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Résumé

Les mycotoxines et les éléments traces sont des contaminants dont la teneur dans les organes récoltés
est réglementée pour lalimentation animale et humaine. Le durcissement des réglementations
européennes entraine la nécessité de mieux connaitre I'état et le déterminisme de ces contaminations.
L’approche multicontaminants proposée a permis de recueillir des données descriptives et explicatives
des contaminations en conditions de plein champ et de leurs effets croisés. Afin de disposer d’'une
diversité de situations pédologiques et climatiques, les travaux se sont appuyés sur un réseau pérenne
de parcelles mis en place a I'échelle du territoire national. Des premiéres hypothéses relatives aux
relations entre les facteurs du milieu, l'itinéraire technique et I'apparition des contaminations ont été
émises. Pour garantir la reproductibilité du prélévement et la tragabilité des échantillons et mesures, un
guide d’échantillonnage de grains de blé et de tournesol a été défini et validé pour la détermination de
la concentration en éléments traces dans les grains de blé tendre et de tournesol.

Mots-clés : éléments traces, mycotoxines, multicontamination, blé, tournesol

Abstract: Study of multicontamination of crops in field conditions

Mycotoxins and trace elements are contaminants whose content in harvested organs is regulated for
feed and food. The tightening of European regulations requires to better understand the state and
determinism of these contaminations. The proposed approach of multicontaminants raised descriptive
and explicative data contamination in field conditions and their cross effects. In order to have a range of
soil and climatic situations, the work was based on a permanent national network of plots. The first
hypotheses of relationships between environmental factors, the technical process and contaminations
were proposed. To ensure reproducibility and traceability of samples and measurements, a sampling
guide for wheat and sunflower grains has been defined and validated for the determination of trace
element concentrations in wheat grain and sunflower.
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Introduction

Salimenter de maniére saine et sdre fait partie des préoccupations permanentes tant des
consommateurs que des pouvoirs publics. Dés 2007, les conclusions du Grenelle de I'environnement
sont venues renforcer la nécessité de mettre en ceuvre des actions pour assurer la protection du
consommateur contre les risques sanitaires liés a la contamination des produits de base de
I'alimentation humaine et animale. Or, les études sur les niveaux de contamination de I'alimentation
francaise montrent que les végétaux de grande culture, bruts ou transformés, constituent une voie
importante de la contamination alimentaire par les mycotoxines et les éléments traces (Leblanc et al.,
2004 et 2011) dont la concentration de certains des éléments traces et mycotoxines, compte tenu de
leur toxicité, est réglementée pour I'alimentation humaine (EC 1881/2006) et I'alimentation animale (EC
32/2002). En outre, le contexte est trés propice a un durcissement de la réglementation concernant la
teneur en éléments traces des produits agricoles a destination de I'alimentation humaine et animale,
aussi bien au niveau national qu'européen. Il est donc essentiel de comprendre les facteurs
responsables de ces contaminations. Or, 'analyse de I'état de I'art montre que les avancées ne se sont
pas faites a la méme vitesse et les voies d’études choisies ont été différentes. Il apparait clairement que
I'effort de connaissance ne s’est pas focalisé sur les mémes points : pour les mycotoxines, I'effet des
paramétres climatiques a été privilégié alors que pour les éléments traces, ce sont les paramétres sols
qui ont été étudiés préférentiellement.

Afin de pouvoir mieux progresser, il nous a donc semblé indispensable de suivre conjointement ces
deux types de contaminants, en conditions de plein champ, pour mieux appréhender a la fois les
transferts d’éléments traces et le développement de champignons mycotoxinogenes, pour évaluer le
poids des facteurs sols et climat dans cette accumulation de contaminants, pour alimenter des modeles
de prélévement en construction, proposer des outils de prévention et de gestion pertinents et in fine
pour conseiller et aider les agriculteurs a limiter les risques de contamination.

Pour mener a bien ce projet visant a anticiper et gérer de maniére optimale la multicontamination par
les éléments traces et les mycotoxines, 'ACTA, le CETIOM, ARVALIS-Institut du végétal, la chambre
régionale d’agriculture d’Aquitaine, 'EPLEFPA des Pyrénées-Atlantiques, Bordeaux Sciences Agro,
I'Université de Pau et des pays de I'Adour-LCABIE et I'INRA se sont associées pour apporter leur
expertise et réaliser des expérimentations communes.

Cette approche multicontaminants n’avait jamais été conduite a notre connaissance et devait permettre
de recueillir des données descriptives et explicatives des contaminations en plein champ et de leurs
effets croisés.

Les objectifs opérationnels du projet étaient les suivants:

1. définir, valider et optimiser une méthode d’échantillonnage des végétaux commune,

2. mettre en évidence des situations conduisant a un risque de contamination des productions
végétales de grande culture et identifier des facteurs explicatifs de ces contaminations (facteurs sol,
climat ou conditions de culture) a partir de la construction d’un réseau de parcelles,

3. tester Iimpact d’'une contamination des sols en cadmium sur la sensibilité des grains de blé a la
contamination en mycotoxines.

1. Détermination de la concentration en éléments trace métalliques dans les
grains de blé et de tournesol a I’échelle de la parcelle : du guide
d’échantillonnage au systéme expert pour un diagnostic pré-récolte

Du point de vue de la tragabilité des productions, il est nécessaire de disposer d’outils permettant a la
fois la détermination de la qualité (en termes de prévention d'une contamination avant
commercialisation) et un suivi a long terme impliquant un stockage (DGAL 2007). Toutes les étapes de
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cette chaine d’évaluation doivent étre maitrisées afin de garantir un résultat juste, précis, représentatif
et comparable. Cependant, aucun référentiel normatif n’existe en matiere de plan d’échantillonnage et
de prélévement des végétaux. Certaines méthodes communautaires décrivent des procédures de
contréle des végétaux de I'échantillonnage a I'analyse (CE 796/2004 ou CE 401/2006). Mais elles sont
souvent inapplicables sur le terrain (Veron-Delor, 2007) et spécifiques a un type de végétal ou de
contaminant (Champeil, 2004 ; INERIS, 2005). Ainsi, chaque institut technique a établi son propre
protocole pour le contréle des productions de céréales ou d'oléagineux.

Assurer la qualité sanitaire des végétaux de grandes cultures nécessite la mise en ceuvre d'outils de
diagnostic permettant d’évaluer soit les concentrations en éléments traces métalliques et métalloides
(ETM) dans les grains (alimentation humaine), soit les concentrations en ETM qui sont potentiellement
transférables au végétal. Nous avons investi ces deux aspects en nous focalisant sur I'arsenic, le
cadmium, le cuivre, le plomb et le zinc dans les grains de blé et de tournesol, ces ETM étant
réglementés ou en voie de réglementation pour I'alimentation humaine et/ou animale.

Ainsi, I'objectif principal de 'étude a été de définir des outils pour maitriser I'échantillonnage de sols et
de végétaux, dans le contexte d'une contamination par les ETM des sols et des grains issus de plantes
céréaliéres et oléagineuses sur une parcelle.

Les analyses d'ETM dans les grains ont été effectuées par spectrométrie de masse couplée a un
plasma inductif (ICP-MS) et par spectrométrie d'émission atomique a plasma induit (ICP-AES) par
I'Unité de service et de recherche en analyses végétales et environnementales (USRAVE) de I'INRA
accréditée par le COFRAC pour les activités d’analyses/essais/étalonnages. Les analyses de sols ont
été effectuées par ICP-MS au LCABIE. La précision (c'est-a-dire la justesse et la répétabilité) de
chaque analyse a été vérifiée par des analyses d’échantillons de référence de mais (V463) et de sol
(Loam soil ERM — CC141). Ainsi, la chaine des opérations depuis la préparation des échantillons
jusqu’a leurs analyses a pu étre validée.

