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Résumé

Aspergillus flavus est un champignon responsable de certain métabolisme secondaire toxique
tel que I’aflatoxine. Il infeste de nombreuses cultures (mais, riz, sorgho, blé arachide, etc.),
des fruits secs, épices, figues, etc. et des produits alimentaires conservés. Il constitue un
obstacle majeur a la santé humaine et animale ainsi qu’au commerce des denrées sur le
marché international a cause des effets mutagénes, tératogénes et cancérigénes et les
immunosuppressions de leurs métabolites secondaires. Les études phylogénétiques
précédentes ont conduit a deux critéres de description (toxinogénes et atoxinogénes). Parmi
les diverses mesures entreprises pour lutter contre ce fléau, I’utilisation des souches
atoxinogeénes pour lutter contre les souches toxinogénes (lutte biologique) s’est avérée tres
effective dans la réduction de la contamination du mais et de ’arachide par 1’aflatoxine.
Aflasafe BFO1 est un biofongicide constitué de grains de sorgho préalablement
stérilisés et sur lesquels on a cultivé les souches atoxinogénes de Aspergillus flavus natives du
Burkina. Pour la lutte biologique, les grains sont ensuite épandus dans les champs d’arachide
ou de mais. Afin de multiplier la population de souche atoxinogéne, il a été nécessaire
d'évaluer différentes méthodes d’amplification en utilisant les séquences des genes AAP
(Amino Acid Permease) et GLCA (Alpha Glucosidase) pour différencier les souches de
Aspergillus flavus. L’extraction de I'ADN a donné suffisamment d'ADN pour toutes les.
expériences, de fortes concentrations d’ADN (Tox GO97-2 (602 ng/ul), Tox G108-6 (369,17
ng/ul) et Tox M080-4 (191,50 ng/ul)) ont été obtenues, et en général le ratio Azzg /Ao, S€
référant a une forte concentration de glucides, était plutot faible. Bien que les souches Bio
M110-7 et Bio M0O11-8 ont été regroupées en raison de certaines mutations ponctuelles
semblables de leurs séquences qui apparait dans les résultats des analyses PCR pour les oligo
n ° 4, cette information n'a pas €té suffisante pour 1'élaboration d'un test spécifique pour la
lutte biologique contre les souches toxinogénes car G097-2 (atoxinogéne) a aussi donné un
signal négatif. A travers les résultats obtenus avec les différentes méthodes (LAMP et RCA)
nous ne pouvons pas confirmer leurs efficacités quant a la détection des polymorphismes
nucléotidiques (SNP). Les séquences utilisées n’ont pas permis de discriminer les souches par
les différentes méthodes d’amplifications mais certains oligonucleotides congus (Oligo n°2
pour la PCR ; N°7 et 8 pour la LAMP et Oligo N°9 et 10 de la RCA) peuvent étre utilisés

pour détecter uniquement la présence de Aspergillus Flavus dans un échantillon.
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Mot clé : Aspergillus flavus, mycotoxine, souche toxinogéne, souche atoxinogéne, PCR,

LAMP et RCA

Abstract

Aspergillus flavus is a fungal pathogen and plant pathogen responsible of some metabolisms
such as aflatoxin. It infests many crops (maize, rice, sorghum, peanuts, wheat, etc.), dried
fruits, spices, figs and food products. It constitutes a serious problem to human and animal
health and in commodities trade on the international market because of mutagenic,
teratogenic and carcinogenic and immunosuppression of their secondary metabolites.
Previous phylogenetic studies have led to two criteria of description (toxigenic and
atoxinogénes). Among various measures taken to fight this scourge, the use of atoxinogénes
strains to fight toxigenic strains (biocontrol) has been very effective in reduction of maize and
groundnut contamination by aflatoxin.

Aflasafe BFO1 is a bio fungicide consisting of sorghum grains previously sterilized and
which were contains a mixture of four atoxigenic strains of 4. flavus native of Burkina Faso.
For the biocontrol, the colonized sorghums are then applied on peanut and maize fields. In
order to increase the population of atoxigenic strain, it was necessary to evaluate different
methods of amplification using gene sequences AAP (Amino Acid permease) and GLCA
(Alpha glucosidase) to differentiate strains of Aspergillus flavus. DNA extraction yielded
enough DNA for all subsequent experiments, high concentrations of DNA (Tox GO97-2 (602
ng/ul) Tox G108-6 (369,17 ng/ul) and Tox M080 -4 (191,50 ng/ul)) were obtained , and in
general the Ajgo/Agsp ratio, referring to a high concentration of carbohydrates, was rather low.
Although the strains Bio M110-7 and Bio M011-8 can be grouped together because of some
similar point mutations of their sequences which is shown in the results of the PCR assays for
the oligo set No. 4, this information is not sufficient to develop a specific assay for biocontrol
strains since the toxigenic G097-2 also gave a negative signal. Through the results got from
different methods (LAMP and RCA) we can not confirm their efficacity in the detection of
single nucleotide polymorphisms (SNPs). Unfortunately the sequences used did not provide
enough information to discriminate these strains by the different methods of amplification but
certain oligonucleotides design in this study (Oligo n°2 from PCR; N°7 & 8 from LAMP and
Oligo N°9 & 10 from RCA reaction can be used to detect only Aspergillus Flavus in sample.



Keys words: Aspergillus flavus, mycotoxin, toxigenic strain, atoxigenic strain, PCR,

LAMP and RCA.
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Introduction

Le Mais (Zea mays L.) et l'arachide (Arachis hypogaea L.) sont respectivement originaires du
Mexique et d’Amérique du Sud. Ils constituent les principaux aliments couramment utilisés
dans le monde en raison de leurs diverses utilisations dans l'alimentation humaine et animale.
Ils sont utilisés dans un large éventail d'industries, y compris des usines d'huile, boulangeries,
brasseries et certaines industries cosmétiques. Le Burkina Faso est un pays de I'Afrique de
'Ouest dont le secteur primaire est dominé par l'agriculture, employant 80 % de sa
population. A cet effet, le mais et 1'arachide jouent un réle important dans 1’alimentation et le
commerce dans le pays. La quasi-totalité des productions est consommée dans le pays sous
diverses formes: fraiches, cuites, grillées, de pates d'arachide, de couscous, ou de farine. Ils
apparaissent comme matiére premiére dans les huileries, patisseries, brasseries, boulangerie,
biscuiterie, industries (cosmétiques, savonneries, etc.) et les tourteaux sont utilisés pour
’alimentation du bétail (Nikiema, 1993; SN, 2010 et Sanou, 2011). La production annuelle
du mais et de I’arachide de la campagne 2012/2013 sont respectivement 1.556.316 tonnes et
310. 759 tonnes (DPSA/MAHRA, 2013). Cependant, outre les conditions climatiques peu
favorables et la mauvaise qualité des sols cultivés, la pression exercée par les complexes
parasitaires (champignons, bactéries, virus, nématodes, phanérogames parasites et insectes)
constitue I’'une des principales causes entravant le développement de ses cultures (mais et
arachide) au Burkina Faso. En dépit des grandes superficies qu’occupent ces cultures, les
rendements demeurent faibles. De nombreuses études ont montré que certains agents
fongiques tel que Aspergillus flavus infestent les cultures de mais et d’arachide aussi bien au
champ que pendant le stockage en détériorant leurs qualités physiques et sanitaires mais aussi
en produisant des métabolites secondaires (Aflatoxines) dont AFB, AFG et AFM qui seraient
carcinomes et hépathocellulaires pour I'homme et les animaux (Bayman et Cotty, 1993;
Klich, 2002; Cruz et Buttner, 2008). Aspergillus flavus est une moisissure, principal agent
secrétant les aflatoxines B1 et B2 (Pitt et Hocking, 1999). Communément rencontré sur les
cultures de mais et d’arachide, Aspergillus flavus constitue un obstacle majeur a leur
commercialisation sur le marché international en raison de la toxicité élevée de ses
métabolites secondaires et leurs effets mutagénes, tératogénes, cancérigénes et immuno
suppresseurs (Pitt et Hocking, 1999; Samson et al., 2000; Horn, 2007; Leslie et al., 2008;
Mehl et Cotty, 2009). En plus de sa forte présence sur les denrées agricoles, et au vu des

multiples usages du mais et de ’arachide au Burkina Faso, I’ingestion des aliments infestés et



de leurs dérivés peut engendrer des intoxications chroniques et aigues pour les hommes et les
animaux (Pitt et Hocking, 1999 ; Leslie et al., 2008). Cependant, le probléme de sécurité
alimentaire se pose lorsque se produisent des infections massives de produits agricoles. Au
regard de l'augmentation du nombre de victimes recensées chaque année dans le monde et le
danger potentiel causé par les métabolites secondaires sur les hommes et les animaux, des
mesures judicieuses doivent étre prises pour réduire le probléme des mycotoxines. Dans les
pays développés, la reéglementation en vigueur a entrainé une forte réduction du taux
d'infection, mais le contrdle total n'est toujours pas atteint a cause de la variabilité génétique
au sein des populations de A. flavus (souches toxinogénes et atoxinogénes) et aussi de la
production de pectines entre ces isolats qui leur confére une habilité différentielle a utiliser
les substrats ainsi que la variation en virulence vis-a-vis des plantes. Par conséquent, le
développement de méthodes de contrdle appropriées et durables nécessite une identification
précise de ces agents pathogénes et phytopathogénes d’ou I’intérét de notre théme
«Evaluation des différentes approches d’amplification de ’ADN pour discriminer les
souches de Aspergillus flavus». De nos jours, de nombreuses méthodes ont été établies en
biologie moléculaire pour caractériser les variabilités génétiques telles que la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) ainsi que les séquengages subséquents. Des approches plus
sophistiquées peuvent étre utilisées comme un simple outil pour I’identification de différentes
souches et isolats tel que I’amplification en cercle roulant (RCA) et la méthode
d’Amplification isotherme en boucle de médiation (LAMP). L’objectif principal de cette
étude était d'évaluer différentes méthodes d’amplification en utilisant les séquences des génes
AAP (Amino Acid Permease) et GLCA (Alpha Glucosidase) pour différencier les souches de
Aspergillus flavus.

Le présent document s’articule sur deux grandes parties, dont la premiére constitue la
synthése bibliographique portant les généralités sur Aspergillus flavus et les mycotoxines
(Aflatoxines) et la deuxiéme partie consacrée a la partie expérimentale concerne le matériel,

les méthodes, les résultats et la discussion des résultats.



