n’est pas connu. 

En ce qui concerne l’implication de FavPac1 dans la régulation de la production 

d’enniatines sous l’effet du pH ambiant chez F. avenaceum, nos résultats ont souligné la variété 

des mécanismes potentiellement impliqués, en lien avec l’observation que la production 

d’enniatines est possible quel que soit le pH du milieu entre 4 et 8. Un milieu tamponné à pH 8 

(données non présentées) a été testé pour les quatre des fonds génétiques étudiés, un 

développement mycélien et une production d’enniatines sont possibles à ce pH basique.  
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Les quatre souches sauvages se développaient mieux mais produisaient moins d’enniatines en 

FDM pH 8 par comparaison avec le milieu FDM non tamponné. Toutefois les résultats obtenus 

(croissance et toxines) entre la condition FDM pH 7 et FDM pH 8 étaient semblables. 

L’absence de production d’enniatines pour les souches délétées pour FavPac1 à pH 7 

suggère que le gène esyn1 serait suractivé à pH neutre-alcalin par rapport à pH 4 aussi bien chez 

les sauvages que chez les mutants. En parallèle, l’absence d’effet de la délétion à pH 4 pour 

deux fonds génétiques étudiés (sur les quatre) est en accord avec l’idée de l’absence de 

maturation de la protéine FgPac1 à pH 4 et donc de l’absence de son action.  

Pour la suite de nos travaux, deux approches peuvent être proposées pour confirmer que 

FavPac1 est un véritable orthologue de FgPac1 ; le add-back en restituant la copie unique de 

FavPac1 ou la complémentation fonctionnelle en insérant FgPac1 chez les Fav∆Pac1. Dans 

les deux cas, si le phénotype sauvage est restauré, nous confirmerons que le phénotype des 

mutants est bien dû à la délétion et la fonction de FavPac1 sera alors démontrée. 

La littérature rapporte que d’autres régulateurs sont capables d’influencer la production 

de métabolites secondaires, en lien avec les variations de pH, comme la source de carbone ou 

d’azote (Kim et al., 2005; Serrano et al., 2002). Par exemple, le mutant Fg∆Pac1 de F. 

graminearum est capable de produire des toxines à pH neutre alors que cette production est 

totalement réprimée chez la souche sauvage et ce résultat semble être lié de à la présence d’une 

unique source d’azote dans le milieu synthétique glucose (Merhej et al., 2011), le nitrate. De 

plus, l’équipe de Gardiner a montré que certaines amines et le pH agissaient en synergie pour 

induire l’expression des gènes Tri ainsi que la production de déoxynivalénol à pH acide 

(Gardiner et al., 2009).  

Nous pouvons supposer que les mécanismes de régulation de l’assimilation de l’azote (lié 

au facteur de transcription GATA AreA) interfèrent avec le facteur de régulation FavPac1 chez 

F. avenaceum compte tenu des résultats obtenus chez les Fav∆Pac1 (pH final du milieu FDM 

pH 4 = 6-7). Les milieux riches en azote modulent la production de fumonisines par le biais de 

ce facteur AreA sous un pH neutre-alcalin (Mihlan et al., 2003; Kim and Woloshuk, 2008). De 

plus, il est important de noter que ce facteur de régulation est inactif à un pH inférieur à 6 et 

que le milieu FDM contient des sources d’azote (NaNO3). 
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Ces arguments laissent à penser qu’en FDM pH 4, AreA joue un rôle dans l’activation de 

la biosynthèse d’enniatines chez les mutants. Pour vérifier l’implication des différents facteurs 

évoqués précédemment (ENA1, AreA), nous pourrions envisager de faire du RNA-sequencing 

(RNA-seq) sur les sauvages et mutants Fav∆Pac1. 

Ainsi, même si les mécanismes restent à être précisés, l’ensemble de ces travaux a montré 

que, comme chez d’autres champignons filamenteux, le facteur de transcription FavPac1 

orthologue putatif de PacC intervient dans la modulation de l’expression de plusieurs traits 

phénotypiques chez F. avenaceum, dont la production d’enniatines.  
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  Matériels et méthodes 

 

La plupart des procédures expérimentales ont déjà été décrites dans le « Préambule » et 

le Chapitre 1. 

 

III.1. Souches, milieux et conditions de culture  

Quatre souches de F. avenaceum, toutes productrices d’enniatines ont été utilisées pour 

cette étude. Dans le Tableau 4 figure les caractéristiques de ces souches. Les cultures de spores 

ont été réalisées en milieu CMC (Cappellini and Peterson, 1965). Des essais sur la sporulation 

ont été réalisés directement à partir de ces cultures en CMC filtrées puis les spores ont été 

dénombrées sur cellule de Thoma. Des essais de croissance ont été réalisés avec des spores 

comme source d’inoculum (104 spores/mL) sur un milieu complet (CM) (Ilgen et al., 2009) 

auquel est ajouté avant solidification du peroxyde d’hydrogène, chlorure de cadmium, sorbitol 

ou chlorure de sodium (Sigma Aldrich®, Saint Louis, USA). La production de toxines a été 

mesurée en culture liquide FDM et en milieu FDM tamponné (pH 4 et pH 7). Pour chacune de 

ces expérimentations, trois réplicats biologiques ont été réalisées.  

 

Tableau 4. Liste des souches F. avenaceum utilisées pour l’étude. 

 

  

Souches Fournisseur Hôte Lieu et Année 

d’isolement 

INRA 

874 

Canadian Collection of Fungal 

Cultures (FaLH03) 

Blé de printemps Canada, 2011 

INRA 

612 

GEVES (01.01.09.06) Blé Ecosse, 2010 

INRA 

497 

Bayer Blé tendre France (09), 2007 

INRA 

494 

Bayer Blé tendre France (56), 2007 



132 

 

III.2. Identification in silico de Pac1 chez F. avenaceum 

La séquence de Pac1 de F. graminearum (accession GenBank n°HM745929) a été utilisée 

comme donnée d’entrée pour effectuer un Blast protéique (blastp). Le résultat de l’alignement 

protéique a donné une seule séquence chez F. avenaceum Fa05001 correspondant au « ph-

response transcription factor » (accession GenBank n°KIL88987). Un alignement multiple 

protéique a été réalisé avec le logiciel CLC Sequence Viewer 8 en utilisant les séquences 

protéiques de Pac d’autres genres fongiques comme F. oxysporum (accession GenBank 

n°AY125958), N. crassa (accession GenBank n°Q7RVQ8) et A. nidulans (accession GenBank 

n°Z47081). 

 

III.3. Ingénierie des mutants Fav∆Pac1  

Quatre souches sauvages de F. avenaceum (I494, I497, I612 et I874) ont été utilisées 

comme souches parents pour construire les mutants délétés Fav∆Pac1. Tous les primers et 

conditions d’amplification utilisés sont présentés dans le Tableau 5. Les régions flanquantes de 

Pac1 (977 pb en 5’ et 886 pb en 3’) sont amplifiées par PCR (deux couples de primers utilisés : 

1/2 et 3/4) chez la souche I874 de F. avenaceum.  

La cassette de résistance à l’hygromycine contient le gène hph sous contrôle du 

promoteur, CPC1 de N. crassa et du terminateur TrpC d’A. nidulans. Elle a été amplifiée par 

PCR avec les primers 5/6 issue du plasmide pBSK(-) NeoHygroR. L'assemblage in vivo des 

fragments a été réalisé par recombinaison homologue dans la souche FY1679 de S. cerevisiae 

transformée avec trois fragments de produits de PCR. Pour les deux suivantes ; l’extraction 

ADN de S. cerevisiae et l’amplification de la construction complète sont détaillées dans la 

publication de Chen et al., 2020. Les transformants fongiques obtenus sont validés par PCR 

(Tableau 1) puis par séquençage NGS.  

 

III.4. Séquençage et analyses  

Pour le séquençage des génomes des souches sauvages et mutantes suivi de l’analyse des 

données, le protocole expérimental figure dans l’article de Chen et al., 2020. 
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Tableau 5. Liste des amorces utilisées pour la construction et la validation des mutants ∆Pac1 chez                             

F. avenaceum. Les nucléotides en gras correspondent aux séquences complémentaires entre chaque fragment à 

amplifier. L’ADN polymérase Haute Fidélité (Phusion™, Kapa Hifi) et l’ADN polymérase GoTaq® sont 

utilisées pour les amplifications PCR. Lorsque l’ADN polymérase GoTaq® est utilisée, elle est mentionnée par 

une étoile (*) dans le tableau. Pour chaque couple de primers est défini une température d’hybridation (Ta). 
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Chapitre 3 : Modulation de la biosynthèse d’enniatines par les acides 

phénoliques  

 

Article: “Investigating the efficiency of hydroxycinnamic phenolic acids to 

inhibit the production of enniatins by F.avenaceum and modulate the 

expression biosynthetic genes.” Gautier et al., 2020. 
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Article 

Investigating the efficiency of hydroxycinnamic 

phenolic acids to inhibit the production of enniatins 

by F. avenaceum and modulate the expression of 

biosynthetic genes  

Charlotte Gautier 1, Laetitia Pinson-Gadais 1, Marie-Noelle Verdal-Bonnin 1, Christine Ducos 1, 

Judith Tremblay 1, Sylvain Chéreau 1, Vessela Atanasova 1 and Florence Richard-Forget 1,* 

1 INRAE, Mycology and Food Safety (MycSA), F-33882 Villenave d’Ornon, France; charlotte.gautier@inrae.fr 

(C.G.); laetitia.pinson-gadais@inrae.fr (L.P.); marie-noelle.verdal-bonnin@inrae.fr (M.B.); 

christine.ducos@inrae.fr (C.D.); tremblay.jud@hotmail.com (J.T.); sylvain.chereau@inrae.fr (S.C.); 

vessela.atanasova@inrae.fr (V.A.); florence.forget@inrae.fr (F.F.) 