1.1 Choix du protocole

Le type de protocole retenu est basé sur un prélévement a la parcelle car il permet, contrairement au
prélevement a la benne, d’effectuer un diagnostic pré-récolte (pour différents stades de croissance de
végétal jusqu'a la récolte) et de réaliser un suivi spatial des concentrations en ETM. Il existe de
nombreux protocoles de prélévement de céréales et oléagineux a la parcelle dans la bibliographie. Ces
protocoles, établis par des instituts, ont été recensés. lls présentent les modalités de prélévement des
plantes (nombre de plantes a prélever, localisation des points de prélevement, etc.) ainsi que la
préparation des échantillons (séchage, broyage). Néanmoins, ces protocoles ne sont pas génériques,
s’adressant a un seul type de parcelle (& dimension et géométrie fixées), de céréales ou oléagineux et
de contaminants. Partant de ce constat, il a été convenu de valider un outil opérationnel de prélévement
utilisable quelles que soient la culture et la parcelle considérées et permettant d’établir un bilan de
contamination représentatif de 'ensemble de la production d’une parcelle.

Deux protocoles permettant le prélévement sur une parcelle de végétaux en cours de croissance et
jusqu’a leur maturité ont été sélectionnés. Il a été proposé et décidé d’appliquer deux protocoles :

- le protocole dit « RMQS' » : ce protocole a été congu sur la base du protocole de prélévement de sols
choisi par le Réseau de Mesure de la Qualité des Sols. Il se veut représentatif des végétaux (et des
sols correspondants aux plantes prélevées) sur une placette (c’est-a-dire une zone aux dimensions
connues d’'une parcelle) ;

- le Protocole d’Echantillonnage Aléatoire Stratifié (PEAS?) : ce protocole, couvrant la totalité de la
surface de la parcelle, a été développé en considérant de fagon statistique le critere de représentativité

T Réseau de Mesures de la Qualité des Sols
2 Protocole d’Echantillonnage Aléatoire Stratifié
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sur une parcelle, avec la possibilité de spatialisation des résultats obtenus (c’est-a-dire la possibilité de
transformer les données ponctuelles issues du prélévement et de l'analyse des végétaux en une
information continue sur 'ensemble de la parcelle). Ceci permet un rendu plus fiable des niveaux de
concentration des éléments chimiques suivis.

Afin de valider le choix des parcelles et de procéder dans le méme temps a une vérification des outils
d’'analyse (niveaux de concentration compatibles avec la limite de quantification analytique), des
échantillonnages ont été réalisés au printemps 2011 sur du blé au stade tallage et sur les sols
correspondants. La faisabilité technique, la représentativité et enfin la robustesse des protocoles de
prélevement a I'échelle de la placette et de la parcelle ont été vérifiées, en particulier pour différentes
conditions climatiques et pédologiques. Des prélévements ont été effectués sur la méme parcelle de blé
au stade récolte. En 2012, les prélévements ont été effectués sur cette méme parcelle cultivée en
tournesol et sur une des deux parcelles cultivées en blé dur. Ceci a permis d’évaluer le protocole sur
une méme parcelle pour deux cultures différentes mais également pour deux parcelles différentes
cultivées avec une méme espece végétale. En 2013, de nouveaux prélévements ont été réalisés sur de
nouvelles parcelles afin d’évaluer la robustesse du protocole d’échantillonnage PEAS.

1.2 Optimisation du protocole

Un premier prélévement en excés (un millier d’individus), selon le PEAS, a été effectué et des tests de
diminution du nombre de plantes et de grains a prélever, et du nombre de points de prélévement ont été
effectués par des analyses statistiques. Ceci a permis d’optimiser le protocole, de réduire le nombre
d’individus total prélevés a une cinquantaine et ainsi de rendre ce protocole opérationnel. Il a été
déterminé statistiquement que le prélévement aléatoire de dix grains sur un capitule de tournesol ou la
totalité des grains contenus sur deux épis de blé suffit pour assurer la représentativité du point de
prélévement. De plus, le nombre de points de prélévement sur I'ensemble de la parcelle a été fixé a 25.
Ce nombre représente a la fois le maximum acceptable d’un point de vue opérationnel mais aussi le
minimum requis pour une analyse géostatistique nécessaire a I'appréhension de la variabilité spatiale
des concentrations. De plus, il est identique a celui utilisé pour le protocole du RMQS, protocole
nationalement reconnu et accepté. Concernant le PEAS, I'emplacement de ces 25 points a été
déterminé de fagon a ce que d’une part, la grille de prélévement couvre 'ensemble de la parcelle et
d’'une autre part, les points de prélévement présentent des interdistances les plus variées possibles (ce
qui permet d’effectuer des analyses géostatistiques plus fiables). En ce sens, une premiére grille de
prélevement contenant 20 points générés de fagon aléatoire stratifiée et couvrant 'ensemble de la
surface de la parcelle a été définie. Ensuite, une seconde grille de prélévement contenant quatre points
générés eux aussi de fagon aléatoire stratifiée a été superposée a la premiére et enfin un dernier point
a été placé aléatoirement sur la parcelle afin d’obtenir des distances interpoint plus resserrées. La
méthodologie est présentée sur la Figure 1. L'ensemble des analyses statistiques et géostatistiques a
été réalisé avec Bordeaux Sciences Agro.

25 prélévements supplémentaires effectués suivant une grille systématique issue du protocole du
RMQS, ont été ajoutés aux prélévements précédents afin d’obtenir des informations concernant la
variabilité des ETM aux faibles pas d’échantillonnage. Certains de ces points ont également été utilisés
pour vérifier les prédictions de distribution des ETM établies par le PEAS. La Figure 2 représente
I'ensemble de ces 50 points (PEAS + RMQS) appliqués a une parcelle.
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Figure 1 : Définition des
points de prélévement selon
le PEAS
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1.3 Du guide d’échantillonnage au systeme expert

Le protocole PEAS optimisé a ensuite été appliqué sur différentes parcelles (plus grandes et plus
petites en surface) et pour différentes cultures (blé tendre, blé dur et tournesol). Les analyses
géostatistiques ont permis de valider ce protocole d’échantillonnage pour I'évaluation spatiale et a la
parcelle des concentrations en éléments traces présents dans les sols et dans les végétaux de grandes

cultures considérés dans cette étude.

Au final, des cartes de distribution des concentrations en mg/kg de matiére séche sont obtenues pour
différents éléments : Cadmium, Zinc, Cuivre. Un exemple de carte de distribution obtenue pour le
cadmium dans une parcelle cultivée en blé est présenté en Figure 3.
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Figure 2 : Application des protocoles
d’échantillonnage PEAS et RMQS a la
parcelle
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Figure 3 : Distribution du cadmium
présent dans les grains de blé a
I'échelle de la parcelle

En paralléle du protocole d’échantillonnage, un systéme expert a également été développé. L'ensemble
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permet d’effectuer un diagnostic pré-récolte pour différents stades de croissance du végétal jusqu’a la
récolte a I'échelle de n’importe quel type de parcelle.