Premiere partie: Généralités sur Aspergillus
flavus et les mycotoxines (Aflatoxines)



1. Généralités sur Aspergillus flavus et les mycotoxines (Aflatoxines)

1.1 Aspergillus flavus
1.1.2 Classification et caractérisation morphologique de Aspergillus flavus

Aspergillus flavus est une espéce de champignons (Johann Heinrich Friedrich Link, 1809) qui
appartient au sous-régne des ascomycetes, a la classe Eutiomycétes, a I’ordre des Eurotiales,
a la famille Trichocomacées, au genre Aspergillus et a ’espéce A. flavus. 1l existe plusieurs
espéces de Aspergillus: Aspergillus niger, A. ochratus, A. parasiticus, A. candidus, A.
fumigatus, A. lucknowensis, A. sydowii, A. tamarii, A. terreus, A. versicolor, etc. (Kulwant et
al., 1991; DFGSM, 2013). La variabilité génétique au sein des souches de Aspergillus flavus
a fait 1'objet de nombreuses études. Les études phylogénétiques précédentes ont conduit a
deux criteres de description. Selon Cotty (1989), il existe deux groupes morphologiques ("L"
et "S") en fonction de la taille du sclérote. Les isolats "L" produisent généralement des
sclérotes de grande taille (> 400 um de diamétre) peu abondants et éparses par opposition aux
isolats "S" qui produisent des sclérotes de petite taille (< 400 um de diamétre) et abondants.
Selon Geiser et al. (1998), les souches de 4. flavus ont été organisées en groupe I et groupe I
basé sur le RFLP (restriction fragment length polymorphisms) du géne nucléaire codant et la
séquence de 'ADN. Le Groupe I contient les souches L et S dont les souches toxinogénes
prbduisent seulement 1’aflatoxine B et le groupe II contient uniquement les souches S qui
produisent les aflatoxines B et G. Les organes de reproduction et de diffusion (conidies)
illustrés par la figure 1 sont des petites particules sphériques avec une surface rugueuse de 3 a
5 pm de diametre. Elles sont formées de stipes rugueux mesurant 400 um a 1 mm de long et
se terminant par une vésicule de 20 a 50 um de diameétre (Kulwant et al., 1991; Mathur et
Kongsdal, 2003; ANSES, 2012). La figure 2 illustre le cycle de reproduction de Aspergillus

flavus.



Figure 1. A, B: Colonies de 4. flavus sur milieu de culture; C: Image en microscopie
électronique des conidies de 4. flavus; D, E: image de microscopie €lectronique de
spores de A. flavus (https://www.google.fr/#q= Aspergillus flavus)
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Figure 2. Cycle de reproduction de A. flavus. Source: ATSU 2013.
1.1.3 Croissance, dissémination et cycle de vie de Aspergillus flavus

La distribution de cet agent pathogéne s'étend au monde entier mais de préférence dans les
zones tropicales et subtropicales. Contrairement a la plupart des champignons, le
développement de Aspergillus flavus est favorisée par des conditions chaudes et séches. Sa
température optimale de croissance est de 37° C, mais il se développe également a des
températures allant de 12 a 48° C. Ces microorganismes sont cosmopolites, capables de

coloniser le sol, les débris végétaux et infectent plusieurs cultures comme les céréales (mais,



riz), arachides, coton, etc. (Inra, 2004 ; Bourais et Amine, 2006). Les conidies sont
généralement dispersées dans l'environnement par le vent (l'air, la poussiere) et I'eau de pluie
mais aussi par les insectes et 1’introduction anarchique des semences infectées d’une région a
l’autre. Grace a son pouvoir saprophytique, cet agent pathogeéne parvient facilement a
coloniser les sols, les cultures en pleine croissance, les graines et aussi les aliments lorsque
les conditions sont favorables. Le cycle de vie de ce champignon est caractérisé par la
colonisation des débris végétaux dans le sol et l'invasion de nouvelles cultures. Les spores de
A. flavus se conservent dans le sol sous forme de sclérotes ou de mycélium et lorsque les
conditions deviennent favorables, ils constituent l'inoculum primaire pour l'infection des
graines et des cultures en pleine croissance. Cependant, en raison de la dispersion par le vent
et les insectes, les conidies sont conduites sur les sites d'infection ou les blessures causées par
des insectes ou des animaux sur les plantes. Apres 1'étape de I'infection, quand les conditions
climatiques deviennent favorables (température, sécheresse et stress élevé), l'agent pathogéne
se développe davantage et réduit la résistance de I'hote et les conidies ainsi produites sont les
inocula secondaires qui retournent au sol et s’y conservent. La figure 3 illustre le cycle de vie

du champignon (4spergillus flavus) sur la culture du mais (Payne, 1998).

Figure 3. Cycle de vie de Aspergillus flavus sur mais. Source : Centre intégré de
recherche  fongique  (CIFR), 2005  http://www.aspergillusflavus.org/aflavus/



1.1.4 Toxicité et pathogénicité de Aspergillus flavus
A. flavus attire l'attention a cause de sa pathogénicité sur plusieurs espéces végétales et

animales, y compris les humains et les animaux domestiques. Ce champignon élabore
diverses métabolites toxiques tels que ’aflatoxines Bl et B2, acide aspergillique, acide
kojique, acide cyclopia-zonique, acide 3-nitropropionique. Il est responsable d’otomycoses
(Aspergilloses pulmonaires) et de kératites mycotiques. La sécrétion d’aflatoxines provoque
aussi des troubles d’hépatites graves ainsi que de nombreux cancers (Poumon, foie, rate,
estomac, colon et reins). Des aflatoxicoses aigués ou chroniques ont été fréquemment
observées en élevage. Les animaux les plus sensibles sont les volailles, les porcins, les jeunes
ovins et bovins, ainsi que les truies (Ehrlich, 2006; AFSSA, 2009). En plus de sa toxicité sur la
santé humaine et animale, ce champignon a également un effet négatif sur le développement et
la croissance des plantes en raison de sa capacité a dégrader et a utiliser les différents substrats
et composantes de plante tels que la cellulose, la pectine, la lignine, les tanins, la cutine,
I’amidon, les lipides et les protéines (Guo et al., 1996; Long et al., 1998; Hasan, 1999; Brown
et al., 2001; Mellon et Cotty 2004; Batra et Saxena 2005; Horn, 2007). Sa capacité a produire
un large éventail d'enzymes dégradantes est révélatrice de son mode de vie opportuniste (Leger
et al., 1997). Lorsque le sol ou les semences utilisées sont fortement infestés par ce
champignon, la manifestation précoce de la maladie est la baisse de la capacité germinative des
semences apres la germination, on a les fontes de semis qui se caractérisent par une nécrose du
systéme racinaire et des jeunes tiges, suivie de la mort éventuelle des plantules. Les plantules
survivantes présentent une diminution de vigueur et une réduction de résistance a toute situation

de stress (Agrios, 1988).

1.1.5 Diversité des populations de Aspergillus flavus

Il y a une grande variété de sous espéces de 4. flavus. Il existe de nombreuses souches et
différents Groupes de compatibilité végétative (VCG) (Cotty, 1989; Bayman et Cotty, 1993),
mais toutes les souches ne sont pas capables de produire de l'aflatoxine. Certaines souches
sont atoxinogenes car elles ne peuvent pas synthétiser 1’aflatoxine. Il existe une réelle
concurrence avec les souches toxiques lorsque les souches atoxinogénes sont appliquées sur
les cultures. Le séquencage de 'ADN a conduit a la caractérisation génétique de plusieurs
souches de Aspergillus flavus. L'incapacité de certaines souches a produire 1’aflatoxine est
due a des mutations ou des modifications génétiques au sein du génome. Contrairement a A.

parasiticus, environ 50 % des souches de 4. flavus sont productrices d'aflatoxine, mais cela



varie en fonction du substrat initial. La présence de ses deux groupes physiologiques
(atoxinogenes et toxinogénes) dans un milieu ou sur un substrat conduit & une compétition
exclusive. Parmi les souches atoxinogeénes découvertes, la souche AF36 reste I'une des plus
efficaces dans la lutte contre les aflatoxines produites par les souches atoxinogenes. Les
efforts déployés pour réduire les concentrations d'aflatoxine dans les cultures reposent sur la
lutte biologique a l'aide de la souche AF36 non toxinogéne (NRRL 18543). Lorsque les
souches toxinogeénes sont appliquées sur les cultures, elles entrent automatiquement en
concurrence avec les souches toxiques pour les ressources.

Généralement, l'application des souches atoxinogenes sur le sol entraine une réduction
importante ou 1'élimination des souches toxinogénes. Horn et Dorner (2007) et Wagacha et
Muthomi (2008) ont montré une réduction de 77 a 98 % de la contamination par les
aflatoxines dans les arachides avec l'application de souches atoxinogenes. De nombreuses
études ont confirmé cette efficacité sur certaines cultures telles que les arachides (Cheng,

2007) et le mais World Trade Organisation (WTO), 1998 ; Atehnkeng ef al., 2008).

1.2 Mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin «toxicum»
qui signifie poison (Quillien, 2002; Bourais et Amine, 2006). Ce sont des métabolites
secondaires ou des substances toxiques dérivées des champignons microscopiques
(Principalement Aspergillus, Penicillium, Fusarium). En effet, une seule espéce peut sécréter
plusieurs types de mycotoxines et une mycotoxine peut étre produite par différentes especes
de champignons. Les mycotoxines ont été découvertes pour la premiere fois en Grande-
Bretagne en 1960 ou I’on a assisté a des pertes considérables des dindes suite & des nécroses
importantes du foie causées par une famille de mycotoxine, les aflatoxines (Bourais et
Amine, 2006). L'agent pathogéne infeste les produits végétaux au cours du cycle végétatif ou
pendant le stockage des récoltes et produit diverses substances toxiques. Ces métabolites sont
de petites molécules, insolubles dans 1'eau, stables a l'acidité et a la chaleur et difficilement
dégradable par les organismes vivants. IIs sont généralement rencontrés dans un grand
nombre de produits alimentaires et leur toxicité dépend des dérivés impliqués, la fréquence de
I'exposition et la quantité ingérée (Qayyum, 2002 ; Boiron, 2006 ; Bourais et Amine, 2006).
Certaines mycotoxines vont entrainer une intoxication aigué avec apparition rapide de
symptdmes (Diarrhée, convulsions, etc.), tandis que d'autres donnent lieu a une toxicité

chronique, avec des effets cumulatifs a long terme (cancérigéne, hépatotoxique,



hématotoxique, immuno-modulateurs, effets mutageénes, oestrogéniques, neurotoxiques,

nécrosantes et néphrotiques) (Qayyum, 2002 ; Boiron, 2006; Brochard et Le Bacle, 2009).

