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PRODUCTION IN VITRO DE FUMONISINES ET DE FUSARINES
PAR DES SOUCHES EUROPEENNES
DE FUSARIUM MONILIFORME

Sylvie RAPIOR *(*), J.D. MILLER **), M.E. SAVARD **), J.W. APSIMON ***)

FUMONISINS AND FUSARINS PRODUCTION IN VITRO BY EUROPEAN
STRAINS OF FUSARIUM MONILIFORME

Summary

An efficient liquid medium culture method for the screening of Fusarium moniliforme for
the production of fusarins and fumonisins was used to test strains from Europe. From the
27 corn samples analysed, 16 strains of F. moniliforme were isolated. Of these, 13 produ-
ced measurable amounts of fusarins A, C and F (0.08 to 26.2 mg/l) in liquid culture
while all 16 strains produced fumonisins B; and B, (20.6 to 483.4 mg/l). The produc-
tions of fusarins and fumonisins were not correlated. This is the first report of fusarins
and fumonisins production in liquid medium culture by F. moniliforme from Europe.

KEY-WORDS: Fusarium moniliforme - Fumonisins - Fusarins - Corn.

INTRODUCTION

Dans la mycoflore associée au mais (Zea mais L.) en épis et au mais stocké sous forme de
grain sec ou sous forme de grain humide ensilé, les micromycétes du genre Fusarium sont

- représentés par de nombreuses especes pathogenes des céréales parmi lesquelles Fusarium

graminearum Schwabe, F. sporotrichioides Sherbakoff et F. moniliforme Sheldon sont les
trois espéces toxinogénes les plus importantes {4, 6, 19, 29, 30]. L'étude des myco-
toxines produites par F. sporotrichioides et F. graminearum s'est essentiellement orientée
vers les trichothécénes (toxine T-2, désoxynivalénol, nivalénol...) et la zéaralénone [2, 3,
7, 16, 18, 21, 40], responsables de perturbations de la fonction de reproduction, de syn-
dromes entéro-hémorragiques et de 1' "aleucie toxique alimentaire" [17, 35, 39].

Les fusarines et les fumonisines isolées a partir de F. moniliforme [11, 13] regroupent des
composés aux activités biologiques diverses. La plus étudiée des fusarines, la fusarine C,
est reconnue comme étant un agent mutagénique et un inhibiteur des macrophages [10,
12]. Les fumonisines B, et B, sont impliquées dans 1'étiologie du cancer de l'oesophage
chez I'homme, du cancer du foie chez le rat, de I'ced®me pulmonaire chez le porc et de
la leucoencéphalomalacie des équidés [14, 15, 22, 38]. :
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De nombreuses souches de F. moniliforme isolées a partir de mais provenant des conti-
nents américain, africain, asiatique et de 1'Océanie produisent des fusarines [8, 9, 11] et
des fumonisines [23, 25, 26, 36, 37]. La production de fumonisines B | €t B, par des
souches francaises, italiennes et polonaises de F. moniliforme a été récemment rapportée
par culture sur mais autoclavé [S, 20, 41]. Aucune donnée n'est connue sur la production
de fusarines par des souches européennes de F. moniliforme.

L'objectif de notre étude a été de déterminer la production de fusarines et de fumonisines
par des souches de F. moniliforme, isolées de mais frangais et espagnols, cultivées en mi-
lieu liquide.

MATERIEL ET METHODES

Echantillonnage - Les 5 échantillons de mais en épis et les 22 échantillons de mais-grains
testés provenaient de productions frangaises et espagnoles de 1'année 1991. Tous les lots
de mais étaient de qualité marchande et destinés soit A la consommation humaine, soit a la
fabrication d'aliments pour animaux.