* Correspondence: florence.forget@inrae.fr (F.F.); Tel.: +33-557-122-483 

Abstract: Enniatins (ENNs) that belong to the group of emerging mycotoxins are widespread 

contaminants of agricultural commodities. There is currently insufficient evidence to rule out health 

concern associated with long-term term exposure to ENNs and efforts must be strengthened to define 

control strategy. While the potential of plant compounds to counteract the contamination with 

legislated mycotoxins has been reported, nothing was known regarding ENNs. The present study 

evidenced for the first time the efficiency of hydroxycinnamic acids to inhibit the fungal growth and 

ENNs yield by Fusarium avenaceum. Notably, 0.5 mM of exogenous ferulic, caffeic and p-coumaric acids 

led to a drastic reduction of ENNs synthesis in pH4 broths, ferulic acid being the most potent. The 

ENNs inhibitory activity of ferulic acid was shown to be associated with a significant down-regulation 

of the expression of ENNs biosynthetic genes. To further investigate the bioactivity of ferulic acid, its 

metabolic fate was characterized in fungal broths and the capacity of F. avenaceum to metabolize it 

through a C2-clivage type degradation demonstrated. Overall, our data support the promising use of 

ferulic acid in ENNs prevention strategies, either as part of an environmental-friendly plant-care 

product or as a biomarker of plant resistance. 

Keywords: Fusarium avenaceum; enniatins; phenolic acids; transcriptional control 

Key Contribution: This study demonstrates the high efficiency of ferulic acid to down-regulate the 

expression of enniatins biosynthetic genes and inhibit the production of enniatins by F. avenaceum. These 

data along with the apparently weak potential of F. avenaceum to metabolize ferulic acid support the 

promising use of ferulic acid in strategies aiming to prevent the contamination with enniatins. 
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1. Introduction 

Mycotoxins are a critical food safety concern in various agricultural commodities, posing 

significant health risk to humans and livestock. These fungal metabolites have also a significant 

economic impact that includes increased health care cost, reduced livestock production, losses in crops, 

or product recalls. This economic consideration also embraces costs of mycotoxins management linked 

to prevention, sampling, analysis, mitigation and litigation. Extensive research effort has been 

implemented during the past decades with the aim to reduce the levels of mycotoxins in food and 

feedstuffs [1]. Since mycotoxins are hardly to be eliminated once they are present in commodities, 

prevention methods, gathering pre-harvest field management and post-harvest storage, are 

acknowledged as the most efficient strategies to ensure food and feed safety and have been one of the 

major research topics related to mycotoxins [2–4]. Currently more than 400 mycotoxins produced by a 

variety of fungal species have been evidenced. Among this huge number of metabolites, a small set of 

approximately 30 mycotoxins, designed as major mycotoxins because of their high toxicological 

relevance, has been the subject of in-depth studies. These major mycotoxins include Aspergillus 

mycotoxins (aflatoxins and ochratoxins), Penicillium mycotoxins (ochratoxins and patulin) and Fusarium 

mycotoxins (deoxynivalenol, zearalenone, fumonisins). These toxins are regulated in many countries. 

In Europe [5], the regulation (EC) No 1881/2006 established maximum permissible limits for these major 

mycotoxins in various foodstuffs. In the two past decades, a class of lesser-known mycotoxins, gathered 

under the term “emerging mycotoxin” has gained increased interest among the scientific community. 

There is no clear definition for the term “emerging mycotoxin”; it covers a range of mycotoxins that are 

neither routinely analyzed nor legislatively regulated, the occurrence of which is increasingly 

documented [6]. The Fusarium mycotoxins enniatins (ENNs), beauvericin, moniliformin and 

fusaproliferin fall into this group of mycotoxins. The most prevalent toxins among the so-called 

emerging mycotoxins are ENNs [7] that can be found in a wide range of substrates including potato, 

apple, sugar beet, coffee beans and cereal grains, cereals being the most commonly contaminated 

agricultural commodities [8]. The map of ENNs occurrence in European cereal harvests, recently drawn 

by Gautier et al. [9], clearly illustrates the high frequency of ENNs contamination events together with 

the high values of contamination levels that can exceed 500 mg kg-1 for certain crops and countries. 

ENNs are cyclic hexadepsipeptides. To date, 29 ENNs that are distinct from each other by the nature of 

the N-methylamino acid residues have been identified [10]. Among these 29 variants, ENNs A, A1, B 

and B1 are the most frequently detected in cereal grains; their chemical structures are reported in Figure 

1. Nearly 30 fungal species have been shown to have the capacity to yield ENNs, with Fusarium 

avenaceum and Fusarium tricinctum being the major contributors of the contamination of cereal grains 

[9]. While the chemical pathway of ENNs biosynthesis has been well documented [11], its genetic basis 

is less known. In addition to esyn1 encoding the enniatin synthetase, a non-ribosomal peptide 

synthetase, that plays a primary role in the biosynthetic pathway of ENNs, only one other gene, kivr, 

that encodes a ketoisovalerate reductase, has been related to ENNs biosynthesis [9]. Notwithstanding 

the high prevalence of ENNs in food and feed products, sometimes even in high concentrations, there 

are still significant knowledge gaps regarding their toxicity. Actually, whereas their cytotoxicity has 

been widely investigated leading to the demonstration of various effects including apoptosis, 

mitochondrial damages and reactive oxygen species production [12], their in vivo toxicity remains 

poorly documented. There are not sufficient in vivo toxicity data to allow performing a human risk 

assessment and not enough evidence to rule out concern about long-term exposure [13]. The issue of 

interacting toxic effects when ENNs co-occur with other major mycotoxins should also not be neglected 

[14]. Thus, in the light of current scientific knowledge, health risks induced by ENNs exposure cannot 

be excluded and efforts must be pursued to define efficient control strategy to minimize the presence of 

these mycotoxins in agricultural commodities. 
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Figure 1. Chemical structure of enniatins A, A1, B and B1. 

The preharvest strategy package recommended to reduce Fusarium mycotoxins in cereal harvests 

combines several interventions including adaptation of the crop sequence, crop residue management, 

choice of cultivar, proper use of fungicide and appropriate sowing date and rate [15]. In recent years, 

the environmental and health risks associated with chemical pesticides, plus the risk of increased 

spreading of Fusarium isolates resistant to commonly used synthetic fungicides, have stimulated 

research into alternative methods of disease management. Prevention measures based on the use of 

phytochemicals with antimicrobial activities have been investigated [16]. Increasingly, plant phenolic 

compounds have become the subject of mycotoxin research and many groups have demonstrated their 

capacity to restrain the fungal growth and the production of various mycotoxins, including Fusarium 

mycotoxins such as deoxynivalenol [17–19], T2 and HT2 toxins [20,21] and fumonisins [22,23]. However, 

to the best of our knowledge, no study has examined the effect of phenolic compounds on the growth 

of ENNs-producing Fusarium species and on ENNs biosynthesis. Among phenolic compounds, 

hydroxycinnamic acids, that are the most widely distributed phenolic acids in plants, have been 

frequently reported to display the highest bioactivity against toxigenic fungi [24]. This high efficiency 

has been ascribed to their lipophilic and antioxidant properties, two characteristics assumed to play a 

primary role in antifungal and mycotoxin inhibitory activities [25].  

The present work aimed at providing first insights on the potential of phenolic hydroxycinnamic 

acids such as caffeic (CAF), ferulic (FER), p-coumaric (COUM), chlorogenic (CHLO), sinapic (SIN) and 

syringic (SYR) acids to interfere with the growth of F. avenaceum and its production of ENNs. To a better 

understanding of the mechanisms involved in the modulation of ENNs yields, the capacity of selected 

hydroxycinnamic acids to modulate the expression of ENNs biosynthetic genes was analyzed. The 

study was complemented with further investigation into the way hydroxycinnamic acids can be 

degraded or converted by F. avenaceum. 
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2. Results 

2.1 Effect of hydroxycinnamic acids on the radial growth of F. avenaceum I612 

Concentrations that inhibit 50% of the radial growth (IC50 values) of F. avenaceum I612 cultivated 

on solid Potato Dextrose Agar (PDA) medium were determined for six selected hydroxycinnamic acids 

and are gathered in Table 1. The determined IC50 values ranged from 1.4 mM to 5.2 mM. The lower the 

IC50 value, the higher the fungicidal efficiency of the phenolic acid under consideration. Thus, FER and 

COUM were characterized as the most toxic compounds whereas CAF and CHLO displayed the 

weakest antifungal effect against F. avenaceum. 

Table 1. Experimental half-maximal inhibitory concentration (IC50) values of hydroxycinnamic acids 

against F. avenaceum I612 cultivated on solid Potato Dextrose Agar medium. 

Phenolic acids CAF FER CHLO COUM SIN SYR 

IC50 (mM) 5.1 1.4 5.2 1.4 3.4 3.4 

CAF - caffeic acid, FER – ferulic acid, CHLO – chlorogenic acid, COUM – coumaric acid, SIN – sinapic acid, SYR – 

syringic acid. 