2. Etat des lieux explicatif des contaminations des sols et des végétaux par les
ETM et les mycotoxines a partir de la construction d’un réseau de parcelles

L’objectif de ce volet était de recenser les niveaux de contamination des cultures en conditions de plein
champ et d'identifier des facteurs explicatifs du risque de contamination. Pour cela, il s'agissait de
construire un réseau de parcelles sur lequel baser I'échantillonnage et le suivi. Le deuxieme objectif
consistait a mesurer les niveaux de contamination des sols, des plantes et des intrants et a collecter
des données explicatives.

Des avancées conséquentes ont été faites ces dernieres années sur chacune des composantes de
linteraction tripartite champignon/plante/conditions agro-environnementales, interaction qui conditionne
les niveaux de toxines accumulées dans les grains de mais et de blé récoltés. Rappelons que trois
grandes familles de toxines (trichothécénes, zéaralénone et fumonisines) concernent les mais francais,
et que seulement deux, trichothécénes et zéaralénone, contaminent les céréales a petits grains. Parmi
ces avancées et concernant la flore fusarienne de I'épi, les espéces susceptibles d’étre rencontrées sur
les céréales frangaises ont été répertoriées et les espéces majoritaires ont été caractérisées (toxines,
pathogénie). Néanmoins, de nombreuses zones d’ombre subsistent sur I'épidémiologie des espéces
fongiques et les conditions de toxinogénéses. Avec la mise au point récente des outils moléculaires
d’identification et de quantification (Nicolaisen et al., 2009), I'appréhension de I'ensemble des
interactions entre especes fongiques (intra et inter genres) doit étre facilitée. Ces outils maintenant
opérationnels sont également trés utiles pour suivre I'évolution dans le temps et dans I'espace de la
mycoflore présente dans les épis et étudier les évolutions et les tendances durables (producteurs de
trichothécénes A vs B par exemple). Pour ce qui est de la composante plante, les études de modulation
de toxinogénese ont fortement suggéré l'existence d'une résistance a l'accumulation de toxines
(Boutigny et al., 2008). La validation in planta des mécanismes démontrés in vitro ainsi que les bases
génétiques de cette résistance représentent de nouveaux défis scientifiques. Les outils de quantification
de flore en permettant d’apporter une réponse qualitative et quantitative & I'impact des facteurs agro-
environnementaux, faciliteront I'élucidation des mécanismes générant cet impact et surtout la définition
de pratigues a moindre risque. Au niveau des pratiques agronomiques, les différents facteurs
influencant la production de toxines ont été identifiés et hiérarchisés (Champeil et al., 2004).

Les éléments traces sont naturellement présents dans les sols car ils proviennent en partie de la roche.
De plus, les sols agricoles des pays industrialisés sont soumis a une pollution diffuse aux éléments
traces du fait des retombées atmosphériques, dintrants agricoles (engrais, produits
phytopharmaceutiques, effluents d’élevage) et du rdle qui leur est alloué pour valoriser certains déchets
urbains, tels que les boues de station d’épuration. Pour les éléments traces métalliques, le sol est un
milieu accumulateur (Robert, 1995 ; Baize, 1997). L'accumulation des éléments traces dans les sols
résulte en partie de la présence de ligands forts tels que les matieres organiques. La pérennité de ce
processus de stockage est actuellement mal connue et certains auteurs pensent qu'il s’agit d’une «
bombe a retardement » (time bomb concept), les sols se chargeant en éléments traces tant que les
complexes avec la matiere organique sont stables (Chang et al., 1997). Sauf dans le cas de
contaminations atmosphériques élevées, il semble que la majorité des éléments traces accumulés dans
les grains de céréales proviennent du sol (Smolders, 2001). Mais la totalité des éléments présents dans
le sol n’est pas disponible pour les végétaux. De nombreuses études ont démontré qu'’il n’y a aucun lien
direct entre la teneur totale en éléments traces du sol et la concentration dans les végétaux, notamment
les concentrations dans les grains de céréales ou les graines oléagineuses (Grant et al., 1998). Pour
qu’un élément trace soit absorbé par un végétal, il faut qu'il soit libéré de la matrice solide du sol (dont
la matiére organique) et qu'il passe en solution. Des paramétres tels que le pH, la teneur en matieres
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organiques jouent un réle plus important sur la biodisponibilité que la teneur totale : I'acidification des
sols accroit la biodisponibilité des métaux alors qu'une augmentation de la teneur en matiéres
organiques va limiter leur mobilité et biodisponibilité (McLaughlin et Singh, 1999). Le défi est donc de
prédire la concentration des éléments traces dans les productions agricoles a destination de
I'alimentation humaine. Il n’existe actuellement pas de modeéle de prélévement pour les éléments traces,
alors qu'il en existe pour les éléments majeurs tels que l'azote et le phosphore. Les végétaux
accumulent differemment les éléments traces. Il a en particulier été démontré que 2 a 4 % des lots de
blé dépassent une valeur seuil de 0,2 mg/kg dans certaines régions (Chaudri et al., 1995). Pour la
France, il n’existe qu'une seule étude sur du blé qui a analysé les distributions en éléments traces dans
différents sols et qui montre que 10 % des lots de blé dépassent la valeur seuil de 0.2 mg Cd/kg sans
qu’aucune explication simple ne puisse étre trouvée (Sappin-Didier et al., 2002). De plus, des
différences importantes s’expriment entre différentes variétés d’une méme espéce. Pour le cadmium, on
constate des variations d’un facteur 2 & 6 pour le blé tendre (Vinkel, 2001) et 3 a 4 pour le blé dur
(Baize et al., 2009) ou d'un facteur 4 pour le grain de tournesol (Li et al., 1995). Mais ces gammes de
variations sont dépendantes des sols et des conditions climatiques, sans qu’une explication claire n’ait
pu étre donnée.

2.1 Mise en place et description du réseau de parcelles

Le réseau est constitué a partir de parcelles des unités expérimentales INRA (25 parcelles pour neuf
sites) auxquelles se sont ajoutées des parcelles suivies par les instituts techniques agricoles CETIOM
(trois parcelles sur un site) et ARVALIS-Institut du végétal (trois parcelles sur un site), des parcelles de
fermes expérimentales de lycées agricoles (30 parcelles sur 15 sites) et des parcelles agriculteurs
(deux parcelles sur deux sites). Au total, ce sont donc 63 parcelles qui ont été suivies au cours du
projet. Ces parcelles se distribuent sur tout le territoire, avec certaines régions peu ou pas
représentées, telles que la Bretagne, I'Alsace, le Limousin. Cependant, l'intégration des partenaires et
des parcelles a été progressive. Certaines parcelles ont été suivies plusieurs années de suite. Au total,
nous avons ainsi suivi 88 couples sol/plante. En derniére année du projet, des parcelles conduites en
agriculture biologique ont également été intégrées.

Les parcelles étaient cultivées en blé dur, blé tendre ou tournesol par les unités ou fermes
expérimentales selon leurs itinéraires classiques. La contrainte était de choisir la méme variété et
d’enregistrer les interventions.

2.2 Echantillonnage et analyses

La couche 0-30 cm du sol a été prélevée chaque année pour les parcelles suivies, selon le protocole
RMQS. Dans le détail, une zone homogéne de 20m x 20m est définie dans la parcelle, en évitant les
zones remblayées et les bordures. Les extrémités de la placette sont repérées grace a leurs
coordonnées GPS afin de conserver la méme surface d’échantillonnage pour toute la durée du suivi.

