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Abréviations et Acronymes 

COVs : Composés Organiques Volatils 

FSC : Forward Scatter : paramètre permettant d’évaluer la taille des cellules en cytométrie de 

flux 

SSC : Side Scatter : paramètre permettant d’évaluer la forme des cellules en cytométrie de 

flux 

GC-MS : Gas Chromatography-Mass Spectrometry. Chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse. 

GLVs : Green Leaves Volatiles. Volatils émis par les parties végétatives d’une plante. 

HIPVs : Herbivore Induced Plant Volatiles. Volatils émis par les plantes et induits par 

l’attaque d’herbivores. 

PBS : Phosphate Buffered Saline. Tampon Phosphate Salin. 

PDA : Potato Dextrose Agar. Milieu de culture solide à base de dextrose de pomme de terre et 

d’agar. 

PDB : Potato Dextrose Broth. Milieu de culture liquide à base de dextrose de pomme de terre. 

PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria. Rhizobactérie favorisant la croissance des 

plantes. 

SPME : Solid Phase Micro-Extraction. Technique d’extraction de molécules en phase solide. 

YECSA : Yeast Extract Corn Starch Agar. Milieu de culture solide à base d’extrait de levure, 

d’amidon de maïs et d’agar. 

YECSB : Yeast Extract Corn Starch Broth. Milieu de culture liquide à base d’extrait de 

levure, et d’amidon de maïs. 
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Figure 1 : Spores de F. culmorum (A) et C. sativus (B) observées au microscope optique. Les spores de F. 
culmorum sont fusiformes et cloisonnées. Ce champignon ne forme que des macro-conidies mais leur taille est 
variable : 30–50µm de longueur, 5.0– 7.5 µm de largeur (Scherm et al., 2013). Les spores de C. sativus sont de 
forme elliptique et sont cloisonnées. Leur taille est aussi très variable : 60 à 120µm de longueur et 12 à 20µm 

de largeur (Kumar et al., 2002). Echelle : 40µm. 

 

 

 

 

Figure 2 : Semis dont le développement est ralenti par la pourriture racinaire (Mathre et al., 2003) 
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I- Introduction – Bibliographie 

Les Composés Organiques Volatils (COVs) sont des molécules volatiles d’origine 

naturelle ou anthropique. Lorsqu’elles sont naturelles, ces molécules peuvent être émises par 

les plantes mais aussi par des micro-organismes (bactéries, champignons,…). Une précédente 

étude menée au laboratoire de Phytopathologie Intégrée et Urbaine (Fiers et al., 2013) s’est 

intéressée aux COVs émis lors de l’interaction entre l’orge et deux champignons pathogènes 

majeurs dans cette culture : Fusarium culmorum et Cochliobolus sativus. Cette étude a montré 

qu’un ensemble de molécules volatiles est émis uniquement lorsque les racines de l’orge sont 

infectées par C. sativus. Cette étude a aussi démontré que ce bouquet de volatils émis de novo 

lors de l’interaction orge-C. sativus réduisait la croissance de F. culmorum mais aussi de C. 

sativus. Par la suite, les COVs constituant ce bouquet ont été testés individuellement. Parmi 

ceux-ci, deux molécules ont été sélectionnées pour leur action antifongique élevée. Il s’agit de 

deux esters : le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate. Ces deux esters présentent donc un 

intérêt dans le domaine de la protection des plantes. Cependant, l’origine fongique ou végétale 

de ces deux molécules est à l’heure actuelle inconnue, de même que leur(s) mode(s) d’action.  

1) Le modèle d’étude : l’orge et deux champignons pathogènes (F. culmorum, C. 

sativus) 

L’orge (Hordeum vulgare) fait partie des premières plantes domestiquées par l’homme 

(Ullrich, 2011). En 2014, cette culture représentait 146 millions de tonnes produites sur 49 

millions d’hectares répartis dans le monde (FAO, 2014). L’orge est utilisée pour le fourrage 

mais aussi pour la production de malt pour la brasserie. Cette culture est soumise à de 

nombreux pathogènes dont deux champignons C. sativus et F. culmorum (Figure 1). Ces deux 

Ascomycètes sont les principaux agents de la pourriture racinaire ainsi que de la fonte des 

semis chez l’orge et le blé. Cette maladie provoque des dégâts importants sur ces deux 

cultures, mais les pertes de rendements sur l’orge s’avèrent plus élevées que sur blé 

(Ledingham et al., 1973; Smiley et al., 2005). Elles peuvent ainsi s’étendre de 16 à 33% pour 

les cultivars d’orge sensibles (Karov et al., 2009).  

Ces deux pathogènes s’attaquent aux semences et aux racines de la plante. Ils provoquent 

des lésions brunes pouvant s’étendre en lésions nécrotiques et provoquer un ralentissement du 

développement voire la mort du semis (Mathre et al., 2003) (Figure 2). De plus, le pathogène 

F. culmorum produit des mycotoxines de la famille des trichothécènes capables d’inhiber les 

défenses de la plante (Wagacha and Muthomi, 2007). Ces molécules sont aussi toxiques pour  
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Figure 3 : Cycle de développement de C. sativus  sur céréale (AHDB Cereals and Oilseeds, n.d.). L’infection des 
racines et des tiges par les conidies/ascospores se produit en automne et au printemps à partir de 

champignons ayant passé l’hiver sur des débris de culture dans le sol. Les plantes atteintes présentent alors des 
symptômes d’arrêt de croissance au niveau des parties végétatives mais aussi du grain. A la fin de la saison des 

pseudothèces sont produits et passeront l’hiver sur les débris de cultures.  
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les animaux et les hommes, et rendent la consommation de la plante atteinte dangereuse 

(Scherm et al., 2013). 

La contamination de la culture par C. sativus se produit soit par des graines déjà infectées 

soit par la présence du champignon dans le sol, due à des débris de culture par exemple 

(Figure 3). L’infection est favorisée par des conditions de température et d’humidité élevées 

(Scherm et al., 2013). 

Différents moyens de lutte existent pour lutter contre ces deux champignons pathogènes. 

L’efficacité des fongicides chimiques est forte mais peut être influencée par de nombreux 

facteurs tels que l’humidité, la température et la période d’application (Wagacha and 

Muthomi, 2007). De plus certains fongicides augmentent la production de mycotoxines 

(D’Mello, 1997). 

Devant l’inefficacité de certains fongicides chimiques et dans un contexte de diminution 

de ces produits, il est nécessaire de développer des méthodes alternatives. 

Une possibilité serait de raisonner les pratiques culturales afin de diminuer la pression en 

pathogène en mettant par exemple en place des rotations avec une culture non céréalière, en 

contrôlant les mauvaises herbes, etc (Wagacha and Muthomi, 2007). L’utilisation de variétés 

résistantes est également possible pour lutter contre F. culmorum dans la culture de blé. 

Cependant, le niveau de résistance de ces variétés reste faible (Scherm et al., 2013). Il n’existe 

pas actuellement de variété d’orge résistante à la pourriture racinaire. 

Le développement de méthodes de biocontrôle est également un moyen de lutte possible. 

Le biocontrôle est un « ensemble de méthodes de protection des végétaux qui utilisent des 

mécanismes naturels ». Ils sont préparés soit à partir d’organismes vivants (champignons,  

bactéries, insectes,…), soit à partir de substances produites par ces organismes (phéromones, 

extraits végétaux,...) (INRA, 2016). Il est ainsi possible d’utiliser des agents antagonistes 

capables de diminuer l’incidence d’une maladie (Wagacha and Muthomi, 2007). Dans le cas 

de F. culmorum, des agents de biocontrôle ont été mis en évidence. Ainsi, le champignon 

Clonostachys rosea est capable de réduire la sporulation de ce pathogène sur blé et maïs 

(Luongo et al., 2005; Roberti et al., 2008). La bactérie Pseudomonas fluorescens, quant à elle, 

provoque l’inhibition de sa croissance sur seigle (Kurek and Jaroszuk-Scisel, 2003). Certains 

antagonistes peuvent aussi diminuer la production de mycotoxines. C’est le cas de souches de  
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Figure 4 : Rôles hypothétiques et connus des COVs dans les interactions entre organismes (Bitas et al., 
2013).  Les doubles flèches représentent les interactions entre organismes faisant intervenir des COVs. Les 
COVs d’origine anthropique et biologique entrent dans l’atmosphère environnant, affectant la qualité de 

l’environnement et la santé de l’écosystème. Le sol fonctionne à la fois comme source et puit de COVs. Les 
COVs interviennent dans les interactions entre tous les organismes : plantes, macro et micro-organismes. Ils 

interviennent aussi bien dans des interactions hôte-pathogène que dans des interactions positives comme c’est 
le cas des bactéries PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) dont les COVs induisent la croissance de la 

plante et la résistance aux stress. Les COVs sont également des molécules clefs dans la reproduction des 
plantes en attirant les pollinisateurs et les disperseurs de graines. 
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Fusarium equiseti qui en plus de provoquer une diminution de la croissance du pathogène, 

provoquent aussi une diminution des mycotoxines produites sur blé (Luongo et al., 2005; 

Dawson et al., 2004).  