2.2 Effect of hydroxycinnamic acids on mycelium weights and production of ENNs by F. avenaceum I612 

The antifungal effect and mycotoxin inhibitory activity of the six selected hydroxycinnamic acids 

were further investigated in buffered liquid media inoculated by F. avenaceum I612. A concentration of 

0.5 mM, which is close to the amounts of phenolic acids in wheat grains [26], was chosen. Two pH 

conditions (pH 3 and pH 6) were considered to flank the pKa values of the phenolic acids and evaluate 

the contribution of dissociated and non-dissociated forms to their bioactivity. pKa values of the studied 

phenolic acids are reported in Table 2. Data regarding mycelium weights indicated the occurrence of a 

significant inhibition of F. avenaceum fungal biomass accumulation for only two conditions: cultures at 

pH 3 supplemented with 0.5 mM FER and SIN acids (data not shown). In 10-day-old cultures, mycelium 

weights were reduced by 43% and 36% in presence of FER and SIN, respectively. The amounts of ENNs 

(sum of ENN A, A1, B and B1) produced by F. avenaceum I612 in pH 3 and pH 6 buffered liquid cultures 

supplemented or not with hydroxycinnamic acids (0.5 mM) are reported in Table 2. In pH 3 media, a 

significant inhibition of the ENNs biosynthesis was induced by phenolic acid supplementation, 

regardless of the hydroxycinnamic acid. Notably, no ENNs or only traces of ENNs were detected in 

FER, CAF and COUM treated broths. A drastic reduction in ENNs yields was also observed in presence 

of CHLO, SIN and SYR acids with inhibitory ratios reaching 98, 92 and 80%, respectively. In pH 6 

modalities, for which dissociated forms of hydroxycinnamic acids are predominant, a significant 

reduction of ENNs production was evidenced for three treatments: FER, CAF and COUM acid-

supplemented broths. The inhibition percentages were lower than those quantified in media buffered 

at pH 3, ranging from 35% (CAF) to 70% (COUM). No significant inhibition was observed with SIN, 

SYR and CHLO. 
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Table 2. Effect of hydroxycinnamic acids at 0.5 mM on the production of enniatins by F. avenaceum I612 

in Fusarium defined medium buffered at pH 3 and pH 6. 

Phenolic acid pKa value Enniatins (A, A1, B, B1) sum (µg g-1 of dry biomass) 

  FDM medium pH 3 FDM medium pH 6 

Control  -  1664.68 ± 175.58 1627.87 ± 179.45 

CAF 4.62 1.23 ± 0.88* 967.29 ± 176.46* 

FER 4.58 0.00* 620.98 ± 148.95* 

CHLO 2.66 31.56 ± 6.09* 1872.27± 308.99 

COUM 4.64 0.56 ± 0.21* 441.52 ± 87.72* 

SIN 6.61 128.50 ± 33.32* 1443.46 ± 309.60 

SYR 3.90 335.97 ± 41.53* 1662.08 ± 569.59 

CAF - caffeic acid, FER – ferulic acid, CHLO – chlorogenic acid, COUM – coumaric acid, SIN – sinapic acid, SYR – 

syringic acid, FDM - Fusarium defined medium. Data are means ± standard deviation using three biological 

replicates. Differences between control and tested phenolic acids were determined using Kruskal-Wallis test. 

Asterix (*) indicates significant differences when compared with control (Conover-Iman method, P < 0.05). 

2.3 Effect of FER, CAF and COUM on fungal biomass and production of ENNs by a panel of F. avenaceum strains 

The effect of 0.5 mM FER, CAF and COUM – the three phenolic acids characterized by the highest 

bioactivity in the previous trial – was further evaluated using five additional F. avenaceum strains with 

different capacities to produce ENNs (Table 4, material and methods section). Two strains of the panel 

were low-producing ones (I112 and CBS 143.25) and three were high-producing isolates (I495, I497 and 

FaLH27) characterized by ENNs yields close or higher than 1000 µg g-1 of dried mycelium in 10-day-

old broths. The I612 strain belongs to this group of high-producing isolates. pH values of the liquid 

buffered media were set at pH 4 and pH 7 to flank pKa values of the phenolic acids whereas allowing 

the production of ENNs by each of the considered strains in all untreated cultures. Results (mycelium 

weights and ENNs) are expressed as the ratio between the amounts quantified in the treated cultures 

and in control ones (Figures 2 and 3). 

With regards to antifungal effects in pH 4 buffered media (Figure 2a, 2b and 2c), a significant 

reduction in fungal biomass was observed for three strains in FER-treated cultures (I495, CBS 143.25 

and FaLH27 with inhibition rates ranging from 25 to 55%), for one strain with COUM (I495 - inhibition 

rate close to 50%) whereas no significant inhibition was evidenced in cultures supplemented with CAF. 

In pH 7 buffered media, a substantial inhibition (close to 50%) of the fungal growth was observed for 

only two modalities: I497 broths supplemented with COUM and FER. Altogether, our data clearly 

evidence the highly variable sensitivity of F. avenaceum strains to the three selected phenolic acids. 

According to the number of impacted strains, FER appears as a more potent antifungal compound than 

COUM and CAF. 
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Figure 2. Effect of (a, d) caffeic acid, (b, e) p-coumaric acid and (c, f) ferulic acid at 0.5 mM on the fungal 

biomass weights of six F. avenaceum strains in 10-day-old broths buffered at (a, b, c) pH 4 and at (d, e, f) 

pH 7. Differences between control and phenolic acid-treated cultures were determined using Kruskal-

Wallis test. Asterix (*) indicates significant differences when compared with corresponding controls 

(Conover-Iman method, P < 0.05). 

Looking at ENNs yields, results reported in Figure 3 clearly evidence the drastic inhibition induced 

by each of the three phenolic acids in pH 4 buffered media, regardless of the inoculated isolate. Notably, 

exogenous FER abrogated the production of ENNs for four strains (I112, I495, I497 and CBS 143.25), led 

to traces of ENNs in I612 broths and to a 65% reduction of the ENNs amounts produced by the FaLH27 

isolate. In pH 7 buffered media, with the exception of two strains, I612 and FaLH27, for which the 

production of ENNs was slightly or not significantly inhibited regardless of the phenolic acid treatment, 

supplementation with CAF, COUM and FER led to a significant reduction in ENNs amounts. 

Taken together, the previous data suggest that the effects on fungal growth and on ENNs 

biosynthesis induced by hydroxycinnamic acids can be two independent events. Indeed, for most of the 

modalities, a significant reduction in ENNs yields was observed while the fungal growth was not 

affected. Moreover, even though inhibitory effects on fungal growth and ENNs yields were shown in 

pH 7 buffered media, the number of affected strains and the inhibition rates were broadly higher in pH 

4 condition. These data corroborate the highest bioactivity of non-dissociated forms of phenolic acids. 
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Figure 3. Effect of (a, d) caffeic acid, (b, e) p-coumaric acid and (c, f) ferulic acid at 0.5 mM on enniatins 

production by six F. avenaceum strains in 10-day-old broths buffered at (a, b, c) pH 4 and at (d, e, f) pH 

7. Differences between control and phenolic acid-treated cultures were determined using Kruskal-Wallis 

test. Asterix (*) indicates significant differences when compared with corresponding control (Conover-

Iman method, P < 0.05). 

2.4 Effect of FER on the expression of ENNs biosynthetic genes from F. avenaceum I612 

To further investigate the mechanism by which FER can affect the production of ENNs, the 

expression of two genes involved in the ENNs biosynthesis pathway (esyn1 and kivr) was analyzed. The 

expression of esyn1 and kivr was compared from F. avenaceum I612 strain grown in pH 4 and pH 7 media 

supplemented or not with 0.5 mM FER after 5 days of culture. As reported on Figure 4, the production 

of ENNs in the culture media used for this study starts at day 4, speeds up between day 4 and day 7 to 

then stabilizes. Levels of the elongation factor ef1α and the RNA polymerase II (rpb2) genes, used as 

reference genes, were not different between ferulic-treated cultures and untreated cultures. The 

expression values of the target esyn1 and kivr genes were normalized by the reference gene expression 

values and were expressed as down regulation factor in the treated conditions relative to the control 

conditions (Table 3).  
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Figure 4. Kinetics of (a) fungal growth and (b) enniatins production by F. avenaceum I612 in Fusarium 

defined media buffered at pH 4 (grey) and at pH 7 (black) supplemented (striped grey or striped black) 

or not (full grey or full black) with ferulic acid at 0.5 mM. Differences between control and ferulic acid-

treated cultures in terms of fungal biomass and enniatins were determined separately for each day using 

Kruskal-Wallis test. Asterix (*) indicates significant differences when compared with corresponding 

control (Conover-Iman method, P < 0.05). FER – ferulic acid, FDM – Fusarium defined medium. 

Our data indicate a substantial downregulation of the expression of esyn1 and kivr induced by 

exogenous FER in the pH 4 medium. Indeed, the log2 values of the regulation factors reached -11.5 for 

esyn1 and -8.4 for kivr, meaning that the expression of esyn1 was reduced by more than 2900 times and 

that of kivr by more than 330 times. This result suggests that the decrease in ENNs production observed 

in pH 4 FER-treated cultures (as clearly seen in Figure 4b) could be ascribed to a decrease in the level of 

biosynthetic genes expression. In pH 7 media, the expression of esyn1 and kivr was minimally affected 

by the FER treatment (log2 values of the regulation factor were - 0.75 for esyn1 and - 0.6 for kivr), in 

accordance with the lack of observed effect on toxin production (Figure 4b). 
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Table 3. Log2 regulation factors obtained for esyn1 and kivr genes in the ferulic acid supplemented 

culture relative to the control culture. 

Medium Gene 

 esyn1 kivr 

FDM / FDM + FER - 3.4 - 3.1 

FDM pH 4 / FDM pH 4 + FER - 11.50 - 8.40 

FDM pH 7 / FDM pH 7 + FER - 0.75 - 0.6 

Log2 regulation factors were calculated using the REST software. FDM - Fusarium defined media, FER – ferulic 

acid. 