1.2.1 Aflatoxines

Diverses mycotoxines ont ét¢ découvertes jusqu'a nos jours dont les plus importantes sont les
Aflatoxines, les Ochratoxines, les Trichothécénes, les Fumonisines, la Zéaralenone et la
Patuline. On les rencontre généralement sur les céréales (Mais, riz, sorgho, blé, etc.) ou des
fruits secs (Cacahuétes, épices, figues, etc.) et sur certains produits (pains, biscuits). Parmi
ces meétabolites secondaires, les aflatoxines ont été les premiéres identifiées, les mieux
étudiées et les plus réglementées a cause de leurs toxicités et de leurs carcinogenicités a
’homme et aux animaux et aussi a leurs fortes invasions sur les produits agricoles (Bhatnagar
et al., 2003). On distingue une vingtaine de groupes d’aflatoxines mais les plus connus sont
AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2 et AFM1 (Métabolite de 1’aflatoxine B1). L’Aflatoxine B1 est le
groupe de composé le plus toxique et le plus prospecté¢ (Boiron, 2006; Brochard et Le
Bacle, 2009). Les Aflatoxines ont une grande stabilité thermique et une résistance aux pH
extrémes qui entrainent jusqu’alors une certaine inefficacité des moyens de détoxification.
Par conséquent, la présence des aflatoxines dans les denrées alimentaires constitue un risque
potentiel du fait de la sévérité et de la diversité de leurs effets sur la santé humaine et animale

(Bourais et Amine, 2006).

1.2.2. Facteurs de croissance des aflatoxines
Les moisissures productrices des aflatoxines sont trés répandues dans le monde et plus

précisément dans les pays tropicaux chauds et humides avec 70 a 100 % d'humidité relative
(HR). Les Aflatoxines sont synthétisées par trois espéces du genre Aspergillus. Aspergillus
flavus est le principal producteur des aflatoxines du groupe B, A. parasiticus et A. nomius
produisent les aflatoxines du groupe G, en plus des aflatoxines du groupe B et sont trés
rarement trouvés sur les denrées alimentaires (Pain, biscuits, farine de mais, etc.) (Navarro,
1993; Bourais et Amine, 2006). En raison de leur pouvoir saprophyte, ce champignon vit
dans le sol et infeste les cultures au cours de leur croissance ensuite la contamination devient
ainsi importante aprés la récolte (Pendant le stockage) lorsque les conditions climatiques sont
favorables. L’humidité relative (HR), la température et les conditions de stockage sont les
principaux facteurs favorisant la croissance des microflores sur les cultures du mais et de
Parachide. L’interaction combinée de ces facteurs climatiques détermine la vitesse de
sporulation des moisissures (Navarro, 1993). Par conséquent, I’infection des produits

agricoles par les métabolites secondaires comme les aflatoxines est occasionnée lorsque les
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cultures, au cours de leur développement, sont stressées par la chaleur ou la sécheresse ou
encore apreés leur maturation suite a leur exposition a une forte humidité et une forte
température avant ou aprés le stockage. Un degré d’humidité supérieur a 0,7 et une
température de 1’ordre de 30°C seraient favorables a la production des aflatoxines (Anjaiah et

al., 1989 ; Payne, 1992; Bourais et Amine, 2006).

1.2.3 Propriétés physico-chimiques et biochimiques des aflatoxines
Les aflatoxines sont de faibles poids moléculaires et dérivés de difuranocoumarine. L’AFB1

et ’AFB2 ont respectivement 312 et 314 g/mol de masses molaires. Elles sont fluorescentes
de couleur bleu sous lumiére UV, ’AFG1 et AFG2 sont fluorescentes de couleur verte avec
des poids moléculaires respectifs de 328 et 330 g/mol. La masse molaire de I’AFM1 est 328
g/mol. Elle est caractérisée par une inflorescence bleu-mauve. Les aflatoxines sont des
molécules peu solubles dans 1’eau, insolubles dans les solvants non polaires et trés solubles
dans les solvants moyennement polaires tels que le chloroforme et le méthanol (Bourais et

Amine, 2006; Handles, 2012).

1.2.4 Impact des aflatoxines sur la santé humaine et animale

Depuis la découverte des aflatoxines, de nombreuses études ont montré qu’elles sont a
l'origine de nombreuses maladies, y compris le cancer du foie, I’hépatite chronique, la
jaunisse et la cirrhose. Ces mycotoxines sont toxiques lorsqu' elles sont ingérées en grande
quantité dans un laps de temps, ou en petites quantités sur une longue période de temps, il
s’agit alors de toxicité aigtie et de toxicité chronique respectivement. Une longue exposition
(inhalation de spores) a de tres faibles doses d’aflatoxines peut également étre source de
risque pour la santé. En plus de leurs effets cancérigeénes et hépatotoxiques, ces mycotoxines
n'ont pas seulement un impact sur la croissance et le développement des enfants, mais aussi
sur le systtme immunitaire (Bandyopadhyay et Cardwell, 2001; Qayyum, 2002; Boiron,
2006; Wild, 2007; Atehnkeng et al., 2008; Brochard et Le Bacle, 2009; Handles, 2012).

La diversification de la structure des différents groupes d'aflatoxines explique leur différence
de toxicité. L'aflatoxine B1 est la forme la plus toxique de toutes les aflatoxines. La toxicité
de l'aflatoxine G1, G2 et B2 est respectivement 50 %, 80 et 90 % inférieure a celle de I'AFBI1.
Sa génotoxicité est due a I’activation métabolique de 'AFBI1 caractérisée par une vie courte
mais une haute réactivité. Elle est considérée comme le métabolite principal génotoxique en
se liant 8 'ADN. On observe deux types d'intoxications: intoxication aigué et intoxication
chronique. La forme chronique est la plus fréquente chez I'homme contrairement a la forme

aigué qui est rarement observée. La forme aigué est caractérisée par certains symptomes
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cliniques typiques, mais non spécifiques incluent la diarrhée, la dépression, l'anorexie et la
jaunisse. Des mortalités suite a la consommation du mafs local contaminé par les aflatoxines
ont été rapportées en Inde (25 % en 1975) et au Kenya (40 % en 2004).

Le foie est I’organe cible principal en cas de toxicité chronique. Chez les animaux tels que les
porcs, les volailles, les poissons d’élevage, les carnivores domestiques, les ruminants etc., les
deux types de toxicités sont également observés. Aux USA, I’aflatoxicose a été observée chez
les porcs, avec un taux de mortalité élevé suite a une infection des grains de mais, des grains
d’arachide et de sorgho. En cas de toxicité aigiie chez le porc on assiste a une hémorragie qui
conduit souvent a la mort. L’intoxication chronique est caractérisée par une perte d’appétit,
une asthénie et dans les cas échéant le coma. Chez les volailles et les chiens, la forme
chronique est la plus courante et selon la durée d'exposition, on assiste a une altération des
paramétres hématologiques et biochimiques et une diminution la croissance du foie (Boiron,
2006; Bourais et Amine, 2006; AFSSA, 2009; Brochard et Le Bacle, 2009; INVS, 2010;
Handles, 2011).

1.2.5 Incidence économique des aflatoxines

A I’instar de ces effets néfastes sur la santé humaine et animale, les aflatoxines ont un impact
sur le commerce de plusieurs produits agricoles, les céréales, les oléagineux, les tubercules,
les fruits secs et les grains de café qui font la base économique du secteur agricole aussi bien
dans les pays développés que dans la plupart des pays africains en voie de développement.
Ces impacts sont déterminés par le déclassement ou le retrait sur les marchés internationaux
de ces cultures et produits alimentaires.

La FAO estime que 25% des récoltes mondiales sont perdues chaque année en raison de leur
contamination par les aflatoxines (George et Cardwell, 2003). Dans les régions agricoles
chaudes, de sérieuses pertes en valeurs commerciales des produits agricoles résultant de la
contamination des aflatoxines sont observées. Aux USA, la sévérité de I’infection de
I’aflatoxine a limité le choix des cultures sur des millions d’hectares et créant ainsi I’abandon
méme de certaines régions agricoles. Chaque année I’invasion de I’aflatoxine sur les produits
agricoles et alimentaires engendre une perte moyenne de 25 millions de dollars sur
I’agriculture américaine (George et Cardwell, 2003). Pour les pays en voie de développement
comme la plupart des pays africains dont 1’économie est basée sur I’agriculture, I’impact est
encore plus important. Depuis ’instauration des réglementations strictes sur les normes
limites du niveau d’infection de I’aflatoxine sur les produits agricoles et alimentaires, de

nombreux pays africains se sont retrouvés en marge du commence international. Selon la
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banque mondiale, le réglement de 1’Union Européenne sur 1’aflatoxine colte pour I’ Afrique
750 millions de dollars chaque année dans les exportations de céréales, des fruits secs et des
noix (Otsuki et al., 2001). Ces normes varient d’un pays a un autre.

Aux USA, le niveau acceptable de I’aflatoxine est de 0,5 ppb dans le lait et 20 ppb dans les
aliments transformés (Kensler et al., 2010). Au Canada, 15 a 20 % dans les produits
alimentaires transformés, en Europe les normes sont encore plus strictes, la limite tolérable
d’aflatoxine est de 4 ppb (Wagacha et Muthomi, 2008). Bien que I’aflatoxine soit trés peu
réglementé en Afrique, les normes fixées sont entre 10 ppb et 20 ppb. Les réglements ont été
présentés dans cing pays seulement en 2003 et malheureusement, il en reste jusqu'a nos jours

de nombreux pays africains, ou les réglements n’ont pas été mandatés (Mutegi et al., 2009).