Depuis quelques années, les scientifiques s’intéressent aux COVs émis par certains micro-

organismes et montrant des effets antifongiques et antibactériens pour le développement de 

nouvelles méthodes de biocontrôle. Ainsi, il a été montré que des bactéries du genre 

Pseudomonas par exemple, émettaient des volatils exerçant une action antifongique vis-à-vis 

de Sclerotinia sclerotiorum se traduisant par une inhibition de la croissance mycélienne et de 

la germination des spores du champignon (Fernando et al., 2005). Les COVs constituent donc 

un levier d’action intéressant dans la lutte contre les champignons pathogènes et notamment 

contre F. culmorum et C. sativus. 

2) Les COVs : des messagers importants dans les interactions à distance entre 

organismes 

Les composés organiques volatils sont des métabolites secondaires liposolubles et de 

faible poids moléculaire. Ils ont la capacité de traverser les membranes librement (Dudareva 

et al., 2006). De par leur caractère volatil, les COVs jouent un rôle important dans les 

interactions à distance entre différents organismes : plantes, insectes, bactéries, 

champignons,… comme le montre la Figure 4. Les COVs aériens sont abondamment décrits 

dans la littérature (Macías-Rubalcava et al., 2010; Ezra et al., 2004; Strobel et al., 2001) 

contrairement au COVs émis dans le sol dont l’étude n’a commencé que récemment (Delory 

et al., 2016). De plus, l’étude des COVs, qu’ils soient aériens ou souterrains, concernent 

principalement des composés émis lors de l’interaction plante-herbivore (War et al., 2011) . 

Les COVs émis par la plante interviennent dans l’interaction avec de nombreux 

organismes et ont par conséquent de nombreux rôles (la reproduction, la défense vis-à-vis des 

herbivores, la stimulation des défenses des plantes voisines, la lutte contre les micro-

organismes pathogènes). Ainsi, l’émission de molécules odorantes par les fleurs procure à 

certaines plantes un avantage reproductif. Elles attirent les insectes pollinisateurs spécifiques 

et les animaux capables de disperser les graines (Dudareva et al., 2006). Mais les COVs émis 

par les plantes jouent également un rôle majeur dans les interactions plante-pathogène. Ainsi, 

les molécules volatiles dites HIPVs (Herbivore Induced Plant Volatiles) permettent à la plante 

de se défendre contre les herbivores qui l’attaquent (War et al., 2011). Ces molécules 

comprennent deux principaux types de volatils : les GLVs pour Green Leaves Volatiles et les  
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terpenoïdes. Ces molécules sont très spécifiques de la plante qui les émet et de l’herbivore 

impliqué (Arimura et al., 2009). Les HIPVs interviennent dans les défenses de la plante vis-à-

vis des herbivores en empêchant leur oviposition (Pichersky and Gershenzon, 2002) mais 

aussi en attirant leurs ennemis naturels. Ce phénomène est appelé interaction tritrophique 

plante-herbivore-carnivore. C’est le cas par exemple de la plante Phaseolus lunatus qui 

lorsqu’elle est attaquée par l’acarien Tertranychus urticae émet des molécules volatiles 

attirant le prédateur naturel : Phytoseiulus persimili (Dudareva et al., 2006). De plus, ce 

phénomène apparait non seulement sur les feuilles attaquées par l’herbivore mais aussi sur les 

feuilles ou les plantes voisines qui peuvent à leur tour émettre ces molécules pour se défendre 

(Pichersky and Gershenzon, 2002). L’exposition des plantes voisines aux HIPVs induit 

également un phénomène de priming leur permettant de répondre plus efficacement à une 

prochaine attaque d’herbivores (Dudareva et al., 2006). Enfin, si les HIPVs permettent à la 

plante de se défendre contre les herbivores, ils lui permettent aussi de se défendre contre les 

micro-organismes qui pourraient infester le site de la blessure (Arimura et al., 2009). 

Les COVs émis par les micro-organismes peuvent avoir différentes actions positives ou 

négatives sur d’autres micro-organismes mais aussi sur les plantes. Une grande partie de ces 

COVs microbiens sont recensés dans la base de données : Microbial Volatile Organic 

Compound Database (mVOC) (Lemfack et al., 2014). Il existe de nombreux cas de COVs 

fongiques possédant une activité antimicrobienne. C’est le cas du champignon endophyte 

Muscodor albus dont certains COVs inhibent la croissance de bactéries et champignons dont 

Fusarium solani et Rhizoctonia solani (Morath et al., 2012; Bennett et al., 2012). C’est pour 

cette raison que ce champignon est utilisé en tant qu’agent de biocontrôle notamment sur le 

brocoli. Par ailleurs, certaines espèces de champignons et notamment des espèces de 

Colletotrichum émettent des composés volatils permettant d’inhiber leur propre croissance. 

Ces COVs sont appelés « self inhibitors ». Ils sont émis lorsque la colonie est trop grande ou 

que les conditions de croissance sont défavorables (Bennett et al., 2012). D’autres 

champignons émettent des COVs qui leur fournissent un avantage compétitif. Penicillium 

paneum par exemple, émet le 1-octen-3-ol à la fois en tant que self-inhibitor mais aussi pour 

inhiber la croissance d’autres champignons et donc limiter la compétition avec ceux-ci 

(Chitarra et al., 2005). En ce qui concerne les COVs bactériens, certaines espèces de 

Pseudomonas émettent également des COVs possédant une action antifongique, comme par 

exemple des poisons respiratoires inhibant la croissance de Rhizoctonia solani (Weisskopf, 

2013). Mais, les bactéries produisent aussi des COVs pouvant influencer la croissance de la  
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A B 

Figure 5 : Représentation du Méthyl Acrylate (A) et de la Strobilurine A (B). La partie cerclée de rouge 
représente le groupement semblable dans les deux molécules. 

 

 

Figure 6 : Représentation du Méthyl Propionate 
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plante soit en la stimulant (bactéries PGPR : Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Bennett 

et al., 2012) soit en l’inhibant. C’est le cas de Serratia odorifera qui inhibe la croissance 

d’Arabidopsis thaliana (Kai et al., 2008).  

3) Emission de COVs lors de l’interaction entre l’orge et C. sativus 

Le potentiel élevé des COVs en matière de protection des plantes ont amené l’équipe de 

recherche de M. Fiers (2013) à s’intéresser à ces composés dans le cas de l’interaction entre 

l’orge et les deux principaux agents de la pourriture racinaire : C. sativus et F. culmorum. 

Leurs travaux ont permis de caractériser l’ensemble des COVs émis par les racines d’orge 

saines et chacun des deux pathogènes étudiés, mais aussi les COVs émis lors de l’interaction 

orge-pathogène. Un bouquet de volatils émis uniquement lors de l’interaction orge-C. sativus 

a été mis en évidence. Les auteurs ont alors montré que la mise en contact de ce bouquet de 

volatils avec les deux pathogènes provoque l’inhibition de leur développement. Les effets des 

composants majoritaires de ce bouquet de molécules ont alors été testés individuellement sur 

les pathogènes. Parmi ce bouquet de volatils, deux esters ont été  retenus pour leur activité 

antifongique particulièrement forte. Ces molécules sont le Méthyl Acrylate et le Méthyl 

Propionate. Ces deux COVs sont capables de provoquer 91% d’inhibition de la croissance 

mycélienne mais aussi de provoquer une inhibition de la germination des spores.  

Le Méthyl Acrylate est une molécule dont la structure moléculaire présente un 

groupement chimique commun avec les strobilurines (Figure 5). Les strobilurines sont des 

molécules fongicides isolées à partir de champignons. Leur action antifongique est due à une 

inhibition de la respiration conduisant à la mort du pathogène (Balba, 2007). Le Méthyl 

Acrylate n’a encore jamais été référencé comme molécule intervenant dans la communication 

entre organisme (Pherobase, 2016). Le Méthyl Propionate (Figure 6) quant à lui est l’ester de 

l’acide propanoïque. L’acide propanoïque est connu pour ses propriétés antimicrobiennes et 

est pour cette raison utilisé en tant que conservateur en alimentation animale (Ricke, 2003). 