2.5 Fate of FER in F. avenaceum I612 broths 

To investigate the metabolization pathway of FER by F. avenaceum, evolution of FER amounts was 

monitored in culture supernatants over the course of F. avenaceum I612 growth in pH 4 and pH 7 media. 

Results are gathered in Figures 5a and 5b. First analyses showed that FER levels were stable in pH 4 and 

pH 7 non-inoculated cultures during the 15 days of incubation at 25°C (data not shown). In supernatants 

of pH 4 inoculated cultures (Figure 5a), a rapid decrease in FER amounts during the first days of culture, 

i.e. during the exponential phase of fungal growth (Figure 4a), was observed, resulting in non-

quantifiable levels at day 7. In liquid chromatography/diode-array detector (LC/DAD) profiles of the 

supernatants monitored at 260 nm, the presence of two additional peaks was highlighted. On the basis 

of retention times and UV spectra of reference standards, these peaks were identified as vanillic acid 

(VAN) and protocatechuic acid (PROTO). VAN was only quantified at day 4 and day 5; the highest 

quantified amount was closed to 0.3 µmoles. PROTO was detected starting 5 days after inoculation with 

levels ranging from 0.1 to 0.25 µmoles. In supernatants of pH 7 inoculated cultures (Figure 5b), the 

decrease in FER amounts was slower than that observed in pH 4 broths; 12% of the supplemented FER 

was still present in 10-day-old broths. Similarly to what was observed in pH 4 broths, the FER decrease 

was accompanied by the formation of VAN and PROTO. Regardless of the pH of the media, VAN and 

PROTO were not present in non-inoculated supernatants supplemented with FER, suggesting that their 

production could be related to the metabolization of FER by F. avenaceum. The unbalanced ratio between 

FER disappearance (4 µmoles) and VAN + PROTO acids accumulation (below 1 µmole) may indicate 

the occurrence of additional mechanisms underpinning the decrease in FER. In addition to other 

metabolization pathways leading to products that were not be visualized with the LC/DAD method 

used throughout this study, FER disappearance could also result from its penetration into fungal cells. 
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Figure 5. Time-course of ferulic acid decline in F. avenaceum I612 cultures in Fusarium defined medium 

buffered at (a) pH 4 and at (b) pH 7. Chemical structure of ferulic acid and its metabolites. Values are 

expressed as means ± standard deviation using three biological replicates. FER – ferulic acid, VAN - vanillic 

acid and PROTO – protocatechuic acid. 

 

3. Discussion 

According to the increasing evidence of the worldwide and frequent occurrence of crop 

contamination with ENNs, together with the potential risk of health hazards associated with chronic 

exposure and the likelihood of synergistic toxic effects when ENNs co-occur with other regulated 

mycotoxins, ENNs might pose a major threat to human and animal health [9]. Efforts should be pursued 

to define efficient control strategies to mitigate their presence in cereal harvests. Among pre- and post-

harvest measures commonly applied to combat toxigenic fungi and minimize the contamination with 

mycotoxins, chemical control is widely used. In recent years, accelerated efforts have been undertaken 

in the screening of plant metabolites for their potential use as alternatives to synthetic fungicide and the 

development of environmental-friendly solutions to counteract the growth of toxigenic fungi and their 

production of mycotoxins [16]. These efforts have been mainly concentrated on legislated mycotoxins, 

intensely on aflatoxins, ochratoxins, trichothecenes and fumonisins [27,28]. The present study 

evidenced for the first time the capacity of several plant hydroxycinnamic acids to inhibit the fungal 

growth of ENNs producing fungal isolates and to efficiently reduce the production of ENNs. Notably, 

exogenous FER, CAF and COUM were shown to drastically reduce the production of ENNs by a set of 

F. avenaceum strains cultivated at pH 4. Taken together, our data indicated that, among the most 

abundant hydroxycinnamic acids occurring in plant tissues, FER possessed the highest fungicidal 

activity against F. avenaceum but also the highest ENNs inhibitory activity. This result corroborates 

previous studies that have led to the conclusion that FER was the most potent phenolic acid with 

antifungal and anti-mycotoxin activity against various Fusarium species including Fusarium 

graminearum, Fusarium verticillioides, Fusarium poae, Fusarium langsethiae and Fusarium sporotrichioides 

[20,25,29]. According to our results, FER that has been suggested to play a pivotal role in cereal 

resistance to F. graminearum and to deoxynivalenol accumulation [24,30] could also contribute to the 

mechanisms employed by plants to counteract the infection by F. avenaceum and contamination with 

ENNs. 
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We also observed that lowering the pH value of the culture media led to an increased bioactivity 

of hydroxycinnamic acids. A same trend has been reported regarding the antimicrobial properties of 

various phenolic acids, including hydroxycinnamic and benzoic acids [31,32]. Actually, the 

concentration of undissociated forms of phenolic acids increases with decreasing pH and these 

undissociated forms are more lipophilic compared to dissociated phenolic acids. Undissociated forms 

are therefore more prone to penetrate the fungal membrane and to induce irreversible perturbations 

including hydrophobicity modifications, changes in negative surface charge and the formation of pores 

leading to leakage of essential intracellular constituents [33]. The faster disappearance of FER observed 

during the exponential phase of mycelial growth of F. avenaceum cultivated in pH 4 media compared to 

pH 7 culture media (Figure 4) is consistent with the highest solubility of undissociated forms in the 

fungal membrane. Moreover, our results suggested that FER disappearance could also result from its 

biotransformation by F. avenaceum. In fact, analysis of F. avenaceum broths showed that the decrease in 

FER was accompanied by the formation of VAN and PROTO (Figure 5). Bioconversion of FER into VAN 

by filamentous fungi has been widely studied and different metabolic pathways have been proposed. 

A first decarboxylation of FER into 4-vinylguaicol followed by its conversion into vanillin and finally 

the reduction of vanillin into VAN was suggested for Schizophyllum commune [34]. For Pycnoporus 

cinnabarinus [35], Aspergillus niger and Phanerochaete crysosporum [36], the proposed metabolic route 

includes a first oxidative cleavage of the propenoic side chain of FER to yield VAN, that can be further 

oxidized into vanillin or decarboxylated into methoxyquinone. According to our results, neither vanillin 

nor methoxyquinone were detected in FER-supplemented media inoculated by F. avenaceum. We 

however detected the presence of PROTO which could be explained by the metabolisation of VAN 

catalyzed by a vanillate-O-demethylase [37,38]. In our experiments, while more than 4 µmoles of FER 

have disappeared from the culture broths after 7 days of incubation at pH 4 or 10 days at pH 7, the sum 

of quantified VAN + PROTO acids did not exceed 1 µmole. Even though the occurrence of additional 

biotransformation pathways of FER, which the chromatographic methods we used did not allow to 

evidence, cannot be excluded, these findings could suggest that disappearance of FER in F. avenaceum 

broths is mostly due to its integration within the fungal membranes. 

When comparing the fungicidal and anti-mycotoxin activities of FER, CAF and COUM acids 

(Figures 2 and 3), it appeared that these two effects could be related to independent mechanisms. 

Indeed, for several modalities, a significant reduction in ENNs yield was observed, while F. avenaceum 

growth was not or weakly affected. As clearly demonstrated by our results, exogenous FER induced a 

drastic decrease of the expression of ENNs biosynthetic genes, which corroborates the occurrence of a 

regulatory mechanism that specifically targets the production of ENNs. These data are in accordance 

with previously published reports that have indicated that the efficiency of some natural plant 

compounds to inhibit the production of mycotoxins was associated with a transcriptional down-

regulation of biosynthetic genes. For instance, the expression of key genes involved in the biosynthesis 

of aflatoxin B1 and ochratoxin A was shown to be significantly reduced by exposure to cinnamaldehyde, 

a natural plant substance derived from cinnamon [39,40]. In the same way, the inhibition of the 

biosynthesis of type B (deoxynivalenol) and type A (toxins T-2 and HT-2) trichothecenes by FER has 

been partially ascribed to a decrease in the expression of several tri genes [17,20]. Interestingly, the 

intensity of the reduction of the expression of ENNs biosynthetic genes induced by exogenous FER was 

remarkably higher than that observed in the studies mentioned above; regulation factors higher than 

2900 for esyn1 and 330 for kivr were quantified in the present study while these factors were lower than 

10 regarding trichothecenes biosynthetic genes [17,20]. The mechanism that can explain the high 

efficiency of FER to modulate the expression of esyn1 need to be elucidated. One hypothesis could be 

linked to the capacity of FER to alleviate oxidative stress which has been shown to activate the 

biosynthesis of various mycotoxins and increase the expression of biosynthetic genes [41,42]. On a 

mechanistic view, several reports have evidenced that transcription factors homologs to Yap1 in 

Saccharomyces cerevisiae played a key role in fungal tolerance to oxidative stress and promoted the 

production of toxins [43,44]. However, while the connection between oxidative stress response and 

regulation of mycotoxin biosynthetic pathway has been investigated for most of the major legislated 

mycotoxins, nothing is known regarding the effect of oxidative stress on the production of ENNs. 
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4. Conclusions 

The results obtained in this study highlights the high efficiency of FER to inhibit the production of 

ENNs by F. avenaceum associated with a notable capacity of this phenolic acid to induce a down-

expression of ENNs biosynthetic genes. These data along with the apparently weak potential of F. 

avenaceum to metabolize FER support the promising use of this plant natural compound in strategies 

aiming to prevent the contamination of crops with ENNs, either as part of an environmental-friendly 

plant-care product or as a biomarker of plant resistance. The present study stresses the fact that efforts 

must be pursued to fully understand the mechanistic clues underpinning the effect of FER on the 

biosynthesis of ENNs but also, more generally, the effect of environmental factors o on the production 

of this family of so-called emerging mycotoxins. 