1.2.6 Role des différentes souches de Aspergillus flavus dans la lutte biologique

Au regard des diverses incidences (Economique, sanitaire et culturale) causées par cet agent
pathogene, de nombreuses méthodes de lutte ont été élaborées, parmi lesquelles nous avons:
La méthode chimique caractérisée par I’utilisation des fongicides, herbicides et des
insecticides. Certains composés chimiques et des polymeéres (Agents liants) ajoutés aux
aliments des animaux peuvent neutraliser jusqu'a 90 % des contaminants du mais lors du
traitement pour prévenir les effets nocifs des aflatoxines chez les animaux (Whitlow, 2006).
La méthode culturale basée sur I’utilisation des variétés résistantes aux aflatoxines permet
une réduction du taux d'aflatoxine de 82 a 93 % dans le mais (Khlangwis et al., 2011).
Ensuite l’irrigation, la rotation culturale, I’utilisation des semences saines, le stockage
hermétique et le séchage solaire ou le séchage sur la bache permettent une réduction de la
contamination des aflatoxines des produits agricoles.

Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus utilisées en lutte biologique sont souvent
associées a d'autres champignons au niveau des gousses et des semences de produits tels que
l'arachide, le mais, les épices, etc. Des hypothéses basées sur de telles observations stipulent
que les interactions entre champignons competissant pour un méme substrat peuvent,
dans certaines conditions environnementales limiter 1'invasion des champignons toxinogénes.
Clest le cas de l'interaction entre Aspergillus niger et Aspergillus flavus (Mehan et al., 1991;
Cline, 2005; Dorner et Horn, 2007) ou entre les souches de Aspergillus flavus par 'utilisation
de Aflasafe (Atehnkeng et al., 2008). La méthode biologique avec I’utilisation de 1’ Aflasafe
s’avere la plus efficace et la plus utilisée grace a la diversité génétique existant au sein de ce
champignon. Cette diversité génétique est occasionnée par la variation d’une seule paire de

bases du génome entre les individus d’une méme espéce appelés SNPs. Les SNPs peuvent se
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retrouver sur les régions codantes (exon) ou non codantes (intron). Lorsqu’ils apparaissent
sur la région non codante, on assiste alors a une mutation ou un polymorphisme d’une ou
plusieurs paires de base au sein de la séquence. Le polymorphisme nucléotidique (SNP) est
un outil qui permet d’identifier les génotypes a partir d'échantillons de matiére organique et
de contribuer a la construction d'arbres généalogiques d'étres vivants ou d'especes (Campbel
et Reece, 2007). De nombreux chercheurs ont montré qu'il y a une compétition exclusive
entre les souches atoxinogénes et les souches toxinogénes de Aspergillus flavus quand elles
sont dans le méme milieu. Aflasafe est utilisé en lutte biologique pour réduire la
contamination de l'aflatoxine dans les céréales. Aflasafe (qui veut dire sain vis vis-a-vis de
I’aflatoxine) est le nom commercial utilisé par I’IITA. Ce produit biofongicide est basé sur
des souches atoxinogénes natives de chaque pays concerné (Pour le Burkina il s’agit de
Aflasafe BFO1 pour le moment). Le systéme de cette lutte biologique consiste a utiliser la
souche atoxinogéne (Par exemple AF36 pour les USA) pour réduire la population des
souches responsables de la production d'aflatoxine (Souche toxinogéne) dans un milieu.

Aflasafe est obtenu par l'inoculation de la souche atoxinogéne de Aspergillus flavus
sur les grains de sorgho préalablement stérilisés a 121°C pendant 1 heure, séchés et refroidis.
La croissance du champignon est ensuite arrétée par un étuvage a 50°C pendant 72 heures.
Aprées refroidissement, les grains sont conditionnés dans des emballages et sont prets pour
utilisation.

L’utilisation de Aflasafe consiste a épandre 10 kg de grains par hectare dans les
champs d’arachide ou de mais. Au Burkina Faso, quatre souches indigénes (atoxinogénes)
ont été utilisées M109-2; M110-7; MO11-8 et GO18-2 pour la fabrication de Aflasafe.

Des résultats remarquables ont été obtenus avec une réduction superieure a 90 % de
contamination sur le mais au Nigeria avec ’application de 1’aflasafe dans les champs de mais

(Atehnkeng et al., 2008).

1.3 Identification de I'ADN des souches de Aspergillus

L'identification des micro-organismes peut étre basée sur des critéres phénotypiques
(morphologique, biochimique, physiologique, etc.), moléculaires ou génomiques. Elle repose
fortement sur les critéres morphologiques (couleur, l'apparence physique du développement
des colonies et des détails microscopiques des structures morphologiques) qui exige une
grande acuité visuelle (Cotty, 1989; Wang et Zhu, 2008). Selon certaines études, la

classification taxonomique des champignons reposait exclusivement sur les caractéristiques
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morphologiques (Wang et Zhu, 2008). Cependant, de nos jours, de nombreux chercheurs ont
prouvé par des techniques actuelles que cette méthode reste insuffisante pour les études
phylogénétiques parce que la plupart des caractéristiques ne sont pas trés distinctives au
niveau de l'espece (Tran-Dinh et al., 1999; Ehrlich et al., 2003; Chang et al., 2006; Jutta et
al.,, 2011). Afin de lever toute ambiguité entre les différentes espéces du champignon,
l'identification avec les techniques de la biologie moléculaire est recommandée. Ces
méthodes sont principalement basées sur la réaction de polymérisation en chaine (PCR), mais
également sur d’autres techniques d'amplification telles que la technique d'amplification
isotherme boucle-négociée (LAMP) et Amplification de cercle roulant (RCA) qui sont plus
rapides et facile-a-réaliser et sans la nécessité d'instruments sophistiqués et coliteux comme le

thermocycleur (Schweitzer et Kingsmore, 2001).

1.3.1 Réaction de polymérisation en chaine ou Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR est une des inventions scientifiques les plus importantes du 20°™ siecle. Parmi les
différentes méthodes de détection, elle reste la technique incontournable et la plus utilisée en
biologie moléculaire de nos jours. Grace aux réactions enzymatiques, cette méthode permet la
sélection et l'amplification de petite quantité d'un fragment d'ADN spécifique en grande
quantité (Schweitzer et Kingsmore, 2001).

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) consiste a 20-40 changements récurrents des
niveaux de température (cycles), dans lequel une molécule d'ADN peut étre amplifiée
exponentiellement voire 10° exemplaires de la molécule désirée. Un cycle comporte
généralement trois étapes: une étape de dénaturation au cours de laquelle, on a la séparation
du fragment d’ADN en deux brins distincts sous une température de 95°C. Ensuite, la phase
d’hybridation consiste a la reconnaissance et a la fixation des amorces a leurs séquences
complémentaires en réformant les liaisons hydrogeénes. L.a température est généralement
comprise entre 50°C et 60°C. Au cours de la période d’élongation, la température est réglée a
72°C pour permettre a la Taq polymérase de synthétiser le brin complémentaire a I’ADN
matrice, grace aux dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel. On obtient enfin deux
nouveaux fragments identiques au fragment initial qui marque la fin du cycle (figure 4). Pour
vérifier si la PCR a généré l'amplicon désiré, les produits de l'amplification peuvent étre
séparés sur la base de leur taille par I’électrophorése sur le gel d'agarose et comparés ensuite
avec un marqueur de poids moléculaire qui est exécuté le long des produits PCR (Mullis et
Faloona, 1987; Schochetman et al., 1988).
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Figure 4. Etapes de la réaction de Polymérisation en chaine, (Lawley, 2007).

La PCR en temps réel (Real-Time PCR) ou PCR quantitative est une approche plus avancée
de la PCR ayant de nombreuses applications. Elle basée sur une réaction enzymologique.
Cette technologie est basée sur la détection et la quantification d’un reporter fluorescent dont
’émission est directement proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons générés pendant la
réaction de PCR (Poitras et Houde, 2002). Elle permet de mesurer a chaque cycle
d’amplification, la quantit¢ d’ADN total ou d’amplicon grace a un marqueur fluorescent
(figure 5). L’obtention de la cinétique compléte de la réaction de polymérisation permet
d’obtenir une quantification absolue de la quantité initiale d’ADN cible. Les deux principales
méthodes de détection sont l'utilisation non-spécifique des colorants fluorescents
(Intercalating dyes) incorporés dans le double brin d'ADN et aussi l'utilisation des amorces
spécifiques ou des sondes portant un reporter fluorescent qui émet seulement la fluorescence

apres hybridation a I’ADN cible (Poitras et Houde, 2002 ; Wilhelm et Pingoud, 2003).
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1.3.2 Procédés d'amplification isotherme

La découverte de 'ADN polymérase avec ’activité de déplacement de brin a conduit au
développement de plusieurs techniques d'amplification des acides nucléiques qui peuvent €tre
effectuées sous des conditions isothermes. L'étape de dénaturation exigée devient obsoléte,
éliminant ainsi le colt élevé et la maintenance intensive du thermocycleur. En plus, plusieurs
réactions d’amplification isotherme peuvent étre effectuées du fait de I’invariabilité¢ de la

température avec la plaque chauffante.

1.3.2.1 Amplification isotherme boucle-médiation (LAMP)

La LAMP est une technique d’amplification des acides nucléiques (ADN) élaborée par
Notomi et al. (2000). C’est une technique simple, rapide et moins couteuse car elle ne
nécessite pas de thermocycleur. Dans cette méthode, la séquence cible est amplifiée a une
température constante de 60 - 65 ° C a l'aide soit de deux ou trois ensembles d'amorces et une
polymérase ayant une activité de déplacement de brin élevé en plus d'une activité de

réplication. Typiquement, quatre amorces différentes sont utilisées pour identifier six régions
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distinctes sur le géne cible. Ensuite, pour accélérer la réaction, une paire supplémentaire
d’« amorces boucle » est utilisée ce qui ajoute a sa spécificité élevée. En raison des
conditions isothermes (La température optimale pour la polymérase du Bst est de 65 ° C), la
réaction peut étre effectuée en moins de 60 minutes, produisant 10" exemplaires du gene
cible (Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002; Iwamoto ef al., 2003). Le principe de la
méthode LAMP est illustré sur la figure 6.

