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Résumé 

Les méthodes actuelles de lutte contre les pathogènes du blé (Triticum aestivum) reposent 

principalement sur l’utilisation intensive de pesticides de synthèse, dont les effets négatifs sur 

l’environnement et la santé humaine sont de plus en plus mis en évidence. Afin de limiter ces impacts, 

des alternatives biologiques peuvent être utilisées. Des agents de biocontrôle tels que les lipopeptides 

cycliques produits par Bacillus subtilis apparaissent prometteurs. Ce travail évalue l’effet de trois 

familles de lipopeptides (surfactines, fengycines, mycosubtilines) sur les réactions de défense 

immunitaire du blé, une monocotylédone d’importance agronomique. Les résultats montrent que la 

mycosubtiline sous forme monomérique induit une production d’espèces réactives de l’oxygène 

apoplastiques (ROSapo) dans les racines sans engendrer de stress oxydatif intracellulaire ni de 

phytotoxicité, tandis que la surfactine et la fengycine n’ont pas d’effet. Au niveau foliaire, aucun des 

lipopeptides testés n’induit de production de ROSapo, suggérant une différence de réactivité entre les 

tissus racinaires et foliaires. Par ailleurs, l’application de lipopeptides sur les racines n’amplifie pas la 

production de ROSapo foliaires en réponse à la chitine. Au contraire, une diminution significative de cette 

réponse est observée pour les trois lipopeptides sous leur forme monomérique. Enfin, les analyses sur 

protoplastes racinaires confirment l’absence de toxicité des lipopeptides sur la viabilité cellulaire ou 

l’intégrité membranaire. Ces résultats positionnent la mycosubtiline comme un candidat prometteur 

pour renforcer les défenses immunitaires du blé. Ce travail ouvre la voie à des investigations 

supplémentaires intégrant des approches transcriptomiques, biophysiques et microscopiques, afin de 

mieux comprendre les mécanismes d’action des lipopeptides chez les monocotylédones et d’optimiser 

leur usage en tant qu’agents de biocontrôle.  

Mots-clés : Triticum aestivum, lipopeptides, surfactine, fengycine, mycosubtiline, immunité végétale, 

espèces réactives de l’oxygène, protoplastes.  

Abstract 

Current methods for controlling wheat (Triticum aestivum) pathogens mainly rely on the intensive use 

of synthetic pesticides, whose negative impacts on the environment and human health are increasingly 

highlighted. To mitigate these effects, biological alternatives are being explored. Biocontrol agents such 

as cyclic lipopeptides produced by Bacillus subtilis appear promising. This work evaluates the effect of 

three lipopeptide families (surfactins, fengycins, mycosubtilins) on wheat immune responses, a 

monocotyledon of agronomic importance. The results demonstrate that monomeric mycosubtilin 

induces the production of apoplastic reactive oxygen species (ROSapo) in roots without causing 

intracellular oxidative stress or phytotoxicity, whereas surfactin and fengycin have no significant effect. 

At the leaf level, none of the tested lipopeptides induced ROSapo production, suggesting a difference in 

reactivity between root and leaf tissues. Furthermore, root application of lipopeptides did not enhance 

ROSapo production in leaves in response to chitin. On the contrary, a significant reduction of this response 

was observed for all three lipopeptides in their monomeric form. Finally, analyses on root protoplasts 

confirmed the absence of toxicity of lipopeptides regarding cell viability or membrane integrity. These 

results highlight mycosubtilin as a promising candidate for strengthening wheat's immune defenses. This 

work paves the way for further research integrating transcriptomic, biophysical, and microscopic 

approaches to better understand the mechanisms of action of lipopeptides in monocotyledons and 

optimize their use as biocontrol agents. 

Key words: Triticum aestivum, lipopeptides, surfactin, fengycin, mycosubtilin, plant immunity, reactive 

oxygen species, protoplasts.  
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1. Introduction  

1.1. Contexte  

Le blé, Triticum aestivum L., est la céréale la plus cultivée au monde en raison de ses diverses 

applications1. Tout d’abord, il est omniprésent dans l’alimentation humaine en raison de sa valeur 

nutritionnelle remarquable. En effet, il constitue une source majeure de glucides, de protéines, de 

minéraux, de vitamines et de lipides. De plus, le blé est capable de s’adapter à différents climats et sols 

rendant sa culture possible dans de nombreux pays2. Cependant malgré sa capacité d’adaptation, les 

changements climatiques actuels, caractérisés par l’augmentation des températures, de la teneur en 

dioxyde de carbone dans l’atmosphère et des périodes de sécheresse, affectent son rendement. Certaines 

de ces conditions climatiques favorisent le développement de maladies. Par exemple, des températures 

élevées augmentent le développement de deux champignons, Fusarium spp. et Puccinia striiformis. 

Un autre pathogène fongique, Zymoseptioria tritici, responsable de la septoriose du blé, une maladie qui 

supprime les premières lignes de défense immunitaire de la plante, engendre également d’importantes 

pertes de rendement et pertes économiques. Afin de limiter ces effets, différents fongicides sont 

appliqués, ciblant un site spécifique du champignon, comme une protéine, une enzyme ou encore une 

voie métabolique. Toutefois, cette spécificité augmente la résistance des champignons aux fongicides3. 

En effet, Z. tritici a développé une résistance à deux grandes familles de fongicides : les strobilurines et 

les triazoles. L’utilisation massive de fongicides n’est pas sans conséquence pour l’environnement. Ils 

déstabilisent les micro-organismes du sol, contaminent les eaux et sont ingérés par les animaux et les 

êtres humains4,5. De nombreuses études associent l’exposition aux pesticides à des effets néfastes sur la 

santé humaine, augmentant entre autres, le risque de cancers, les problèmes respiratoires ou encore les 

problèmes neurologiques6.  

Afin de limiter l’utilisation de ces produits chimiques, des stratégies alternatives sont étudiées. Parmi 

elles, les modifications génétiques des variétés de blé pour renforcer leur résistance constituent une piste 

majeure. Toutefois, l’introduction de gènes de résistances spécifiques dans des monocultures induit une 

pression de sélection sur les pathogènes, conduisant à leur évolution7. Une autre voie prometteuse est 

l’utilisation de micro-organismes comme agents de biocontrôle (BCAs) ou de biostimulants8. Les BCAs 

sont des organismes tels que des champignons, des bactéries ou des virus, capables d’agir contre les 

ravageurs ou les pathogènes par divers mécanismes. De plus, certains métabolites produits par ces 

micro-organismes, font aussi partie des BCAs. Ils peuvent induire chez la plante une résistance, c’est-

à-dire la capacité à empêcher la multiplication des pathogènes, ou une tolérance, qui est la capacité de 

la plante à réduire les effets négatifs du pathogène. Ces micro-organismes peuvent également inhiber les 

pathogènes, ou encore exercer une compétition avec ces derniers pour les ressources nutritives et 

l’espace3,8. Certains BCAs, en plus de lutter contre les pathogènes, peuvent indirectement favoriser la 

croissance des plantes, bien que ce ne soit pas leur rôle principal, contrairement aux biostimulants. Ces 
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derniers, quant à eux, sont des micro-organismes ou substances naturelles appliquées aux plantes, 

graines ou sols dans le but de stimuler les processus physiologiques. Leur action vise à améliorer la 

tolérance aux stress abiotiques (sécheresse, lumière, polluants, etc.) et l’utilisation des nutriments, sans 

agir directement sur les pathogènes8. Certaines bactéries rhizosphériques promotrices de croissance des 

plantes (PGPR) peuvent cumuler les rôles de biostimulants et BCAs. En effet, elles augmentent la 

tolérance aux stress biotiques (pathogènes) et abiotiques, permettent de réduire l’utilisation de pesticides 

et augmentent la disponibilité des nutriments dans le sol ainsi que leur absorption. Elles favorisent aussi 

la synthèse d’hormones végétales, les phytohormones, et produisent des enzymes hydrolytiques 

(chitinase et glucanase) capables d’inhiber la croissance de champignons pathogènes. Des genres 

bactériens qui remplissent ces deux rôles sont par exemple Pseudomonas spp. et Bacillus subtilis, qui 

sont couramment utilisés comme PGPR 9,10. Bacillus spp. produit également des lipopeptides qui sont 

reconnus comme BCAs car inhibent certains pathogènes. De plus, certains lipopeptides possèdent 

également des propriétés élicitrices en induisant l’immunité de la plante11,12. 

1.2. Immunité des plantes  

Les plantes possèdent des mécanismes de défense complexes leur permettant de faire face à de 

nombreux pathogènes. Ces défenses s’organisent en plusieurs niveaux, allant des barrières physiques et 

chimiques à des signaux à longue distance et des modifications génétiques. Ces systèmes évoluent 

continuellement en réponse aux stratégies développées par les pathogènes pour les contourner. En milieu 

naturel, les plantes sont soumises à des stress biotiques et abiotiques simultanément. C’est la raison pour 

laquelle les différents systèmes immunitaires interagissent entre eux13.  

1.2.1. Immunité innée  

La première ligne de défense des plantes est une barrière physique et chimique. Tout d’abord, une couche 

de cire recouvre les feuilles afin d’éviter la rétention d’eau sur la plante ce qui favoriserait la germination 

de spores fongiques ou de bactéries. Ensuite, une fois cette première barrière franchie, le pathogène 

rencontre la paroi cellulaire, principalement composée de cellulose, d’hémicellulose et de pectines. 

Ensemble ils constituent une barrière physique mais jouent également un rôle dans la signalisation d’une 

invasion par un pathogène. La cellulose assure la solidité et la flexibilité de la paroi, l’hémicellulose 

contribue à maintenir l’organisation de cette dernière en liant les fibres de cellulose, et les pectines 

cimentent les cellules entre elles et régulent l’humidité. Enfin, tout au long de sa croissance, les racines 

et les feuilles de la plante libèrent des gaz et des substances organiques. Parmi celles-ci, des métabolites 

secondaires tels que les phytoalexines, les terpènes, les saponines ou encore des composés phénoliques 

possèdent des propriétés antimicrobiennes et contribuent ainsi directement à la défense de la plante14–16. 

Lorsqu’un pathogène réussit à franchir ces défenses primaires, l’immunité innée de la plante est activée 

via la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs) ou aux microbes 

(MAMPs) par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) situés dans la membrane 



 

3 

 

cellulaire. Ces PRRs sont des récepteurs de type kinase (RLKs) ou de type protéine (RLPs) possédant 

différents domaines extracellulaires qui jouent un rôle de médiateurs dans la reconnaissance de 

PAMPs/MAMPs17. Les PAMPs peuvent également être reconnus par les lipides des membranes 

plasmiques (MP)18. Ces PAMPs/MAMPs sont aussi appelés éliciteurs généraux (Figure 1) et 

comprennent des molécules telles que la chitine, la flagelline ou les lipopolysaccharides. La chitine est 

un polysaccharide présent dans les parois cellulaires des champignons, tandis que la flagelline est 

présente chez les bactéries19. En parallèle, les motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPs) sont 

des motifs moléculaires issus de composés de la plante elle-même. Ils sont libérés à la suite de 

dommages cellulaires causés par un stress, une infection ou un pathogène20. En revanche, les éliciteurs 

spécifiques correspondent aux effecteurs produits par les pathogènes, reconnus par des récepteurs 

intracellulaires. Une fois détectés par les PRRs, des évènements précoces sont déclenchés au sein de la 

plante, tels que des flux ioniques (calcium, potassium, chlorure) à travers la MP, des réactions de 

phosphorylation et déphosphorylation de protéines, la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), ainsi que l’implication de phytohormones telles que l’acide salicylique (SA), l’éthylène (ET) ou 

l’acide jasmonique (JA)21. 

 

Figure 1: Schéma illustrant les différents éliciteurs et les voies de reconnaissance associées dans 

l’immunité des plantes. Les éliciteurs généraux comprennent les molécules chimiques qui n’ont pas de 

récepteurs connus, ou les motifs associés aux microbes (MAMPs) reconnus par les récepteurs PRRs 

situés à la surface des molécules. Ces MAMPs ou molécules chimiques induisent une réponse 

immunitaire. Les signaux associés aux dommages (DAMPs), libérés par la plante elle-même, sont 

produits après l’attaque d’insectes ou d’herbivores, et les signaux associés aux pathogènes (PAMPs) 

sont reconnus par des PRRs et induisent l’immunité induite par la reconnaissance de motifs (PTI). Les 

éliciteurs spécifiques correspondent aux effecteurs des pathogènes reconnus par des récepteurs 

intracellulaires. Cette reconnaissance permet le déclenchement de l’immunité déclenchée par les 

effecteurs (ETI)22. 
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Cette reconnaissance de PAMPs/MAMPs active l’immunité induite par la reconnaissance de motifs 

(PTI) (Figure 2), initiant une cascade de signaux de défense, ainsi que des réponses de défense précoce. 