De plus, le Méthyl Propionate intervient dans la communication entre deux coléoptères 

Pachylomerus femoralis et Keper lamarcki (Burger et al., 1995). Le Méthyl Propionate n’est 

pour le moment pas connu comme molécule ayant des propriétés antifongiques. 

De par leurs propriétés antifongiques, l’approfondissement des connaissances sur ces 

molécules est intéressant. 
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4)   Objectifs de l’étude 

Le premier objectif de l’étude est de déterminer le mode d’action par lequel les molécules 

étudiées inhibent la croissance mycélienne et la germination des spores.  

Les deux molécules étudiées sont émises uniquement lors de l’interaction entre les racines 

d’orge et le champignon pathogène C. sativus. L’origine fongique ou végétale du Méthyl 

Acrylate et du Méthyl Propionate n’est pas encore connue. La plante pourrait émettre ces 

substances antifongiques dans le but de se défendre contre l’attaque du pathogène. L’agent 

pathogène quant à lui pourrait émettre ces molécules dans le but de limiter la compétition 

avec d’autres agents pathogènes, mais aussi de limiter sa population (phénomène de « self-

inhibition ») (Breeuwer et al., 1997; Chitarra et al., 2005).  La détermination de l’origine des 

deux COVs étudiés constitue ainsi le deuxième objectif de l’étude.  
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II- Matériels et Méthodes 

1) Matériel biologique 

 

Les souches de champignons utilisées pour les expériences présentées proviennent de la 

Mycothèque de l’Université Catholique de Louvain, Belgique (BCCM/MUCL, n.d.). Il s’agit 

de :  

- C. sativus : MUCL 46854. Sa culture est réalisée en boite de pétri sur milieu YECSA 

(Yeast Extract Corn Starch Agar) à 22±1°C et sous une photopériode de 16h de jour et 

8h de nuit.  Le milieu se compose d’1g de potassium phosphate, 0.5g de magnésium 

sulfate, 4g d’extrait de levure, 15g d’amidon de maïs, 20g d’Agar pour 1L de milieu. 

- F. culmorum : MUCL 28166. Sa culture est réalisée en boite de pétri sur milieu PDA 

(Potato Dextrose Agar, 39g de PDA par litre d’eau distillée) à 22±1°C et à l’obscurité.  

Les cultures sont repiquées sur du milieu neuf tous les 7 jours. 

La variété d’orge utilisée est une variété sensible à la pourriture racinaire 

appelée  Quench. 

2) Préparation de suspensions de spores en milieu liquide 

Des boites de pétri colonisées par l’un des deux champignons sont grattées à l’aide 

d’un scalpel stérile avec 3 mL de milieu pour mettre les spores en suspension. La suspension 

obtenue est alors filtrée avec un entonnoir recouvert d’une étamine stérile. Une cellule de 

comptage de Fuchs-Rosenthal est utilisée pour estimer sa concentration en spores. La 

concentration obtenue est alors ajustée pour obtenir la concentration voulue. 

 

3) Evaluation du relargage des ions potassium (K
+
)

 
dans le milieu extracellulaire 

Pour les deux champignons étudiés, des suspensions de spores de 5mL à 10
5 

spores/mL sont réalisées dans du milieu PDB (Potato Dextrose Broth, 24g de PDB par litre 

d’eau distillée) autoclavé 20min à 120°C. Le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate sont 

ensuite ajoutés pour obtenir les concentrations finales suivantes : 100µM, 500µM, 1000µM. 

Une suspension de spores non traitée sert de témoin. Un kit de bandelettes colorées 

QUANTOFIX


 (Macherey-Nagel) est utilisé pour mesurer le relargage des ions K
+
. Les 

bandelettes sont utilisées selon le protocole fourni par le fabricant (Annexe I). Pour chaque 

champignon, les mesures sont réalisées toutes les heures pendant 5h.  
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4) Evaluation du fonctionnement des pompes à protons (H
+
) par la mesure de 

l’acidification du milieu induite par le glucose 

Le protocole est adapté de celui décrit par Tian et al., 2012. Des suspensions de 25 mL 

de spores de F. culmorum et C. sativus à 10
5
 spores/mL sont préparées dans du milieu 

YECSB (Yeast Extract Corn Starch Broth) autoclavé 20min à 120°C. La composition de ce 

milieu est identique au milieu YECSA mais ne contient pas d’agar. Ces suspensions sont 

placées dans des erlenmeyers de 100mL et mises en agitation à 100rpm pendant 48h à 72h à 

22±1°C et sous une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit, afin d’obtenir 1g de mycélium.  

Le mycélium est ensuite filtré et rincé à l’eau distillée stérile puis re-suspendu dans 

40mL de KCl à 50mM. Le tout est placé pour 18 heures à 4°C sous agitation à 100rpm et à 

l’obscurité. L’objectif de cette étape est de placer le mycélium dans des conditions stressantes.  

Le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate sont ensuite ajoutés pour obtenir les 

concentrations suivantes : 100µM, 500µM, 1000µM, 2000µM. Un mycélium non traité est 

utilisé comme témoin. Les suspensions sont alors placées à 20±1°C sous agitation à 100rpm 

pendant 3h pour F. culmorum et 4h pour C. sativus. 

Ces durées d’incubation des champignons en présence des molécules ont été 

déterminées à partir des résultats obtenus lors de l’évaluation du relargage des ions K
+ 

(cf III-

1).  

Le mycélium est ensuite récupéré par filtration et re-suspendu dans 20mL d’une 

solution de glucose à 10% (pH 7) dans le but de stimuler le fonctionnement des pompes à 

protons. Des mesures de pH sont alors réalisées toutes les 10min pendant 1h à l’aide d’un pH-

mètre (Inolab WTW). Trois répétitions indépendantes ont été réalisées pour chaque 

champignon. La concentration en H
+
 relâchés dans le milieu extracellulaire est calculée par la 

différence entre le pH initial (T=0min) et le pH final (T=60min). La valeur obtenue est 

appliquée à l’équation suivante : pH = −log[H+]. Le pourcentage d’acidification pour chaque 

traitement est alors calculé en admettant que la valeur obtenue avec le témoin correspond à 

100% d’acidification (Diz et al., 2006).  

5) Evaluation du pH intracellulaire des spores 

Pour chaque champignon, une suspension de spores à 10
6
 spores/mL est réalisée dans 

du PDB. Les deux molécules sont ensuite ajoutées à la suspension, à des concentrations de  
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Tableau 1 : Résumé des modalités testées en cytométrie de flux et en microscopie à fluorescence. C : 
Cytométrie de flux, MF : Microscopie à fluorescence 

Modalités Description 
Coloration au 

PI 

Temps 

d’incubation 

Techniqu

es utilisée 

Témoin 

négatif 

Spores non traitées par les 2 

esters 
Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Témoin 

positif 

Spores traitées par la 

chaleur (bain marie : 90°C 

pendant 10min) 

Oui 
F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Auto-

fluorescence 

Spores non colorées à 

l’iodure de propidium et 

non traitées par les 2 esters 

Non 
F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

MA100 Méthyl Acrylate 100µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MA500 Méthyl Acrylate 500µM Oui 

 F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MA1000 Méthyl Acrylate 1000µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MA2000 Méthyl Acrylate 2000µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MP100 Méthyl Propionate 100µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MP500 Méthyl Propionate 500µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MP1000 Méthyl Propionate 1000µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

MP2000 Méthyl Propionate 2000µM Oui 

F. culmorum : 3h C+MF 

C. sativus : 4h MF 

Les deux : 5h MF 

  

0.2-1.8 11.5-13.2 

 

Figure 7 : Zone de virage de couleur du vert de malachite en fonction du pH 
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100, 500 et 1000µM. Les suspensions sont alors placées à 20±1°C sous agitation à 100rpm 

pendant 3h pour F. culmorum et 4h pour C. sativus. Dans des tubes eppendorf, 50µL de 

chaque suspension sont ensuite mélangés à 50µL de solution de vert de malachite à 0.02% 

(indicateur coloré (Figure 7)). Après 10min, des comptages au microscope optique (Zeiss 

Primo Star) sont réalisés. Les spores vertes et les spores jaunes sont dénombrées sur 100 

spores. Quatre répétitions indépendantes ont été réalisées pour F. culmorum. Une répétition a 

été réalisée pour C. sativus.  

6) Evaluation de l’intégrité membranaire en cytométrie de flux et microscopie à 

fluorescence 

 Dans le but de quantifier d’éventuelles perturbations de la membrane, des expériences 

de cytométrie ont été réalisées. Pour cela de l’iodure de propidium (PI) a été utilisé. Cette 

molécule est un bon indicateur de déstabilisation des membranes. En effet, elle n’est capable 

de traverser la membrane que lorsque cette dernière est perméabilisée. De plus, elle émet une 

fluorescence rouge quand la molécule se lie à l’ADN et donc lorsqu’elle entre dans la cellule.  