= IR LS Figure 6. Principe de la méthode LAMP.
N 3] )ZT Illmbl!r-:.
8 (1) & une température de 65° C I'ADN molécule est & un
_-H;i.\'Hr Bl Bl Il}- : " - Fle blcFle Hl Bl IL‘-_ )
Y T — S e €quilibre dynamique des molécules échoués simples et

et 18 rad e saiiecty

doubles. L'apprét intérieur avant (FIP) - composé de la

région de F2 et Flc - peut étre hybridé directement a la

FlcFlcFle Bl B2 B3 ) Fle FleFle n 81 B3 4
Efvi'r—l T e seneme - région de F2¢ de la cible. (2) la polymérase synthétise un
brin complémentaire, qui est l'abréviation de la région de
S e s - i 3 F3c sur I'extrémité 5'. (3) I'amorce vers 'avant (F3) recuits
Fle F2 F) Ble B2e Blc @ Fi i e
e Mgl S . ( : s
Ll a la région F3c¢ du brin complémentaire ol un nouveau
g p
5 Rl e 1 @ = SHE L volet est synthétisé et en méme temps le brin formé a
y . 1o S—
¥l FicFle Bl B2 13 ] “Ric . L L. L,
" R I'étape (2) est libéré. (4) la région Flc - générée par la FIP
— . .
-‘-'-a__,‘. - est complémentaire de la région de F1 du PCIM lui-
=
5&) méme et forme une structure en forme de dumbell sur
- , L. ) R L
- lextrémité 5'. (5) - analogique (7) la méme réaction se

déroule sur l'extrémité 3' avec l'apprét intérieur arriere
(BIP) et amorce vers l'arriére (B3). (8) le single brin de

molécule d'ADN avec les structures de boucte sur les deux

<
> Cer 3 . , ,
< P~ la 5' et 3' fin fournit la structure départ pour lampe vélo.
(9) - (11) continu auto-amorgantes et libérant des produits
-
| Spp— i 7 3 ' . . . N N
i ---‘q' o "oan = 5::' formés d'amplification conduisent & la synthése des
(1T [T 1% -
(16} 2 différentes tailles des brins d'ADN contenant les cibles
= , , e
,g\’) d'ADN alternativement inversées.

1.3.2.2 Amplification de cercle roulant (RCA)

Rolling circle amplification (RCA) est une autre technique isotherme appelée Amplification
de cercle roulant, développée a l'origine par Fire et Xu (1995) et modifiée plus tard par
Lizardi et al. (1998). Ces auteurs ont proposé cette approche intéressante en raison de sa tres
grande efficacité pour la détection de la variation (Polymorphisme) d’une seule paire de bases
du génome, entre les individus d’une méme espéce (Polymorphismes d’un seul nucléotide ou
SNPs illustrés par la figure 7). Cette technique est caractérisée par 1’utilisation d’une sonde

en forme de cercle ouvert (Padlock-probe) constituée de deux régions complémentaires &
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I’ADN cible en position juxtaposée aux extrémités 3' et 5'. La sonde est ensuite circularisée a
’aide d’un ligament ajouté lors de la réaction. Le cercle de I'ADN étant fermé, le processus
d’amplification démarre par I'hybridation d'un ou plusieurs amorces produisant ainsi un long
brin d'ADN résultant de nombreuses répétitions de la séquence cible. La figure 8 présente la

réaction d’amplification en cercle roulant (Pickering et al., 2002).

Figure 7. Détermination du
polymorphisme nucléotidique (SNP)

(Barreiro et al., 2008).
= | ocutument et
- "/ . /77" Figure 8. Représentation schématique de la
sonde en cadenas et amplification de cercle
[ roulant par deux amorces (Pickering et al.,
o 2002).
P /;f--\'\\‘\ e 2T .
\ - r; \ 3 )' g
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Deuxieme partie: Etude expérimentale

19



2. Matériel et méthodes

2.1 Croissance mycélienne des souches de A. flavus
2.1.1 Souches de A. flavus

Vingt-deux (22) souches de Aspergillus flavus ont été utilisées comme matériel biologique
dans cette étude. Les échantillons de mais et d'arachide ont été prélevés dans différentes
zones agro-écologiques du Burkina Faso. Ils ont ét¢ conditionnés dans des sacs de
polyéthyléne stériles séparés et amenés au laboratoire. Toutes les souches ont été isolées a
I'Institut International d'Agriculture Tropicale au Nigéria (IITA) a partir des échantillons
collectés au Burkina Faso. Le tableau 1 illustre les différentes souches obtenues (Souches

toxinogenes, souches atoxinogénes et souches utilisées pour la lutte biologique).

Tableau.1. Différentes souches de Aspergillus flavus utilisées dans cette étude

Type de

souches Origine Souche

Lutte biologique | M109-2;M110-7;MO11-8 ; GO18-2

Souches
atoxinogénes Ecologie SGO95-3 ; SMO50-13 ; SG115-4 ; SGO53-
naturelle 12 ;M106-7
GOS51-15 ; SMO85-5 ; M121-11 ; MOO03-1 ;
Souches Ecologie SGO26-8 ; MO80-4 ;SGO10-3 ; SMO21-14
toxinogénes naturelle :G108-6 ;SMO27-7 ; SMO98-13 ; GO97-2

;GOO4-3

2.1.2 Culture des différentes souches de Aspergillus flavus obtenues

La préparation de champignons pour l'extraction d'ADN implique leur mise en culture sur
milieu spécifique et pour cela, dans notre cas deux milieux ont été utilisés (PDA (Potato
dextrose agar) et PDB (Potato Dextrose Broth)). Premiérement, toutes les souches du
champignon ont été cultivées sur le milieu PDA, puis les mycélia de chacune de ces souches
ont ét¢ transférés dans le milieu liquide (PDB) afin d'éviter toute interférence avec le milieu

gélosé qui peut compliquer 1'extraction de I'ADN.
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2.1.2.1 Culture sur milieu solide PDA

Trente-neuf (39) g de PDA (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Allemagne) ont été
dissous dans 11 d'eau distillée, autoclavée a 121° C pendant 30 minutes, puis 25 ml ont été
transférés dans des boites de Petri dans des conditions aseptiques pour éviter toute
contamination. Lorsque le milieu s’est solidifi¢, les souches ont été inoculées et puis incubées
a 30°C. Aprés une semaine, les conidies de chaque souche ont été récoltées puis dissous dans
une solution de 40 % de glycérine dans les tubes de 2 ml et stockées a -20°C pour les

utilisations ultérieures.

2.1.2.2 Culture du champignon sur milieu liquide PDB

La préparation de ce milieu consiste a dissoudre 2, 4 g de PDB (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Allemagne) dans 100 ml d'eau contenu dans un erlenmeyer ou fiole. Les fioles ont
ensuite été stérilisées a l'autoclave a 121° C pendant 30 minutes. Aprés refroidissement a la
température ambiante, les milieux ont été inoculés avec 40 ul de la solution de conidies
(Conidies conservées dans de la glycérine 40 %) de chaque souche de Aspergillus puis

incubés pendant trois jours dans un agitateur a 30° C a 700 tr/min.

2.2.1 Extraction de I' ADN des différentes Souches obtenues

Tous les échantillons d'ADN des souches de Aspergillus flavus utilisés dans cette étude ont
¢té obtenus suivant le protocole d'extraction de phénol-chloroforme. Les mycélia cultivés ont
été filtrés et homogénéisés par ajout d'azote liquide et le broyage en poudre fine a I’aide d’un
mortier et un pilon. Les poudres ainsi obtenues ont été ensuite transférées dans un tube de 2
ml et 600 ul de la solution tampon d'extraction (CTAB solution) a été ajoutée. Le mélange est
agité et incubé a 65° C pendant 15 minutes. Puis 450 ul de phénol et 450 pl de chloroforme :
alcool isoamyl (49: 1) ont été ajoutés aux échantillons et mélangés délicatement jusqu'a ce
que la solution devienne laiteuse. Les tubes ont €té ensuite centrifugés a la température
ambiante (25°C) a 13000 g pendant 5 minutes. Apres cette étape de centrifugation, le
surnageant a €té transféré dans un nouveau tube de 2 ml et de 400 pL de chloroforme:
isoamyl-alcool a été ajouté. Le nouveau mélange a été centrifugé & nouveau a 13000 g a la
température ambiante pendant 2 minutes. Le surnageant ainsi obtenu a été ensuite transféré
dans des tubes de 1,5 ml et 0,7 volume d'isopropanol ont été ajoutés afin de précipiter I'ADN,

puis les tubes ont été ensuite centrifugés a 13000 g pendant 20 minutes & température
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ambiante. Aprés cette centrifugation, le liquide a été versé et les pellets ont €té rincés deux
fois successivement avec 500 pl d'éthanol a 96 % et centrifugés pendant 3 minutes pour
éliminer I'éthanol excessif. Les pellets ont été séchés sous vacuum pendant 30 minutes et
dissous dans 50 pl de 10 mM Tris (pH 8) ensuite incubés a 65° C pendant 30 minutes dans le

thermocycleur.

2.2.2 Détermination de la qualité et de la concentration de I'ADN extrait

La concentration et la qualité de ' ADN ont été mesurées avec le spectrophotometre NanoVue
Plus (VWR, Radnor, USA). Le processus consiste a nettoyer d’abord le détecteur avec un
tissu fin et déposer 2 uL de Tris a pH 8 (10 mM) a I’aide d’une micropipette sur le détecteur
du NanoVue afin de soustraire la concentration de la solution tampon. Cette solution tampon
(Tris a pH 8 (10 mM)) doit étre identique a celle utilisée pour suspendre & nouveau I'ADN
aprés I’extraction. Ensuite on procéde au pipetage de 2 uL de chaque échantillon directement
sur le détecteur pour déterminer leurs concentrations. Les échantillons sont ainsi considérés
purs si le rapport entre ADN/ hydrate de carbone est supérieur ou égal & 2 ou supérieur ou
égal a 1,8 pour le raport ADN/ Proteine. Aprés avoir vérifié la concentration de ' ADN extrait
ainsi que leur pureté, tous les échantillons ont été dilués & 01:10 et stockés (échantillons

initiaux et dilués) au congélateur a - 4° C pour une utilisation ultérieure.