Un des premiers signaux précoces est l’influx de calcium (Ca2+) dans le cytoplasme, qui initie une 

cascade de réactions de signalisation17,23. Le Ca2+ joue un rôle clé dans l’immunité en régulant 

notamment la production de ROS, de SA et la fermeture des stomates14. En parallèle, d’autres réponses 

sont induites telles que la fermeture des stomates, l’activation d’une cascade de protéines kinase activée 

par les mitogènes (MAPK) ou par du calcium (CPDK)24, la transcription de gènes de résistance, ou 

encore l’accumulation de callose14. Les MAPKs agissent comme des modules de signalisation 

permettant de relayer et d’amplifier les signaux perçus par les récepteurs de la MP25. La callose est un 

polysaccharide s’accumulant entre la MP et la paroi au site d’infection. Elle joue un rôle de renforcement 

de la paroi cellulaire et forme ainsi une barrière physique contre le pathogène26.  

  

Figure 2 : Schéma simplifié de la réponse innée chez les plantes : l’immunité déclenchée par la 

reconnaissance de motifs (PTI) et l’immunité déclenchée par la reconnaissance des effecteurs (ETI). 

Les récepteurs membranaires (PRRs), situés à la surface de la membrane plasmique, perçoivent des 

signaux externes tels que les motifs moléculaires associés aux pathogènes ou aux microbes 

(PAMPs/MAMPs), des signaux hormonaux, ou encore des stress abiotiques. Cette perception active des 

cascades de phosphorylation via des intermédiaires de signalisation, comme des kinases (PK) ou des 

ions calcium (Ca2+), ou encore les espèces réactives de l’oxygène (ROS) via des enzymes (NADPH 

oxidase), qui assurent la transmission du signal. Ces intermédiaires activent ensuite divers modules tels 

que des modifications post-traductionnelles, des interactions hormonales et des organites, aboutissant 

à l’activation de facteurs de transcription (TF). Ainsi, une régulation des gènes impliqués dans le 

développement, la croissance et les réponses aux stress est mise en place. Les effecteurs (effectors) 

pathogéniques peuvent interférer avec ces voies de signalisation, et peuvent être détectés (flèches 

rouges) directement en se liant aux CNLs (récepteurs à nucléotides riches en leucine à domaine coiled-

coil) ou indirectement par les TNLs (récepteurs à nucléotides riches en leucine à domaine 

Toll/interleukine-1), menant au changement de conformation des NLRs (représentée sous forme de 

tétramère, pentamère ou hexamère). Cette transformation en tétramère induit l’activité d’un complexe 

enzymatique (NADase) qui produit des petites molécules de signalisation (EDS1) qui interagissent à 
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leur tour avec les NLRs. Ces transformations des CNLs et RNLs conduisent à la formation de canaux 

membranaires calciques qui favorisent l’activation immunitaire27. 

Cependant, certains pathogènes sécrètent des effecteurs capables d’inhiber cette PTI, leur permettant 

une infection plus efficace17,28. Ainsi, les plantes ont développé un second niveau de défense : l’immunité 

déclenchée par les effecteurs (ETI) (Figure 2). Les pathogènes possèdent des gènes appelés gènes 

d’avirulence qui codent pour des effecteurs spécifiques. Ces effecteurs sont injectés dans les cellules de 

la plante et sont reconnus dans le cytoplasme par des récepteurs avec un site de liaison aux nucléotides 

et répétitions riches en leucine (NB-LRR) qui sont des protéines appartenant aux récepteurs à 

nucléotides riches en leucine (NLR). Ces récepteurs sont associés aux gènes de résistance de la plante. 

Cette reconnaissance déclenche une réponse hypersensible (HR), caractérisée par la mort cellulaire 

localisée, la production de phytohormones et substances antimicrobiennes, ainsi que l’amplification de 

la PTI 14,21,28,29. L’interaction entre la PTI et l'ETI contribue à l’activation d’une résistance induite locale 

(au site d’infection) et systémique (dans les tissus à distance). Cette complémentarité repose sur la 

coopération entre les récepteurs membranaires et intracellulaires, qui permet à la plante de détecter plus 

finement les signaux d’invasion et de déclencher des réponses plus efficaces17,30. 

La résistance induite (IR) s’accompagne de changements métaboliques chez la plante. En effet, la 

production de métabolites secondaires est stimulée avec notamment la production de phytoalexines 

possédant des propriétés antibiotiques. De plus, la paroi cellulaire est renforcée par le dépôt de protéines, 

glycoprotéines, polysaccharides, lignine14 ou polymères aromatiques. Enfin, des protéines de résistance 

sont produites et possèdent des propriétés antimicrobiennes ou antifongiques21.  

1.2.2. Immunité systémique 

Outre les défenses immédiates (PTI et ETI), les plantes peuvent activer des mécanismes de défense 

généralisés dans tout l’organisme, comme la résistance acquise systémique (SAR) et la résistance 

systémique induite (ISR), qui permettent à la plante d’être mieux préparée à des infections futures. Ces 

réponses reposent sur un phénomène appelé « priming » qui amplifie la réponse immunitaire future31. 

La SAR permet d’envoyer aux organes non infectés des signaux informant de l’invasion et de développer 

une résistance à long terme17. Cette résistance surtout étudiée chez les dicotylédones, est efficace contre 

les pathogènes biotrophes13. En effet, lors d’un stress biotique, SA s’accumule dans les tissus infectés, 

entraînant la conversion d’une protéine, un coactivateur de transcription (un répresseur de l’expression 

des gènes liés à la réponse aux pathogènes 1 (NPR1)) en monomère. Sous cette forme, la protéine peut 

pénétrer dans le noyau et déclencher des changements d’expression des gènes de défense. Toutefois, 

cette activation est finement régulée par d’autres protéines capables de se lier aussi à SA (protéines 

inhibitrices, NPR3/NPR4). En parallèle, la perception de SA par NPR1 et NPR4 déclenche la production 

d’un autre signal de défense : l’acide N-hydroxypipecolic (NHP), un dérivé de l’acide pipecolique 

(Pip)30. Ainsi, SAR repose sur deux voies métaboliques interconnectées, régulées de manière 

coordonnée, celles de SA et Pip/NHP13. 
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L’ISR résulte de la colonisation des racines par des micro-organismes bénéfiques non pathogènes, des 

PGPRs ou des champignons rhizobactériens promoteurs de la croissance des plantes (PGPF). 

Contrairement à SAR, ISR combat les pathogènes nécrotrophes et les ravageurs et dépend des voies de 

signalisation de JA et ET13,30. (Figure 3)  

Concernant le priming, il amplifie la résistance de la plante, rendant ses défenses plus rapides et efficaces 

lors d’une attaque ultérieure d’un pathogène31. Il peut être induit par des composés exogènes ou des 

PGPRs ; il en résulte une augmentation de l’expression de gènes de résistance, une production de 

phytoalexines et de ROS. Le priming du SAR repose sur l’application directe de SA et NHP, de leurs 

précurseurs ou par l’induction de leurs voies métaboliques tandis que le priming de ISR, dépend des 

voies métaboliques de JA et ET30,31.  

 

Figure 3 : Schéma simplifié de deux types de résistances chez les plantes. La résistance systémique 

acquise (SAR) est déclenchée après une infection pathogène locale et est dépendante de la voie de 

signalisation de l’acide salicylique (SA). La résistance systémique induite (ISR) est activée par des 

bactéries bénéfiques présentes dans le sol (rhizobactéries) et est dépendante des voies de signalisation 

de l’acide jasmonique (JA) et de l’éthylène (ET)22. 
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Les phytohormones jouent donc un rôle clé dans la régulation des mécanismes immunitaires. En plus 

du SA, JA et ET, impliqués dans les réponses spécifiques selon le type de pathogène (biotrophe ou 

nécrotrophe), d’autres hormones interviennent. Entre autres, les auxines et les cytokinines, principales 

hormones du développement végétal, participent également à la régulation des réponses au stress. Les 

auxines stimulent la croissance et la différenciation cellulaire, tandis que les cytokines contrôlent la 

division cellulaire32. Ces hormones interagissent activement avec le métabolisme des ROS, en modulant 

leur production, leur signalisation et leur détoxification30,33. Cependant, certains pathogènes détournent 

la production d’auxines ou de cytokinines afin de favoriser leur développement14. 

1.2.3. Les espèces réactives de l’oxygène  

Lorsqu’une plante est stressée par des facteurs biotiques ou abiotiques, elle produit des ROS34 : 

superoxyde (O2
-), hydroxyde (OH-), peroxyde d’hydrogène (H2O2) et l’oxygène singulet (1O2)35. Cette 

production constitue une réponse de défense précoce permettant de signaler un stress localement et à 

distance17. (Figure 4) Cependant, une accumulation excessive de ces espèces est toxique pour la plante, 

entraînant une peroxydation lipidique membranaire, et des dommages à l’acide désoxyribonucléique 

(ADN) et aux protéines36. Afin de maintenir l’homéostasie cellulaire, les plantes possèdent des 

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, permettant de contrôler le taux de ROS37,38.  

Ces dernières sont générées de manière intracellulaire (ROSintra) dans les chloroplastes, les 

mitochondries et peroxysomes39, et de manière extracellulaire dans l’apoplasme (ROSapo), via des 

enzymes membranaires telles que les nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduits (NADPH) 

oxydases (RBOH) et les peroxydases de la paroi cellulaire40,41. Bien que les récepteurs RLKs ne 

produisent pas directement de ROS, ils participent à leur accumulation en activant des voies de 

signalisation, par exemple via des influx de calcium, qui conduisent à l’activation des enzymes 

RBOHs23. L’accumulation de ROS dans les différents organites dépend du métabolisme 

photosynthétique des tissus végétaux. Ainsi, des organes avec un faible métabolisme photosynthétique 

(fleurs, fruits) produisent les ROS principalement dans les mitochondries, peroxysomes et l’apoplasme, 

tandis que les chloroplastes produisent des ROS dans les tissus photosynthétiques42.  

Les ROSapo et ROSintra exercent leur rôle de signalisation en induisant un influx de Ca2+, des cascades de 

phosphorylation, et en interagissant aussi avec des phytohormones telles que SA, JA et ET17,36,41. Enfin, 

les ROSapo peuvent être perçues ou transportées sous forme de H2O2 à travers les aquaporines ce qui 

permet le signalement à distance23. Les aquaporines jouent un rôle régulateur important dans la 

communication du stress entre les organites et entre les cellules. De plus, le signalement à distance se 

réalise aussi grâce à des vagues de ROS, déclenchées par un changement rapide des niveaux de ROS 

dans une cellule, qui induit une réponse similaire dans les cellules voisines43. 

Le Ca2+, dont ses influx sont aussi reconnus comme un événement précoce de l’immunité, joue un rôle 

central dans la régulation des ROS. En effet, comme dit précédemment, l’augmentation du taux de ROS 
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induit des influx de Ca2+. En retour, le Ca2+ est nécessaire à l’activation des RBOHs. Cette interaction 

entre les ROS et Ca2+ amplifie et module la réponse précoce au stress23,31. 

 

Figure 4 : Schéma illustrant les rôles des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Les ROS sont générées 

de manière extracellulaire via enzymes RBOHs et des récepteurs, et de manière intracellulaire dans les 

organites tels que les chloroplastes et mitochondries. Cette production permet la transmission du signal 

de stress via des voies de signalisation membranaire (receptor signaling) et par les organites (organellar 

signaling), aboutissant à une régulation génétique et ainsi aux réponses immunitaires et réponses 

adaptatives (à la lumière par exemple)23. 

1.2.4. Différences entre les systèmes immunitaires des monocotylédones et dicotylédones 

Parmi les plantes à fleurs (angiospermes), les monocotylédones et les dicotylédones se différencient par 

leur nombre de cotylédons (feuilles embryonnaires), ainsi que par des différences anatomiques, 

reproductives et moléculaires32. L’immunité des plantes a été majoritairement étudiée chez les 

dicotylédones, en particulier sur la plante modèle Arabidopsis thaliana, laissant les mécanismes chez 

les monocotylédones encore peu explorés. Bien qu’elles partagent les grandes lignes des mécanismes 

d’immunité végétale, telles que la reconnaissance des pathogènes et l’activation de réponses de défense, 

elles présentent des variations au niveau des récepteurs impliqués, des gènes de résistance et certaines 

voies hormonales13,28,44.  

Chez A. thaliana, le récepteur de la flagelline 2 (FLS2), un RLK, perçoit la flagelline bactérienne et 

déclenche une cascade de signalisations de défense en interaction avec un autre récepteur, une kinase 

co-réceptrice (BAK1). Chez le riz, une monocotylédone, un homologue fonctionnel à FLS2, ainsi 

qu’une protéine membranaire capable de reconnaitre la chitine ont été découverts. Le riz possède un 

gène de résistance, Xa21, lui permettant de produire un récepteur capable de reconnaitre une protéine 

bactérienne Ax21. Cette reconnaissance déclenche une réponse de défense similaire à celle activée par 

FLS2 telle que l’activation de facteurs de transcription, l’expression de gènes de défense (PR) ou encore 

une HR. Des gènes similaires à Xa21 ont été également trouvés chez d’autres monocotylédones comme 

le maïs, le sorgho ou Brachypodium28. Par ailleurs, d’autres PRRs comme les lectines-RLKs (LecRKs), 

un sous-groupe des RLKs, sont impliqués dans l’immunité de dicotylédones (tabac, A. thaliana, 

pomme), et monocotylédones (riz, et blé). Chez le blé, un type de LecRKs situé dans les chloroplastes, 
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interagit avec une protéine responsable dans la résistance face à Puccinia striiformis en affectant la 

production de ROS45. 