 Des suspensions de spores de F. culmorum à 10
6
 spores/mL ont été réalisées dans une 

solution de PBS (Phosphate Buffered Saline) à pH 7.4. Cette solution contient : 4g de NaCl, 

0.1g de KH2PO4, 0.1g de KCl, 0.72g de NA2HPO4 pour 500ml de solution. Les suspensions 

ont ensuite été traitées avec le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate afin d’obtenir des 

concentrations de 100, 500 et 1000µM. Une suspension non traitée est utilisée comme témoin 

négatif. Après 3h d’incubation à 20±1°C sous agitation à 100rpm, le PI est ajouté à chaque 

suspension pour obtenir une concentration de 1µg/mL. Les suspensions de spores sont alors 

incubées 30min avec le PI à 20±1°C (Tian et al., 2012). Une suspension de spores non traitées 

par les molécules et non colorée au PI permet de contrôler l’auto-fluorescence des spores. 

Enfin, une suspension traitée par la chaleur afin de tuer les spores (10min, 90°C) et colorée au 

PI sert de témoin positif. Un résumé des modalités testées se trouve dans le Tableau 1. Les 

mesures sont réalisées avec un cytomètre (BD ACCURI C6 Flow cytometer). Cette 

expérience n’a pas été réalisée sur C. sativus. 

 

 En parallèle, des observations en microscopie à fluorescence des deux champignons 

colorés au PI sont réalisées pour faciliter l’interprétation des résultats obtenus en cytométrie 

de flux. Les observations sont faites à l’aide d’un microscope à fluorescence (Zeiss Axioskop 

2 MOT) équipé d’une lampe HBO 100W ainsi que d’une caméra et de son logiciel  
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Figure 8 : Extraction des molécules par Solid Phase Micro Extraction (SPME). L’échantillon à analyser est 
contenu dans un vial propre et hermétique. La température du vial est équilibrée à 25°C pendant 10min. Une 
fibre de SPME est ensuite insérée dans le vial pour prélever les molécules volatiles présentes dans l’espace de 

tête du vial. Ce prélèvement est réalisé pendant 20min à 25°C. 
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correspondant (AxioVision). Un filtre d’excitation bleu est utilisé pour visualiser la coloration 

au PI et l’auto-fluorescence des spores. La préparation des échantillons est identique à celle 

des échantillons réalisés en cytométrie. Cependant, après incubation des suspensions avec le 

PI pendant 30min, les échantillons sont centrifugés à 8000tr/min pendant 5min et re-

suspendus dans une solution de PBS. Les observations sont faites sur l’ensemble des 

modalités présentées dans le Tableau 1. Deux modalités ont été testées en plus : Méthyl 

Acrylate et Méthyl Propionate à 2000µM.  De plus, deux temps d’incubation ont été testés : 

3h et 5h pour F. culmorum, 4h et 5h pour C. sativus.  

7) Prélèvement de molécules volatiles par Micro-Extraction sur Phase Solide 

(SPME) et analyse par Chromatographie en phase Gazeuse couplée à la 

Spectrométrie de Masse (GC-MS) 

Afin de déterminer l’origine fongique ou végétale des deux esters, l’émission du 

Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate a été étudiée par SPME (Figure 8) et GC-MS. La 

SPME est une technique permettant de prélever de façon statique des molécules volatiles 

présentes dans l’espace de tête d’un liquide ou d’un gaz à l’aide d’une fibre recouverte 

d’adsorbant.  

L’objectif de cette expérience est de créer des conditions favorables à l’émission des 

deux molécules en ayant dans chaque modalité uniquement la présence du champignon vivant 

ou uniquement la présence de la plante vivante.  

 Pour déterminer si les racines de l’orge pourraient émettre les composés étudiés, ces 

racines ont été mises en contact avec le pathogène mort. Des racines d’orge ont donc été 

inoculées avec une suspension de spores à 10
6
 spores/mL de C. sativus tuées par la chaleur 

dans le but de voir si la plante émet les molécules. Pour cela, des caryopses d’orge sont 

stérilisés selon un protocole adapté de Lanoue et al (2010). 100 caryopses sont incubés 

pendant 1h dans une solution de H2SO4 (10%v/v). Après 5 lavages à l’eau distillée, les 

caryopses sont incubés 20min dans AgNO3 (1% poids/volume) en agitation à 120rpm. Puis, 

un rinçage avec une solution de NaCl (1% poids/volume) est réalisé suivi d’un rinçage à l’eau 

distillée, à nouveau suivi par un rinçage avec une solution de NaCl (1% poids/volume). Enfin, 

5 rinçages à l’eau distillée sont réalisés. Les caryopses sont placés par 10 dans des boites de 

pétri carrées de 12cm de côté contenant 50mL de milieu Hoagland (1.6g d’Hoagland pour 1L 

d’eau distillée). Après 48h de pré-germination à 22±1°C et sous une photopériode de 16h de  
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jour et 8h de nuit, les caryopses sont inoculés avec 1mL de suspension de spores de C. sativus 

à 10
6
 spores/mL traitée à la chaleur pendant 10min à 90°C pour tuer les spores. Sept jours 

après inoculation, les racines de 10 caryopses sont récoltées en coupant juste sous le caryopse 

et placées dans un vial pour procéder à l’extraction et à l’analyse des molécules volatiles 

présentes dans l’espace de tête de le vial.  

 Pour déterminer si le champignon pourrait émettre les molécules étudiées, C. sativus a 

été cultivé dans des conditions décrites dans la littérature comme propices à l’émission de 

molécules antifongiques. Ces conditions sont les suivantes : 

- Surpopulation. C. sativus a été cultivé en forte concentration (10
9
 spores/mL) dans des 

vials contenant chacun 7mL de milieu. Deux milieux de culture ont été utilisés : PDA (solide) 

et PDB (liquide). Différentes durées de culture ont été testées : 12 jours et 18 jours pour les 

cultures en milieu PDA et 24h, 48h, 12 jours et 17 jours pour les cultures en milieu PDB. Les 

cultures sont placées à 22±1°C et sous une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit. Les 

cultures en milieu liquide sont agitées à 100rpm. 

- Conditions défavorables à la croissance du champignon. C. sativus a été cultivé en 

conditions limitantes en nutriments. 40µL de suspension de spores de C. sativus à 10
7
 

spores/mL ont été utilisés pour inoculer 7mL d’eau gélosée (1% d’agar) présent dans des 

vials. Les vials sont ensuite placés à 22±1°C et sous une photopériode de 16h de jour et 8h de 

nuit pendant 12 et 18 jours.  

- Compétition. C. sativus a été cultivé en présence de F. culmorum. Pour cela, 20µL de 

suspension de spores de C. sativus à 10
7
spores/mL mélangés à 20µL de suspension de spores 

de F. culmorum à 10
7
spores/mL sont utilisés pour inoculer 7mL de milieu de culture contenu 

dans des vials.  Le milieu liquide PDB ainsi que le milieu solide PDA sont testés. La culture 

en milieu PDA a été analysée après 7 jours, les cultures en milieu PDB ont été analysées après 

13 et 17 jours. Les cultures sont placées à 22±1°C et sous une photopériode de 16h de jour et 

8h de nuit. Les cultures en milieu liquide sont agitées à 100rpm. 

Différents témoins sont réalisés lors de chaque analyse : blanc colonne, blanc fibres, 

milieux de cultures (eau gélosée, PDA, PDB), racines d’orge saines, vials stériles afin de 

déterminer la provenance de l’ensemble des molécules extraites. 

Préalablement à leur utilisation, les vials ont été désinfectés dans du RBS (détergent 2% 

v/v dans de l’eau) pendant 15min. Trois rinçages à l’eau distillée sont ensuite effectués suivis  
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d’un rinçage à l’éthanol. Tous les prélèvements sont réalisés à l’aide de fibres de silice 

constituée de trois phases stationnaires : divinylbenzene - carboxen - polydimethylsiloxane 

(DVB – Carboxen – PDMS).  Les vials sont équilibrés pendant 10 minutes à 25°C. La fibre 

est ensuite insérée dans le vial puis exposée et le prélèvement de volatils est réalisé pendant 

20min à 25°C (Figure 8). Les molécules prélevées par la fibre sont ensuite désorbées 

thermiquement dans un chromatographe en phase gazeuse (Agilent Technologies 7890A) et 

séparées sur une colonne polaire VF-WAX (Agilent technologies). Les molécules sont alors 

analysées par un spectromètre de masse (Agilent Technologies 5975 C). Le logiciel 

Chemstation version E.02.00.493 est utilisé pour l’analyse des chromatogrammes. Un 

composé n’est considéré que lorsqu’il est absent des blancs, et identifié avec une probabilité 

de plus de 90% avec les trois bases de données : Wiley 275, NBS 75K, Pal 600K. 