2.3 Réaction d’amplification de I’ADN extrait
2.3.1 Amplification génomique (PCR)

Les amorces et les sondes ont été congues en utilisant le logiciel de conception en ligne
Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/primer3plus) et synthétisées par Eurofins MWG,

Ebersber, Allemagne. Selon le protocole fourni par la compagnie Eurofins, 10 mM de Tris a
¢té ajouté a tous les oligonucléotides afin de les lyophiliser et ensuite les incuber a 65°C
pendant 15 minutes. Aprés I’'incubation, une dilution 01:16 (des oligonucléotides) a été
effectuée et conservés a -20°C. Toutes les séquences des amorces et sondes utilisées sont

mentionnées dans le tableau 2.
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Tableau 2. Différentes séquences des amorces et les sondes utilisées pour la RT-

PCR
Oligo N°. Gene ciblé Souches Description | Sequence §' > 3!
Amorce 1 TGCTGCGGTCCATGTAG
1 AAP M110-7 Amorce 2 GGCTCGACTGTTAGCAGATA
Sonde FAM-AGTTTGCCATTGAATAGACA-BHQI
Amorce 1 GTCCATGTAGGGTCAACTGTGT
2 AAP M110-7
Amorce 2 GGCTCGACTGTTAGCAGATA
Amorce | TGATGTTTCTAGATAGTCCAAATGC
3 GLCA M110-7
Amorce 2 TTGATGGTAACATTACTGTATGTGC
Amorce | TGCTGCGGTCCATGTAT
4 GLCA M092-15 | Amorce 2 GGCTCGACTGTTAGCAGATC
Sonde FAM-TGCCTTTAAATAGCCCCA-BHQI

Toutes les réactions ont été effectuées a l'aide du thermocycleur Eppendorf Realplex

(Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Les mélanges ont été préparés dans des conditions

aseptiques pour éviter la contamination des réactifs. Toutes les souches de 4. flavus ont été

amplifiées en trois répétitions, y compris le contrdle négatif (NTC). Le tableau 3 présente les

composantes des deux mélanges utilisés.

Tableau 3. Composantes et les volumes des mélanges des différents réactifs

Detection via FAM Volume (ul/puit) | Detection via SYBR Volume (pl/puit)
Sonde Kapa 7,5 Kapa Sybr 7,5
Amorce 1 (fw primer) 0,24 Amorce 1 (fw primer) 0,24
Amorce 2 (rev primer) 0,24 Amorce 2 (rev primer) 0,24
Sonde 0,24 Sonde -

PCR grade water 478 PCR grade water 5,02

DNA (Template) 2 DNA (Template) 2
Volume total 15 Volume total 15

Pour établir la température d’hybridation optimale pour les amorces utilisées, une PCR de

gradient de température (52-62° C pour 1'étape d’hybridation des amorces) a été réalisée. Le

programme de la réaction est donné dans le tableau 4.
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Tableau 4. Programme de la réaction pour la RT-PCR

Etapes Température Durée | Nombre de cycles
Initialisation 95°C 2 min
Etape 1 95°C 15 sec

45x
Etape 2 53°C 1 min

2.3.2 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Les amorces de la méthode LAMP ont été congues en utilisant le logiciel Primer Explorer V4

(hups: primeresplorer.jp-clampd.0.0 ) créé par Eiken Chemical CO., Ltd. (Tokyo, Japon) et

synthétisée par Eurofins MWG. Tous les oligo-nucléotides ont été incubés avec 10 mM Tris
selon la quantité¢ indiquée sur le protocole d’utilisation & 65°C pendant 15 minutes. A
l'exception de la FIP et le BIP, toutes les amorces désignées ont été diluées au 01:10 pour une
utilisation ultérieure. Les séquences des amorces ainsi désignées sont présentées dans le

tableau 5.

24



Tableau 5. Séquences des amorces utilisées pour les analyses de la méthode
LAMP.

OligoNo. | Géne Souches | Description | Séquences 5' > 3'
5 AAP M110-7 FIP ATGGACCGCAGCATCACCGCCAGCG-
AGGCGCTGTCAGTCTTTG
BIP CAACTGTGTCTATTCAATGGCA-
CGGTTGTTGCATTGGTCATC
F3 GAGGGAAATTGGCCTTCGA
B3 GCATCAGAGACAGGGGAAC
LoopF AGGGCCAGTCAACCCGA
LoopB ATCTGCTAACAGTCGAGCCATAG
6 AAP M092-15 | FIP ATACATGGACCGCAGCATCACCGCCAGGCGCTGTCAG
TCTTTG
BIP TGGGGCTATTTARAGGCAAACGCGGTTGTTGCATTGG
TCATC
F3 GAGGGAAATTGGCCTTCGA
B3 CATCAGAGACAGCGGAACAG
LoopF AGGGCCAGTCAACCCGA
LoopB ATCTGCTARACAGTCGAGCCATAG
7 AAP M110-7 FIP ACAGTTGACCTACATGGACCGGGCCCTGTTTTTGCTT
TC
BIP TGTCTATTCAATGGCAAACTATCTGCTAACTCTCTTC
GACCATCTATGGCTC
F3 TGTCAGTCTTTGTCGGGTTGACT
B3 AGCGGTTGTTGCATTGGTCA
8 GLCA M110-7 FIP TCAGCTCCAACCCTGGCATTCTGTAATGCCATTTGAA
TCGTTTG
BIP ATGGGGGAAAACTCTAAATCAGTTCCTTGATGGAACA
TTACTGTATGT
F3 CGACCGATGGTACAATTG
B3 CTTTGGCCGACCGARA

Les réactions ont été effectuées a l'aide du thermocycleur Realplex Eppendorf (Hambourg,
Allemagne). Contrairement a la RT-PCR, le volume total du Master Mix est de 25 ul pour
chaque répétition. Les composantes utilisées sont illustrées dans le tableau 6. Le Master Mix

de cette technique (LAMP) est constitué par 1,4 uM de dNTP (Peglab, Erlangen, Allemagne),
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solution de bétaine de 0,8 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 8 U Bst ADN polymérase
(New England Biolabs, Ipswich, USA), 20mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM de KCl, 10mM
(NH4)2804, 6 mM MgSO,, 0,1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 1 pL Syto
® 9 vert fluorescent colorant Acide Nucléique (Life Technologies Carlsbad, Etats-Unis).
Toutes les réactions ont été analysées en trois répétitions, y compris le contrdle négatif. Le

programme de la température est donné dans le tableau 7.

Tableau 6. Composants et volumes pour les différents Maters Mix utilisés

Master mix 1 Volume pl/puits ’ Master mix 2 T Volume pl/puits
FIP 0,5 F3 7,5
BIP 0,5 B3 | 0,24
F3 0,4 FIP ‘T 0,24
B3 0,4 ! BIP ‘ 5,02
LoopF ‘ 2 |

H20 4
LoopB 2 :
Lamp mix 17,2 | Lamp mix | 17,2
DNA (Template) 2 DNA (Template) ! 2
Total (échantillon + 55 1 Total (échantillon + 55
MM) MM) |

Tableau 7. Programme de la réaction de la méthode LAMP

Etape de la reaction Temperature Durée Nombre de cycles
Amplification 65°C 1 mn 60
chauffage 80°C 10 mn -

¢ B

2.3.3 Réaction d’amplification de la technique RCA

La réaction de RCA est divisée en deux étapes : la réaction de ligature et la réaction
d'amplification. Les séquences des amorces et sondes ‘Padlock-probe’ congues sont présentés
dans le tableau 8. Les réactifs et leurs volumes sont indiqués dans le tableau 9. Pour la
réaction de ligature, la sonde Padlock doit porter un groupement phosphate a l'extrémité 5'.
En outre, cette réaction est effectuée sur une plaque chauffante (Eppendorf, Hambourg,
Allemagne), la réaction d'amplification est effectuée sur le thermocycleur de Realplex

Eppendorf.
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Tableau 8. Séquences des amorces et sondes Padlock de la méthode RCA

Ne. Géne Souches | Description | Séquence 5—> 3'
Oligo | cible
9 GLCA M110-7 | Sonde [Phos] CAGCTCCAACCCTGGTTTGATGCCGTATGCC
padlock TAGCACGGAATTAACTTGCTAGCCGTCCAGGTTTT
TCCCCCAT
Amorce | TGCTAGGCATACGGCATCAAA
Amorce 2 AACTTGCTAGCCGTCCAGGTT
10 AAP M110-7 | Sonde [Phos] TTGAATAGACACAGTTGACCTTTGATGCCGT
padlock ATGCCTAGCACGGAATTAACTTGCTAGCCGTCCA
GGTTAGATAGTTTGCCA
primer 1 TGCTAGGCATACGGCATCAAA
primer 2 AACTTGCTAGCCGTCCAGGTT

La réaction de ligature s’effectue en incubant le master mix et I’ADN a 95° C pendant 3 min

sans Ampligase, qui sera ajouté par la suite, puis incubé pendant 60 min a 65° C. La réaction

d'amplification se fait en ajoutant 20 ul du mix d’amplification au 10uL du produit de la

réaction de ligature. Le Master mix de la technique RCA est constitué¢ du mélange suivant:

400 uM dNTP, 8 U Bst polymérase (Grand fragment), 1 pm de chacune des deux amorces et
1 X Thermopol tampon contenant 20 mM de Tris-HCI (pH 8.8), 10 mM de KCI, 2 mM de
MgSO4, 10 mM de (NHy)z et 0,1 % Triton X-100 et 1 X Syto ® 9. Les réactifs ont été incubés

a 60-65°C pendant 60 min.

Tableau 9. Réactifs et volumes utilisés pour des dosages RCA

reaction Ligation

Volume (pl/puit)

Tampon de ligation (1X)
Sonde Padlock

Produit PCR

Ampligase

7
2
1
1

Melange de la réaction RCA

Tampon des réactifs
Amorce RCAL
Amorce RCA2

Echantillon (produit de la réaction de ligation)

21

27



3. Résultats

Le but de cette étude a été I’évaluation de la différenciation entre les souches de Aspergillus
Sflavus productrices d’aflatoxines et les souches non productrices d’aflatoxines. cette
différenciation est basée sur les méthodes de détection des acides nucléiques afin de réduire
la production d'aflatoxines dans les produits agricoles particulicrement dans le mais et
I’arachide. Le développement d'un test d'amplification isotherme tel que la LAMP et le RCA,
faciliterait en outre l'exécution de ces essais en raison de sa simplicité et la possibilité

d'effectuer les essais sans un thermocycleur.

3.1 Culture des souches de A. flavus

Toutes les 22 souches cultivées ne se sont pas développées avec succes sur les milieux de
culture utilisés. Seulement 10 souches se sont développées sur le milieu PDA et ont été
transférées ensuite sur les milieux liquides PDB. Selon le tableaul0, toutes les quatre souches
utilisées dans la lutte biologique et apportées dans les milieux se sont développées avec
succes ensuite deux souches atoxinogénes et 4 souches toxinogénes existant naturellement

dans les différentes zones agro-écologiques du Burkina Faso.