L’ETI repose dans les deux groupes sur la reconnaissance d’effecteurs par les protéines NLR. 

Cependant, les monocotylédones possèdent davantage de récepteurs intracellulaires contenant un 

domaine en hélice et un domaine riche en leucine (CC-NB-LRR), tandis que les TIR-NB-LRR 

(récepteurs interleukine-1) sont plus fréquents chez les dicotylédones28. Enfin, bien que la réponse SAR 

semble globalement conservée dans les deux groupes, elle reste encore peu étudiée chez les 

monocotylédones. La signalisation à l’aide de SA et l’implication de PR1 semblent être présente chez 

les monocotylédones. Cependant le rôle de SA reste peu documenté et semble différer selon l’espèce. 

Chez le maïs, l’orge, le blé et la banane, une immunité de type SAR a été observée avec SA et SA/acide 

abscissique (ABA). Pip semble également être conservé chez les deux groupes car l’application de de 

Pip produit des ROS13. Concernant l’ISR, les monocotylédones et dicotylédones sont sensibles aux 

PGPRs/PGPFs avec leur croissance et immunité stimulées, mais les voies hormonales impliquées 

varient selon l’espèce. Par exemple, chez A. thaliana, ISR repose principalement sur les voies JA et ET, 

tandis que chez le riz et le maïs, c’est JA et ABA qui prédominent. De plus, chez le blé, ISR peut être 

renforcée par l’implication des voies SA et JA, en fonction de l’inducteur13. En effet, une étude sur le 

blé a démontré que la surfactine induit l’activation des voies de signalisation de SA et JA, ainsi que 

l’induction de gènes de défense46. Ces différences reflètent une spécificité de l’espèce dans le 

recrutement des voies hormonales impliquées dans l’ISR.  

1.3. Rôles des lipopeptides dans l’immunité des plantes  

Les lipopeptides sont des métabolites secondaires cycliques produits principalement par des bactéries 

du genre Bacillus, Pseudomonas et Streptomyces. Ces molécules sont amphiphiles, composées d’une 

tête hydrophile et d’une queue hydrophobe, leur conférant une affinité particulière pour les interfaces 

eau/lipide, y compris les membranes cellulaires. Chez Bacillus, ils ont une structure cyclique et trois 

grandes familles se distinguent selon leur séquence en acides aminés, leur longueur de chaine lipidique 

et la nature de la fermeture du cycle peptidique : surfactines, fengycines et iturines47,48. Grâce à leur 

structure amphiphile, les lipopeptides sont surtout connus pour leurs propriétés surfactantes. En effet, 

ils réduisent la tension de surface et ainsi augmentent la solubilité et la disponibilité des composés. De 

plus, ils peuvent former des micelles au-delà d’une certaine concentration, appelée la concentration 

micellaire critique (CMC). Ces propriétés, notamment la réduction de la tension de surface et la 

formation de micelles, facilitent la formation de biofilms par Bacillus subtilis à la surface des racines, 

un mécanisme clé dans la colonisation de la rhizosphère par la bactérie. En plus de leurs propriétés 

physico-chimiques, les lipopeptides possèdent des activités antimicrobiennes, antifongiques et 

élicitrices des mécanismes de défense des plantes. En effet, leurs effets directs sur les pathogènes sont 
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dus à l’altération des MP, par la formation de pores et/ou la lyse cellulaire. Ces propriétés permettent de 

considérer Bacillus subtilis comme une PGPR49,50. 

Afin de mieux comprendre les effets biologiques des lipopeptides, il est essentiel de s’intéresser à leur 

interaction avec les MP végétales. Celles-ci sont constituées de trois classes de lipides, les 

glycérolipides, les sphingolipides et les stérols, dont la distribution influence fortement leur sensibilité 

aux lipopeptides. La teneur de ces lipides varie selon l’espèce et le type de cellules. Les MP des plantes 

contiennent généralement une plus grande proportion de stérols et de sphingolipides par rapport aux 

cellules animales51.  

De plus, les plantes perçoivent les lipopeptides bactériens via les récepteurs membranaires RLKs, ce qui 

déclenche des réponses immunitaires comme l’activation des voies de signalisation JA et ET50. Ces 

mécanismes d’induction de défenses expliquent l’intérêt croissant pour ces composés comme agent de 

biocontrôle pour une agriculture plus durable, d’autant plus qu’ils sont biodégradables et faiblement 

toxiques pour l’environnement et la santé humaine48,52.  

1.3.1. Surfactine  

La surfactine est un lipopeptide cyclique produit par Bacillus subtilis. Elle est composée d’un 

heptapeptide (7 acides aminés) formant une structure en cycle lactone avec une chaîne d’acide gras 

hydrophobe de 12 à 16 carbones (Figure 5). La séquence peptidique est L-Acide glutamique – L-

Leucine – D-Leucine – L-Valine – L-Acide aspartique – D-Leucine – L-Leucine (L-Glu¹–L-Leu²–D-

Leu³–L-Val⁴–L-Asp⁵–D-Leu⁶–L-Leu⁷). Elle possède deux charges négatives dues aux résidus acides 

Glu1 et Asp5. La surfactine est capable d’interagir directement avec la fraction lipidique de la MP en s’y 

insérant selon la longueur de sa chaîne lipidique53. Elle désorganise alors les membranes lui conférant 

des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, insecticides et éliciteurs des défenses des plantes4,49,52,54. 

En effet, en-dessous de la CMC, soit de 10 µM, la surfactine perturbe l’organisation des lipides et induit 

un stress de courbure sans altérer l’intégrité de la membrane. La surfactine montre une affinité pour les 

membranes riches en phosphatidylcholine, un phospholipide, et pauvres en cholestérol, ce qui explique 

son efficacité sur les bactéries qui sont dépourvues de ce stérol51. Ceci permet notamment de stimuler 

l’immunité végétale. Cependant, à des concentrations supérieures à la CMC, donc sous forme de 

micelles, elle agit comme un détergent en formant des pores ou en solubilisant la membrane. Ceci permet 

donc une activité antibactérienne53.   

Récemment, il a été démontré que la surfactine peut déclencher l’ISR via un mécanisme indépendant 

des récepteurs PRRs. En effet, la surfactine s’insère dans des domaines membranaires riches en 

sphingolipides, induisant la déformation de la membrane plasmique et l’activation de canaux ioniques, 

conduisant à des réponses immunitaires spécifiques55. Bien que la surfactine n’ait pas d’activité 

antifongique directe contre Z. tritici, elle peut induire l’ISR du blé à des concentrations sous la CMC. 

Cette induction repose sur l’activation des voies de signalisation de SA et JA, ainsi que l’induction de 
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gènes de défense46. Chez le tabac, elle induit des réponses précoces telles que des influx de calcium au 

travers de la MP et une production de ROS46. Lorsqu’elle est combinée à la mycosubtiline, la surfactine 

agit comme un surfactant, améliorant la pénétration, la rétention et le recouvrement foliaire de la 

mycosubtiline favorisant ainsi la protection des cultures56. Face à Fusarium graminearum, un autre 

champignon du blé, la surfactine sous sa forme micellaire (100 µM) montre une activité antifongique 

directe57. Par ailleurs, elle exerce également un effet antibactérien contre Xhanthomonas spp., 

responsable de maladies chez le citronnier. La capacité de la surfactine à induire la formation de biofilms 

racinaires renforce la résistance des plantes. Par exemple, elle limite la prolifération de Fusarium 

graminearum chez le blé et de Pseudomonas syringae chez la tomate. Chez le riz, elle stimule une HR 

menant à la mort cellulaire localisée du tissu infecté. Enfin, la surfactine a démontré sa capacité à induire 

l’ISR chez de nombreuses autres espèces, telles que les melons, les tomates, le tabac, ou encore les 

vignes50,58. 

 

Figure 5: Structure de la surfactine, lipopeptide cyclique composé d’un heptapeptide (7 acides aminés) 

formant une structure en cycle lactone avec une chaîne d’acide gras hydrophobe de 12 à 16 carbones. 

La séquence peptidique est L-Acide glutamique – L-Leucine – D-Leucine – L-Valine – L-Acide 

aspartique – D-Leucine – L-Leucine54. 

1.3.2. Fengycine 

La fengycine est un lipopeptide cyclique constitué de dix acides aminés (décapeptide) avec huit d’entre 

eux formant une structure cyclique lié à un acide gras β-hydroxy comprenant une chaîne de 14 à 18 

carbones (Figure 6). Sa séquence peptidique est : acide glutamique – ornithine – tyrosine – allothréonine 

– acide glutamique – alanine– proline – glutamine – tyrosine – isoleucine (Glu–Orn–Tyr–AlloThr–Glu–

Ala/Val–Pro–Gln–Tyr–Ile)59. Les trois résidus Glu donnent à la fengycine une charge nette négative 

malgré une charge positive de Orn47,59. La fengycine présente une forte activité antifongique60. Cette 

molécule agit principalement en déstabilisant la MP des champignons, soit par formation de pores via 

agrégation dans la MP, soit en modifiant la structure et la perméabilité de la bicouche lipidique, 

notamment en interagissant avec les stérols (cholestérol ou ergostérol)49,51,59.  Elle peut également 

induire une résistance systémique spécifique à certaines plantes47,48,61–64.  

Comme la surfactine, la fengycine favorise la formation de biofilms racinaires par Bacillus subtilis, 

renforçant ainsi la résistance des plantes face à certains pathogènes, notamment F. graminearum chez le 
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blé. En effet, des analyses transcriptomiques ont montré que l’application de la fengycine (70 µM) ainsi 

que de l’iturine augmentait l’expression de gènes impliqués dans les réponses immunitaires du blé, 

notamment ceux associés à la production de ROS (TaRboH)65. Elle contribue également à la défense du 

riz en induisant une HR et la mort cellulaire du pathogène50. Une autre étude a démontré qu’en 

association avec l’iturine, la fengycine est capable d’induire l’ISR du riz face à Pyricularia oryzae. De 

plus, lorsqu’elle est co-appliquée avec la surfactine et l’iturine, elle inhibe totalement la germination des 

spores de ce champignon66. En association avec la surfactine, la fengycine active chez la tomate et le 

pois, les enzymes nécessaires à la voie métabolique de la lipoxygénase impliquée dans la biosynthèse 

de JA, une hormone centrale dans la régulation de l’ISR. La fengycine joue également un rôle protecteur 

chez différentes espèces végétales. En effet, elle stimule l’immunité des tomates, des pommes de terre 

et du tabac, via l’induction de l’expression de gènes impliqués dans la voie des phénylpropanoïdes50. 

Chez la vigne, la fengycine est perçue comme la surfactine et la mycosubtiline, par les cellules végétales. 

Tandis que la surfactine et la mycosubtiline induisent des réponses immunitaires innées, la fengycine 

semble provoquer seulement les premiers événements liés à l’immunité. Une analyse de l’expression 

des gènes a montré que la mycosubtiline active les voies de signalisation de SA et JA, tandis que la 

fengycine à une concentration supérieure à sa CMC, présente un effet antifongique direct58.  

 

  

Figure 6 : Structure de la fengycine, lipopeptide cyclique constitué de dix acides aminés (décapeptide) 

avec huit d’entre eux formant une structure cyclique lié à un acide gras β-hydroxy comprenant une 

chaîne de 14 à 18 carbones. Sa séquence peptidique est: acide glutamique – ornithine – tyrosine – 

allothréonine – acide glutamique – alanine– proline – glutamine – tyrosine – isoleucine (Glu–Orn–Tyr–

AlloThr–Glu–Ala/Val–Pro–Gln–Tyr–Ile)59,62. 
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1.3.3. Mycosubtiline 

La mycosubtiline est un lipopeptide cyclique appartenant à la famille des iturines, produit par certaines 

souches de Bacillus subtilis. Elle est constitué d’un heptapeptide cyclique, dont la séquence est D-

Asparagine – D-Asparagine – D-Sérine – Asparagine – Asparagine – Glutamine – Proline (D-Asn¹–D-

Asn²–D-Ser³–Asn⁴–Asn⁵–Gln⁶–Pro⁷), lié à un acide gras β-aminé dont la longueur de chaîne peut varier 

entre 13 et 17 carbones56,61,67. Elle est riche en acides aminés polaires neutres comme Asn, Gln et Ser, et 

ne porte pas de charge contrairement à la surfactine et la fengycine68. (Figure 7)  

Elle possède des propriétés antifongiques contre deux champignons majeurs du blé, Zymoseptoria 

tritici56,69 et Fusarium graminearum en déstabilisant la MP et les parois cellulaires fongiques70. 