8) Analyses statistiques 

L’ensemble des analyses statistiques est réalisé à l’aide du logiciel R version 3.1.3 (R 

Core Team, 2015). A la suite d’une ANOVA à un facteur, le test de comparaisons multiples 

de Dunnett (p<0.005) est utilisé afin de déterminer les différences significatives entre les 

moyennes obtenues lors des traitements et les moyennes du témoin. 
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Figure 9 : Evaluation de la quantité d’ions K+ (en mg/L) présents dans le milieu extracellulaire de spores de F. 
culmorum soumis à différentes concentrations en Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate à l’aide d’un kit 

colorimétrique QUANTOFIX (Macherey-Nagel) 

 

 

Figure 10 : Evaluation de la quantité d’ions K+ (en mg/L) présents dans le milieu extracellulaire de spores de 
C. sativus soumis à différentes concentrations en Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate à l’aide d’un kit 

colorimétrique QUANTOFIX (Macherey-Nagel) 
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III- Résultats 

1) Relargage des ions K
+ 

dans le milieu extracellulaire 

L’expérience réalisée semble montrer un effet dose-dépendant du Méthyl Acrylate et du 

Méthyl Propionate sur le relargage des ions K
+ 

dans le milieu extracellulaire des spores de F. 

culmorum et C. sativus.  

Pour F. culmorum, un effet du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate est visible après 

3h d’incubation des spores avec les molécules (Figure 9). Une augmentation de la quantité 

d’ions K
+
 est observée pour des concentrations en Méthyl Acrylate de 500µM et 1000µM et 

pour des concentrations en Méthyl Propionate de 1000µM. Pour un même temps 

d’incubation, l’action du Méthyl Acrylate sur le relargage des ions K
+ 

semble donc se 

produire à des concentrations plus faibles que celles du Méthyl Propionate. Après 5h 

d’incubation, le relargage des ions K
+ 

par le Méthyl Acrylate à 1000µM semble s’intensifier
 
et 

le Méthyl Propionate à 500µM semble lui aussi avoir un effet.  

Pour C. sativus, une augmentation de l’efflux d’ions K
+
 est visible  après 4h d’incubation 

avec le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate (Figure 10). Cette augmentation se produit 

pour des concentrations en Méthyl Acrylate et en Méthyl Propionate de 500µM et 1000µM. 

L’augmentation des ions K
+ 

semble plus intense pour les traitements au Méthyl Acrylate 

qu’au Méthyl Propionate. Tout comme pour F. culmorum, après 5h d’incubation, le relargage 

des ions K
+ 

par le Méthyl Propionate à 500µM et 1000µM semble s’intensifier. De plus, le 

Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate à 100µM montrent également un effet sur 

l’augmentation de l’efflux des ions K
+ 

dans le milieu extracellulaire. 

Ces résultats semblent donc montrer que le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate 

agissent après 3h d’incubation pour F. culmorum et 4h pour C. sativus. De plus, le Méthyl 

Acrylate semble avoir plus d’effet que le Méthyl Propionate sur le relargage des ions K
+
 

(action plus importante à plus faible concentration). Enfin, de manière générale, l’action des 

molécules sur le relargage des ions K
+
 semble plus importante sur C. sativus que sur F. 

culmorum en terme de quantité d’ions relâchés.  
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Figure 11 : Evolution du pH extracellulaire de F. culmorum et C. sativus en absence de traitement (témoin). Le 
temps t=0minute correspond au moment où le mycélium est re-suspendu dans une solution de glucose à 10% 

et pH7. 

 

 

Figure 12 : Acidification du milieu induite par le glucose après 3h d’incubation du mycélium de F. culmorum 
en présence du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate 
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2) Fonctionnement des pompes à protons (acidification du milieu induite par le glucose) 

L’activité des pompes à protons de F. culmorum et C. sativus est suivie par la mesure de 

l’acidification du milieu induite par le glucose. Le fonctionnement normal de ces pompes 

entraine en effet le transport de protons vers le milieu extracellulaire et donc une acidification 

du milieu (Figure 11).  

Les traitements du mycélium de F. culmorum au Méthyl Acrylate et au Méthyl Propionate 

à 1000µM et 2000µM provoquent une inhibition significative de l’acidification du milieu par 

rapport au témoin (Figure 12). Les deux molécules semblent donc provoquer une inhibition 

des pompes à protons des spores de F. culmorum. L’inhibition provoquée par les traitements 

au Methyl Acrylate semble plus importante. De plus, l’effet du Méthyl Propionate est plus 

variable que le Méthyl Acrylate. Aucune différence significative n’est observée entre les 

traitements à 1000 et 2000µM pour chacune des deux molécules (p-valeur=1). Il ne semble 

donc pas y avoir d’effet dose. 
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Figure 13 : Acidification du milieu induite par le glucose après 4h d’incubation du mycélium de C. sativus en 
présence du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate 

 

 

Figure 14 : Evolution du pH extracellulaire de C. sativus après 4h d’incubation en présence du Méthyl 
Acrylate et du Méthyl Propionate. Le temps t=0minute correspond au moment où le mycélium est re-
suspendu dans une solution de glucose à 10% et pH7. 
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Concernant C. sativus, seuls les traitements du mycélium au Méthyl Propionate à 1000µM 

et 2000µM provoquent une inhibition significative de l’acidification du milieu induite par le 

glucose par rapport au témoin (Figure 13). Il n’y a pas de différence significative entre les 

deux traitements au Méthyl Propionate (p-valeur=1). Nous avons cependant observé que le 

pH mesuré au temps t=0 (juste après la re-suspension du mycélium dans la solution de 

glucose) était plus faible lors des traitements avec les molécules par rapport au témoin (Figure 

14). Ainsi, le pH au temps t=0 du témoin est en moyenne de 6.80.18 alors que le pH à t=0 du 

Méthyl Propionate à 2000µM est de 4.20.23. Une acidification du milieu semble donc avoir 

lieu dans les suspensions de mycéliums de C. sativus traités avec les molécules, juste après la 

remise en suspension dans le glucose. Puis, après 10min de mesure, le pH se stabilise. 

L’acidification observée est plus forte avec le Méthyl Propionate qu’avec le Méthyl Acrylate. 

Les pourcentages d’acidification du milieu provoquée par les traitements du mycélium de 

C. sativus au Méthyl Acrylate sont très variables. Il est donc difficile de conclure sur l’effet de 

cette molécule sur les pompes à protons de C. sativus. 

Il semble donc que le Méthyl Acrylate inhibe l’acidification du milieu de F. culmorum 

alors que le Méthyl Propionate montre un effet inhibiteur sur C. sativus. De plus, 

l’augmentation de la concentration des molécules à 2000µM ne semble pas augmenter 

l’inhibition de l’acidification. 

Des concentrations plus basses ont également été testées (100µM et 500µM) mais 

n’ont montré aucun effet sur l’acidification du milieu dépendante du glucose. 
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Pourcentage de conidies 

colorées en jaune par le vert de 
malachite 

Témoin non traité 0 

Méthyl Acrylate 100µM 0 

Méthyl Acrylate 500µM 13.2 %  4.8 (*) 

Méthyl Acrylate 1000µM 35.6 %  9.6  (***) 

Méthyl Propionate 100µM 0 

Méthyl Propionate 500µM 0 

Méthyl Propionate 1000µM 0 

 

Tableau 2 : Pourcentage de conidies de F. culmorum dont le pH a diminué (coloration jaune au vert de 
malachite)  après 3h d’incubation avec les molécules en différentes concentrations 

 

 

Figure 15 : Analyse en cytométrie de flux des spores de F. culmorum non traitées par le Méthyl Acrylate et le 
Méthyl Propionate et en absence d’iodure de propidium. FSC.A : diffusion axiale indiquent la taille des 

évènements, FL3.A : Fluorescence rouge. Les deux cercles correspondent à deux ensembles d’évènements 
distincts par leur taille (FSC.A). Les évènements présents dans le cercle rouge émettent une fluorescence. 
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3) Modification du pH intracellulaire des spores 

Une modification significative de la coloration des spores au vert de malachite par rapport 

au témoin est observée pour des concentrations en Méthyl Acrylate de 1000µM et 2000µM 

(Tableau 2). La modification de la coloration ne se produit cependant pas pour la totalité des 

spores analysées. Ainsi, seulement 35,6% des spores montrent une modification de coloration 

par le Méthyl Acrylate à 1000µM. Concernant, le Méthyl Propionate, le pH intracellulaire des 

spores ne semble pas être modifié sous l’action de cette molécule.  