 

5. Materials and Methods  

5.1. Chemicals and standards 

For LC/DAD analysis, LC-grade acetonitrile and methanol were purchased from VWR (Fontenay-

Sous-Bois, France). Vanillic, protocatechuic, caffeic, ferulic, p-coumaric, sinapic, syringic and 

chlorogenic acids, as well as enniatin A, enniatin A1, enniatin B and enniatin B1 were purchased from 

Sigma-Aldrich (St Louis, MO). 

5.2 F. avenaceum strains, media and culture conditions 

Six F. avenaceum strains were used in this study; their characteristics and toxigenic potential are 

summarized in Table 4. They have been assigned as belonging to the F. avenaceum species by using 

qPCR, with species-specific primers [45,46]. These Fusarium strains were chosen according to the 

amount of enniatins they can produce: low producing (I112 and CBS 143.25) and high producing strains 

(FaLH27, I612, I497 and I495).  

Table 4. Origin, isolation characteristics and toxigenic potential of the F. avenaceum strains used in this 

study. 

Strain Source Host 

Country and 

year of 

isolation 

Sum of 

enniatins1 

(µg g-1) 

FaLH27 Canadian collection of fungal cultures Winter wheat Canada, 2011 1152.4 ± 98.2 

I612 INRAE/MycSA collection Wheat Scotland, 2010 2948.7 ± 21.0 

I497 INRAE/MycSA collection Soft Wheat France, 2007 995.3 ± 13.3 

I495 INRAE/MycSA collection Soft Wheat France, 2007 1360.3 ± 91.6 

I112 INRAE/MycSA collection Corn France, 2001 105.2 ± 30.2 

CBS 143.25 Centraal Bureau voor 

Shimmelkulturen, The Netherlands 

N/A2 N/A2, 1926 31.3 ± 2.8 

1 Sum of enniatin A, enniatin A1, enniatin B and enniatin B1 produced by F. avenaceum strains after 10 days of 

culture in Fusarium defined medium [45,46]. 2 N/A – Data not available. 

Stock cultures were maintained at 4°C on PDA (Difco, France) slants under mineral oil. When 

inoculum was required, the Fusarium strains were grown on PDA plates at 25°C in the dark for 5 days, 

and spore suspensions prepared in carboxymethyl cellulose (CMC) (Sigma, France) liquid medium (15 

g CMC, 1 g Yeast extract, 0.5 MgSO4, 7 H20, 1 g NH4NO3 , 1 g KH2PO4, for 1 L medium) and incubated 

in darkness at 25° C and at 180 rpm in a Multitron incubator shaker (INFORS AG, Bottmingen, 

Switzerland). After 3 days, the conidia were recovered using centrifugation (2300 g for 10 min), counted 

in a Thoma chamber and diluted with sterile water to a final concentration of 104 spores mL-1. 
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Radial growth inhibition was performed on PDA medium in Petri dishes (diameter 90 mm) 

inoculated at the center with ten microliters of I612 spore suspension at 104 spores mL-1. PDA media were 

supplemented with CAF, FER, COUM, CHLO, SIN and SYR at two, three, four, five or six mmol l-1. For 

each condition, plates (in triplicate) were incubated at 25°C for six days. 6-day-old plates were 

photographed and fungal surface areas were determined using the ImageJ software package (developed 

by the U.S. National Institutes of Health). Growth Inhibition Values (GIV) were expressed as the ratio 

[(average surface areas in the control dishes minus the average surface areas in the treated dishes) on 

the average surface areas in the control dishes]. For each phenolic acid, the relation GIV = f ([Phenolic 

Acid]) was plotted and Inhibitory Concentration 50 (IC50) was determined by linear regression for GIV 

= 50%. 

Liquid culture experiments were performed in FDM medium [47]. Buffered FDM media were 

prepared using McIlvaine buffer solutions [48]. FDM and buffered FDM were supplemented or not with 

phenolic acids at 0.5 mM. For each condition, cultures were made in triplicate. Sterile Petri dishes 

(diameter 55 mm) containing 8 mL of liquid medium were inoculated with 100 µL of spore suspensions 

at 104 spores mL-1. Fungal liquid cultures were incubated at 25°C in the dark for 10 days. Additional 

incubation times were included for the kinetic study (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, and 15 days). After incubation, the 

cultures were centrifuged at 4°C and at 5000 g for 10 minutes. The supernatants were stored at -20°C 

until analysis. Fungal biomass was measured by weighing the mycelial pellet after 48 hours of freeze-

drying (Cryotec®, France). For gene expression study at day 5, lyophilized mycelia were stored at -80°C 

before RNA extraction. Three replications and appropriate controls were carried out for each 

experimentation. For each trial, it was ensured that supplementation with phenolic acids did not modify 

the pH values of the treated cultures compared to controls. 

5.3 Extraction and analysis of enniatins 

Five milliliters of culture medium were extracted with 10 mL of ethyl acetate. Five milliliters of the 

organic phase were evaporated to dryness at 45°C under nitrogen flow. The dried samples were 

dissolved in 200 μL of methanol/water (1:1, v/v) and filtered on 0.2 µm filters before LC/DAD analysis. 

Quantification of A, A1, B and B1 enniatins was performed on a Shimadzu Prominence UPLC chain, 

equipped with two pumps LC-30 AD, a degasser DGU-20A5R, an auto sampler SIL-30 AC and a DAD 

detector SPD-M20A (Shimadzu Scientific Instruments, Noisiel, France). Separation was achieved on a 

Kinetex 2,6U XB-C18 – 100 Å column (150 x 4.6 mm; 2.6 µm) (Phenomenex, France) maintained at 45° 

C. The mobile phase consisted of water (solvent A) and acetonitrile (solvent B). The following gradient 

was used for elution: 30% B for 2.5 min, 30-99% B in 5 min, 99% B for 3.5 min, 99-30% B in 0.5 min, and 

2.5 min post-run equilibration with initial conditions. The flow was kept at 0.7 mL min-1. The injection 

volume was 5 μL. UV-visible spectra were recorded from 190 to 450 nm and peak areas were measured 

at 205 nm (2.5 – 50 µg mL-1). Quantification was performed using external calibration with standard 

solutions. 

5.4 Extraction and analysis of phenolic acids and their transformation products by I612 

Phenolic acids in supernatants of I612 broths were directly analyzed by LC/DAD with a 1100 Series 

HPLC system (Agilent, France), following the procedure described by Gauthier et al. [18]. 

5.5 Extraction of total RNA, preparation of cDNA and Real-time RT-PCR analysis 

Total RNA was extracted from 5-day-old mycelia of F. avenaceum I612 cultivated in pH 4 and pH 7 

buffered FDM media supplemented or not with 0.5 mM FER. Three biological replicates were prepared 

for each condition. Frozen mycelia (50 mg) were grounded (Precellys Evolution & Cryolis) with glass 

beads in 350 µL of lysis buffer (NucleoMag RNA® 96 Kit, Macherey-Nagel). Total RNA (separated from 

the beads and cell debris) was extracted using a MagMAX™ automated system (Thermo Fischer 

Scientific) and the NucleoMagRNA® 96 kit including a DNAse treatment following the instructions of 

the manufacturer. The quality of the prepared RNA was evaluated by agarose gel electrophoresis. The 

RNA was quantified by spectrometry (Nanodrop 1000/2000).  
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The absence of contamination with genomic DNA was verified by qPCR (Light cycler 2.0, Roche) on 1 

μL total RNA (20 ng) mixed with 9 μL of reaction mix using the QuantiFast™ SYBR® Green PCR kit 

(Qiagen, Netherlands). 

Reverse transcription was performed with the SuperSript™ IV First-Strand Synthesis System kit 

(Invitrogen) according to the supplier's protocol. The cDNA samples were stored at -20 °C until their 

use for PCR analysis. qPCR analyses were performed with a QuantStudio5™(ThermoFisher Scientific) 

using 1 µL of cDNA (10 ng of reverse transcribed RNA) mixed with 9 µL of reaction mix prepared using 

the Power Track SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems). The forward and reverse primers 

used for the genes targeted in the study are reported in Table 5. Their final concentration in the reaction 

mix was 0.5 µM. The PCR cycling conditions were set at 95°C for 20 sec, 40 x [95°C for 3 s, 60°C for 20 

s]. The melting curves were acquired by heating the samples to 95°C for 1 sec, cooling to 60°C for 20 sec 

and then slowly increasing the temperature from 60°C to 95°C at the rate of 0.15°C s-1, with a continuous 

measurement of the fluorescence. Amplification and melting curve data were generated and analyzed 

using the QuantStudioTM Design & Analysis Software v1.5.1 (Applied Biosystems). For each gene, the 

efficiency was evaluated using serial dilutions of cDNA samples. The expression levels of the genes 

studied, normalized with the expression of the reference genes ef1α (Elongation factor 1-alpha) and 

rpb2 (RNA Polymerase II Gene), were determined using the Relative Expression Software Tool 

(REST®). Results were reported in the log2 value of the ratio treated condition with FER vs control 

condition. 

Table 5. Targeted genes and associated primers used to amplify cDNA by real-time PCR. 