Lorsqu’elle est associée à la fengycine ou à la surfactine, ses effets antifongiques sont amplifiés71. Par 

exemple, une étude a démontré qu’un mélange de mycosubtiline et de surfactine permettait de réduire 

d’environ 60% l’incidence de Venturia inaequalis, un champignon s’attaquant aux pommiers, mettant 

en évidence un effet synergique entre ces deux lipopeptides72. De plus, elle accroît la tolérance au 

champignon Botrytis cinerea présent dans les feuilles de vignes58. 

A une concentration de 50 µM, les iturines peuvent également induire des réponses immunitaires chez 

les plantes, comme chez le coton, où elles déclenchent la production de ROS et l’activation de MAPK 

face à Verticillium dahliae73. Bien que les iturines présentent peu d’effets antibactériens, elles montrent 

tout de même une efficacité contre Xanthomonas spp., une bactérie pathogène du citronnier. Par ailleurs, 

elles induisent une activité antifongique contre plusieurs champignons, tels que Penicillium expansum, 

Botrytis cinerea, Alternaria spp.49,50. 

 

 

Figure 7 : Structure de la mycosubtiline,  constituée d’un heptapeptide cyclique, dont la séquence est 

D-Asparagine – D-Asparagine – D-Sérine – Asparagine – Asparagine – Glutamine – Proline (D-Asn¹–

D-Asn²–D-Ser³–Asn⁴–Asn⁵–Gln⁶–Pro⁷), lié à un acide gras β-aminé (β-AFA) dont la longueur de 

ramification peut varier entre 13 et 17 carbones56,61,67. 
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2. Objectifs  

Les lipopeptides cycliques, sécrétés par les bacilles bénéfiques du sol, se sont révélés être des candidats 

prometteurs pour stimuler les défenses naturelles des plantes. Parmi les trois grandes familles de 

lipopeptides de Bacillus, à savoir les surfactines, les fengycines et les iturines, ce sont les surfactines qui 

ont été le plus étudiées et principalement sur les dicotylédones. Très peu d’études ont été réalisées sur 

les monocotylédones. Or, bien que ces deux groupes de plantes partagent les grandes lignes de 

l’immunité végétale, ils présentent des différences dans la nature des récepteurs membranaires, des 

lipides membranaires, des gènes de résistance et de certaines voies de signalisation. Dans ce travail, une 

monocotylédone d’importance agronomique majeure, Triticum aestivum, a été considérée pour évaluer 

et comparer le potentiel éliciteur des trois familles de lipopeptides.  

Trois objectifs spécifiques ont été poursuivis : 

- Dans un premier temps, les effets directs des lipopeptides ont été évalués en mesurant la 

production de ROSapo et ROSintra sur les feuilles et les racines de blé. Le protocole mis 

précédemment au point pour Arabidopsis55 a dû d’abord être adapté pour le blé.  

- Dans un second temps, la capacité des lipopeptides appliqués aux racines à induire une réponse 

immunitaire au niveau des feuilles a été étudiée.  

- Enfin, une approche sur protoplastes a été mise en place afin d’étudier plus spécifiquement 

l’effet des lipopeptides sur la membrane plasmique des racines de blé, en évaluant leur impact 

sur la viabilité cellulaire et l'intégrité membranaire.  

Globalement, cette recherche contribuera non seulement à mieux comprendre les relations entre la 

structure des lipopeptides et leur effet éliciteur, mais permettra aussi d’élargir la compréhension des 

mécanismes de défense des plantes. 
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3. Matériel et méthode 

3.1. Culture de plantes 

3.1.1. Culture en boite de Pétri 

Les graines de T. aestivum (fournies par la professeure Caroline De Clerck de l’université de Gembloux 

agrobio-tech) sont stérilisées en surface avec une solution éthanol (VWR®) à 75% pendant deux minutes 

et avec une solution de javel (LODA) à 5° pendant six minutes, puis rincées trois fois avec de l’eau 

stérile.  

Ensuite, les graines sont placées verticalement avec la brosse vers le haut, le germe vers le bas et la face 

ventrale (sillon) sur les boites de pétri (Figure 8) contenant ½ de Murashige-Skoog (MS ; M0222, 

Duchefa Biochimie), 1% (m/v) de D-sucrose (Fisher Bioreagents), 1% (m/v) d’agarose (Promega) et 

0,0468% (m/v) de tampon MES (Sigma) à pH=5,8. Les boites de pétri sont ensuite légèrement inclinées 

afin de bénéficier du géotropisme.  

 

Figure 8 : (A) Coupe longitudinale et transversale d’un grain de blé74, (B) Disposition des grains de blé 

dans la boîte de Petri.  

3.1.2. Culture en terre 

Le terreau universel (Central Park®), est d’abord congelé à -20°C afin de tuer les potentiels œufs 

d’insectes présents. Les graines de T. aestivum sont directement placées verticalement avec la brosse 

vers le haut dans des pots en plastique de 6x7x7cm avec le terreau humidifié. Les pots sont placés dans 

une chambre de cultivation à 19°C75, ventilée et avec une photopériode de 16h/8h56 avec une intensité 

lumineuse de 120 µmol/m²/s. 

3.2. Détection des espèces réactives de l’oxygène  

3.2.1. Préparations des concentrations des lipopeptides 

Deux concentrations de chaque lipopeptide sont testées (Tableau 1) : sous forme monomérique, c’est-

à-dire proche de la CMC et sous forme micellaire, au-dessus de la CMC. Ainsi la surfactine et la 

mycosubtiline dont la CMC est de 10 µM, sont testées à 10 µM et 50 µM. La fengycine, dont la CMC 

est de 0,5 µM, est testée à 0,5 µM et 10 µM76. La surfactine est solubilisée dans l’éthanol et puis diluée 

dans de l’eau milliQ à la concentration souhaitée de manière à ce que la concentration finale en éthanol 
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soit de 0,1% (v/v), tandis que la fengycine et mycosubtiline sont solubilisées dans du diméthylsulfoxyde 

(DMSO, VWR®) et diluées dans de l’eau afin que la concentration finale en DMSO soit de 0,1% (v/v). 

Tableau 1: Concentrations de lipopeptides utilisées dans ce travail, exprimées en micro-molaire, dans 

une solution aqueuse contenant 0,1% (v/v) du solvant de solubilisation.  

Lipopeptides Forme monomérique (µM) Forme micellaire (µM) 

Surfactine 10  50  

Mycosubtiline 10  50  

Fengycine 0,5  10  

 

3.2.2. Espèces réactives de l’oxygène apoplastiques racinaires 

Après trois jours de croissance selon le point 3.1.1, les deux tiers de la racine centrale de chaque graine 

sont coupés et placés dans un puits d’une microplaque blanche (Greiner Bio-One™, lumitrac) contenant 

200µL du milieu MS (comme au point 3.1.1.) autoclavé sans agarose, ce qui permet aux racines 

découpées de reposer dans les meilleures conditions possibles. La microplaque est laissée 12 heures à 

l’obscurité afin d’éviter de mesurer le stress produit par la découpe.  

Le lendemain matin, le milieu MS sans agarose est remplacé par de l’eau milliQ avec une solution de 

peroxydase de raifort (HRP, 1 µg/mL, Sigma) et de luminol (L-O12, 20 µM, Sigma). Une analyse de 

luminescence au Tecan (Spark®) est ensuite réalisée pendant dix minutes afin de vérifier que le signal 

est stable (shaking : 20 secondes ; double orbitale ; kinetic loop : 10 :01 ; 1 :00, luminescence 1000 ms).  

Une fois le signal stable, les différents traitements (Tableau 1) et le témoin positif (flagelline, 11 µM, 

GenScript), ainsi que les blancs respectifs sont ajoutés et une seconde analyse de luminescence est 

effectuée, cette fois-ci pendant une heure. 

Les puits ayant une moyenne inférieure à une intensité de 35 count/s, sont discriminés. Cette valeur été 

estimée grâce à différents essais avec la flagelline (Annexe 1).  

3.2.3. Espèces réactives de l’oxygène intracellulaires racinaires 

Les conditions de croissance des racines, ainsi que le repos à l’obscurité et dans du milieu MS sans 

agarose, sont similaires au point 3.2.2. Cependant, les racines sont disposées dans une microplaque noire 

(Greiner Bio-One™) car les ROSintra se mesurent à l’aide de la fluorescence. 

Une fois le milieu MS retiré, de l’eau milliQ et la sonde, 2′,7′-Dichlorofluorescein diacetate (DCFH-

DA, 2,5 µM, Acros organics) sont ajoutées aux racines et laissées à l’obscurité pendant 20 minutes. 

Ensuite, la solution est retirée et les racines sont rincées avec une solution tampon phosphate (PBS, 

Cytiva). Enfin, de l’eau milliQ, les traitements (Tableau 1) et le témoin positif sont ajoutés.  

La fluorescence est mesurée à l’aide du Tecan en cinétique d’une heure (une mesure toutes les 4 minutes) 

par le haut (longueur d’onde d’excitation de 465 nm, longueur d’onde d’émission de 535 nm, gain 70, 
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temps d’intégration 40 µs, temps de stabilisation 200 ms). Afin de couvrir toute la surface du puits, neuf 

mesures par puits sont prises par le Tecan.  

3.2.4. Détection des espèces réactives de l’oxygène apoplastiques foliaires 

La détection des ROSapo de feuilles est réalisée sur deux disques de feuilles de deux mm placés dans les 

puits de la microplaque blanche contenant 150 µL d’eau milliQ. Chaque puits d’un même traitement 

correspond à une plante différente en veillant à utiliser systématiquement la même feuille. La 

microplaque est ensuite placée à l’obscurité pendant 12 heures. Le lendemain matin, les étapes sont 

identiques à celles décrites au point 3.2.2., hormis le fait que la phase de stabilisation à la suite de l’ajout 

de la solution mix est de 4 heures.  

3.3. Test d’activation du système immunitaire systémique 

Les graines sont mises en culture en boite de pétri selon le point 3.1.1, pendant quatre jours avant d’être 

transférées dans des tubes à essais brun de 50 mL contenant une solution nutritive (0,05% de 

FloraBloom®, 0,05% de FloraGro®, 0,05% de FloraMicro®) (Figure 9). Les plantes sont cultivées 

dans cette solution pendant neuf jours à 22°C et avec une luminosité de 120 µmol/m²/s. La solution 

nutritive est remplacée par 50 mL de solution nutritive contenant les lipopeptides sous forme 

monomérique, soit 10 µM pour la surfactine et la mycosubtiline et 0,5 µM pour la fengycine ou avec 

une solution mock avec du DMSO (0,1%). Cette nouvelle solution est laissée 24 heures avant que deux 

disques de deux millimètres soient percés dans la première feuille et placés dans une microplaque 

blanche à l’obscurité toute la nuit. Le reste du protocole se déroule comme la détection des ROSapo des 

feuilles (point 3.2.4), hormis le fait que ce sont 2 µL de chitine (Sigma) qui sont ajoutés après la phase 

de repos de 4 heures après l’ajout du mix. 

 

Figure 9 : Illustration de la croissance de T. aestivum en hydroponie 
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3.4. Protoplastes racinaires 

3.4.1. Génération de protoplastes racinaires 

Après 10 jours de culture, les racines (Figure 10) sont découpées en sections de 2-4 mm, et placées dans 

une solution enzymatique (SE) sous faible agitation, à 28°C dans l’obscurité pendant 4 heures. Cette SE 

est composée de mannitol (400 mM, Sigma), chlorure de potassium (KCl, 20 mM, VWR), chlorure de 

calcium (CaCl2, 10 mM), albumine sérique bovine (BSA, 0,1%, Sigma), cellulase (1,5%, Duchefa 

Biochimie) et macroenzyme (0,4%, Duchefa Biochimie) dans 5 mL de tampon 2-(N-

morpholino)éthanesulfonique à pH 5,7 (MES, Sigma). 

Après la digestion enzymatique, la suspension est filtrée à l’aide d’un filtre (40 µM, Corning®), puis 

rincée avec 5 mL d’une solution (S1) contenant du chlorure de sodium (NaCl, 154 mM, Merck), KCl (5 

mM) et CaCl2 (150 mM). Le tube est centrifugé (Heraeus multifuge 3 S-R) pendant 5 minutes à 200g 

avec une faible accélération et décélération, le surnageant est éliminé et 5 mL de S1 sont ajoutés. Le 

cycle de centrifugation est répété une seconde fois. Après élimination du second surnageant, 5 mL d’une 

autre solution (WI) composée de mannitol (500 mM), KCl (20 mM) et CaCl2 (2 mM) sont ajoutés, suivis 

d’une dernière centrifugation selon les mêmes conditions. Enfin, les protoplastes obtenus sont analysés 

au microscope (Nikon IT2-E avec un objectif ×20/0.45 NA S Plan Fluor Nikon, Switzerland et une 

caméra monochrome Nikon DS-Qi2, les images sont prises avec Ti2 Illuminator-DIA, temps 

d’exposition 200 ms) pour évaluer la viabilité.  