Milieux d'isolement et d'identification - Aprés homogénéisation de 1'échantillon, 30
grains entiers ont été lavés successivement, pendant 5 min., par une solution de NaOCl a
1%, 1'éthanol 2 70% et de I'eau stérile. Les grains de mais ont été ensuite déposés asepti-
quement sur 10 boites de Petri renfermant 15 ml de milieu de culture sélectif (PCNB, g/l)
{24]: KH,PO,, 1,0; MgS0,.7H,0, 0,5; pentachloronitrobenzéne, 1,0; streptomycine,
0,1; tétracycline, 0,05; peptone, 15,0; agar, 20,0. Apreés incubation de 4 & 7 jours a
25°C, les thalles développés autour des grains de mais ont été transférés sur milieu gélosé
a 2% de malt (incubation: 7 & 10 jours, 20°C). Des premires sub-cultures sur milieu
gélosé (0,7% d'agar - 24 h 4 20°C) ont servi & obtenir des spores en phase germinative,
prélevées sous microscope, pour développer des cultures d'une part sur milieu
d'identification des Fusarium (SNA, g/1) [28]: KH,POy, 1,0; KNO;, 1,0; MgS0O,.7H,0,
0,5; KCl, 0,5; glucose, 0,2; sucrose, 0,2; agar, 20,0 (incubation: 3 semaines, 25°C),
d'autre part sur milieu gélosé 2 2% de malt (incubation: 7 10 Jjours,. 25°C).

Les isolats ont été identifiés selon Nelson ez al. [27]. Ceux appartenant a l'espece F. mo-
niliforme provenaient d'échantillons de mais destinés a 1'alimentation animale. L'origine
géographique de ces échantillons est portée dans le Tab. II.

Production de toxines - Des cultures sur milieu gélosé 2 2% de malt ont &té dispersées
dans 27 ml d'eau stérile; 2,5 ml de la suspension ont été ensemencés dans une fiole
d'Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml du milieu suivant (g/D): NH,CI, 3,0;
FeS0,.7H,0, 2,0; KH,POy,, 2,0; peptone, 2,0; extrait de levure, 2,0; extrait de malt,
2,0; glucose, 20,0. Les cultures développées apres 48 heures d'incubation & 1'obscurité, a
28°C, sous agitation (3,81 cm d'amplitude; 220 rev./min), ont été utilisées comme suit:’

- pour la production de fusarines, 2,5 ml ont été ensemencés dans des fioles d'Erlenmeyer
contenant 50 ml du milieu suivant (g/l): (NH4)2HPO4, 1,0; KH,PO,, 3,0;
MgS0,.7TH,0, 0,2; NaCl, 5,0; sucrose, 40,0; et glycérol, 10,0 (incubation, sous agita-
tion, a I'obscurité pendant 10 jours dans les conditions précédemment décrites [33]),

- pour la production de fumonisines, la culture a été centrifugée a 10 000 g pendant 10
min. Apres élimination de 50% du surnageant, le culot a été remis en suspension; 3,5 ml
de cette suspension ont ét€ ensemencés dans trois fioles d'Erlenmeyer de 250 ml conte-
nant 50 m! du milieu de production décrit ci-dessus [1]. L'incubation a été poursuivie
pendant 14 jours & 28°C sur un agitateur rotatif [23].



Détection et dosage des fusarines - La méthodologie appliquée a été décrite par Savard

et Miller [33]. Briévement résumée, elle était la suivante: - le filtrat de 50 ml de culture
sur papier Whatman n° 41 était extrait, 2 fois successivement, par 40 ml d'acétate
d'éthyle - aprés déshydratation (Na,SO,), filtration, concentration, 1'extrait était chro-
matographié sur colonne Lichrosorb 5 um RP-18 (250 x 4,6 mm) avec comme éluant le
mélange H,0-CH30H (35:65, v:v) - analyse spectrophotométrique & 225, 280 et 365 nm
(chromatographe Varian 5000 couplé 2 un détecteur UV-Vis. "BioRad Biodimension") en
utilisant un standard de fusarine C a 365 nm.

Le seuil de détection était de 0,01 mg/I.

Détection et dosage des fumonisines - La méthode utilisée était celle décrite par Miller
et coll. [23]. 1 ml de filtrat de culture était déposé sur une colonne Bond Elut Certify II
LRC (200 mg, Varian) préalablement conditionnée par le méthanol (6 ml) et 1'eau (6 ml).
La colonne était ensuite lavée par I'eau (6 ml) et le méthanol (6 ml) et les fumonisines
étaient éluées par une solution 2 0,1% d'acide trifluoroacétique dans le méthanol 2,5
ml).