Gene Sequence forwards (5’-3’) Sequence reverse (5’-3’) Product (bp) Accession No. 

kivr CGGAGACTAGACCACAGTAT 
GCAAAGACGACAGAACTAC

A 
151 JPYM01000010.1 

esyn GAGTCCTCTCCCAAGTTC AGTTGAAGACCACGAGAT 102 

AF351597.2; 

AF351594.2; 

EF040582.1; Z18755.3; 

rpb2 CCGAGGATCTCGAACTTTAC CTTCCTCTTGTTCTCTCTTCTC 105 

MH582082.1; 

MK560856.1 

MK185026.1; 

MK185027.1, 

MK572784.1 

ef1α ACTTCCCCTCCAGGATGTCT GTTACCACGTCGGATGTCCT 232 JQGD01000010.1 

5.6 Expression of results and statistical analyses 

Results were presented as mean values ± standard deviation of three biological replications.  

Statistical analysis was performed with XLSTAT 2019 software (Addinsoft, Rennes, France). For all 

experimentations, differences between treaments were tested with a non-parametric Krustal-

Wallis test using Conover-Iman method. Level of significance was set at P = 0.05. 
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Discussion et Perspectives 

 

F. avenaceum est un des acteurs de la fusariose de l’épi (FHB) aux côtés d’autres espèces 

telles que F. graminearum, F. culmorum ou encore F. poae (Köhl et al., 2007). Au cours de 

l’infection et de son développement, F. avenaceum peut produire des mycotoxines émergentes 

dont les enniatines qui s’accumulent dans les grains. Ce champignon phytopathogène ainsi que 

ses toxines sont présentes dans des zones géographiques étendues (Canada, Danemark, France, 

Espagne, Cameroun, Australie…) et sur une large gamme d’hôtes incluant les céréales mais 

aussi d’autres cultures végétales (carotte, asperge, pomme de terre, pomme, noix...) (Song et 

al., 2008; Sørensen et al., 2009; Abia et al., 2013; Stępień et al., 2016; Le Moullec-Rieu et al., 

2020). Les enniatines ne sont pas réglementées par l’EFSA : bien que les propriétés toxiques 

de ces molécules ont été largement documentées par des études in vitro, le peu d’informations 

issues d’études in vivo ne permet pas une évaluation précise du risque (EFSA, 2014). 

L’existence d’une toxicité chronique pour les consommateurs ne peut cependant être écartée. 

La question de la co-occurrence des enniatines avec d’autres mycotoxines (beauvericine, 

zéaralénone, trichothécènes) et la possibilité d’effets toxiques synergiques est une autre source 

de préoccupation (Smith et al., 2016; Stanciu et al., 2017).  

L’étude bibliographique présentée en début de ce manuscrit a montré que les 

connaissances parcellaires sur le champignon F. avenaceum et la production d’enniatines 

constituaient un frein à la mise en place de stratégies de prévention. Plusieurs points critiques 

dans cette absence de connaissances ont été identifiés et ont été résumés en Figure 13 du 

chapitre « Projet de thèse ». Ils concernaient (1) la caractérisation de la diversité intraspécifique, 

(2) les facteurs et mécanismes de régulation de la biosynthèse d’enniatines, et d’autre part, (3) 

la recherche de solutions durables pour limiter l’accumulation d’enniatines dans les productions 

végétales.  

Dans ce contexte, l’objectif de mon travail de thèse était d’apporter des éléments de 

réponses aux questions évoquées précédemment. Ce travail a conduit aux résultats majeurs 

reportés en Figure 1 de ce chapitre. Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives de 

recherches, qui seront exposées en suivant.  
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Figure 1: Récapitulatif des résultats obtenus au cours de cette thèse. 
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 L’existence d’une diversité phénotypique importante chez F. 

avenaceum pourrait être un élément d’explication de sa présence 

très large et de la fréquence des évènements de contamination par 

les enniatines 

 

Les résultats de notre étude ont montré qu’il existait des caractéristiques phénotypiques 

contrastées entre les souches de F. avenaceum. En effet, au sein d’un panel de souches isolées 

de céréales, nous avons observé des différences importantes de capacité à se développer et à 

produire des toxines dans des conditions favorables à la croissance et toxinogénèse. Des 

différences ont aussi été observées dans les préférences des souches pour une température ou 

un pH testé(e) aussi bien en terme de croissance que de production d’enniatines. Nos résultats 

ont montré que les variations de températures ou de pH n’affectaient pas drastiquement le 

comportement des souches et que la croissance et la toxinogenèse de F. avenaceum étaient 

possibles dans une large gamme de conditions environnementales. L’ensemble de ces données 

a suggéré une remarquable plasticité phénotypique de l’espèce F. avenaceum. A notre 

connaissance, cette étude est la première à avoir mis en évidence une telle plasticité et diversité 

phénotypique au sein de cette espèce impliquée dans la fusariose des céréales.  

Une des limites de notre étude reposait cependant sur la taille et origine du set d’isolats 

considérés. Il sera important de poursuivre ce travail avec un nombre plus important de souches 

isolées de céréales (blé, maïs, orge, avoine…) cultivées dans différentes conditions agro-

climatiques et sur plusieurs années. L’introduction de souches isolées d’autres végétaux (fruits 

et légumes, plantes ornementales) pourrait aussi apporter des éléments de réponse sur 

l’existence de différences de phénotypes et variations de phénotypes selon l’hôte d’isolement.  

De nouvelles conditions de culture peuvent être envisagées à court terme pour une 

meilleure compréhension de la physiologie du champignon F. avenaceum. Ainsi une suite 

directe de notre travail serait de poursuivre le phénotypage sur notre panel de souches élargi 

avec l’étude de l’effet d’autres paramètres (seul et en combinaison) sur la croissance et la 

toxinogénèse : disponibilité en eau (aw), concentration en CO2, variation des sources de carbone 

et d’azote, lumière ou encore stress oxydant. Les connaissances ainsi acquises permettront de 

préciser les conditions les plus favorables au développement de F. avenaceum et à la production 

d’enniatines, et ainsi d’identifier les situations à risque ; ce qui est indispensable pour définir 

des stratégies de prévention de la contamination des productions végétales. A plus long terme, 

il sera aussi important de prendre en considération les interactions entre F. avenaceum et les 

autres espèces responsables de la fusariose de l’épi (F. graminearum en particulier).  
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Ces interactions peuvent être déterminantes et moduler le développement d’une espèce 

fongique ainsi que sa production de toxines (Ferrigo et al., 2016). 

L’origine des différences phénotypiques entre les isolats de F. avenaceum peut être de 

différente nature. Les variations observées pourraient être liées à une diversité génétique. 

Plusieurs études ont suggéré l’existence de variations génétiques au sein de cette espèce (Yli-

Mattila et al., 2002; Feng et al., 2010; Kulik et al., 2011). Il a aussi été rapporté que les isolats 

de Lisianthus n’étaient pas phylogénétiquement distincts de ceux d’autres hôtes (gazon, osier, 

pomme de terre, orge…) cultivés dans différentes localités (Japon, Californie, Iran, Finlande 

…) (Nalim et al., 2009). Ce travail de doctorat a aussi contribué à l’obtention des séquences 

génomiques pour l’ensemble des souches étudiées et se poursuivra par une approche de 

génomique comparative. Entre autres analyses, l’étude des clusters de biosynthèse de 

métabolites secondaires pourra permettre d’apporter des précisions sur la capacité des isolats à 

produire différents pigments (des différences de couleur des mycélia ont été observées) ou 

différentes formes d’enniatines (les proportions d’enniatines A, A1, B et B1 variaient selon les 

isolats). L’origine de cette diversité phénotypique peut être aussi non génétique. Dans cette 

hypothèse, ce sont les mécanismes de régulation épigénétique qui sont le plus souvent évoqués.  

L’ensemble de ces données permettra sur le long terme de prédire et anticiper la présence 

de F. avenaceum et de ses enniatines en fonction des conditions agro-climatiques. Une 

meilleure caractérisation de cette espèce est en effet essentielle pour anticiper l’évolution du 

risque d’infection et de contamination par les enniatines consécutivement aux changements 

climatiques. 

 

 Le pH ambiant régule la croissance et la production de toxines, cette 

modulation est pour partie contrôlée par FavPac1 

 

Nos résultats ont montré que les isolats de F. avenaceum étaient capables de se développer 

et de produire des toxines sur une large gamme de pH (de 4 à 7). Ils ont aussi indiqué trois 

profils différents de réponse aux variations de pH en ce qui concerne la production d’enniatines 

(production maximale aux pH 4-5, production maximale aux pH 6-7, production non affectée 

par les variations de pH). L’effet du pH ambiant sur la croissance de F. avenaceum et la 

production d’enniatines n’avait jamais été décrit auparavant, les études publiées s’étant 

concentrées sur les mycotoxines dîtes majeures.  
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Chez de nombreux champignons filamenteux et levures, la littérature rapporte l’existence 

d’un facteur de transcription orthologue au facteur PacC/Rim101p caractérisé chez A. nidulans 

comme jouant un rôle dans la régulation par le pH (Peñalva and Arst, 2002). Le champignon 

perçoit les variations de pH extracellulaire (voie des Pal) et une transduction du signal est 

assurée pour activer ce facteur de transcription. 

Il régule l’expression de deux familles de gènes, les gènes activés dit « gènes neutres-

alcalins » et les gènes réprimés dit « gènes acides ». Nous avons identifié un orthologue 

potentiel du facteur de transcription PacC/Rim101p que nous avons appelé FavPac1. Afin 

d’étudier son mode d’action, nous avons entrepris la construction de mutants KO pour le gène 

FavPac1 dans différents fonds génétiques.  