Cette placette est découpée en 25 sous-placettes, au centre desquelles un prélévement est réalisé. Les
vingt-cing prélévements par parcelle sont mélangés afin de constituer un échantillon composite
représentatif de la parcelle.

Des échantillons de tous les intrants a la parcelle (engrais, amendements, produits organiques) et des
semences sont conservés pour analyse.

Sur les sols, des analyses pédologiques classiques sont réalisées : pH, CEC, teneur en carbone
organique, en azote, C/N, teneur en CaCO3, granulométrie. Les teneurs totales en éléments majeurs
(Al, Ca, Fe, K, Mn, Na, P) et les teneurs totales en éléments traces (As, Cd, Cs, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb,
Tl, Zn, U) ont été dosées aprés minéralisation sur les sols et les intrants. Toutes ces analyses ont été
réalisées par le laboratoire d’analyse des sols d’Arras, laboratoire central de I'INRA, accrédité COFRAC
pour I'ensemble de ces analyses.
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Les plantes ont été échantillonnées a deux stades: stade jeune et stade récolte. Le mode de
prélevement a suivi le méme protocole que I'échantillonnage des sols. En se plagant sur la méme
placette et les mémes sous-placettes, un plan de tournesol ou deux plants de blé ont été prélevés dans
25 sous-placettes.

Le stade jeune a été défini comme un stade fin tallage pour le blé et un stade 4 paires de feuilles pour
le tournesol. Lors de ces prélévements, seules les parties aériennes ont été récoltées. Au stade récolte,
nous avons distingué les grains ou graines, récoltés a part, de la paille (pour le blé) ou partie aérienne
seche (pour le tournesol). Les concentrations des végétaux en Al, As, Cd, Cs, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb,
Tl, Zn, U ont été mesurées par 'TUSRAVE. Sur les grains de blé a maturité, les mycotoxines ont été
analysées par 'lUR MycSA. Les différents échantillons récoltés sur les parcelles du réseau ont été
analysées pour leur teneur en toxine de Fusarium (Extraction, purification SPE, analyse par CLHP/DAD
ou MSn) : vingt-trois échantillons de blé ont été analysés pour leur teneur en Déoxynivalenol (DON) et
dérivés acétylés (15 et 3-acétyldéoxynivalenol), Nivalénol et Fusarénone X.

2.3 Résultats

2.3.1. Sols
Caractérisation pédologique des sols

Les caractéristiques des sols du réseau sont présentées dans le Tableau 1. Leurs pH varient de 5,5 a
8,6, la majorité des sols ayant un pH neutre a alcalin avec un pH médian de 8,1. Les teneurs en
matieres organiques varient de 1,3 & 6,8 %. Cependant, les sols dont le pH est inférieur a 8 ont des
teneurs en matiéres organiques constantes, autour de 2 %. Par contre, au-dela de pH 8, la teneur en
matiere organique est beaucoup plus variable, de 1,5 & 6,8 %.

Tableau 1 : Synthése des caractéristiques pédologiques (pH, granulométrie, matiére organique, CEC) des sols
du réseau (63 parcelles)

Argie | BTN | fimons | 520 sapes | ¢ | N CEC

PH % fins grossiers % fins grossiers % | g/kg | g/kg CN| - mmoles

% % H+/100g
Minimum 55| 69 7.2 2,7 2,8 1,2 77 1081 9 3,6
1er quartile 72| 19,6 23,1 11,3 5,0 2,5 122 | 1,1 | 10 10,3
Moyenne 77| 282 28,9 22,1 9,9 10,2 168 | 15 | 11 16,5
Médiane 81| 26,0 30,0 20,4 6,7 7,1 142 | 13 | 10 13,9
3eme quartile 84| 353 33,8 33,5 12,3 14,4 195 | 1,7 | 11 22,1
Maximum 86| 516 45,4 44,0 36,1 49,6 405 | 42 | 24 44,7

La matiére organique des sols a un C/N constant de 10 pour la quasi-totalité des parcelles, sauf pour
une, la parcelle CARJAR, dont le C/N de 24 illustre un probleme de minéralisation de la matiére
organique.

La granulométrie des sols de grande culture du réseau varie en majorité entre une texture limono-
argileuse et une texture argileuse. Le réseau contient trés peu de sols de texture sableuse.

Le Tableau 2 présente les teneurs en éléments majeurs mesurées sur les parcelles du réseau. Le
calcium est I'élément dont la teneur est la plus variable. Le sodium varie également beaucoup (d’un
facteur 26). Les autres éléments, aluminium, fer, potassium et magnésium et phosphore, varient moins,
d'un facteur 7 a 13. L'élément le moins variable est le phosphore. Peut-étre est-ce lié¢ a la fertilisation
appliquée sur les parcelles de grande culture ?

Il est intéressant de constater que certains éléments varient de la méme maniere. Ainsi, le potassium et
le sodium semblent corrélés (Figure 4). Ces deux éléments sont constitutifs des minéraux de type
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feldspaths, présents dans de nombreux sols. Il est donc possible que cette relation soit liée a la nature
géogéne de ces éléments. De méme, le fer, I'aluminium et le manganése sont corrélés (Figures 5 et 6),
suggérant également une origine géogéne. Quatre sols se distinguent de la relation entre I'aluminium et
le fer ; ce sont les sols issus du site de Lusignan (argiles rouges a chataigner), qui présentent aussi les

plus fortes concentrations en fer.

Tableau 2 : Synthése des teneurs en éléments majeurs dans les sols du réseau (63 parcelles)

Mn P20s
Al(g/kg) | Ca(glkg) | Fe (g/kg) | K(g/kg) | Mg (g/kg) (mg/k) Na (g/kg) (g/kg)
Minimum 12,0 1,8 6,6 3,6 14 258 0,6 1,1
1er quartile 37,5 53 20,0 12,6 2,8 479 2,3 1,6
Moyenne 46,0 62,0 21,7 14,7 50 732 45 2,4
Médiane 43,6 9,5 23,0 14,6 4,2 664 4,2 2,2
3éme quartile 514 110,0 32,8 16,7 54 794 6,0 3,0
Maximum 85,6 302,0 78,0 27,5 18,3 2290 16,4 8,0
Max/Min 7 171 12 8 13 9 26 7
20 y =0,5393x - 3,4186 2500 y = 26,208x + 4,9725
s R?=0,58226 g 5000 R2=0,73051
i % 1500
< 10 »
= £ 1000
Z 5 =
2 500
0 0
0 10 20 30 0O 20 40 60 80 100
K (8/kg MS) Fe (g/kg MS)

Figure 4 : Relation entre les teneurs en potassium
et en sodium dans les sols du réseau

y =0,5188x + 3,8797
R? = 0,29565

100
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Figure 5 : Relation entre les teneurs en fer et en
manganese dans les sols du réseau

Figure 6 : Relation entre les teneurs en aluminium
et en fer dans les sols du réseau
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Niveaux de contamination des sols

Il apparait une forte variation des teneurs pour le plomb, le cuivre et I'arsenic, pour lesquels le facteur
de variation (concentration maximale sur concentration minimale) est respectivement de 26, 16 et 14.
Pour les autres éléments traces (Cd, Cr, Ni, Tl, Zn ou U), les facteurs de variation sont compris entre 6
et 8. Le césium et le cobalt présentent une distribution intermédiaire, avec un facteur de variation de 10
ou 11.