 

Figure 10 : Disposition des racines pour la génération de protoplastes dans la boîte de Petri 

(croissance des racines après 6 jours).  

 

3.4.2. Test de viabilité et de perméabilisation membranaire des protoplastes racinaires 

La viabilité des protoplastes racinaires est évaluée à l’aide de la fluorescéine diacétate (FDA, 5 µg/mL, 

Sigma®). Pour chaque condition, 45 µL de la solution de protoplastes sont placés dans une microplaque 

noire avec 5 µL des traitements sous leur forme monomérique, ainsi que le contrôle (mock_dmso, 0,1%) 

et un blanc (protoplastes + FDA), sont ajoutés. Les protoplastes sont incubés pendant 10 minutes à 

température ambiante avec les lipopeptides. Ensuite, le FDA est incubé pendant 10 minutes avec les 
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protoplastes à l’obscurité. Enfin, cinq images par condition sont capturées au microscope, à différents 

emplacements dans le puits, en fluorescence et en lumière blanche. 

Concernant la perméabilisation membranaire face aux lipopeptides, 2 µL d’iodure de propidium (PI, 

Sigma, 100 µg/mL) sont ajoutés à 50µL (45 µL protoplastes et 5 µL lipopeptides). Les mêmes 

concentrations de lipopeptides et de contrôle sont testées, ainsi qu’un témoin positif, le triton (0,1%, 

Sigma).  

3.5. Statistiques  

3.5.1. Traitement statistique pour les espèces réactives extracellulaires 

Les analyses statistiques sont réalisées avec Rstudio (codes en Annexe 4). Les valeurs aberrantes sont 

identifiées sur base de l’aire sous la courbe (AUC) calculée pour chaque puits. Pour chaque traitement, 

la méthode interquartile (IQR) est appliquée avec un seuil de trois (3xIQR), permettant de conserver la 

variabilité naturelle des données biologiques tout en éliminant les valeurs extrêmement atypiques. Une 

fois les puits aberrants éliminés, les données sont analysées à l’aide de modèles linéaires mixtes avec le 

traitement comme facteur fixe et la plaque comme effet aléatoire. Des comparaisons de moyennes entre 

traitements sont réalisées grâce à la fonction emmeans, permettant d’identifier les différences 

significatives entre modalités.  

3.5.2. Traitement statistique pour les espèces réactives intracellulaires  

Les analyses statistiques sont également réalisées avec Rstudio (code en Annexe 7). Les valeurs 

aberrantes sont identifiées à partir de la médiane des intensités par puits, en appliquant la méthode IQR. 

Un facteur de trois est utilisé pour les mêmes raisons qu’au point 3.5.1. Après le retrait de ces outliers, 

un test non paramétrique de Kruskal-Wallis est réalisé pour comparer les traitements car les conditions 

d’applications d’une ANOVA ne sont pas respectées (tests de Shapiro-Wilk et de Levene). Enfin, des 

comparaisons post-hoc sont effectuées à l’aide du test de Dunn avec une correction des p-valeurs pour 

comparaisons multiples.  

3.5.3. Traitement statistique des protoplastes 

Les analyses statistiques sont réalisées avec GraphPad Prism (version 8.0.1). Une ANOVA est d’abord 

réalisée afin de tester l’existence d’une différence significative entre les traitements. Les conditions 

d’application d’homogénéité des variances sont vérifiées à l’aide des tests de Brown-Forsythe et Bartlett. 

Lorsque l’ANOVA montre une différence significative entre les groupes (p-valeur<0,05), alors un test 

post-hoc de Dunnett est appliqué afin de comparer chacun des traitements. Le seuil de signification est 

fixé à 0,05. 
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4. Résultats  

4.1. Perception des lipopeptides par les tissus racinaires et foliaires du 

blé 

La capacité des lipopeptides à être perçus par les racines ou les feuilles de blé est évaluée par la détection 

de la production de ROSapo, mesurée par luminescence. La production de ROSintra est quant à elle 

détectée au niveau des racines, par fluorescence. Deux concentrations de chaque lipopeptide sont testées 

(Tableau 1). Ce choix permet d’évaluer l’effet du lipopeptide selon sa forme moléculaire, soit sous 

forme monomérique (proche de la CMC), soit sous forme micellaire (au-dessus de la CMC). 

4.1.1. Espèces réactives de l’oxygène apoplastiques racinaires 

Le protocole préalablement établi pour la dicotylédone A. thaliana55 a été adapté à la monocotylédone 

T. aestivum. Lors de la germination du grain de blé, trois racines se distinguent après trois jours de 

croissance (la radicule accompagnée de deux racines séminales)77 (Figure 11), tandis qu’A. thaliana ne 

présente qu’une racine centrale dans les mêmes conditions78.  

 

Figure 11 : Racines de Triticum aestivum après trois jours de croissance où la radicule (centrale) et les 

deux racines séminales se distinguent.  

Ainsi, la réponse de la radicule seule ou accompagnée d’une ou deux racines séminales, toutes coupées 

en petits morceaux, a été testée à la suite d’un traitement avec la flagelline. Ces racines ont également 

été pesées afin d’évaluer l’impact de la densité de racines sur la production de ROSapo. Après 

l’application de la flagelline, un pic caractéristique est observé entre  10 et 15 minutes suivi d’un retour 

à l’intensité de base après une heure55,79. La Figure 12 montre qu’aucune augmentation de la 

luminescence en fonction de la densité racinaire n’a été observée en raison de la courbe de tendance 

globalement horizontale. Cependant, malgré l’absence d’effet de densité racinaire, la flagelline induit 

une réponse de ROSapo lorsque la radicule seule ou avec une racine séminale sont utilisées, contrairement 

à trois racines (Figure 13). Le signal étant légèrement plus élevé avec seulement la radicule, cette 

condition a été choisie pour les analyses ultérieures. 
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Figure 12: Intensité de luminescence après 5 minutes de traitement avec la flagelline en fonction de la 

masse des racines (n=32). La droite en pointillée représente la courbe de tendance de ces points.  

 

 

Figure 13: Intensité relative de luminescence obtenue après l’ajout de la flagelline avec une racine (la 

radicule), 2 racines (la radicule et une racine séminale), ou 3 racines (la radicule et les deux racines 

séminales) et sans ajout de flagelline (eau et la radicule) (n=32, 8 puits par condition, une répétition 

indépendante). Avant l’application de la flagelline (témoin positif), une analyse des racines avec le mix 

constitué du L-O12 et HRP est réalisée pendant 10 minutes afin de s’assurer de ne pas mesurer la 

réaction des racines avec ce mix. La dernière valeur d’intensité obtenue après ces 10 minutes de stabilité 

est retirée aux valeurs obtenues après l’ajout de la flagelline.  
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Après avoir mis au point le protocole pour le blé, l’effet direct des trois familles de lipopeptides a été 

évalué. La Figure 14 montre que la fengycine à 0,5 µM et 10 µM dans 0,1 % de DMSO et la surfactine 

à 10 µM et 50 µM dans 0,1 % d’éthanol ne provoquent pas de production de ROSapo racinaires 

significativement différente de leur contrôle respectif. En revanche, la mycosubtiline sous sa forme 

monomérique (10 µM) induit une production de ROSapo significative en comparaison de son contrôle, 

marqué par un pic entre 10 et 20 minutes, tandis qu’elle ne provoque pas de réponse marquée sous sa 

forme micellaire (50 µM). La réactivité du système a été confirmée par la production rapide et intense 

de ROSapo entre 5 et 15 minutes à la suite du traitement avec la flagelline.  

 

Figure 14: Intensité de luminescence corrigée (le bruit de fond a été retiré) en fonction du temps 

représentant la production de ROSapo racinaires. (A) effet de la fengycine à 0,5 µM et 10 µM, 

nfengycine0.5/10=23, nmock_dmso=35. (B) effet de la mycosubtiline à 10 µM et 50 µM, nmycosubtiline10=19, 

nmycosubtiline50=21, nmock_dmso=35. (C) effet de la surfactine à 10 µM et 50 µM, nsurfactine10=22, nsurfactine50=21, 

nmock_EtOH=22. (D) effet du témoin positif, la flagelline, nflagelline=62, nmock_eau=55. Ces courbes 

proviennent de trois répétitions expérimentales indépendantes, avec un nombre total de puits par 

conditions (n) variant selon les traitements (chaque répétition comprenant 8 puits, certains ayant été 

exclus car ils donnaient des valeurs aberrantes). 
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La Figure 15 présente sous forme de boxplots, l’AUC obtenue suite aux intensités de luminescence de 

la Figure 14. Cette représentation confirme les résultats obtenus pour la mycosubtiline à 10 µM qui 

montre une augmentation significative de la production de ROSapo racinaires par rapport au DMSO (p-

valeur = 0,0013). La flagelline, utilisée comme témoin positif, provoque également une réponse 

significative par rapport à l’eau (p-valeur <0,05). Les autres traitements, incluant la fengycine, la 

surfactine sous leurs deux formes et la mycosubtiline sous sa forme micellaire, ne montrent pas de 

différence significative avec leur contrôle.  

 

Figure 15 : Aires sous la courbe de la cinétique de la production de ROSapo racinaires mesurée par 

luminescence après application de lipopeptides (surfactine, fengycine et mycosubtiline) sous forme 

monomérique et micellaire, comparée aux témoins (mock_dmso, mock_EtOH, mock_eau). Chaque boite 

à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait horizontal), les valeurs extrêmes, et 

les moyennes (points rouges). Les astérisques représentent les différences significatives (*, p<0.05) et 

« ns » représente les traitements non significatifs.  
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4.1.2. Espèces réactives de l’oxygène apoplastiques foliaires 

La production de ROSapo sur feuilles a été mesurée de la même manière que pour les racines. Néanmoins, 

il a été nécessaire d’adapter le temps de repos après l’ajout du mix (L-O12 et HRP) de 10 minutes à 4h 

afin d’obtenir un signal de luminescence stable avant l’ajout des traitements. La Figure 16 montre que 

la fengycine et la mycosubtiline aux deux concentrations ne déclenchent aucune production de ROSapo 

significative car les courbes sont similaires à celle du contrôle DMSO. De même, les deux 

concentrations de surfactine suivent la cinétique de leur contrôle d’éthanol avec une augmentation de 

l’intensité de luminescence au cours du temps. Cette tendance commune suggère un effet du solvant. La 

réactivité du système est cependant bien confirmée par la production de ROSapo foliaire entre 5 et 15 

min à la suite du traitement avec la flagelline. 

 

Figure 16 : Intensité de luminescence corrigée (le bruit de fond a été retiré) en fonction du temps 

représentant la production de ROSapo sur feuilles. (A) effet de la fengycine à 0,5 µM et 10 µM, 

nfengycine0.5/10=23, nmock_dmso=23. (B) effet de la mycosubtiline à 10 µM et 50 µM, nmycosubtiline10/50=22, 

nmock_dmso=23. (C) effet de la surfactine à 10 µM et 50 µM, nsurfactine10/50=23, nmock_EtOH=21. (D) effet du 

témoin positif, la flagelline, nflagelline=45, nmock_eau=31. Ces courbes proviennent de trois répétitions 

expérimentales indépendantes, avec un nombre total de puits par conditions (n) variant selon les 

traitements (chaque répétition comprenant 8 puits, certains ayant été exclus car donnaient des valeurs 

aberrantes). 
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Bien que la flagelline ait induit un pic caractéristique dans la Figure 16, les analyses statistiques dans 

la Figure 17 ne révèlent pas de différence significative entre la flagelline et son contrôle (mock_eau). 

La fengycine et la mycosubtiline, à leurs deux concentrations, ne montrent également pas de différence 

significative avec leur contrôle DMSO. La surfactine aux deux concentrations provoque une réponse 

significativement inférieure à l’éthanol. Or, ce dernier induit lui-même une production significative de 

ROSapo par rapport à l’eau (p-valeur <0,001), suggérant que l’effet du solvant éthanol masque la réponse 

réelle de la surfactine.   

 

 

Figure 17 : Aires sous la courbe de la cinétique de la production de ROSapo foliaires mesurée par 

luminescence après application de lipopeptides (surfactine, fengycine et mycosubtiline) sous leur forme 

monomérique et micellaire, comparée aux témoins (mock_dmso, mock_EtOH, mock_eau). Chaque boite 

à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait horizontal), les valeurs extrêmes, et 

les moyennes (points rouges). Les astérisques représentent les différences significatives (*, p<0.05 ; **, 

p<0.01) et « ns » représente les traitements non significatifs. Chaque traitement est comparé 

statistiquement à son témoin spécifique.  

  



 

26 

 

4.1.3. Espèces réactives de l’oxygène intracellulaires sur les racines 

L’évaluation de la production de ROSintra racinaires sous l’effet de différents traitements (Figure 18) n’a 

pas pu être validée par un contrôle positif à cause de l’absence de réponse de la flagelline et la chitine. 