Tableau 10. Souches de Apergillus flavus sur le milieu PDA

Toxicity Origine Souches obtenues

Biocontrole M109-2, M110-7, MO11-8, GO18-2
Souches
atoxinogénes

Ecologie naturelle | SG115-4,M106-7

Souches

. Ecologie naturelle | MO80-4, G108-6, SM(098-13, GO97-2
toxinogenes

3.2. Extraction d’ADN a partir du mycélium des souches

Toutes les souches cultivées ont été extraites a l'aide du protocole de phénol-chloroforme
décrit selon le point 2.2.1. Ensuite la concentration et la pureté de I’ADN ont été mesurées
avec le spectrophotomeétre ‘NanoVue Plus’ des acides nucléiques (tableau 11). Tous les
isolats ont donné une quantit¢ d’ADN suffisante permettant de réaliser les expériences

ultérieures, bien que le ratio de 260/230 plutdt basse, soit un indicateur de haute quantité

28



d'hydrates de carbone qui peuvent agir en tant qu'inhibiteurs dans les réactions

d'amplification.

Tableau 11. Concentration d'ADN, ratio A260/A280 et ratio A260/A230 des
échantillons extraits.

Echantillons DNA concentration ng/pl Ratio Aj¢/Azs0 Ratio A,4/Aj30
Bio M109-2 149,75 1,67 0,55
Bio G018-2 166,50 1,69 0,58
Bio MO11-8 289,50 1,85 1,04
Bio M110-7 182,67 1,81 0,62
Atox M106-7 153,00 1,68 0,53
Atox SG115-4 124,33 1,58 0,54
Tox SM098-13 100,83 1,66 0,44
Tox GO97-2 602,00 1,91 0,62
Tox G108-6 369,17 1,72 1,04
Tox M080-4 191,50 1,65 0,77

Bio= souche non productrice d’aflatoxine utilisée dans la lutte biologique; Tox= souche productrice de I’aflatoxine; Atox=
souche non productrice de I’aflatoxine rencontrée sur les échantillons de mafs et d’arachides au Burkina.

A travers le tableau 11, nous constatons que toutes les souches du champignon présentent une
concentration de 100 ng/ul a 600 ng/ul. Les plus fortes concentrations sont obtenues avec les
souches productrices d’aflatoxines Tox GO97-2 (602 ng/ul), Tox G108-6 (369,17 ng/ul) et
Tox M080-4 (191,50 ng/ul), les souches biologiques Bio M011-8 (289,50 ng/ul), Bio M110-
7 (182,67 ng/ul) et Bio GO018-2 (166,50 ng/ul) ainsi que la souche non productrice
d’aflatoxine Atox M106-7 avec une concentration de 153,00 ng/ul. Cependant, les isolats qui
présentent les plus faibles concentrations sont Tox SM098-13 et Atox SG115-4 avec les
concentrations respectives 100,83ng/pl et 124,33ng/ul.

La détermination de la concentration de I’ ADN apres I’extraction avec le spectrophotometre a
permis d’avoir une information sur la qualité de cet matériel génétique. La pureté de ce
matériel joue un rdle trés important dans sa caractérisation. Le tableau 11 nous met en
exergue la qualit¢ de I’ADN extrait des différents isolats utilisés a travers leurs différents
ratios d’absorption en protéines (A260/280) ou en hydrates de carbone (A260/230) obtenus.
Selon ce tableau, les isolats Tox GO97-2 (1,91), Bio M011-8 (1,85) et Bio M110-7 (1,81)
présentent des ratios sensiblement supérieurs ou égaux a 1,8 (protéine) et contrairement a

’absorption en hydrate de carbone, tous les isolats présentent un ratio inférieur a 2.
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3.3 Alignement des séquences et conception des amorces

Pour identifier les caractéristiques génétiques du géne AAP et GLCA, 28 séquences des
souches de 4. flavus isolées en Afrique de 1’Ouest y compris quatre souches utilisées dans la
lutte biologique, ont été alignées en utilisant le logiciel Clustal X. Une séparation en deux ou
trois groupes a été observée, avec l'une des souches biologiques (M110-7) montrant
uniquement une seule base de mutation. Ces différentes séparations pourraient étre utilisées
pour la conception des tests spécifiques qui ne pourront détecter exactement que ces souches
(voir les alignements en annexe). A partir de l'alignement, les séquences présentant un ou
plusieurs points uniques de mutations ont été utilisées pour la conception des amorces et des

sondes des différents tests d’amplification.

3.3.1 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Tous les oligonucleotides déterminés pour les différentes réactions de PCR ont été congus
pour accomplir un but spécifique: les produits PCR des tests effectués au préalable avec le
SYBR green ont été utilisés pour les réactions ultérieures de RCA qui est généralement utilisé
pour la détection des SNPs. Les tests avec le Kapa Probe ont été utilisés également pour
déterminer une différenciation entre les souches toxinogénes et non-toxinogénes. Les
résultats de I’ensemble des oligonucléotides (amorces et sondes) figurent sur le tableau 12.
Dans le tableau 12, nous constatons que la majorité des souches ont présenté un signal a
I’exception de la souche Tox SM098-13 (réactions 1 et 3). Les souches Bio M011-8, Bio
M110-7 et Tox G097-2 ne présentent pas de signal. Cependant, la figure 9 illustre les

différentes régions de fixation des amorces et sondes désignés a partir des séquences ciblées.

Tableau 12. Résultat de la réaction de polymérisation en chaine (PCR)
oligo Bio Bio Bio Bio Atox Atox Tox Tox Tox Tox
No.# M109-2 GO018-2 M011-8 M110-7 M106-7 SG1154  SM098- G097-2 G108-6 MO080-4
13

1 + + + + + + - + + +
2 + + + + + + + + + +
3 + + + + + + - + + +
4 + + - - + + + - + +

Bio= souche non productrice d’aflatoxine utilisée dans la lutte biologique; Tox= souche productrice de I’aflatoxine; Atox=
souche non productrice de I’aflatoxine rencontré sur les échantillons de mais et d’arachides au Burkina. + signalet —pas de
signal
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oligo No.l

5"~

TGCTGCGGTCCATGTATGTCAACTGGGGCTATTTAAAGGCAAACGAT CTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGGTCG
AAGAG-3'

oligo No.2

5’_
TGCTGCGGTCCATGTATGTCAACTGGGGCTATTTAAAGGCAARCGATCTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGGTCG
AAGAG-3'

oligo No.3

5'_
CGTTTGTGATGTTTCTAGATAGTCCAAATGCCAGGGTTGGAGCTGATGGGGGAARACTCTAAATCAGTTCAACAT
TCTCAAATGTTAGCACATACAGTA-3"

oligo No.4
5'-

TGCTGCGGTCCATGTATGTCAACTGGGGCTATTTARAGGCAAACGATCTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGGTCG

AAGAG-3'

Figure 9: Différentes régions de fixation des amorces et sondes désignées sur les
sequences, y compris des SNPs (en rouge).

3.3.2 LAMP (Loop mediated isothermal amplification)

Les résultats des différentes réactions d’amplification pour la méthode LAMP basés sur les
différentes amorces et sondes désignées sont indiqués dans le tableau 13. En effet, ce tableau
nous indique qu’il n’y a pas eu de différence significative entre les souches toxinogénes et
atoxinogenes. Apres les réactions d’amplifications dirigées par les différents oligonucléotides
désignés pour cette méthode, on constate que toutes les souches testées ont présenté un signal
(+) lors des réactions dirigées avec les oligonucléotides n°7 et 8 et contrairement a la
réaction avec les amorces n°5, les souches Bio G018-2 et Tox G097-2 ainsi que les souches
Bio M109-2 et Tox SM098-13 (Les amorces n°6) n’ont pas présenté de signal (-). Les
oligonucléotides désignés pour chaque réaction d’amplification ainsi que leurs régions de

fixations sur les séquences sont présentés sur la figure 10.
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3.3.3 RCA

Le tableau 14 présente les résultats des tests de la méthode RCA. En effet, pour cette
technique, deux réactions ont ét¢ effectuées avec différents oligonucléotides (n°9 et 10).
Selon le tableau 14, il n'y a pas de différence spécifique entre les différentes souches
(toxinogénes et atoxinogénes) utilisées. Apres les réactions d’amplifications effectuées, un
signal positif (+) a ¢été obtenu pour chaque échantillon (souches). Les différents
oligonucléotides (primers et Padlock-probe) désignés pour cette méthode ainsi que leurs

régions de fixation sur les séquences sont indiqués sur la figure 11.

Tableau 14. Résultat des Réactions de RCA

oligo Bio Bio Bio Bio Atox Atox Tox Tox Tox Tox

No.# M109-2 GO018-2 MO011-8 M110-7 M106-7 SGI15-4  SM098- G097-2 G108-6 M080-4
13

9 + + + + + + + + + +

10 + + + + + + + + + +

Bio= souche non productrice d’aflatoxine utilisé dans la lutte biologique; Tox= souche productrice de I’aflatoxine; Atox=
souche non productrice de I’aflatoxine rencontré sur les échantillons de mais et d’arachides au BF. + signal et — pas de signal

oligo No.9
5'-

T T T 8 T T B P £ T T T H T T A O, T P T T 7 s e 5 T R
ATGTAGGTCRACTGTGTCTATTCAATGGCAARCTATCTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGETCG

Figure 11. Ditférentes amorces et sonde Padlock désignées ainsi que leurs régions de
fixation (soulignés) sur les séquences, y compris les SNP présentés en rouge.
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Tableau 13. Résultat des réactions de LAMP

oligo Bio Bio Bio Bio Atox Atox Tox Tox Tox Tox

No.# M109-2 G018-2 Mo011-8 M110-7 M106-7 SG1154  SM098- G097-2 G108-6 MO080-4
13

5 + - + + + + + - + +

6 - + + + + - + + +

7 t + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + +

Bio= souche non productrice d’aflatoxine utilisée dans la lutte biologique; Tox= souche productrice de I’aflatoxine; Atox=
souche non productrice de I’aflatoxine rencontrée sur les échantillons de mais et d’arachides au Burkina. + signal et — pas de
signal

Oligo N°5

AAATTGGCCTTCGALGGCGCTGTCAGTCTTTGTCGGGTTG
TGCGGTCCATGTAGGTCAACTGIG bTAfT AA GGCAAA

5’ CGAAGAAGTATTTACCTATTTCATCAACGAL
CTGGCCCTGTTTTTGCTTTCGCTGGCGGTGATG

ACT

CTATCTGCTAACAGTCGAGCCATAG Y\GAGATGACCAATGCAACAACCGCTGTT TCTFTCTCHT
GCTGACAGTGTTAATCAATGGGTCCATG uﬂ'rT“u T?“TfA'CCCClllVﬁT”TPTPTCTCk sTGATAT 37