En comparant nos résultats aux valeurs mesurées sur le réseau de mesure de la qualité des sols qui
donne une image de la distribution des éléments traces dans les sols au niveau national sur 2200
échantillons, il apparait que le premier quartile, la médiane et le 3eme quartile sont systématiquement
plus élevés dans notre échantillonnage. Par contre, les valeurs maximales trouvées sont beaucoup plus
faibles dans le réseau de parcelles du projet. Ainsi, il semble que les parcelles du réseau soient un peu
plus contaminées que I'ensemble des sols frangais, mais cette contamination reste une contamination
diffuse et ne dépasse pas les valeurs agricoles habituelles.

Pour chaque parcelle, nous avons ainsi défini un « profil contaminant » (Figure 7), en normant les
concentrations par rapport a la concentration maximale mesurée, ce qui permet, malgré les différences
d’'ordre de grandeur suivant les éléments, de comparer les éléments entre eux. Ce profil peut étre un
indicateur pour chaque exploitant.

Auxerre Figure 7 : Exemple d'un profil
contaminant, pour les sols des
As (mg/ke) parcelles « Auxerre » montrant une
Umekg) % cd (me/ke) conta'mlnatlonl élevée pour le
0,80 cadmium, le nickel et le molybdéne,
et une contamination trés faible
Z K; 0,60 C k .
" (me/Ke) " (me/ke) pour le plomb, le cuivre et le cobalt
0740
Tl (mg/kg) % Cu (mg/ke)
0,00
Pb (mg/kg) Co (mg/kg)
Ni (mg/kg) Cs (mg/kg)
Mo (mg/kg) Mn (mg/kg)

Au niveau d’'une méme exploitation, les concentrations en éléments traces sont proches entre les
différentes parcelles, variant en moyenne d’une vingtaine de pourcents et au maximum de trente
pourcents sauf pour l'arsenic, le cuivre, le plomb et le zinc, éléments beaucoup plus variables d'une
parcelle a l'autre. La nature du sous-sol peut étre différente et expliquer ces variations mais c'est
surtout 'usage ancien des sols qui peut expliquer des teneurs élevées dans une méme exploitation.

Relations entre éléments traces et éléments majeurs dans les sols

L’analyse en composante principale des concentrations mesurées dans les sols permet de faire des
classes d’éléments dont les concentrations vont globalement évoluer de la méme maniére. Ainsi,
I'arsenic (sauf pour une parcelle), le cobalt, le chrome, le manganése, le nickel, le plomb (sauf pour une
parcelle) et I'uranium sont plus ou moins fortement corrélés au fer. Le césium présente cette méme
corrélation si on exclue un site, qui montre une relation différente. Le méme cas s'observe pour le
molybdene et le zinc. Le fer étant un élément géogéne, cela laisse a supposer que les éléments traces
corrélés le sont aussi.
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Des relations statistiques ont ainsi pu étre établies, permettant d’estimer la concentration en éléments
traces d’un sol a partir de la seule teneur totale en fer, sauf pour les sols du site de Lusignan.

Les relations observées sont donc les suivantes, la concentration en fer étant exprimée en g/kg MS
alors que les concentrations des éléments traces s’expriment en mg/kg MS :

[As]sol =-0.97 + 0.617 [Fe]sol ( p<0.001 ; R2 =0.63)
[Co]sol = 1.301 + 0.339 [Fe]sol ( p<0.001 ; R2 =0.78)
[Cr]sol = 26.448 + 1.102 [Fe]sol ( p<0.001 ; R2 = 0.48)
[Ni]sol = 11.794 + 0.459 [Fe]sol ( p<0.001 ; R2 = 0.48)
[Pb]sol = 12.348 + 0.598 [Fe]sol ( p<0.001 ; R2 = 0.45)
[U]sol = 1.368 + 0.037 [Fe]sol ( p<0.001; R2 = 0.22)

Pour les parcelles qui s’écartent de cette relation, il est alors possible de suspecter, soit une anomalie
géochimique, soit une contamination du sol. Pour le cadmium et le cuivre, il n’y a par contre aucune
relation avec aucun des éléments majeurs analysés, ce qui laisse a supposer que la concentration en
ces éléments dans le sol n'est pas majoritairement liée au fond pédogéochimique mais a d’autres
facteurs.

Influence de la roche mére sur le niveau de contamination des sols

Les relations entre le fer et certains éléments suggérent une importance de la roche mére pour
expliquer les teneurs variables en éléments traces. Ainsi, nous avons cherché a classer les sols suivant
leur roche mére.

Le Tableau 3 synthétise les concentrations minimum, maximum, médianes et moyennes en fonction du
substrat géologique. Il apparait que pour l'arsenic, le cuivre, le cobalt, le césium, le nickel et le zinc, il
n'y a pas de différence notable entre les domaines géochimiques. Pour le cadmium, une différence
remarquable apparait entre les sols sur substrats calcaires, ces sols présentant des teneurs en
moyenne plus élevées. Pour le chrome, les concentrations semblent plus importantes sur les substrats
calcaires et sur les roches cristallines acides. Pour le plomb, les calcaires et les alluvions présentent
des concentrations plus élevées.

Autres facteurs explicatifs des niveaux de contamination rencontrés

Les concentrations en cadmium et en cuivre dans les sols n'ont pas de lien avec le fer, ni avec aucun
des éléments majeurs présents dans le sol. Cela peut s’expliquer pour ces éléments par une origine
exogene. En effet, il est connu que le cadmium est apporté par les engrais minéraux, et une fertilisation
réguliere et ancienne pourrait lisser les différences pédogéochimiques.

Le cuivre est un élément utilisé comme fongicide sur la vigne, en arboriculture et en cultures
légumiéres. Il est de plus fortement présent dans les lisiers. Les concentrations en cuivre les plus
élevées relevées sur des parcelles du réseau peuvent s'expliquer par I'historique de ces parcelles, qui
possedent un antécédent viticole ou arboricole. L'arsenic a également été utilisé en arboriculture ou
viticulture, pour lutter contre les maladies du bois. Cependant, sur le réseau, les teneurs élevées en
cuivre ne s’accompagnent pas de teneurs élevées en arsenic. La présence d’arsenic semble donc plus
liée au fond pédogéochimique.

Innovations Agronomiques 49 (2016), 247-266 257



E. Donnat et al.

Tableau 3 : Teneurs en ETM dans les différents substrats géologiques rencontrés (46 parcelles étudiées)

en mg/kg As Cd Cr Cu Co Cs Ni Pb Zn U
Alluvions Minimum 87 012 249 7,6 3.4 0.004 9,75 1835 285 17
(13 Maximum = 515 043 682 72,5 14,3 0,02 36,11 79,90 19 27

parcelles) Moyenne 212 0,27 50,1 25,6 9,2 0,008 2444 3535 766 20
Médiane 134 029 46,7 22,5 9,6 0,006 22,08 2596 8093 18

Sl 76 016 390 129 33 0003 932 1596 332 22
(1 parcelle)
caica Minimum 94 018 409 1041 43 0002 1240 1748 405 14
a("zaéres Maximum 395 064 132 1205 258 0014 4393 1408 121 36
Moyenne 181 037 704 219 112 0006 2547 3659 735 24
parcelles)

Médiane 136 035 654 17,0 10,0 0,006 2387 2412 68,7 24

Gneiss, Minimum 92 0,12 571 17,6 7,2 0,002 16,63 19,30 56,9 23

roches Maximum = 219 045 99,2 21,9 16,3 0,014 43,76 3566 @ 109,6 29
cristallines Moyenne 155 0,29 791 19,6 11,6 | 0,008 29,80 2714 | 831 | 26
et roches

acides Médiane 155 0,30 80,2 19,4 11,3 = 0,008 29,40 26,81 829 26
(2 parcelles)