Le facteur de transcription PacC d’A. nidulans se trouve sous une forme complète non-

mature à pH acide alors que, à pH basique, il est maturé suite à deux étapes protéolytiques qui 

éliminent une partie de la protéine du côté C-terminal. Chez F. graminearum, la production de 

trichothécènes est exclusivement observée à pH acide (Merhej et al., 2010). La construction 

d’une souche modifiée exprimant constitutivement une version tronquée et active de FgPac1 

(FgPac1c) a été entreprise par Merhej et al., générant ainsi une protéine mature et active. Chez 

cette souche contenant FgPac1c, l’expression des gènes Tri et la production de toxines sont 

réprimées à pH acide (Merhej et al., 2011).  

Fort de ces résultats, nous souhaitions étudier le mode d’action de FavPac1 chez F. 

avenaceum. Si l’on suppose qu’esyn1 est un gène acide, son expression ainsi que la production 

de toxines devraient être induites à pH neutre-basique chez les mutants KO Fav∆Pac1. Si par 

contre, esyn1 est un gène neutre-alcalin, la délétion de FavPac1 devait empêcher l’activation 

de l’expression du gène esyn1, et la souche Fav∆Pac1 ne serait donc pas capable de produire 

des enniatines à pH neutre-basique. 

Nos premières observations ont mis en évidence une augmentation de pH dans les cultures 

in vitro et une expression des gènes esyn1 et kivr à des pH compris entre 4,5 et 6,5 

(« Préambule »). De plus, nos résultats ont démontré que la production de toxines était 

fortement réduite à pH neutre (pH 7) chez tous les mutants Fav∆Pac1. Ces résultats montrent 

que FavPac1 est impliqué dans la modulation de la production d’enniatines sous l’effet du pH 

ambiant et suggèrent que le gène esyn1 pourrait être un « gène neutre-alcalin ». A pH acide, la 

délétion n’a soit pas eu d’effet sur deux des mutants, soit elle a augmenté fortement la 

production d’enniatines pour les deux autres mutants Fav∆Pac1. Cette observation ainsi que 

l’existence d’une production d’enniatines pour une large gamme de pH indique l’existence 

d’autres acteurs que FavPac1 impliqués dans la modulation de cette voie de biosynthèse sous 

l’effet du pH.  
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L’expression de PacC est induite par un pH extracellulaire alcalin et il contient dans son 

promoteur des séquences consensus spécifiques à sa fixation. Ainsi, il est lui-même considéré 

comme un gène alcalin et un facteur de transcription qui autorégule son expression (Tilburn et 

al., 1995).  

La recherche de cette séquence dans le promoteur du gène esyn1 n’a pas permis 

l’identification de cette séquence spécifique bien que huit séquences aient été repérées en amont 

(< 1-kb) de FavPac1. Nous pourrions utiliser la technique de la précipitation de la chromatine 

avec un anticorps anti-FavPac1 (ChIP-seq) pour identifier les promoteurs sur lesquels le facteur 

de transcription pourrait se fixer. Egalement une approche RNA-Seq pourrait permettre 

d’identifier les candidat(s) responsable(s) de l’augmentation de la production d’enniatines chez 

les souches sauvages lorsque FavPac1 est inactif à pH acide ou actif à pH neutre-basique. Cette 

analyse transcriptomique permettrait aussi de mettre en évidence les différences de réponse du 

champignon vis-à-vis du pH (mécanismes de signalisation, voie métabolique…) selon les 

isolats. 

La régulation de la production de métabolites secondaires médiée par le facteur de 

transcription PacC n’est qu’une des nombreuses voies potentielles de régulation. La régulation 

du métabolisme secondaire des champignons est complexe et opère à différents niveaux 

incluant la régulation par des facteurs de transcription spécifique, la régulation par des facteurs 

de transcription globaux et une régulation épigénétique…(Macheleidt et al., 2016). Pour aller 

plus loin dans nos travaux de recherche, il serait intéressant d’investiguer ces autres voies. Le 

rôle des régulateurs globaux liés à l’effet de la lumière, stress oxydant, sources de 

carbone/d’azote devra être étudié (Figure 7 de l’Introduction). A notre connaissance, l’existence 

de régulateurs spécifiques (tels Tri6 et Tri10 pour la production de trichothécènes) n’a pas été 

décrite en ce qui concerne la biosynthèse d’enniatines. De même, l’existence d’un cluster de 

gènes impliqué dans la synthèse de ces toxines n’est pas connue, alors que de tels clusters ont 

été caractérisés pour un grand nombre de métabolites secondaires. Un cluster de gènes associé 

à la biosynthèse de la beauvericine a été putativement identifié chez une espèce marine de F. 

proliferatum (Zhang et al., 2013). Cette mycotoxine émergente est un analogue 

cyclohexadepsipeptidique de l’enniatine. Dans l’article de (Zhang et al., 2013), un groupe de 

treize ORF (Open Reading Frame) liés à la synthèse de la beauvericine et situé sur un seul et 

même contig est reporté. Ces ORFs coderaient, entre autres, pour la beauvericine synthétase 

putative (FpBeas), un transporteur multidrogue de la famille ABC, une métalloprotéase, une 

thioestérase, une kétoisovalérate réductase (kivr). 
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Il est alors logique de penser qu’un tel cluster pourrait être présent chez F. avenaceum. Pourtant 

les données génomiques disponibles associées à F. avenaceum n’ont pas permis de mettre en 

évidence l’existence de ce cluster (Lysøe et al., 2014).  

 

 Les acides phénoliques, inhibiteurs efficaces de la production 

d’enniatines à pH acide 

 

Les propriétés antifongiques et « anti-mycotoxines » des acides phénoliques ont été 

largement décrites dans la littérature vis-à-vis de différents champignons toxinogènes (Anjorin 

et al., 2013; Atanasova-Penichon et al., 2016). Nos résultats sont les premiers à avoir démontré 

le potentiel des acides hydroxycinnamiques à inhiber la croissance de F. avenaceum et la 

production d’enniatines. La plus forte activité a été observée pour l’acide férulique, en accord 

avec les données obtenues vis à vis d’autres Fusarium spp. (Boutigny et al., 2010; Ferruz et al., 

2016). Rappelons ici que l’acide férulique est l’acide phénolique présent en plus grandes 

concentrations dans les grains de céréales. La concentration de 0,5 mM testée dans notre étude 

est proche des concentrations physiologiques observées dans les grains de blé (Hadjout et al., 

2017). 

Nos résultats ont aussi montré l’importance des conditions de pH dans le pouvoir 

inhibiteur des acides phénoliques. En effet une inhibition nettement supérieure a été observée 

dans les milieux tamponnés à pH 4, c’est-à-dire pour des conditions de pH proches des valeurs 

de pKa (autour de 4-4,5) des acides phénoliques considérés. Ce résultat peut s’expliquer par la 

plus forte lipophilicité des formes non-dissociées qui sont ainsi plus susceptibles de pénétrer la 

membrane et d’induire des perturbations (déséquilibre ionique, perte d’hydrophobicité…) 

(Borges et al., 2013). Cette hypothèse a été corroborée par nos résultats qui ont mis en évidence 

une disparition plus rapide de l’acide férulique dans les milieux de culture à pH 4 

comparativement à pH 7 et qui ont indiqué que, même si F. avenaceum était capable de 

métaboliser l’acide férulique (en acide vanillique et protocatéchique), cette capacité de 

métabolisation semblait très modérée. Nous avons aussi montré que l’inhibition de la 

production d’enniatines était accompagnée d’une diminution remarquable de l’expression des 

gènes de biosynthèse (esyn1 et kivr). Les facteurs de régulation quantifiés étaient nettement 

supérieures à ceux observées pour les gènes de biosynthèse des trichothécènes A et B (Ferruz 

et al., 2016). 
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Des études antérieures, utilisant de l’acide férulique marqué, ont montré la capacité de 

cet acide à pénétrer la membrane plasmique chez F. graminearum (Bily et al., 2003). Pour 

poursuivre notre étude, il serait intéressant de quantifier ce composé dans le mycélium mais 

aussi d’étudier les changements potentiels qu’il induit sur la structure membranaire fongique 

en utilisant, par exemple,  la microscopie électronique à transmission (MET) (Alconada 

Magliano and Kikot, 2010; Wei et al., 2020). 

Les propriétés antioxydantes des acides phénoliques sont fortement suspectées jouer un 

rôle dans leur effet modulateur de la mycotoxinogenèse (Atanasova-Penichon et al., 2016). Il 

est en effet connu qu’un stress oxydant est un facteur activateur de la biosynthèse de différentes 

mycotoxines (Montibus et al., 2013). Cependant, l’effet du stress oxydant sur la production 

d’enniatines n’a jamais été décrit jusqu’à présent. Chez F. graminearum, le rôle du facteur de 

transcription FgAP1 dans la modulation de la production de trichothécènes en présence de 

peroxyde d’hydrogène a été démontré (Montibus et al., 2013). Pour mieux comprendre les 

mécanismes impliqués dans l’inhibition de la production d’enniatines par l’acide férulique, la 

suite logique de ces travaux serait : 1) de tester l’effet d’un stress peroxyde sur la production de 

ces toxines, 2) d’analyser l’effet de l’acide férulique sur l’expression des gènes codant pour des 

protéines impliquées dans la réponse au stress oxydant chez F. avenaceum, 3) d’analyser si des 

souches affectées pour leur réponse au stress oxydant sont plus ou moins sensibles à l’acide 

férulique.  