Les fumonisines B, et B, ont été dosées selon une variation de la méthode analytique de
Scott et Lawrence [34]. La fraction méthanolique était évaporée 2 sec et reprise par 1 ml
de méthanol; 20 ul étaient transférés dans un flacon de 2 ml et séchés sous azote. Le ré-
sidu était dissous dans 100 ul d'une solution tampon de borate de sodium a 0,05 M (pH
8,3 ajusté par HCI 1 N) et dans 100 ul d'une solution préparée extemporanément de 4-
fluoro-7-nitrobenzofurazane (Molecular Probe) a2 22 mM dans 1'éthanol 2 95%. Apres dé-
rivation & 70°C pendant 70 sec., la solution était refroidie et le volume porté a 500 ul par
un mélange (1:1) des phases mobiles HPLC A (CH3OH/NaH2PO4 0,05 M, 1:1, pH 6,3
ajusté par NaOH 2 M) et B (CH;CN/H,0, 8:2).

L'analyse des fumonisines fut réalisée sur un chromatographe Varian 5500 couplé a un
intégrateur Varian Vista CDS-401, par injection de 20 ul de I'échantillon dérivé
(correspondant 2 8 ng pour les standards FB, et FB,) sur une colonne Lichrosorb 5 pm
RP-18 250 x 4,6 mm. Un gradient d'élution de 0 3 100% de B en 11 min. (1 ml/min.)
suivi d'un plateau de 2 min. a été utilisé. Les fumonisines B, et By dérivées ont &t dé-
tectées par leur fluorescence 2 490 nm apres excitation 2 450 nm au moyen d'un détecteur
Waters model 420-E, et avec un seuil de détection de 0,2 mg/l.

RESULTATS ET DISCUSSION

Sur les 27 échantillons de mais analysés, des thalles de Fusarium sont apparus dans 15
échantillons (Tableau I), 10 n'ont présenté qu'une seule espéce de Fusarium alors que les
cinq autres contenaient un mélange d'especes. F. graminearum était la seule espece fon-
gique dans quatre échantillons de mais, F. moniliforme dans cinq et F. sporotrichioides
dans un seul. Dans les autres échantillons, ces trois especes étaient regroupdes de diffé-
rentes fagons et avec d'autres especes de Fusarium, dont F. culmorum dans trois cas.

Les fusarines A, C et F étaient produites in vitro en faibles quantités (entre 0,08 mg/l et
26,2 mg/l) par treize des seize isolats de F., moniliforme (Tableau II). Aucune fusarine n'a
été détectée pour les trois autres isolats (DAOM 194215, DAOM 194216 et DAOM
194218). Les isolats présentant les plus fortes productions de fusarines (DAOM 194225
et DAOM 194226) provenaient de mais espagnol. Les seize isolats produisaient des fu-
monisines. Le taux de fumonisines (B; +B,) atteignait des valeurs s'échelonnant de 20,6
mg/l & 483,4 mg/l pour lesquelles la fumonisine B, représentait de 9,3 2 31,7% de FB,.
Aucune corrélation n'a été observée entre la proportion de FB, et soit le site d'origine des

329




330

cultures, soit la production de FB,. Quatorze des isolats de F. moniliforme produisaient
plus de 100 mg/l de fumonisines (cf. Tabl. II); parmi eux, deux, issus d'échantillons de
mais frangais (DAOM 194218 et DAOM 194220), en produisaient plus de 400 mg/l.
Aucune corrélation n'a été trouvée entre les concentrations de fusarines et les concentra-
tions de fumonisines. L'absence, ou une basse concentration de fusarines, n'était pas né-
cessairement reliée & une basse ou une haute concentration de fumonisines. Par contre, les
productions de fusarines A, C et F d'une part, celles de fumonisines B, et B, d'autre part,
étaient fortement corrélées entre elles.