Minimum = 184 027 192 10,4 3.9 0,004 6,99 16,81 412 13
Maximum 184 027 832 27,6 16,0 0,013 31,95 3266 1312 76
Moyenne = 184 027 572 17,7 10,0 0,006 = 21,07 2491 748 41
Médiane 184 027 631 16,4 101 0,006 2267 2509 633 37

Marnes et
argiles
(4 parcelles)

2.3.2. Les intrants
Niveau de contamination des intrants

L’ensemble des fertilisants et amendements apportés a la parcelle ont été prélevés. Les amendements
organiques ont systématiquement été analysés pour leur teneur en éléments traces, alors que seule
une partie des fertilisants minéraux, pour lesquels nous avions un plus grand nombre d’échantillons, ont
été analysés. Ces analyses confirment que les engrais phosphatés sont les plus concentrés en
éléments traces. C’est en particulier le cas pour le cadmium, dont la concentration mesurée dans les
engrais organiques est inférieure a la limite de quantification alors qu'elle est supérieure a 2 mg/kg MS
pour tous les engrais minéraux contenant du phosphore. Cette analyse montre aussi que 'ammonitrate
possede des concentrations trés faibles en éléments traces. Cependant, la méthode d’analyse de cet
engrais a été différente, car celui-ci étant explosif, une attaque totale était impossible.

Flux annuels apportés par les intrants

Les pratiques actuelles pendant les quatre ans de suivi des parcelles ont été recensées et analysées.
Plusieurs types d'intrants sont utilisés selon les cultures. L’engrais le plus courant est un engrais azoté
de type ammonitrate. Les parcelles en agriculture biologique ne regoivent que des amendements
organiques. En agriculture conventionnelle, 'apport d’engrais azoté se fait soit seul, soit associé & des
engrais phosphatés ou potassiques, des engrais organiques, des amendements calcaires, ou encore
des oligo-éléments.

Le volume apporté annuellement pour chaque type d'intrant varie. Ainsi, pour estimer la contamination
diffuse induite par une pratique, il n’est pas seulement nécessaire d’analyser la concentration dans les
engrais utilisés mais il faut aussi calculer les flux d’'éléments arrivant a la parcelle.
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Quel que soit le mode de fertilisation, les éléments apportés en plus grande quantité sont le zinc et le
cuivre. Dans le cas de fertilisation minérale, une fertilisation azotée apporte moins de 10 grammes par
hectare de zinc et de cuivre. Une fertilisation minérale associant des engrais azotés, phosphatés et
potassiques augmente fortement les flux de cadmium et de zinc a la parcelle. Compte tenu des
volumes beaucoup plus importants d’engrais organiques apportés, notamment dans le cadre de
I'agriculture biologique, nous obtenons des flux entrant a la parcelle beaucoup plus élevés, d’un facteur
cinquante par rapport a une fertilisation minérale. Cependant, le faible nombre de parcelles suivies en
agriculture biologique ne permet pas de conclure.

2.3.3. Les végétaux
Le blé tendre

Les analyses de blé tendre se basent sur un total de 56 échantillons prélevés sur le réseau, sur 23 sites
différents, en quatre ans. La majorité des échantillons (29 au total) correspondent a la variété retenue
dans le projet (Caphorn). Cependant, suite a des problémes d’approvisionnement, de non compatibilité
avec la conduite en agriculture biologique, de nombreux sites n‘ont pas cultivé cette variété et il faudra
tenir compte de la variabilité variétale pour analyser les résultats.

En moyenne, le grain de blé tendre accumule les éléments dans 'ordre suivant :
Zn > Cu > Cr-Ni-Mo-Pb > Co-Cd > As > U - Cs.

En comparant a la réglementation pour I'alimentation humaine, il apparait qu’un seul échantillon de
grain de blé tendre présente une concentration de cadmium supérieure au seuil réglementaire. Cette
parcelle correspond a un sol acide, sableux, qui avait été mis en culture pour I'expérimentation aprés
plusieurs années de jachére. Ainsi, le pH faible du sol permet d’expliquer la forte biodisponibilité et donc
la concentration mesurée dans le grain de blé.

Pour le plomb, tous les résultats sont inférieurs a la reglementation, sauf un dont la concentration
mesurée fait penser a une contamination. Il est en cours de réanalyse.

Pour I'alimentation animale, tous les lots de grains analysés sont inférieurs aux seuils réglementaires.

Pour les mycotoxines, les concentrations ont toutes été inférieures aux limites de quantification en
2011. En 2012, seuls le déoxynivalenol (DON) et son dérivé 15-acétyldéoxynivalenol ont été détectés,
dans 31 et 85 % des cas, respectivement. Ainsi, la moyenne des échantillons supérieurs au seuil de
quantification en DON était supérieure a la limite de la réglementation pour I'alimentation humaine. Par
contre, dans tous les cas, les valeurs atteintes étaient inférieures aux recommandations pour
I'alimentation animale (8000 ug/kg pour le DON et 2000 ug/kg pour la zearalénone). En 2013, La
contamination par les mycotoxines a été plus fréquente mais les concentrations atteintes ont été plus
faibles que les années précédentes. Tous les échantillons ont des concentrations inférieures aux
recommandations pour lalimentation animale ; par contre, 20 % des échantillons dépassent les
concentrations en DON recommandées pour I'alimentation humaine et 13 % dépassent les valeurs pour
la zéaralénone. Les variabilités interannuelles s’expliquent par les conditions climatiques.

Les pailles ont également été analysées pour les teneurs en éléments traces. En moyenne, la paille de
blé tendre accumule les éléments dans I'ordre suivant :
Zn > Cu > Cr-Mo > Ni > Pb > As > Co-Cd > U-Cs.

Il est intéressant de constater que les concentrations en éléments traces sont plus élevées dans la
paille que dans le grain, sauf pour les deux oligoéléments, le cuivre et le zinc, pour lesquels c'est
linverse.

Les pailles étant consommées par les animaux d’élevage, les concentrations en arsenic, cadmium et
plomb ont été comparées a la réglementation européenne pour I'alimentation animale. Il apparait que
toutes les concentrations sont inférieures a la réglementation sauf pour I'arsenic, sur une parcelle, en
2011.
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La comparaison entre les concentrations mesurées dans la paille et les concentrations mesurées dans
le grain montre qu'il n’y a pas de relation simple pour I'arsenic, le chrome, le cobalt, le cuivre, le nickel,
le plomb. Par contre, pour le molybdéne, le cadmium et dans une moindre mesure le zinc, la
concentration dans le grain est linéairement reliée a la concentration dans la paille. Des valeurs
extrémes pour le plomb, le nickel et le chrome doivent étre a nouveau vérifiées. La relation linéaire
étroite entre le chrome et le nickel dans les pailles (R?= 0.92) suggére une contamination par des
poussieres d'inox, pouvant intervenir lors de I'étape de broyage et doit donc étre vérifiée par un broyage
différent.

Le blé dur

Les analyses de blé dur se basent sur un total de quinze échantillons, collectés sur quatre sites et dix
parcelles différentes, en quatre ans. La majorité des échantillons, soit onze échantillons correspondent
a la méme variété, Isildur.

En moyenne, le grain de blé dur accumule les éléments dans 'ordre suivant :
Zn > Cu> Mo > Ni > Pb - Cd > Cr > Co-As > Cs-U.