Cette expérience n’a pas pu aboutir avec C. sativus dont les spores se colorent 

difficilement au vert de malachite.  

4) Maintien de l’intégrité membranaire des spores 

 Cytométrie de flux 

L’expérience de cytométrie réalisée sur les spores de F. culmorum laisse penser que 

les spores de ce champignon sont fortement auto-fluorescentes. En effet, la Figure 15 présente 

les résultats obtenus en absence de PI. Pourtant, une fluorescence est obervée (parmètre 

FL3.A) sur une partie des évènements (cercle rouge).. De plus, la Figure 15 met en évidence 

deux nuages de points distincts (cercle rouge et vert). Ces deux nuages correspondent à deux 

catégories d’évènements qui diffèrent par leur taille (paramètre FSC.A). Les deux types 

d’évenements pourraient correspondre à deux types de spores de tailles différentes mais aussi 

à la recristallisation de la solution de PBS. Des observations au microscope à fluorescence ont 

été réalisées pour répondre à ces intérrogations. L’expérience n’a donc pas été répétée. 
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Figure 16 : Observations au microscope à fluorescence des spores de F. culmorum soumis à différents 
traitements. A : Témoin positif (Spores traitées à la chaleur : 90°C pendant 10min et colorées au PI), B : Auto-

fluorescence (Spores non colorées au PI, non traitées par le Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate), C : Témoin 
négatif (Spores colorées au PI, non traitées par le Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate), D : Spores traitées au 

Méthyl Acrylate à 1000µM pendant 3h et colorées au PI, E : Spores traitées au Méthyl Propionate à 1000µM 
pendant 3h et colorées au PI. Echelle : 20µm. 

 

 

     

A B C D E 

Figure 17 : Observations au microscope à fluorescence des spores de C. sativus soumis à différents 
traitements. A : Témoin positif (Spores traitées à la chaleur : bain marie 90°C pendant 10min et colorées au PI), 
B : Auto-fluorescence (Spores non colorées au PI, non traitées par le Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate), C : 

Témoin négatif (Spores colorées au PI, non traitées par le Méthyl Acrylate et Méthyl Propionate), D : Spores 
traitées au Méthyl Acrylate à 1000µM pendant 4h et colorées au PI, E : Spores traitées au Méthyl Propionate à 

1000µM pendant 4h et colorées au PI. Echelle : 20µm. 
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 Microscope à fluorescence 

Les observations au microscope à fluorescence des spores de F. culmorum non colorées 

au PI et non traitées par les molécules confirment la forte auto-fluorescence des spores 

(Figure 16).  De plus, les spores inactivées par la chaleur et colorées au PI présentent une 

coloration rouge de l’intérieur des spores alors que l’observation des spores traitées par le 

Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate ne montre aucune coloration quelque soit la 

concentration et le temps d’incubation (Figure 16).  

Lors des premières observations, des cristaux de PBS colorés en rouge ont été observés. 

Pour les observations suivantes, les échantillons ont été centrifugés à 8000 tr/min pendant 

5min après coloration au PI puis resuspendus dans du PBS. 

Les observations au microscope à fluorescence des spores de C. sativus non colorées 

au PI et non traitées par les molécules montrent que les spores de ce champignons sont très 

peu auto-fluorescentes (Figure 17). Les résultats obtenus avec C. sativus sont similaires aux 

résultats de F. culmorum. Les spores tuées à la chaleur montrent une coloration rouge due au 

PI alors que les spores traitées avec les molécules en différentes concentrations et après 

différents temps d’incubation ne sont pas colorées. Le Méthyl Acrylate et le Méthyl 

Propionate ne semblent donc pas d’altérer l’intégrité membranaire des spores de F. culmorum 

et C. sativus. 
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Tableau 3 : VOCs émis par C. sativus et par la plante dans les différentes situations étudiées. CAS (Chemical Abstract Service). Seules, les molécules ayant un indice de  
qualité supérieure à 90% sont présentées dans ce tableau. Les molécules sont classées dans l’ordre croissant de leur temps de rétention. (Suite du tableau : page suivante) 

Composés CAS 

MODALITES 

Interaction orge - C. sativus C. sativus en surpopulation 

Conditions 
défavorables à la 
croissance de C. 

sativus  

Compétition avec F. culmorum 

Racines 
d’orge 

inoculée
s avec C. 
sativus 

tué 

Racines 
d’orge 

inoculées 
avec C. 
sativus 
vivant 

Racines 
d’orge 
saines 

PDA 
12jours 

PDA 
18jours 

PDB 
24h 

PDB 
48h 

PDB 
13jours 

PDB 
17jours 

Gélose 
12jours 

Gélose 
18jours 

PDA 
7jours 

PDB 
13jours 

PDB 
17jours 

Hexane 75-18-3  X             
Dimethyl sulfide 75-18-3 X X X            

Acetone 67-67-1         X      

Ethyl acetate 141-78-6    X        X    

butan-2-one 78-93-3 X    X X X        

2,6-dimethylheptadecane 54105-67-8 X              

2-methyldecane 6975-98-0 X              

Propanol 71-23-8            X X  
3,7-dimethyldecane 17312-54-8 X              

2-methylpropan-1-ol 78-83-1    X  X  X    X X X 

butan-2-ol 78-92-2     X          

tetracosan-1-ol 506-51-4       X        

3-methylbutan-1-ol 123-51-3    X X X X X X   X X X 

1,2,4-trimethylbenzene 95-63-6            X   

4-methyl hex-4-en-3-one 52883-78-0         X      
3-hydroxy butan-2-one 513-86-0    X X   X X      

1,3-Bis (1,1-dimethylethyl) 
benzene 

1014-60-4  
 

       X     

Acide ethanoïque  64-19-7             X X 

2-ethyl hexan-1-ol 104-76-7 X  X            

Cyclosativene 22469-52-9      X         

Ylangene 14912-44-8       X X       
(+)-cycloisosativene 0000-00-00            X   

Pentadecane 629-62-9          X  X    

(+)-sativene 3650-28-0 X X  X X X X X X X X X X X 
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5) Prélèvement de molécules volatiles par Micro-Extraction sur Phase Solide (SPME) et 

analyse par Chromatographie en phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse 

(GC-MS) 

Le Tableau 3 regroupe l’ensemble des molécules détectées dans les différents tests. Le 

Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate n’ont pas été détectés dans les vials contenant les 

racines d’orge inoculées avec des spores de C. sativus tuées (Tableau 3). Les deux molécules 

ne semblent pas non plus être présentes dans les vials contenant C. sativus en surpopulation, 

en compétition avec F. culmorum et en conditions défavorables et ceci quel que soit le milieu 

et le temps de culture. Cependant, comme dans l’étude de Fiers et al., des racines d’orge 

inoculées avec des spores de C. sativus vivantes ont aussi été testées. Mais, ni le Méthyl 

Acrylate ni le Méthyl Propionate n’ont été détectés dans cette modalité. Ces résultats ne 

permettent donc pas de conclure quant à l’origine des deux molécules. 

Le tableau montre aussi des différences d’émission de molécules volatiles selon le 

milieu et le temps de culture. Ainsi, après 48h de culture en milieu solide de C. sativus, 12 

molécules sont détectées alors que 24h auparavant 9 molécules étaient détectées. De plus, ces 

molécules diffèrent : seules 4 molécules sont communes à ces deux modalités. 

Les cultures sur eau gélosée montrent un nombre moins important de molécules 

émises. Ceci est probablement dû aux conditions défavorables à la croissance de champignon 

et donc à une population plus réduite. De plus, certaines molécules volatiles sont communes à 

toutes les modalités contenant C. sativus. C’est le cas du (+)-sativène mais aussi du 

longifolène qui semblent être caractéristiques de ce champignon (Fiers et al., 2013). Le (+)-

sativène est aussi détecté lorsque les racines sont inoculées avec C. sativus mort. Des 

molécules émises par le champignon sont donc détectables malgré l’inactivation de ce dernier. 