En effet, ces deux éliciteurs ne provoquent pas de ROSintra car leur signal est semblable à l’eau. De 

même, la surfactine aux deux concentrations ne se distingue pas du signal obtenu avec le mock éthanol 

(pas de différence significative). En revanche, les droites des deux concentrations de mycosubtiline et 

fengycine sont inférieures au DMSO. Un effet significatif négatif de la fengycine à 10 µM par rapport 

au mock DMSO (p-valeur = 0,026) est observé. La mycosubtiline à 50 µM a également un effet très 

négativement significatif par rapport au mock DMSO (p-valeur<0,001). 

 

Figure 18 : Production au cours du temps de ROS intracellulaire produit par les racines suite à 

l’application de différents traitements. Les intensités de fluorescence relative (RFU) sont calculées par 

la soustraction de la première valeur au temps 0. Ces droites sont obtenues à partir de trois répétitions 

indépendantes où le nombre d’individus (n) varie entre 23 et 24 pour les lipopeptides (seulement deux 

valeurs extrêmement aberrantes ont été retirées grâce à la méthode IQR). Production de ROSintra suite 

au traitement de (A) la chitine à deux concentrations ainsi que de la flagelline, (B) la mycosubtiline à 

10 µM et 50 µM, (C) la fengycine à 0,5 µM et 10 µM, (D) la surfactine à 10 µM et 50 µM.   

 

  



 

27 

 

4.2. Capacité des lipopeptides à activer l’immunité systémique du blé 

Lors de cette expérience, la réponse immunitaire systémique est évaluée en traitant les racines de T. 

aestivum avec différents lipopeptides sous leur forme monomérique pendant 24 heures, puis en mesurant 

la production de ROSapo dans les feuilles en réponse à l’application de chitine. Le choix de la 

concentration en lipopeptides repose sur les résultats obtenus précédemment (cf 4.1.1), où la 

mycosubtiline à 10 µM induisait une production significativement différente de ROSapo racinaires 

comparée au contrôle DMSO. L’objectif est de déterminer si l’application de lipopeptides au niveau 

racinaire amplifie les réponses immunitaires précoces dans les parties aériennes, notamment via la 

production de ROSapo. La Figure 19 montre que la courbe associée au mock DMSO induit une 

luminescence supérieure aux lipopeptides. Les racines prétraitées avec la surfactine, la fengycine ou la 

mycosubtiline induisent une production de ROSapo foliaires en réponse à la chitine significativement 

plus faible que celle observée avec le contrôle DMSO (p-valeur <0,001). 

 

Figure 19 : (A) Production au cours du temps de ROSapo foliaires, mesurant la réponse immunitaire 

systémique suite au traitement des racines avec les lipopeptides et le mock DMSO. L’intensité de 

luminescence corrigée correspond à la luminescence sans le bruit de fond. Ces courbes sont obtenues 

à partir de trois répétitions indépendantes où le nombre d’individus varie entre 22 et 24 en fonction du 

retrait des valeurs extrêmement aberrantes. (B) Aires sous la courbe de la cinétique de la production de 

ROSapo foliaires mesurant la réponse immunitaire systémique suite au traitement des racines avec les 

lipopeptides. Chaque boite à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait horizontal) 

et les valeurs extrêmes. Les astérisques représentent les différences hautement significatives par rapport 

au mock DMSO (***, p<0,01). 
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4.3. Effet des lipopeptides sur la viabilité et la perméabilité cellulaires 

du blé 

Afin d’évaluer l’effet des lipopeptides sur la viabilité cellulaire, des protoplastes de T. aestivum, 

permettant d’observer directement l’intégrité des membranes plasmiques, ont été générés à partir de 

racines. Pour ce faire, deux sondes fluorescentes ont été utilisées, le FDA et le PI. Le FDA signale les 

cellules vivantes via une fluorescence verte résultant de son hydrolyse par des estérases 

cytoplasmiques80. (Annexe 10) Le PI, quant à lui, signale les cellules endommagées en émettant une 

fluorescence rouge.  Ceci est uniquement possible lorsque la membrane de la cellule est altérée; le PI 

peut ainsi s’intercaler dans l’ADN du noyau81. (Annexe 11) Les lipopeptides sont testés sous leur forme 

monomérique pour être dans les mêmes conditions que le test d’activation de l’immunité systémique 

(SIA). 

La Figure 20 montre que les lipopeptides n’impactent pas la viabilité des cellules. En effet, pour 

l’expérience avec le FDA, il n’y a pas de différence significative entre les différents lipopeptides, le 

mock DMSO et la solution seule de protoplaste (blanc) (p-valeur = 0,0915). L’expérience avec le PI 

confirme cette première expérience et montre qu’ils n’ont pas d’effet négatif sur l’intégrité de la MP des 

cellules car il n’y a de nouveau pas de différence entre le contrôle et les lipopeptides. Le triton, utilisé 

comme témoin positif, a permis de valider l’expérience vu qu’il impacte négativement l’intégrité des 

membranes plasmiques de manière très significative (p-valeur < 0,001).   

 

Figure 20 : Viabilité des protoplastes après application des trois familles de lipopeptides. (A) 

Pourcentage de viabilité des protoplastes suite au traitement par les différents lipopeptides, le DMSO 

(mock_dmso) ou le blanc (protoplastes seuls), évalué par le test au FDA. (B) Pourcentage de mort 

cellulaire par perméabilisation des membranes suite au traitement par les différents lipopeptides, le 

DMSO (mock_dmso), le blanc (protoplastes seuls) ou le témoin positif (triton), évalué au moyen du test 

avec le PI. Les astérisques représentent la significativité (***, p<0,001). Les données utilisées sont 

issues d’une expérience où cinq photos par traitement, à des zones différentes dans le puits, ont été 

capturées.  
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5. Discussion 

5.1. Evaluation des réponses immunitaires précoces du blé face aux lipopeptides 

L’effet direct des lipopeptides sur le blé a été évalué grâce à la mesure d’un événement précoce de 

l’immunité végétale, la production de ROS. Elle est une composante clé de plusieurs voies immunitaires 

(PTI, ETI et SAR) mais sa production varie selon ces voies. Dans la PTI, la production de ROSapo est 

généralement rapide et courte. En effet, après application de la flagelline, un éliciteur simulant une 

attaque bactérienne, un pic est observé entre 10 et 15 minutes, suivi d’un retour à l’intensité de base 

après une heure55,79. A l’inverse, l’ETI est associée à une production de ROSintra intense et prolongée, 

survenant 1h30 à 3h après l’inoculation avec une bactérie avirulente et pouvant durer 24h. Un second 

burst de ROSapo peut être observé avec la flagelline, mais à des niveaux inférieurs à ceux induits par 

ETI. Un autre éliciteur bactérien, les lipopolysaccharides, peut également induire un second burst, 

reproduisant les caractéristiques obtenues par l’ETI79. Ainsi, la première production de ROSapo est 

associée aux RBOHs présents dans la MP et la seconde est liée à l’ETI et est produite principalement 

par les chloroplastes. Cette réponse liée à l’ETI s’accompagne souvent d’une HR, menant à une mort 

cellulaire, et d’une augmentation de l’expression de gènes de défense. Ce sont les stromules, fins 

prolongements des chloroplastes, qui transmettent le signal obtenu par les ROSintra au noyau82. 

Dans ce travail, les ROSapo se mesurent grâce à la luminescence générée par le luminol (L-O12) en 

présence de peroxydase (HRP). Cette réaction repose sur l’oxydation du luminol catalysé par la HRP en 

présence de H2O2 qui produit un intermédiaire instable qui émet de la lumière83,84. Seule la mycosubtiline 

à 10 µM a induit une production de ROSapo dans les racines, tandis qu’aucun lipopeptide n’a provoqué 

de production de ROSapo sur les feuilles. Cette observation rejoint les résultats d’une étude dans laquelle 

les auteurs n’ont pas observé de production de ROSapo dans les feuilles de blé, mais bien une production 

dans les épis de blé, en réponse à la chitine85. Cela suggère que la production de ROSapo peut varier selon 

le tissu étudié, ce qui pourrait expliquer pourquoi les racines perçoivent la mycosubtiline, contrairement 

aux feuilles. Cependant, malgré l’absence de production de ROSapo foliaires, ces auteurs ont trouvé, dans 

la même étude, que l’application de la chitine activait l’expression de gènes de défense dans les 

feuilles85. Ainsi, les lipopeptides pourraient induire une réponse similaire au niveau transcriptionnel. En 

effet, des études ont été réalisées sur l’effet de la fengycine (70 µM) et de la mycosubtiline (50 µM) sur 

les feuilles de blé et ont toutes deux montré que ces deux lipopeptides augmentaient l’expression de 

gènes de défense65,69. Par ailleurs, une autre étude sur le blé a démontré que la surfactine (10 µM) 

appliquée sur les feuilles, induisait l’expression de gènes de défense codant pour des régulateurs des 

ROS, des gènes liés aux phytohormones de défense (SA, JA, ET), ou encore des composés 

antimicrobiens46. Il semblerait que la production de ROSapo varie selon les espèces. Par exemple, chez 

l’orge, une autre monocotylédone, la chitine induit une production de ROSapo rapide et transitoire dans 

les feuilles, correspondant au profil classique obtenu chez A. thaliana85. Si les lipopeptides étaient perçus 

par la plante comme PGPR, une accumulation de ROSapo dans les feuilles serait attendue. Une étude sur 
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le blé86 a montré que les activités PGPR de Bacillus sp. ne dépendaient pas du type de lipopeptide 

produit. En revanche, la nature du lipopeptide influençait fortement leur effet sur la viabilité des 

pucerons se nourrissant des feuilles traitées, avec la surfactine et la fengycine qui avaient un impact 

biocide plus marqué que l’iturine86. Ainsi, il serait intéressant d’effectuer une analyse transcriptomique 

des racines et feuilles de blé pour mieux comprendre quels gènes sont impliqués dans la réponse à la 

flagelline et aux différents lipopeptides, comparer ces deux tissus, et également déterminer si les 

lipopeptides activent l’expression de gènes de défense. 

La composition lipidique des membranes végétales joue un rôle important dans la perception des 

molécules exogènes, tels que les lipopeptides (cf point 1.3), ce qui pourrait expliquer la différence entre 

les racines et les feuilles. En effet, cette composition varie selon les grandes familles végétales, les 

monocotylédones et les dicotylédones, mais également au sein de ces familles et des différents tissus 

d’une même plante87. Par exemple, chez A. thaliana, une dicotylédone, la mycosubtiline (10 µM) induit 

une production de ROSapo sur feuilles ainsi que d’autres événements précoces de l’immunité (dépôt de 

callose, expression de gènes de défense, cascade MAPK)88, alors que dans ce travail aucune production 

de ROSapo sur les feuilles de blé n’a été observée. Ces résultats illustrent que la perception des 

lipopeptides varie selon l’espèce et suggèrent l’importance de la nature des membranes dans la 

perception des lipopeptides. De plus, certaines études suggèrent que l’état biophysique des membranes, 

notamment leur fluidité ou l’organisation locale des lipides en microdomaines, peut moduler la capacité 

des lipopeptides à s’insérer ou interagir avec la bicouche lipidique, influençant leur activité biologique. 

Ces mécanismes dépendent souvent de la proportion de lipopeptides par rapport aux lipides 

membranaires, ce qui détermine s’ils agissent comme des simples perturbateurs ou s’ils induisent une 

perméabilisation plus marquée. Ainsi, la reconnaissance des lipopeptides ne repose pas uniquement sur 

la composition lipidique mais aussi sur l’architecture et la dynamique des membranes végétales53. Dans 

ce contexte, il semble pertinent de réaliser une étude biophysique comparative des membranes des 

racines et des feuilles du blé, afin d’en caractériser l’insertion des lipopeptides. 

Il est aussi possible que la production de ROSapo par les lipopeptides appliqués sur les feuilles soit 

minimisée à cause de la couche cireuse hydrophobe à leur surface. Les analyses de ROSapo se réalisent 

sur les disques de feuilles, où la coupure crée des brèches dans cette barrière, facilitant la pénétration 

des composés. Dans un article étudiant les lipopeptides comme agent de biocontrôle contre Z. tritici, les 

lipopeptides sont suspendus dans du tween 20 (0,05%) qui permet d’augmenter la perméabilité et la 

répartition des lipopeptides sur les feuilles. De plus, lorsqu’elle est combinée à la mycosubtiline, la 

surfactine agit comme un surfactant, améliorant la pénétration, la rétention et le recouvrement foliaire 

de la mycosubtiline56. Ainsi, l’ajout de tween 20 ou de surfactants naturels comme la surfactine pourrait 

constituer une stratégie intéressante pour améliorer l’efficacité des lipopeptides.   
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Par ailleurs, l’association de différents lipopeptides entre eux constitue une autre stratégie prometteuse 

pour renforcer leur efficacité. En effet, plusieurs études ont mis en évidence des effets synergiques entre 

différentes familles de lipopeptides. Dans l’étude mentionnée ci-dessus, la combinaison de la surfactine 

à la mycosubtiline renforçait leur activité antifongique56. De plus, une autre étude portant sur un 

champignon affectant le pommier, Venturia inaequalis, a également mis en évidence un effet synergique 

entre les lipopeptides, avec une réduction significative de la maladie grâce aux mélanges 

fengycine/surfactine et mycosubtiline/surfactine72. Une autre étude a démontré qu’en association avec 

l’iturine, la fengycine est capable d’induire l’ISR du riz face à un champignon pathogène, Pyricularia 

oryzae66. De plus, cette association surfactine/fengycine active chez la tomate et le pois, les enzymes de 

la voie des lipoxygénases, impliquée dans la biosynthèse de JA, une hormone centrale dans la régulation 

de l’ISR50. Ces résultats suggèrent qu’il serait intéressant d’explorer l’efficacité de telles combinaisons 

de lipopeptides afin de déterminer si leur action synergique permet une induction plus marquée des 

réponses de défense, notamment via la production de ROSapo. 