Le blé dur semble plus accumulateur de zinc et cadmium, et dans une moindre mesure, de cuivre, de
molybdéne et de nickel que le blé tendre. Cependant, le faible nombre d’'échantillons de blé dur et le
manque de sites ou sont cultivés conjointement du blé dur et du blé tendre ne nous permettent pas
d'étre affirmatifs quant a ces résultats, qui doivent étre confirmés. lls confirment néanmoins les
observations réalisées par ARVALIS-Institut du Végétal.

En comparant a la réglementation pour I'alimentation humaine, nous constatons des dépassements
pour le cadmium pour deux échantillons de grains de blé, cultivés deux années de suite sur la méme
parcelle. Comme pour le blé tendre, il s’agit d’une parcelle initialement a pH acide.

Pour le plomb, nous dépassons les valeurs réglementaires pour trois échantillons différents, un
échantillon récolté sur la parcelle dont la concentration en plomb dans le sol est la plus élevée, mais
également sur deux parcelles différentes d’'un autre site, sans que des explications simples puissent
étre trouvées. Ainsi, sur la totalité des échantillons de blé dur, un tiers des échantillons n'est pas
conforme & la réglementation pour I'alimentation humaine, soit a cause du cadmium, soit a cause du
plomb. Mais Ia encore, le faible nombre d’échantillons récoltés ne nous permet pas de conclure de
maniere définitive.

Concernant les concentrations en mycotoxines mesurées sur les grains de blé dur, il apparait que ces
valeurs ont été systématiquement faibles durant les trois années de suivi et inférieures a la
reglementation.

Pour le grain de blé dur, la contamination qui pose probléme est donc une contamination par les
éléments traces.

Concernant les pailles, comme pour le blé tendre, il apparait que les concentrations en oligoéléments
cuivre et zinc sont plus faibles dans les pailles que dans les grains. L'inverse s’observe pour tous les
autres éléments traces. Les valeurs obtenues dans les pailles indiquent qu’elles sont conformes a la
reglementation pour 'alimentation animale.

Il existe une relation stricte entre la concentration dans la paille et la concentration dans le grain, pour le
cadmium et le zinc. Pour les autres éléments, aucune corrélation n’apparait. Cette relation est forte pour
une variété donnée, elle existe mais est plus lache si I'on considére 'ensemble des variétés de blé dur
cultivés sur le réseau.

Le tournesol

Les analyses de tournesol se basent sur un total de dix-sept échantillons prélevés sur cinq sites.
Compte tenu du faible nombre d’échantillons, une analyse globale sur la totalité des années de
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prélevement a été réalisée. L’ensemble des tournesols appartiennent a la variété Extrasol, sauf un
échantillon a cause d’un probleme technique.

|l apparait qu’en moyenne, la graine de tournesol accumule les éléments traces dans I'ordre suivant :
Zn > Cu > Ni-Mo > Cr-Cd > Pb-As > Co > U-Cs.

Il n’y a pas de reglementation en alimentation humaine concernant le tournesol. Les recommandations
discutées suite aux évaluations de 'EFSA pour le cadmium proposaient une valeur de 0,6 mg/kg MF. Si
on se réfere a cette valeur, deux échantillons ont des concentrations supérieures a cette
recommandation. Ces situations correspondent a des sols acides. Concernant le plomb et I'arsenic, les
teneurs sont faibles par rapport aux concentrations observées dans le blé. Par contre, les valeurs
obtenues pour le nickel dans la graine de tournesol sont beaucoup plus élevées que dans le grain de
blé.

Les relations, au stade récolte, entre les teneurs en éléments traces dans les parties aériennes et les
teneurs dans les graines ont été regardées. Il apparait une relation linéaire positive pour I'arsenic, le
cadmium et le cuivre, ainsi qu’'une tendance pour le zinc.

4. Approche multicontaminants : impact d’'une contamination des sols en
Cadmium sur la sensibilité des grains de blé a la contamination en
mycotoxines

Le volet 3 du projet devait tester I'hypothese d’'un effet d’'un stress oxydatif induit par la contamination
en éléments traces du sol sur l'infestation des plantes par Fusarium incluant I'étude de la contamination
des grains en mycotoxines. Nous avons réalisé une culture de blé dur sur des parcelles présentant un
gradient de contamination suite & des apports répétés de boues de station d’épuration. Les teneurs en
métaux totaux a la récolte ont été mesurées. Les grains de blé ont été récoltés afin de réaliser une
inoculation par des champignons mycotoxinogenes. Parallélement, nous avons regardé I'action directe
du cadmium sur la biosynthése de trichothécénes de type B (TCTB) par F. graminearum et F.
culmorum.

La premiére phase a consisté en I'expérimentation sur des grains issus des parcelles contaminées
(Figure 8). La seconde phase a consisté en I'étude in vitro sur l'effet du cadmium sur la toxinogenése
(Figure 9) et enfin la derniere étape a été de comprendre les mécanismes mis en jeu dans l'effet du
cadmium sur la toxinogenése chez Fusarium.

Pour mieux comprendre les mécanismes de co-contamination du Cd et des TCTB, et 'impact de leurs
interactions éventuelles sur leur accumulation dans les grains, nous avons donc étudié I'effet du stress
induit par la présence du Cd sur Fusarium. Nous avons mené deux types d’expérimentation : la 1ere
consistait a inoculer F. graminearum sur des grains de blé dur issus de plantes cultivées sur des sols
avec différents niveaux de contamination de Cd. La 2éme menée in vitro avait pour objectif d'étudier
I'effet du Cd sur le développement et la toxinogénese de souches de F. graminearum et F. culmorum.

3.1 Expérimentation sur grains

Des cultures de blé dur ont été réalisées sur des parcelles présentant un gradient de contamination en
Cd. Les épis récoltés ont été égrainés manuellement, puis les grains inoculés avec Fusarium
graminearum et F. culmorum. Deux souches ont été utilisées, une de chémotype DON/ADON (INRA
215) et une de chémotype NIV/FX (INRA 337). Aprés incubation trois semaines a 25 °C et en
conditions d’humidité optimale pour le développement du pathogéne fongique, les grains ont été
séchés, broyés et analysés pour leur teneur en ergostérol (marqueur du développement fongique) et
mycotoxines. Pour les grains issus du site Louis Fargues avec un gradient de Cd dans le sol allant de 4
a 24 mglkg, le niveau de contamination est tel qu'il ne permet pas de visualiser des différences en
termes de développement fongique et production de toxines. Pour les grains récoltés sur les parcelles
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Ambares (gradient de Cd entre 0,2 et 7 mg/kg), il apparait clairement que la production de toxines par
unité de champignon est significativement augmentée pour les parcelles les plus contaminées et ce
pour la souche productrice de DON/ADON (Figure 10). Un résultat plus modéré sur la production de
toxines NIV et FX par unité de champignon est observé sur les parcelles les plus contaminées dont les
grains récoltés ont été inoculés par la souche NIV/FX.