De nombreux COVs présents dans le Tableau 3 sont référencés dans la base de 

données mVOC (Lemfack et al., 2014). Par exemple, le dimethyl sulfide est un COV émis par 

la bactérie Burkholderia ambifaria. Cette molécule inhibe la croissance de Rhizoctonia solani 

et Alternaria alternata et provoque une augmentation de la biomasse d’Arabidopsis thaliana 

(Groenhagen et al., 2013). 
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Tableau 3 (suite) : VOCs émis par C. sativus et par la plante dans les différentes situations étudiées. CAS (Chemical Abstract Service). Seules, les molécules ayant un indice 
de  qualité supérieure à 90% sont présentées dans ce tableau. Les molécules sont classées dans l’ordre croissant de leur temps de rétention. 

 

Calamenene 483-77-2         X      

(+)-aromadendrene 489-39-4       X  X      

Germacrene A 28387-44-2       X X X   X   

Longifolene 475-20-7  X  X X X X X X   X   
Alpha-duprezianene 0000-00-00        X       

Epi-
bicyclosesquiphellandrene 

54324-03-7  
 

         X X X 

(-)-lepidozene 79951-53-4            X   

Gamma-curcumene 0000-00-00        X       

Di-epi-alpha-cedren 35944-22-0      X         
(-)-Beta-acoradiene 90457-37-7        X    X   

Alpha-amorphene 23515-88-0            X   

Trans-alpha-bisabolene 17627-44-0      X  X    X   

Helminthogermacrene 75023-40-4      X  X       

6-methyl-gamma-ionone 27417-37-4   X            

Phenethyl alcool 60-12-8    X X       X  X 

Ethyl phthalate 84-66-2 X              
Total  8 4 3 7 7 9 12 12 11 3 3 15 6 6 
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IV- Discussion 

Mode d’action du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate 

L’augmentation de l’efflux de K
+
 sous l’effet de molécules antimicrobiennes est un 

phénomène souvent observé. Par exemple, l’huile essentielle d’origan perturbe la perméabilité 

membranaire de Pseudomonas aeruginosas et de Staphylococcus aureus ce qui entraine une 

augmentation de l’efflux d’ions K
+ 

dans le milieu (Lambert et al., 2001). De même, l’huile 

essentielle de Melaleuca inhibe la croissance d’Escherichia coli en stimulant la fuite d’ions 

K
+
 vers le milieu extracellulaire (Cox et al., 1998).  Les flux d’ions à travers la membrane 

sont courants et permettent de réguler de nombreux processus biologiques. Une perturbation 

de l’équilibre des ions tels que le K
+
 peut ainsi affecter le contrôle de la pression de 

turgescence, le transport de solutés, la synthèse de protéines. (Cox et al., 2001; Rodriguez-

Navarro, 2000). Il est possible que la croissance mycélienne mais aussi la germination des 

spores de F. culmorum et C. sativus soient altérées par cette modification des flux d’ions K
+
. 

Une augmentation de l’efflux de K
+

 à travers la membrane est généralement liée à une 

augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema et al., 1995). Cependant, dans notre 

modèle, cette déstabilisation n’a pas été suffisante pour permettre l’entrée du PI à l’intérieur 

des spores.  

Dans notre étude, un kit Quantofix a été utilisé pour évaluer la quantité d’ions K
+
 dans le 

milieu extracellulaire des spores. L’utilisation de ce kit est une méthode simple à mettre en 

œuvre et permet d’avoir une évaluation rapide de l’effet des molécules sur les flux d’ions K
+
. 

En revanche, cette méthode ne permet pas d’obtenir des résultats très précis. D’autres 

méthodes existent pour obtenir des résultats quantitatifs comme par exemple l’utilisation 

d’une électrode spécifique aux ions potassium (Cox et al., 1998).  

Tout comme la modification de l’efflux de K
+
, la modification du pH intracellulaire peut 

provoquer des disfonctionnements dans la cellule et notamment lors de la germination des 

spores. Des molécules antifongiques telles que l’acide nonanoïque perturbent le gradient de 

pH entre le milieu intra et extracellulaire ce qui inhibe la germination des spores de Rhizopus 

oligosporus (Breeuwer et al., 1997). Par ailleurs, il semblerait que chez Penicillium paneum et 

Candida albicans, la germination soit accompagnée d’une augmentation du pH intracellulaire 

des spores (Chitarra et al., 2005; Stewart et al., 1988). Une modification du pH intracellulaire 

pourrait donc être à l’origine de l’inhibition de la germination des spores observée chez les 

deux champignons étudiés. La modification de pH intracellulaire des spores observées chez F.  
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Figure 18 : Schéma montrant la relation entre l’activité d’une ATPase membranaire à protons et l’échange de 
solutés. La pompe à protons (a) utilise l’énergie de l’ATP pour établir un gradient de protons et une différence de 

potentiel de part et d’autre de la membrane. L’énergie générée par le gradient de protons peut (b) activer un 
canal ionique ou (c) commander l’efflux d’ions de la cellule par un système antiport, ou provoquer un efflux 

d’ions (d) ou de soluté neutre (e) par un système de symport. Des pompes et des transporteurs similaires 
fonctionnent dans le tonoplaste (membrane vacuolaire). C

+ 
: cations ; A

- 
: anion ; C : soluté neutre. (Hopkins, 

2003) 
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culmorum et C. sativus pourrait aussi être reliée à l’augmentation de l’efflux d’ions K
+
. En 

effet, la diminution des ions K
+
 dans la cellule peut provoquer un mouvement d’ions H

+
 dans 

le milieu intracellulaire afin de maintenir l’équilibre des charges électriques. Ce mouvement 

de protons provoque alors une acidification du milieu. (Rodriguez-Navarro, 2000). Dans notre 

étude, la modification du pH intracellulaire n’est observée que pour le Méthyl Acrylate à 500 

et 1000µM et ne concerne respectivement que 13.2 et 35.6% des spores de F. culmorum. Cet 

effet pourrait être la conséquence d’un mode d’action principal qui n’a pas encore été étudié. 

Cependant, ce résultat pourrait aussi être lié à la zone de virage de pH de cet indicateur coloré 

(Figure 7). En effet, la coloration au vert de malachite est modifiée pour des pH de 0.2 à 1.8 et 

de 11.5 à 13.2. Ainsi, une modification du pH intracellulaire des spores entre 1.8 et 11.5 peut 

avoir lieu sans que la coloration ne soit modifiée. Cette méthode ne permet donc de détecter 

que certaines variations de pH. L’utilisation de marqueurs fluorescents de type  cFDA-SE 

(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) en spectrofluorométrie (Chitarra et al., 

2005; Fisher and Phillips, 2009) pourrait résoudre ce problème.  

L’étude présentée dans ce rapport a également permis de mettre en évidence une 

inhibition de l’acidification du milieu induite par le glucose par le Méthyl Acrylate et le 

Méthyl Propionate sur les deux champignons. Tout comme l’efflux de K
+
, cette inhibition 

peut être reliée à l’acidification du milieu intracellulaire. En effet, les pompes H
+
/ATPases 

sont des éléments importants de la régulation du pH intracellulaire (Bhatia et al., 2011; Kaur 

and Mishra, 1991). Elles permettent le déplacement actif des ions H
+
 contre leur gradient de 

concentration en hydrolysant l’ATP en ADP et permettent ainsi de modifier le pH des 

différents compartiments cellulaires et donc de réguler de nombreux processus. Mais les 

pompes H
+
/ATPases, en déplaçant les ions H

+
 à travers la membrane, créent aussi un potentiel 

électrochimique permettant à des transports secondaires de se mettre en place (Rodriguez-

Navarro, 2000). C’est le cas par exemple du transport d’ions K
+
 à l’intérieur de la cellule mais 

également celui du transport de nutriments (Figure 18). L’expérience réalisée a mis en 

évidence une inhibition des pompes à protons de F. culmorum par le Méthyl Acrylate. 

Cependant pour C. sativus, il est difficile de déterminer si les pompes à protons sont inhibées 

ou au contraire stimulées. L’acidification globale calculée entre la mesure finale et la mesure 

initiale du pH est plus faible en présence des molécules, ce qui pourrait être expliqué par une 

inhibition des pompes à protons. Cependant, une acidification du milieu est malgré tout 

observée au moment du transfert du mycélium dans le glucose et donc lors de la toute 

première mesure de pH. Les molécules étudiées pourraient dans un premier temps stimuler de  
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façon importante les pompes à protons ce qui provoquerait l’acidification observée lors de 

cette première mesure. Portillo (2000) rapporte que certains stress comme la présence d’un 

acide faible ou d’éthanol, le traitement à la chaleur, le manque d’azote peuvent stimuler les 

pompes à protons causant alors des disfonctionnements cellulaires.  