Actuellement, l’utilisation de variétés résistantes à l’accumulation de mycotoxines 

constitue une des voies préférentielles pour limiter la contamination des céréales par les toxines 

de Fusarium. Nos résultats pourraient suggérer que des variétés riches en acide férulique sont 

moins sensibles à l’infection par F. avenaceum et à la contamination en enniatines. Cette piste 

demande à être confirmée avec par exemple l’étude de la relation entre concentrations en acide 

férulique et résistance. L’acide férulique pourrait être ainsi un biomarqueur de résistance à 

l’infection par F. avenaceum et être très utile dans les programmes de phénotypage de variétés. 

L’acide férulique a aussi été décrit comme impliqué dans la résistance à F. graminearum de par 

son rôle dans la fortification des parois végétales, sa capacité à piéger les radicaux libres et son 

activité antifongique (Gauthier et al., 2015). De plus, la forte bioactivité de l’acide férulique en 

fait une molécule naturelle prometteuse pour une formulation de biofongicide.  
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Conclusion 

 

Ces travaux de thèse se sont concentrés sur les facteurs et les évènements pouvant affecter 

la biosynthèse des enniatines par le champignon F. avenaceum et en conséquence, les niveaux 

de contamination des récoltes. Ils ont démontré que les souches de F. avenaceum présentent un 

niveau de diversité phénotypique important ce qui pourrait expliquer l’omniprésence de cette 

espèce. De plus, F. avenaceum peut être qualifié de versatile en raison de son aptitude à se 

développer et à produire des enniatines dans différentes conditions de stress abiotiques. Notre 

étude a soulevé de nombreuses questions sur la compréhension des mécanismes qui régulent 

l’accumulation des toxines dans les grains, étape essentielle pour l’optimisation de stratégie de 

contrôle du risque mycotoxique chez les céréales.  

Même s’ils demandent à être complétés, les résultats importants obtenus au cours de ce 

projet de thèse apportent des éléments de réponses pour combler le manque de connaissances 

sur l’espèce F. avenaceum. Leur contribution à l’élaboration de plusieurs leviers pour des 

stratégies de prévention pourrait être envisagée. Le premier levier serait l’intégration des 

données dans des modèles de prédiction du risque basés sur les conditions météorologiques 

et/ou les pratiques culturales pour anticiper le risque de contamination par des enniatines et 

définir des outils d’aide à la décision. Le second correspond à leur exploitation dans la recherche 

de variétés de céréales résistantes au FHB qui est décrite comme une solution prometteuse et 

qui respecte les engagements environnementaux (Terzi et al., 2014). Enfin, le troisième levier 

est associé à la recherche de nouvelles solutions de biocontrôle (produits biologiques, 

microorganismes antagonistes du FHB…).  

Il ne faut cependant pas oublier que F. avenaceum n’est qu’un des acteurs de la fusariose 

et que son développement est fortement impacté par la présence d’autres espèces fongiques du 

genre Fusarium et autres genres, par les communautés microbiennes des épis, par l’interaction 

avec la plante hôte ; l’ensemble de ces interactions étant sous la dépendance des conditions 

agro-climatiques. Il sera essentiel de repositionner nos études dans leur contexte 

environnemental et de prendre en compte les nombreux facteurs qui participent à ces 

interactions pour, à long terme, mieux gérer et anticiper la contamination des céréales par les 

enniatines. 
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 Composition des milieux de culture 

 

CM - Culture de Fusarium sur milieu solide (Leach et al., 1982) 

Agar     20 g/L  

D-Glucose   10 g/L 

Extrait de levure  1 g/L 

Ca(NO3)2, 4 H2O  1 g/L 

KH2PO4   200 mg/L 

MgSO4, 7 H2O  250 mg/L 

NaCl     100 mg/L 

ZnSO4, 7 H20   5 mg/L 

Fe(NH4)2(SO4)2, 6 H20 1 mg/L 

CuSO4, 5 H20   250 µg/L 

MnSO4, H20   50 µg/L 

H3BO3     50 µg/L 

(NH4)6Mo7O24, 4 H20  50 µg/L 

Chloroforme   2.10-4 % (v/v) 

 

CMC – Production de spores de Fusarium en milieu liquide (Cappellini and Peterson, 1965) 

Carboxyméthylcellulose 15 g/L  

Extrait de levure  1 g/L 

MgSO4, 7 H2O  0,5 mg/L 

NH4NO3    1 g/L 

KH2PO4    1 g/L 

 

FDM - Culture de Fusarium en milieu liquide (Fanelli et al., 2013) 

Glucose   12, 5 g/L 

NaNO3    4,25 g/L 

NaCl     5 g/L 

MgSO4, 7 H2O  2,5 g/L 

KH2PO4    1,36 g/L 

FeSO4, 7 H2O   0,01 g/L 

ZnSO4     0,0029 g/L 

 

PDA - Culture de Fusarium en milieu solide (Difco™, France) 

Fécule de pomme de terre 4g/L 

Dextrose    20 g/L 

Agar      15 g/L 
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 Article:” Evolution of Fusarium tricinctum and Fusarium 

avenaceum mitochondrial genomes is driven by mobility of introns 

and of a new type of palindromic microsatellite repeats” Ponts et 

al., 2020 
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Décrypter la modulation de la biosynthèse d’enniatines par Fusarium avenaceum sous l’effet de 

stress abiotiques 

Fusarium avenaceum est un champignon filamenteux pathogène de nombreuses plantes et est un 

des acteurs majeurs de la fusariose de l’épi chez le blé et l’orge. Durant l’infection, des métabolites 

secondaires toxiques pour l’homme et les animaux (mycotoxines) telles que les enniatines sont produites 

par ce champignon. Les enniatines appartiennent au groupe de mycotoxines dîtes « émergentes » : 

même si connues depuis 1950, leur présence en quantités importantes et croissantes dans les aliments 

n’a été mise en évidence que depuis une vingtaine d’année. Actuellement la présence d’enniatines n’est 

pas surveillée de manière systématique dans les récoltes céréalières, les enniatines ne sont pas soumises 

à réglementation alors qu’elles sont omniprésentes dans les récoltes et parfois à des concentrations 

élevées. La diversité des souches productrices ainsi que les mécanismes par lesquels la biosynthèse 

d’enniatines peut être modulée au cours de l’infection de la plante et/ou en réponse aux conditions 

environnementales sont mal connus. Ce manque de connaissances constitue un frein à la mise au point 

d’outils de contrôle et de gestion de l’état sanitaire des récoltes. C’est pourquoi cette étude s’est attachée 

à apporter de premiers éléments de réponse sur la diversité phénotypique au sein de l’espèce F. 

avenaceum. Un des facteurs étudiés a concerné la réponse aux variations de pH en termes de croissance 

et de toxinogénèse et a mis en évidence des comportements très différents entre les isolats. Pour aller 

plus loin, le rôle de FavPac1, l’homologue de pacC/RIM101 codant un facteur de régulation de 

l’homéostasie du pH chez les champignons, a été étudié. Des mutants délétés pour ce gène, mutants 

Fav∆Pac1, ont été construits pour quatre souches de F. avenaceum et ont permis de suggérer 

l’implication de ce facteur de transcription non seulement dans la régulation de l’expression des gènes 

de biosynthèse, mais aussi dans la modulation de la production d’enniatines en réponse au pH. Enfin, 

dans le cadre de la recherche d’inhibiteurs naturels pouvant se substituer aux fongicides de synthèse, 

nos travaux ont démontré la capacité de certains composés phénoliques à inhiber la production 

d’enniatines associée à un contrôle transcriptionnel des gènes de biosynthèse et ont mis en évidence 

l’efficacité élevée de l’acide férulique. 
Mots-clés : Fusarium avenaceum, enniatines, diversité intraspécifique, pH, FavPac1, régulation, composés phénoliques. 

 

 
 

Deciphering the modulation of enniatins biosynthesis by Fusarium avenaceum under the effect of 

abiotic stress 

Fusarium avenaceum is a filamentous fungus infecting many plants and is one of the causal agents 

of the Fusarium Head Blight disease in wheat and barley. During plant infection, the fungus can produce 

secondary metabolites that are toxic for human and livestock (mycotoxins), among which the enniatins. 

Enniatins belong to the group of “emerging mycotoxins”: first identified as early as 1950, the increasing 

occurrence of enniatins has only been documented over the last twenty years. Currently, enniatins are 

neither routinely analysed in grain harvests nor legislatively regulated, even though they are widespread 

and can be encountered in high concentrations. Diversity of enniatin-producing strains as well as the 

mechanisms by which their biosynthesis can be modulated during plant infection and/or in response to 

environmental conditions are poorly known. These gaps of knowledge hinder the development of tools 

for controlling and mitigating their presence in crops. In the present study, a comprehensive 

characterisation of the phenotypic diversity within the F. avenaceum species has been carried out. One 

of the studied phenotypic traits was the effect of pH variations on the fungal growth and toxin 

production, which has led to evidence various response profiles between strains. To go further, the role 

of FavPac1, the homologue of pacC/RIM101 encoding a transcriptional factor involved in the response 

to ambient pH in fungi, has been studied. Construction and phenotyping of deleted mutants, Fav∆Pac1, 

for four different F. avenaceum isolates have allowed suggesting an involvement of FavPac1 in the 

modulation of enniatin production and of the expression of biosynthetic genes induced by pH variations. 

Lastly, with the aim to identify alternatives to synthetic fungicides, the capacity of plant phenolic 

compounds to inhibit the yield of enniatins has been investigated. The antifungal and anti-mycotoxin 

properties of hydroxycinnamic acids has been shown; ferulic acid has been highlighted as the most 

potent compound.  
Keywords: Fusarium avenaceum, enniatins, intraspecific diversity, pH, FavPac1, regulation, phenolic compounds. 

 