Tableau I - Regroupement des especes de Fusarium identifiées dans les échantillons
de mais européens contaminés

Echantillon Espéces
FS F. graminearum
F7 F. moniliforme
F8 F. moniliforme
F9 F. moniliforme )
Fll F. graminearum,F. moniliforme,F. sporotrichioides,F. culmorum
F13 F. graminearum,F. moniliforme,F. culmorum
Fl4 F. graminearum
F15 F. moniliforme,F. culmorum
Flé F. graminearum
F17 F. graminearum,F. sporotrichioides,autres espéces de Fusarium
Fl8 F. graminearum
Fl19 F. sporotrichiocides
F21 F. graminearum,autres espéces de Fusarium
F22 F. moniliforme
F23 F. moniliforme

L'utilisation de culture en milieu liquide pour déterminer la production de toxines par les
Fusarium en général, et de fusarines et de fumonisines par F. moniliforme en particulier,
présente de nombreux avantages par rapport a la culture sur mais. En effet, la culture en
milieu liquide, méthode relativement simple et trés reproductible, permet de réduire
considérablement la variabilité des conditions de production et les interférences analy-
tiques conduisant 4 des résultats faussement négatifs ou faussement positifs rencontrés
dans le cas de cultures sur matériel végétal [25, 32].

La production des fumonisines B, et B, sur mais par des isolats européens de F. monili-
Jorme [5, 20, 41] est comparable a celle décrite pour des isolats de F. moniliforme prove-
nant d'autres zones géographiques [25]. De la méme fagon, la production de fumonisines
sur milieu liquide 2 partir des isolats européens de F. moniliforme est comparable 2 celle
obtenue a partir d'isolats asiatiques [23], canadiens et américains (Miller et coll., données
non publiées) testés dans les mémes conditions de culture.

Les données obtenues sur la production des fusarines (A, C et F) sont aussi comparables,
bien qu'en général plus basses, avec celles décrites pour un isolat africain, vingt nord-
américains et 26 asiatiques de F. moniliforme [23, 33, (Miller et coll., données non
publiées)].

Le peu de données disponibles en ce moment sur les fumonisines et surtout les fusarines
trouvées dans des denrées européennes [31, 41] ou produites par F. moniliforme isolé de
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de ces toxines.

Tableau II - Production de fusarines et de fumonisines par des isolats européens
de Fusarium moniliforme (mg/)

Origine Isolat Fusarines Fumonisines
réf .
paom(a) F c A Total B, B, Total
France 194211 5,6 7,7 2,7 16,0 55,4 8,67 64,07
(dpt. Aude) 194212 4,6 6,6 1,6 12,8 182 39,4 221,40
194213 0,52 1,0 0,25 1,77 169 32,7 201,70
194214 » 0,12 0,14 «<0,01 0,26 113 14,9 127,90

194215 <0,01 <0,01 <0,01 n.d. 311 33,1 344,10
194216 <0,01l «<0,01 <0,01 n.d. 276 40,7 316,70

France 194217 6,1 9,9 3,4 19,4 120,4 38,2 158,60

(dpt. Lot) 194218 <0,01 <0,016 <0,01 n.d. 436 47,4 483,40

194219 0,16 0,21 0,07 0,44 311 46,1 357,10

194220 0,02 0,06 <0,01 0,08 356 55,0 411,00

194221 0,18 0,20 0,08 0,46 234 23,9 257,90

194222 0,33 0,67 0,23 1,23 203 18,9 221,90

France 194223 2,8 4,8 1,4 9,0 117 18,8 135,80
(exp. Italie) 194224 3,7 6,3 1,9 11,9 16,6 4,02 20,6

Espagne 194225 7,0 14,9 3,2 25,1 249 68,4 317,40

194226 7,7 15,2 3,3 26,2 132 . 33,1 165,10

(a) DACM est la collection nationale de cultures fongiques du Canada (Centre
de Recherches sur les Terres et Ressources Biologiques, Agriculture Canada,
Ottawa, Ontario, Canada KlA 0OC6).
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