F. graminearum
INRA 215 DON/15ADON

N
Ll ™ ," /' F. culmorum

blé dur t ﬁ 22 A‘ * " INRA 337 NIV/FX
el :fl-/ p BIé Dur M

[cd)® [/ \
; . #[cd )

| ., 1 a\
&tﬁ ’ (ed?)
ca % . S
NS &
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25°C
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s . obscurité
ﬂ pendant 21 jrs

EXPERIMENTATION SUR GRAINS | .
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= Développement fongique (Ergostérol)
= Toxines

Figure 8 : Description de la démarche pour 'expérimentation sur grains cultivés au champ sur site contaminé

[! “XPERIMENTATION IN VITRO |

F. graminearum
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(HPLC-DAD) (marqueurs stress oxydant) croissance radiale
- Expression de géne

Figure 9 : Description de la démarche pour I'expérimentation in vitro

Dans cette premiére approche, linoculation de F. graminearum (DON/15ADON) ou F.culmorum
(NIVIFX) sur des grains issus de sols contaminés conduit a des développements et productions de
toxines différents selon le lot de grains et la souche considérée. On observe au niveau du
développement fongique une augmentation pour la souche NIV/FX et une diminution pour la souche
DON/ADON sur les grains issus de sols trés contaminés. La comparaison des teneurs en toxines du lot
témoin et autres lots indique une augmentation de la productivité, significative pour le DON, plus faible
pour la NIV. Les effets observés ne sont pas corrélés aux teneurs en Cd des grains. Sont-ils dus a des
effets des autres éléments traces ? Ou a une modification du grain induite par le Cd dans le sol ?
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Figure 10 : Productivité en toxines (toxines/U de biomasse) sur grains issus de sols contaminés d’Ambarés

3.2 Expérimentation in vitro
Dans un premier temps, I'effet du Cd sur la croissance a été testé sur deux souches de F. graminearum
et F. culmorum et cinq concentrations de Cd (0- 250uM) en milieu gélosé.

50 100 175 250 uM

Cd 0
F. graminearum ' ‘ i —T_ + croissance de F.graminearum

= e et F.culmorum en milieu

- ; ; ™ solide
F. culmorum re * %4\ +,, .q;

La croissance des souches de Fusarium est affectée par concentration croissante de cadmium (Figure
11). La souche de F. graminearum semble moins sensible au Cd que la souche de F. culmorum. On
remarque des valeurs de concentration d'inhibition 50 (CI50) différentes selon le mode d’inoculation,
avec des valeurs inférieures lorsque on inocule a partir de spores. Il 'y a un effet fongitoxique du Cd sur
Fusarium qui s’exerce aussi bien sur la germination des spores que la croissance mycélienne.

Figure 11 : Effet du Cd sur la

L'effet du Cd sur la croissance fongique a été testé en milieu liquide également. Une gamme de
concentration de Cd a été testée (0 a 10uM). Une mesure de biomasse séche a été réalisée aprés 4 et
15 jours de culture. La CI50 est de l'ordre de 10uM pour la souche INRA 215 et de 7 uM pour la
souche INRA 337 a 4 jours de culture. A 15 jours, les CI50 sont significativement plus élevées (9uM
INRA 337 et > 10uM INRA 215).

In vitro en milieu liquide, nous avons testé une premiére gamme de concentration suivante : 0, 1, 2, 4,
6, 8 et 10uM sur la production de toxines sur F. graminearum (DON/ ADON) et F. culmorum (NIV/FX).
On observe une inhibition de la production de TCTB quelle que soit la souche et dés les concentrations
les plus faibles. Cette inhibition est significative a partir de la concentration de 4uM. La souche INRA
215 (DON/15ADON) comme pour la CI50 est moins sensible que la souche F. culmorum INRA 337
(NIVIFX).

Cette expérience a été menée sur un plus grand nombre de souches appartenant aux espéces F.

graminearum (5) et F. culmorum (5) de différents chémotypes (Type de TCTB produit : DON/15ADON,
DON/3ADON et NIV/FX) a la concentration de 4uM.
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On observe une inhibition de la production de TCTB sur les dix souches testées quels que soient
I'espéce ou le chémotype considéré. Le Cd inhibe significativement la production de TCTB. On observe
une sensibilité différente des souches avec une inhibition qui va de 100% a 40% (Figure 12).
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Figure 12 : Effet du Cd & 4 uM sur la production de TCTB chez 5 souches de F. graminearum et 5 souches de F.
culmorum aprés 12 jours de culture

Pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans l'effet du cadmium sur la croissance et la
toxinogenése, nous avons regardé s'il y avait une modulation de l'activité enzymatique impliquée dans
la réponse au stress oxydant : de type catalasique d’'une part, et modulation de I'expression de géne
codant pour des enzymes impliquées dans le stress oxydant (SOD, glutathion peroxydase) d’autre part.
Nous avons aussi regardé si la modulation de la toxinogéne en présence de Cd était un élément de
réponse de Fusarium au stress oxydant induit par Cd. Pour ce faire, nous avons utilisé pour
I'expérience suivante des souches affectées dans leur réponse au stress oxydant (délétées pour
FgAP1).

On observe que lactivitt catalase est augmentée en présence de Cd pour la souche de
F. graminearum INRA 215 (Figure 13).
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3.3 Mécanismes mis en jeu dans l'effet du cadmium sur la toxinogenése chez
Fusarium

Nous avons étudié le stress oxydant induit par le Cd a 4uM a 4 et 12 jours de culture sur des souches
de F. graminaerum mutante pour FgAP1 (INRA 91, INRA 91 A YAP de chémotype NIV/FX ; INRA 605,
INRA 605AYAP, INRA 605 constitutive de chémotype DON/ADON). Nous observons que les souches
délétées pour FgAP1 ont leur production de toxine affectée comme la souche sauvage par la présence
de Cd dans le milieu. Ainsi, I'effet du Cd observé ne met pas en jeu la réponse au stress oxydant régulé
par FgAP1.

Enfin, nous avons étudié I'effet du Cd pour les souches (INRA 91, INRA 215, INRA 337 et INRA 605)
sur I'expression de deux génes impliqués dans la voie de biosynthese des TCTB (TRI5 et TRI4) et trois
génes codant pour des enzymes impliquées dans le stress oxydant (MnSOD2, CuZnSOD et Glutathion
peroxydase). On observe pour trois de ces quatre souches qu'en présence de Cd on a une
augmentation de I'expression de ces trois génes impliqués dans la réponse au stress oxydant mais
I'activation de leur expression ne passe pas par FgAP1.

En conclusion

La constitution d’'un réseau de parcelles, associée a une banque d’échantillons et une base de
données, pour analyser les occurrences et les valeurs extrémes a permis d’avoir une meilleure vision
de la multicontamination des productions de grande culture et de valider certaines hypothéses
explicatives. Les résultats ont été obtenus dans des conditions de plein champ, en systéme de culture
réel, en intégrant I'ensemble de litinéraire technique et sont par conséquent proches de la réalité du
terrain. A partir des résultats rassemblés, organisés et analysés, un manuel pratique pour I'anticipation
et la gestion optimale de la contamination naturelle des grains ou graines en plein champ par les
mycotoxines de Fusarium et les éléments traces a été élaboré sous la forme de 18 fiches (consultables
sur le site Internet du RMT Quasaprove : http://www.quasaprove.org/moodle/course/view.php?id=78).

La double validation statistique et expérimentale du protocole proposé pour connaitre la variabilité des
concentrations en ETM, associée a I'étude géostatistique a abouti a la mise en place d’'un systéme
expert qui permet de répondre aux objectifs quelle que soit I'hétérogénéité de la parcelle.

Vis-a-vis des mécanismes de co-contamination, nous avons pu démontrer un effet du Cd sur F.
graminearum et F. culmorum, modulant son développement et sa production de toxines, l'intensité de
cet effet dépendant de la souche et de I'espéce. L'interaction entre ces deux contaminants demande a
étre élucidée par une compréhension fine des mécanismes de modulation mis en jeu.
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