La modification du fonctionnement des pompes H
+
/ATPases pourrait être dû à une 

perturbation du transporteur mais aussi à un manque de substrat de l’enzyme : l’ATP.  Ce 

manque d’ATP pourrait s’expliquer par une inhibition de la respiration par exemple 

(Plumridge et al., 2004). L’inhibition de la respiration cellulaire est probable en raison d’un 

groupement chimique commun entre le Méthyl Acrylate et les Strobilurines (Figure 5). Dans 

cette étude, l’inhibition de l’acidification du milieu induite par le glucose reste faible. Ainsi, 

malgré une concentration de 1000µM en Méthyl Propionate, l’acidification du milieu de C. 

sativus reste supérieure à 25%. Tout comme l’effet sur le pH intracellulaire, cet effet pourrait 

être la conséquence d’un mode d’action plus important ce qui expliquerait le faible effet 

observé. De plus, les deux molécules étudiées ont un effet différent selon l’espèce de 

champignon. Il semblerait que le Méthyl Acrylate agisse sur les pompes à protons de F. 

culmorum alors que le Méthyl Propionate agirait sur C. sativus. Le/les mode(s) d’action des 

molécules étudiées pourrai(en)t être différents d’une molécule et d’un champignon à l’autre. 

Ainsi, les effets observés du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate sur l’efflux de K
+
, 

la modification de pH intracellulaire et l’inhibition des pompes à protons peuvent être reliés 

entre eux. Cependant, il semble difficile de dire quel effet est la conséquence ou la cause de 

l’autre. Ces effets pourraient être la conséquence d’un autre mode d’action. Mais il est aussi 

probable que les molécules aient une action multi-site et combinent donc différents modes 

d’action qui en s’additionnant provoquent l’inhibition de la germination des spores et de la 

croissance mycélienne.  

Origine du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate 

A l’issue de cette étude, l’origine du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate est toujours 

inconnue. Aucune des modalités testées lors du prélèvement de molécules par SPME n’a 

permis de détecter l’une ou l’autre des molécules. De plus, ces molécules n’ont pas été 

détectées lorsque des racines d’orge sont inoculées avec C. sativus vivant contrairement aux 

résultats de Fiers et al. (2013). Les différences de résultats entre les différents milieux et 

temps de culture testés semblent indiquer une influence forte des conditions de culture des 

champignons sur l’émission de COVs. De plus, le développement du champignon influence  
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aussi fortement leur émission (Blom et al., 2011; Insam and Seewald, 2010). Ceci pourrait 

expliquer les difficultés à détecter le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate dans les 

différents échantillons. Les conditions de cultures testées dans cette étude ont été choisies car 

elles sont décrites dans la littérature comme favorables à l’émission de molécules 

antifongiques (Morath et al., 2012; Chitarra et al., 2004; Bennett et al., 2012). Ainsi, il ne 

semble pas que le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate soient émis par C. sativus en cas 

de compétition avec d’autres pathogènes ni en tant que self-inhibiteur pour réguler la 

population fongique. 

Les conditions d’extraction des molécules ont également une forte influence sur les 

résultats obtenus. Malgré, la reproduction fidèle des conditions utilisées par M. Fiers (2013), 

d’autres facteurs peuvent influencer l’extraction comme par exemple la température de la 

pièce. 

Si les analyses n’ont pas permis de détecter la présence de Méthyl Acrylate et de Méthyl 

Propionate, elles ont mis en évidence des molécules connues pour leur pouvoir antifongique 

comme c’est le cas du dimethyl sulfide (Lemfack et al., 2014) probablement émis par les 

racines d’orge. Ces molécules volatiles d’origine biologique présentes donc un fort potentiel 

en protection des plantes. 

Un deuxième protocole a été mis en place au début de l’étude pour déterminer l’origine 

des molécules. Ce protocole se base sur le fait que les méthyl esters libèrent du méthanol lors 

de leur hydrolyse en acide carboxylique en présence d’un acide. Or, le méthanol peut être 

dosé en spectrophotométrie à l’aide du Sodium Nitroprusside (Zhan et al., 2010). L’objectif 

du protocole mis au point était donc de doser le méthanol produit lorsque l’on place le 

champignon ou la plante en présence d’acide sulfurique. La présence de méthanol indiquerait 

alors la présence d’un méthyl ester et permettrait donc de suspecter la présence du Méthyl 

Acrylate et du Méthyl Propionate. Cependant, ce protocole n’a pas pu aboutir. En effet, il 

nécessite de broyer des racines d’orge mais aussi d’utiliser des suspensions de spores. Les 

échantillons doivent donc être centrifugés pour limiter les particules en suspension lors des 

lectures spectrophotométriques. Le surnageant est alors récupéré et utilisé pour les lectures 

spectrophotométriques. Or, il s’avère que la centrifugation entraine le réactif dans le culot ce 

qui empêche l’acquisition correcte des résultats. 
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V- Conclusion et Perspectives 

Le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate semblent avoir une action sur la répartition 

des ions au sein de la cellule (modification du pH intracellulaire, efflux de K
+
) ainsi que sur le 

fonctionnement des pompes à protons.  

Ces résultats ont permis de donner des premiers éléments de réponse sur le mode d’action 

des deux molécules. Cependant, notre étude se focalise essentiellement sur les membranes. 

Or, il ne semble pas que ce mode d’action soit le mode d’action principal. En effet, les 

observations en microscopie à fluorescence montrent qu’il n’y a pas de modification majeure 

de la membrane. L’utilisation d’un microscope électronique pourrait permettre d’observer 

avec précision l’effet des molécules sur les membranes et les organites des spores, et 

confirmer de ce fait nos hypothèses ou en émettre de nouvelles.  

D’autres modes d’action pourraient être mis en jeu dans l’activité antifongique des deux 

molécules étudiées. Il serait intéressant de tester l’effet des molécules sur la respiration 

cellulaire. De plus, certaines molécules antimicrobiennes agissent via d’autres modes d’action 

(Holm Freiesleben and Jäger, 2014). Par exemple, la molécule Plagiochin E isolée de la plante 

Marchantia polymorpha inhibe la synthèse de la chitine des parois de Candida albicans (WU 

et al., 2008). Ce mode d’action pourrait être étudié dans un premier temps par microscopie 

électronique. De même, la molécule Sordarine synthétisée par le champignon Sordaria 

araneosa inhibe la synthèse de protéines impliquées dans l’élongation cellulaire, et provoque 

ainsi l’inhibition de la croissance de Candida albicans (Domínguez et al., 1999; Liang, 2008). 

Il pourrait donc être envisagé de tester ces modes d’action pour le Méthyl Acrylate et le 

Méthyl Propionate. 

Concernant l’étude de l’origine des deux esters étudiés, d’autres conditions pourraient 

encore être testées comme la culture de C. sativus sur un milieu à base de caryopses d’orge 

autoclavés ou sur un milieu riche en extrait de malt. Ceci permettrait de mimer l’interaction 

entre l’orge et C. sativus sans que la plante ne soit présente de façon vivante pour émettre de 

molécules volatiles. 

Enfin, de par leur activité antifongique, le Méthyl Acrylate et le Méthyl Propionate 

constituent une perspective intéressante en protection des cultures et notamment pour lutter 

contre les champignons pathogènes contenus dans le sol. Cependant, ces molécules n’ont été 

testées qu’en milieu in vitro. Or, si les COVs sont capables de se déplacer sur de longues  
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distances à travers les pores du sol (Morath et al., 2012), ils peuvent aussi être retenus par le 

sol selon les conditions. La rétention des COVs dans le sol est influencée par de nombreux 

paramètres tels que la température, le pH, l’humidité, mais aussi sa composition (Insam and 

Seewald, 2010). A plus long terme, il serait donc nécessaire de réaliser des tests en condition 

in vivo afin de déterminer si l’action de ces molécules est aussi forte qu’en condition in vitro 

et si les constituants du sol n’interfèrent pas avec leur activité. En effet, certains constituants 

du sol comme les argiles ont tendance à immobiliser les COVs et donc à empêcher leur 

diffusion vers leur lieu d’action (Insam and Seewald, 2010).  

L’utilisation du Méthyl Acrylate et du Méthyl Propionate en tant que méthode de 

biocontrôle nécessite le développement d’une formulation adéquate afin de permettre la 

diffusion en continue de ces molécules dans le sol. Récemment, des billes d’alginate ont été 

développées pour permettre la diffusion lente de molécules volatiles intervenant dans 

l’attraction de parasitoïdes et de prédateurs de pucerons (Heuskin et al., 2012). Cette 

formulation pourrait être adaptée à l’utilisation de COVs antifongiques dans le sol.  
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ANNEXE 

 

 

Annexe I : Mode d’emploi du Kit Quantofix utilisé pour quantifier les ions K+ présents dans le milieu 

extracellulaire 
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