Oligo N°6

]
1
D]
=
—1
1
(D]
=
Q)
()
(9]
()
,_'
—
(9]

5’ CGAAGAAGTATTTACCTATTTCATCAACGAGGGARATTGGCCTTCGAAGGCGCTGTCAGTCT

ACTGGCCCTGTTTTTGCTTTCGCTGGCGETGATCCTGCGETCCATGTATGTCAACTGCECECTATTTARAGGCARA

CGATCTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGGTCGAAGAGATGACCAATGCAACAACCGCTG

3CTGTCTCTGAT

ATGGGTCCATGGGATTTGGAATGATGATCGCCTTGTATTTCTGTCTCGGTGATAT 37

GTTGACTGGCCCTGTTTTTGCTTTCGCTGGCGGTGATGCTGCGGTCCATGTAGGT

CG
CAACTGTGTCTATTCAATGGCAAACTATCTGCTAACAGTCGAGCCATAGATGCTCGAAGAGATGACCAATGCAAC

AACCGCTGTTCCCCTGTCTCTGATGCTGACAGTGTTAATCAATGGGTCCATGGGATTTGGAATGATGATCGCCTT

GTATTTCTG TCTCGGTGATAT 37

5’ GARGTGAGCTGGETTGTTCCTGGGGRAARCCATTTCCATTCTCAARAATGECGCTGTTCTTTTGGAARGTT \TC

AGCGCCACCGTCCAGTGCGACCGGATGGTACAAT T GCTGTAARTGCCATTTGAATCGTTTIGTGATGTTTCTAGATA

GTCCAAATGCCAGGETTGGAGCTGATCCGGGAARACT " TAARTCAGTTCAACATTCTCAARATGTTAGCACATACA
GTRATGTTACCATCAAGGAT TTCGETCGGCCARAGTTCACCAAGARTCCAATTCCTCGTCATTARGCGGTTCGAT

G

ACTGGAGAGTCATCGCGTTCAGCCGGGGARRGC 37

Figure 10: Oligonucléotides désignés pour la méthode LAMP (soulignés) ainsi que
leurs régions de fixation sur les séquences, y compris les SNPs présentés en rouge.
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4. Discussion

La culture des souches sur les milieux PDA (milieu solide) et PDB (milieu liquide) indique
que parmi les 22 souches, seulement 10 se sont développées avec succés comme ’indique le
tableau 10. Le développement de ces souches s’explique par le fait qu’elles ont €té isolées et
conservées dans de bonnes conditions ce qui a facilité leur développement sur le milieu PDA
et a permis une bonne production mycélienne. Cependant, le non développement des 12
autres souches pourrait étre lié a des dommages (Thermiques) survenus lors de leur
conservation et qui a causé la mort de ces conidies par conséquent leur revitalisation sur les
milieux de culture a été impossible. La température joue un rdle trés important dans la survie
des agents fongiques. En revanche, d’autres tentatives ont été effectuées pour mettre en place
un milieu plus favorable en I’occurrence le milieu de culture & base de jus de fruits et de

légumes (Stringer et coll., 1999) sont restées sans effet.

Les fortes concentrations d’ADN (Tox GO97-2 (602 ng/ul), Tox G108-6 (369,17 ng/ul) et
Tox MO080-4 (191,50 ng/ul)) présentées par certaines souches ont permis de réaliser les
expériences et les faibles concentrations observées pourraient s’expliquer par le fait que les
ADN soient dégradés par les enzymes présentes dans les cellules. En ce qui concerne la
qualité du matériel génétique, les différents ratios indiquent une richesse en hydrates de
carbone de tous les échantillons par rapport a I’ADN (ratio<2) et une faible quantité en
protéines (ratio>1,8). La quantité d'hydrates de carbone aurait pu étre résiduelle en raison de
la concentration de dextrose du milieu PDB ou de I’insuffisance de ringage au moment des
étapes de lavage pendant l'essorage des spores. Par conséquent, leur présence (milieu de
culture) pourrait se révéler préjudiciable aux différentes réactions d’amplification (PCR,
RCA et LAMP). Ces résultats sont en conformité avec ceux obtenus par Lui et al. (2000) qui
ont montré que ses éléments (PDB ou PDA) interférent dans les réactions d’amplifications.

La majorit¢é des souches ont présenté des signaux lors des différentes réactions
d’amplifications (PCR, RCA et LAMP) dirigées par les oligonucléotides désignés a
I’exception de quelques souches (Les souches Bio G018-2 et Tox G097-2 et les souches Bio
M109-2 et Tox SM098-13 dirigées respectivement par les amorces n°5 et n°6). Cependant,
les différentes amorces et sondes n’ont pas pu discriminer les souches atoxinogénes des

souches toxinogénes.
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Les résultats ainsi obtenus s’expliqueraient par le manque de certaines informations sur la
totalité¢ de la séquence des souches biologiques et le manque de séquengage des souches
toxinogenes et atoxinogeénes du Burkina. En effet, connaissant le potentiel des champignons a
diverger en souches innombrables avec de petites différences génétiques, il semble peu
probable que les souches non destinées a la production de I'aflatoxine puissent étre
regroupées dans un seul « cluster ». Etant donné que les polymorphismes peuvent facilement
se produire par l'intermédiaire de facteurs mutagénes tels que les radiations (UV) ou les
produits chimiques, il va de soi que les facteurs €pi-génétiques jouent €galement un role
important dans la différenciation d'un isolat parmi un groupe. Cependant, Doolittle et
Sapienza (1980) affirment que les organismes tentent de s'adapter a certains changements de
l'environnement et développent des aptitudes biologiques plus élevées pour assurer leur
propre survie contre d'autres organismes. Les variations peuvent provenir du profil
topographique, d'une région agricole fournissant de nombreux facteurs ayant un impact sur
les communautés bactériennes et fongiques, telles que la capacité en eau, le rayonnement
solaire, la composition du sol, la proximité d'autres champs qui ont été traités avec des
engrais et pesticides et aussi la direction du vent. Donc l'hypothése que les souches de
Aspergillus flavus peuvent étre divisées en de nombreux sous-types génétiques ne peut pas
étre rejeté car Baymann et Cotty (1991) ont montré que les variations génétiques des agents
pathogénes se produisent au fil du temps. Nos résultats obtenus ne peuvent pas confirmer
Iefficacité de ces méthodes (PCR, LAMP et RCA) méme s'il serait rentable de controler
l'application des souches antagonistes par l'intermédiaire de procédés d'amplification
isotherme, car certaines techniques ne s'appliquent pas dans tous les cas. En outre, la méthode
RCA comprend une étape de dénaturation et donc elle ne peut pas enti€rement étre qualifiée
de « isotherme » et cela augmente le nombre d'étapes nécessaires pour atteindre de
quelconques résultats (Alsmadi et al., 2003 ; Pang et al., 2007 ; Hadersdorfer, 2012). A
I’étape actuelle de nos activités, il nous est impossible de confirmer la capacité de la méthode
LAMP a détecter les SNPs, car les amorces de cette méthode pour la détection de SNP
doivent étre congues manuellement et cela exige que de nombreuses conditions essentielles
soient remplies au préalable. Un amplicon LAMP est compos€ d'au moins 180 paires de base
et les séquences de ses amorces sont généralement plus longues que celui de PCR d’ou la
spécificité de la méthode LAMP. Jusqu'a présent, seules quelques publications sont engagées

dans cette rubrique (Iwasaki et al., 2003; Nakamura et al., 2007).
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Conclusion générale et perspectives

Aprés I’alignement des 28 séquences des souches de 4. flavus isolées en Afrique de 1’Ouest,
y compris quatre souches utilisées dans la lutte biologique avec logiciel Clustal X, une
séparation en deux ou trois groupes a été observée. L ’alignement des séquences a présenté
un ou plusieurs points uniques de mutations. Au terme de notre étude, nous pouvons conclure
que la conception de tests spécifiques pour discriminer les différentes souches de 4. flavus a
été un défi qui malheureusement n’a pas été relevé malgré la présence de SNP et cela pourrait
s’expliquer par le manque de données de séquengage des souches atoxinogenes et
toxinogenes isolées a partir de nos échantillons. L’extraction de 'ADN a donné suffisamment
d'ADN pour toutes les expériences, de fortes concentrations d’ADN (Tox GO97-2
(602ng/ul), Tox G108-6 (369,17ng/ul) et Tox M080-4 (191,50ng/ul)) ont été obtenues,
méme si en général le ratio Ajsg /Ao, se référant a une forte concentration de glucides.
Bien que les souches Bio M110-7 et Bio M011-8 peuvent étre regroupées en raison de
certaines mutations ponctuelles semblables de leurs séquences qui apparaissent dans les
résultats des analyses PCR pour les oligo set n° 4, cette information n'est pas suffisante pour
I'élaboration d'un test spécifique pour la lutte biologique contre les souches toxinogenes car
G097-2 (atoxinogéne) a aussi donné un signal négatif. A travers les résultats obtenus avec les
différentes méthodes (LAMP et RCA) utilisées nous ne pouvons pas confirmer leur efficacité
quant a la détection des polymorphismes nucléotidiques. Malheureusement les données des
séquences utilisées ici pour I’étude de la phylogénicité n’ont pas fourni d’information
suffisante pour discriminer les souches par les différentes méthodes d’amplifications.
Cependant, une bonne connaissance approfondie de la diversité génétique de ces micro-
organismes serait un avantage dans la détermination des stratégies judicieuses pour une lutte
efficace en mettant en place des tests spécifiques pour suivre I’évolution de ses souches dans
le sol et sur les produits agricoles ainsi que les denrées alimentaires en stockage. Pour cela
nous suggerons :

- un séquencage de tout le génome de toutes nos souches de A. flavus (Toxinogenes et

atoxinogenes) collectées au Burkina Faso pour la comparaison entre les différents isolats.

- une modification du protocole d'extraction ou changer de kits commerciaux

d'extraction et de purification.

- une vérification si possible de 1’évolution de ses souches atoxinogénes dans les

champs d’arachides et de mais des différentes zones du Burkina Faso.
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- Une reprise des expériences avec les différentes méthodes telles que la LAMP et RCA

afin de vérifier leur efficacité dans la détection des SPNs.
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