Dans ce travail, l’absence de production de ROSapo suite à l’application de la fengycine pourrait être 

expliquée par les concentrations utilisées. Une étude a montré qu’à 70 µM, la fengycine provoquait une 

accumulation de callose et une augmentation de H2O2 dans les feuilles de blé65. Toutefois, dans cette 

étude, la détection de H2O2 se réalise avec un colorant (DAB, 3-3’diaminobenzidine) qui reflète 

principalement les ROSapo, mais peut également inclure une composante intracellulaire, notamment dans 

les tissus endommagés en raison du temps d’incubation prolongé (48h)65. Il serait donc pertinent de 

réaliser de nouveaux essais avec des concentrations en fengycine plus élevées que celles choisies dans 

ce travail. Par ailleurs, il serait judicieux d’analyser les autres événements précoces de l’immunité des 

plantes comme l’accumulation de callose ou les influx de calcium. Ces derniers ont un rôle clé dans la 

régulation de la production de ROS89, soulignant l’intérêt de les étudier lorsqu’ils sont induits par les 

différents lipopeptides afin de mieux comprendre leurs effets.  

L’expérience d’activation de l’immunité systémique (SIA) a pour objectif de déterminer si un traitement 

appliqué aux racines améliore la tolérance de la plante à un stress ultérieur au niveau des feuilles90. Les 

racines sont immergées dans des solutions contenant les lipopeptides pendant 24 heures et la production 

de ROSapo foliaires est mesurée après l’application de la chitine, mimant une attaque fongique. Dans ce 

travail, aucun effet de priming n’a été observé. En effet, ce sont les racines prétraitées par le DMSO qui 

ont permis une production de ROSapo plus importante au niveau des feuilles contrairement aux racines 

prétraitées aux lipopeptides. Les trois lipopeptides sous forme monomérique, réduisent 

significativement la production de ROSapo par rapport au mock DMSO. Une hypothèse pour expliquer 

ce phénomène serait que les lipopeptides augmentent l’activité d’enzymes antioxydantes. En effet, une 

étude a montré qu’une préexposition à la sécheresse permettait d’atténuer les effets d’une sécheresse 

sévère ultérieure. Cette amélioration de tolérance au stress a été associée à des modifications de 

l’expression génétique, notamment via une augmentation des gènes codant pour des enzymes 
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antioxydantes contribuant à une meilleure gestion des ROS90. De plus, une autre étude sur le priming du 

blé à la mycosubtiline (100 µM) a montré qu’elle induisait des modifications génétiques, notamment 

via une modification des histones qui ont un rôle dans la mémorisation du stress, via une surexpression 

de gènes de défense liés à la SAR, et via l’activation des gènes d’aquaporines qui régulent le transport 

de H2O2 au travers de la MP69. Ainsi, il serait également pertinent d’analyser les modifications 

génétiques au niveau des feuilles après traitement racinaire au moyen d’une analyse transcriptomique. 

Il convient toutefois de souligner que les résultats des tests SIA doivent être interprétés avec prudence 

car la reproductibilité s’est révélée aléatoire malgré des conditions expérimentales identiques entre 

réplicas. Il a été constaté que des variations importantes dans les valeurs mesurées survenaient lorsque 

la température du lecteur de plaque (Tecan) augmentait, probablement en raison de fortes chaleurs. Cette 

hypothèse est en accord avec les études qui n’ont pas réussi à obtenir des résultats cohérents après 

l’application de la chitine sur les feuilles de blé85, ou encore celles démontrant l’augmentation de 

production de ROS avec de hautes températures91,92. Toutefois, ces résultats sont cohérents avec une 

étude ayant démontré que la surfactine ne suscitait pas d’effet de priming chez le blé, puisqu’aucune 

hausse de l’expression génique n’a été détectée après traitement ultérieur à l’H2O2
46. A l’inverse, une 

étude menée sur A. thaliana a montré que le prétraitement des racines par la surfactine à 10 µM induisait 

une production accrue de ROSapo dans les feuilles93.  Cette divergence suggère une différence possible 

dans la perception ou la transduction du signal entre monocotylédones et dicotylédones. Une étude 

récente a mis en évidence un récepteur (TaCERK1) capable de reconnaitre la chitine chez deux variétés 

(Fielder et Jinmai) de blé94. Une identification et une quantification des récepteurs PRRs dans les MP 

de blé pourraient être intéressantes afin de mieux comprendre leur répartition au sein de la plante et 

selon la variété utilisée. Une adaptation d’une technique utilisant la microscopie confocale déjà testée 

sur A. thaliana pourrait être réalisée. Cette méthode utilise une protéine fluorescente verte (GFP) pour 

détecter et localiser les PRRs, en particulier les FLS2 reconnaissant la flagelline, dans les cellules de la 

couche la plus externe des cotylédons95. 

5.2. Evaluation de la signalisation intracellulaire du blé en réponse aux lipopeptides 

Concernant les ROSintra racinaires, elles sont quantifiées à l’aide d’une sonde DCFH-DA qui fluoresce 

lorsqu’elle est oxydée en DCF par les ROSintra
57. Les résultats montrent que la surfactine (10 µM et 50 

µM) n’a pas d’effet, mais que la mycosubtiline et la fengycine induisent une production plus faible 

comparée au mock DMSO. Il a été montré que la surfactine (100 µM) exerce un effet antifongique 

contre Fusarium graminearum via l’accumulation des ROSintra dans le champignon et qui peut être liée 

à la mort cellulaire. Cette accumulation est associée à une perte de potentiel mitochondrial (différence 

de charge électrique entre l’intérieur et l’extérieur, nécessaire à la production d’adénosine triphosphate 

(ATP)), à l’activation d’enzymes impliquées dans la mort cellulaire (métacaspases) et à une 

condensation de la chromatine57. Dans ce travail, la surfactine, testée à une concentration 10 fois plus 

faible, n’engendre aucune production de ROSintra sur les racines de blé. De plus, les observations faites 
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sur les protoplastes par microscopie, ne montrent pas de dommage cellulaire. L’absence de production 

de ROSintra par la surfactine pourrait s’expliquer par la génération d’un stress trop faible. En effet, le 

signal de ROSapo se propage dans la cellule via des aquaporines, elles-mêmes régulées entres autres par 

des phosphorylations. Ainsi, si les aquaporines ne s’ouvrent pas, il n’y a pas de transfert de H2O2 

intracellulaire et donc pas de production de ROSintra
98. De plus, malgré l’absence de ROSintra, la surfactine 

pourrait déclencher d’autres voies immunitaires non dépendantes des ROS. Par exemple, une étude sur 

la vigne a montré que la mycosubtiline et la surfactine activaient notamment les voies de SA58. De plus, 

la surfactine à 10 µM augmente la production de ROSintra racinaires chez A. thaliana55. Ceci montre une 

fois de plus que la perception des stress diffère entre les grandes familles. 

Par ailleurs, une étude sur l’interaction entre un champignon, Blumeria graminis, et T. aestivum, a mis 

en évidence un lien entre l’accumulation de ROSintra et la mort cellulaire localisée. Cette HR, menant à 

la mort cellulaire, est déclenchée par l’activation de récepteurs NLRs, typiques de l’ETI96. Ici, les 

lipopeptides testés induisent des niveaux de ROSintra inférieurs au contrôle DMSO, ce qui suggère qu’ils 

ne déclenchent pas de réponse immunitaire forte ni de stress oxydatif intracellulaire. Cela soutient 

l’hypothèse que les lipopeptides sous forme monomérique n’induisent pas de mort cellulaire, ce qui est 

confirmé par les observations sur les protoplastes. Cette hypothèse est également cohérente avec les 

résultats des tests SIA, suggérant que les lipopeptides ne génèrent pas un stress perçu comme suffisant 

pour activer une réponse de type priming. 

Etant donné que les lipopeptides étaient dissous dans la même concentration de DMSO que le contrôle, 

l’effet négatif significatif observé pour la mycosubtiline et la fengycine, semble spécifique à ces deux 

lipopeptides. Cela pourrait indiquer qu’ils augmentent la tolérance cellulaire au stress oxydatif. Une 

étude portant sur un virus infectant l’orge a montré qu’il induisait une réduction de la production de 

ROSintra. Cette diminution résulte de l’interaction entre la protéine virale et une enzyme clé (glycolate 

oxydase) dans la génération de H2O2 au sein des peroxysomes. En inhibant cette enzyme, le virus 

contourne les défenses immunitaires et facilite sa propagation97. Bien que les lipopeptides étudiés dans 

ce travail ne soient pas pathogènes, leur application sur les racines induit également une diminution des 

ROSintra par rapport au contrôle. Cette similarité suggère que les lipopeptides seraient peut-être capables 

d’influencer directement ou indirectement les voies de régulation des ROS. Il serait donc pertinent de 

mesurer l’activité enzymatique des catalases (CAT) et des peroxydases (PRX), deux classes d’enzymes 

régulatrices des ROS, après l’application des lipopeptides. Ceci permettrait de déterminer si les 

lipopeptides modulent l’activité de ces enzymes, contribuant ainsi à la diminution observée de ROSintra
89. 

Cette hypothèse rejoint celle obtenue pour les ROSapo. Par ailleurs, une découverte récente indique que 

l’accumulation des ROS est spécifique au type de stress subi, avec des ROS distincts selon les 

compartiments cellulaires. Ces signatures de ROS permettent d’activer des voies de signalisation 

adaptées à différents stress98. Ainsi, la production des ROS induite par les lipopeptides pourrait dépendre 
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non seulement de leur influence sur les enzymes de régulation, mais aussi des compartiments cellulaires 

dans lesquels ces ROS sont produites, en fonction du stress perçu par la plante.  

Cependant, l’expérimentation sur ROSintra doit encore être améliorée en raison de l’absence de témoin 

positif. Sur les racines de A. thaliana, la surfactine peut servir de témoin positif car elle génère une 

accumulation significative de ROSintra
55,93. Dans un autre article, les ROSintra sont analysés sur les feuilles 

et les racines de tomates avec la même sonde, DCFH-DA, mais au microscope et avec un temps 

d’incubation de la sonde plus court et plus concentré99. Une autre étude utilise une sonde fluorescente 

spécifique différente, roGFP2-Orp1, par fluorimétrie; ensuite, un microscope confocal est utilisé afin de 

localiser la production de ROSintra
100. Un témoin positif pour cette expérience pourrait être le ter-butyl 

hydroperoxide (TBHP, 200 µM) qui est utilisé pour la détection de ROSintra
101. Ce composé permet 

d’induire un stress oxydatif en augmentant la production de ROSintra
102. Ainsi, il serait pertinent de tester 

des temps différents d’incubation de la sonde DCFH-DA et de tester le TBHP comme témoin positif.  

5.3. Evaluation de la toxicité des lipopeptides sur les protoplastes de blé 

Les expériences sur les protoplastes ont mis en évidence que les lipopeptides sous leur forme 

monomérique n’étaient pas toxiques pour le blé. En effet, travailler avec des protoplastes permet de voir 

l’effet direct de ces derniers sur les membranes plasmiques car les protoplastes sont dépourvus de paroi 

cellulaire. Un article a montré qu’aucun effet phytotoxique de la mycosubtiline n’a été observé sur le 

blé, même à des hautes concentrations de 470 µM69. De plus, une étude menée sur A. thaliana a évalué 

la viabilité des cellules racinaires en présence de surfactine à 10 µM et 50 µM, à l’aide du colorant 

Evan’s blue, qui marque en bleu les cellules endommagées. A ces concentrations, la surfactine n’affectait 

pas la viabilité des racines55. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec la surfactine à 10 µM 

sur les protoplastes de blé. Cela suggère que sous forme monomérique et micellaire, la surfactine n’a 

pas d’effet délétère direct sur les MP des cellules. Il serait intéressant d’évaluer la viabilité des cellules 

de blé face à de plus hautes concentrations de surfactine et de fengycine.   

L’isolation des protoplastes a été réalisée en suivant un protocole développé pour A. thaliana. Toutefois, 

le rendement de protoplastes obtenus avec le blé était beaucoup moins élevé que celui de A. thaliana. 

Ceci pourrait s’expliquer par la différence de composition et de structure des parois cellulaires entre ces 

deux espèces. En effet, les monocotylédones comme le blé possèdent des parois riches en composés, 

comme la lignine, les rendant plus rigides103. Ainsi, elles seraient plus résistantes à la digestion 

enzymatique que celles de A. thaliana. Une étude ayant isolé des protoplastes racinaires de blé a utilisé 

des enzymes plus puissantes, comme la cellulase cellulysin et la pectolyase, permettant une dégradation 

plus efficace des parois cellulaires104. Adapter le protocole aux spécificités anatomiques du blé pourrait 

améliorer l’efficacité de l’isolement. Une fois le protocole adapté, il serait pertinent de réaliser davantage 

de réplicas et de répétitions indépendantes car dans cette expérience, un seul réplica et une seule 

répétition ont pu être réalisés en raison de la faible quantité de protoplastes obtenue. De plus, d’autres 

tests pourraient également être effectués sur les protoplastes de blé comme la mesure de l’influx de 
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calcium réalisée sur A. thaliana93, et la production de ROSintra. Ces analyses sur protoplastes permettent 

de s’affranchir des barrières physiques telles que la paroi cellulaire et d’observer directement les 

réponses précoces déclenchées par les lipopeptides. 
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6. Conclusion  

Ce travail visait à mieux comprendre le potentiel éliciteur des lipopeptides cycliques de Bacillus subtilis 

sur une espèce monocotylédone d’importance agronomique : le blé (Triticum aestivum). Différentes 

approches ont permis d’évaluer les effets des surfactines, fengycines et mycosubtilines sur les réponses 

immunitaires précoces du blé.  

Dans un premier temps, l’évaluation des effets directs des lipopeptides a été réalisée via la mesure des 

ROSapo et ROSintra ce qui a permis de mettre en évidence une production différenciée selon le tissu et la 

concentration. La mycosubtiline sous sa forme monomérique, en particulier, s’est révélée capable 

d’induire une production significative de ROSapo racinaires, tandis que cette induction est absente dans 

les feuilles. Cette distinction souligne des mécanismes de perception tissulaires spécifiques. En parallèle, 

la mycosubtiline ne provoque pas de stress oxydatif intracellulaire ni de phytotoxicité. A l’inverse, la 

fengycine et la surfactine ont montré des effets plus modérés ou nuls, suggérant des mécanismes de 

perception et d’action distincts.  

Ensuite, la capacité des lipopeptides appliqués aux racines à déclencher une réponse immunitaire 

systémique au niveau des feuilles a été étudiée. Les résultats ont montré qu’aucun des trois lipopeptides 

sous sa forme monomérique appliqués sur les racines, n’induit d’augmentation de production de ROSapo 

dans les feuilles. 

Enfin, l’approche sur protoplastes racinaires a confirmé que les lipopeptides sous leur forme 

monomérique n’affectent pas la viabilité cellulaire ni l’intégrité des membranes plasmiques, indiquant 

que leur mode d’action ne provoque pas de dommage cellulaire direct mais agit plutôt par une 

modulation fine des mécanismes de défense. 

Ce travail souligne l’intérêt de considérer les spécificités des monocotylédones dans l’étude de 

l’immunité végétale, en particulier dans un contexte de recherche de nouveaux agents de biocontrôle. Il 

apporte également des pistes pour mieux comprendre la relation entre la structure et l’activité des 

lipopeptides, avec la mycosubtiline apparaissant comme un candidat prometteur pour stimuler les 

défenses du blé sans effets indésirables. En combinant des approches transcriptomiques, biophysiques 

et microscopiques, il serait possible d’affiner la compréhension des mécanismes impliqués dans la 

perception des lipopeptides chez le blé, et donc de mieux appréhender leur utilisation. 
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8. Annexes 

 

Annexe 1 : Intensité de luminescence obtenue après l’ajout de flagelline sur les racines de blé. Cette 

figure représente un exemple de 5 puits traités avec de la flagelline, utilisés afin de déterminer le seuil 

de discrimination. Une corrélation est observée entre la réactivité à la flagelline et l’intensité moyenne 

enregistrée lors de la phase de repos (après l’ajout du mix luminol/peroxydase). Les puits présentant 

une intensité moyenne inférieure à 35 count/s après l’ajout du mix, sont considérés comme discriminés. 

Les courbes A, B et C ont une moyenne d’intensité après l’ajout du mix de respectivement 28, 13 et 26 . 

Les courbes D et E quant à elles ont une moyenne de 73 et 65. (Pour l’établissement du seuil, un nombre 

de puits supérieur à 5 a été analysé) 

 

 

Annexe 2 : Aires sous la courbe de la cinétique de la production de ROSapo racinaires avec les valeurs 

aberrantes mesurée par luminescence après application de lipopeptides (surfactine, fengycine et 

mycosubtiline) sous forme monomérique et micellaire, comparée aux témoins (mock_dmso, 

mock_EtOH, mock_eau). Chaque boite à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait 

horizontal), les valeurs extrêmes.   
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Annexe 3 : Intensité de luminescence corrigée représentant la production de ROSapo racinaires avec et 

sans valeurs aberrantes au cours du temps.  

 

library(dplyr) 

library(tidyr) 

library(lme4) 

library(emmeans) 

library(ggplot2) 

library(readxl) 

install.packages("lmerTest") 

library(lmerTest) 

donnees<-read_excel("d:/Users/Utilisateur/Documents/Outlier/essaiR.xlsx") #Lecture des données 

#création d'un vecteur de temps  

temps <- 1:(ncol(donnees)-4) #les temps sont après la 4e colonne dans mon fichier 

nomf<- function(x,p=0.15){  #définition de la fonction: moyenne des valeurs <quantile 

  percent <- quantile(x, probs=p) 

  mean(x[x<percent]) 

} 

colonnes_signal <-grep("^t",names(donnees))  #soustraction du bruit de fond ligne par ligne 

donnees$bruit_fond<-apply(donnees[,colonnes_signal],1,FUN=nomf) 

#créer une version corrigée  

donnees[,paste0("corr_",names(donnees)[colonnes_signal])]<- donnees[,colonnes_signal]-donnees$bruit_fond 

install.packages("pracma") #Calcul aire sous la courbe (AUC) pour chaque ligne  

library(pracma) 

donnees$AUC<-apply(donnees[,grep("^corr_t",names(donnees))],1,function(y){ 

  trapz(temps,y) 

})  

donnees$Traitement<-relevel(factor(donnees$Traitement),ref="Mock_dmso")       #fixer "mock_dmso" référence pour le facteur traitement 

 

mod_auc<-lmer(AUC~Traitement + (1|Repetition)+(1|Plaque), data=donnees)  #modèle mixte 

summary(mod_auc) 

anova(mod_auc) 

#comparaison multiples des traitements: entre-eux et avec la référence (mock_dmso) 

emmeans_resultats<-emmeans(mod_auc,pairwise~Traitement) 

emmeans_resultats 

plot(emmeans_resultats$emmeans, comparisons=TRUE) 

ggplot(donnees, aes(x = Traitement, y = AUC, fill = Traitement)) +  #Boxplot AUC 
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  geom_boxplot() + 

  labs(title = "Aire sous la courbe (AUC) par traitement", 

       x = "Traitement", 

       y = "AUC") + 

  theme_minimal() + 

  theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1), 

        legend.position = "none")    # Retire la légende si elle est redondante 

cols_corr<- grep("^corr_t",names(donnees),value=TRUE)  #graphique des différentes moyennes des traitements avec ecart-types 

temps <- as.numeric(gsub("corr_t","",cols_corr)) 

courbes_par_traitement <-data.frame() 

for (trt in unique(donnees$Traitement)){ 

  sous_donnee <- donnees[donnees$Traitement==trt,cols_corr] 

  moyennes <- colMeans(sous_donnee, na.rm=TRUE) 

  sds <- apply(sous_donnee, 2, sd, na.rm= TRUE) 

  df_temps <- data.frame( 

    Traitement=trt, 

    Temps=temps, 

    Moyenne=moyennes, 

    SD=sds 

    ) 

  courbes_par_traitement <- rbind(courbes_par_traitement, df_temps) 

} 

ggplot(courbes_par_traitement, aes(x=Temps, y= Moyenne, color=Traitement)) + 

  geom_line(linewidth=1)+ #courbe 

  geom_point(size=2)+ #points sur la courbes 

  geom_errorbar(aes(ymin=Moyenne-SD, ymax=Moyenne+SD),width=0.5)+ #barre d'erreur 

  #titres et axes 

  labs( 

    title="Evolution de l'intensité de luminescence par traitement sur racines (ROSapo)", 

    x="Temps (min)", 

    y="Intensité corrigée", 

    color="Traitements" #titre de la legende 

    )+ 

  scale_y_continuous(breaks=seq(0,max(courbes_par_traitement$Moyenne + courbes_par_traitement$SD),by=50))+    #graduation Y tous les 

50 

  theme_minimal()+    #Theme estéthique du graphique 

  theme( 

    plot.title=element_text(hjust=0.5, size=14, face="bold"), #titre centré et en gras 

    legend.position="right", #légende à droite 

    legend.title = element_text(face="bold"), #titre legende en gras 

    legend.text = element_text(size=10) 

  ) 

outliers_par_traitement <- donnees %>%  #Calcul des bornes outlier par traitement 

  group_by(Traitement) %>% 

  mutate( 

    Q1 = quantile(AUC, 0.25), 

    Q3 = quantile(AUC, 0.75), 

    IQR = Q3 - Q1, 

    borne_inf = Q1 - 3 * IQR, 

    borne_sup = Q3 + 3 * IQR, 

    outlier_auc = AUC < borne_inf | AUC > borne_sup 

  ) %>% 

  ungroup() 

puits_outliers <- outliers_par_traitement %>% 

  filter(outlier_auc == TRUE) %>% 

  select(Puits, Traitement, AUC) 

print("Puits considérés comme outliers (AUC) dans leur traitement respectif :") 

print(puits_outliers,n=100) 

donnees_sans_outliers<- outliers_par_traitement %>%  #creation de 2 jeux de donnees: avec et sans outliers 

  filter(!outlier_auc) 

preparer_courbes<-function(donnees_filtrees){ 

  cols_corr<-grep("^corr_t",names(donnees_filtrees), value=TRUE) 

  temps <-as.numeric(gsub("corr_t","",cols_corr)) 

  courbes <-data.frame() 

  for (trt in unique(donnees_filtrees$Traitement)){ 

    sous_donnee<-donnees_filtrees[donnees_filtrees$Traitement==trt,cols_corr] 

    moyennes<-colMeans(sous_donnee, na.rm=TRUE) 

    sds<-apply(sous_donnee,2,sd,na.rm=TRUE) 

    df<-data.frame( 

      Traitement=trt, 
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      Temps=temps, 

      Moyenne=moyennes, 

      SD=sds 

      ) 

    courbes <-rbind(courbes,df) 

  } 

  return(courbes) 

} 

courbes_avec<-preparer_courbes(donnees)  #calcul courbes avec/sans outlier 

courbes_sans<-preparer_courbes(donnees_sans_outliers) 

#creation de 2 graph 

install.packages("gridExtra") 

library(gridExtra) #pour afficher graph côte à côte 

#calcul Y max pour fixer une échelle commune aux 2 graph 

ymax <- max( 

  courbes_avec$Moyenne + courbes_avec$SD, 

  courbes_sans$Moyenne + courbes_sans$SD 

) 

g1 <- ggplot(courbes_avec, aes(x = Temps, y = Moyenne, color = Traitement)) + 

  geom_line(linewidth = 1) + 

  geom_point(size = 2) + 

  geom_errorbar(aes(ymin = Moyenne - SD, ymax = Moyenne + SD), width = 0.5) + 

  labs(title = "Avec outliers", x = "Temps (min)", y = "Intensité corrigée") + 

  coord_cartesian(ylim = c(0,ymax))+ 

  theme_minimal() + 

  theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold")) 

g2 <- ggplot(courbes_sans, aes(x = Temps, y = Moyenne, color = Traitement)) + 

  geom_line(linewidth = 1) + 

  geom_point(size = 2) + 

  geom_errorbar(aes(ymin = Moyenne - SD, ymax = Moyenne + SD), width = 0.5) + 

  labs(title = "Sans outliers", x = "Temps (min)", y = "Intensité corrigée") + 

  coord_cartesian(ylim = c(0,ymax))+ 

  theme_minimal() + 

  theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold")) 

gridExtra::grid.arrange(g1,g2,ncol=2) 

temps <- as.numeric(gsub("corr_t","",grep("^corr_t",names(donnees_sans_outliers), value=TRUE))) #Recalcul AUC SANS outliers 

donnees_sans_outliers$AUC <- apply( 

  donnees_sans_outliers[,grep ("^corr_t",names(donnees_sans_outliers))], 

  1, 

  function(y) trapz(temps,y) 

) 

donnees_sans_outliers$Traitement <- factor(donnees_sans_outliers$Traitement)  

donnees_sans_outliers$Traitement <- relevel(donnees_sans_outliers$Traitement, ref = "Mock_dmso")      # référence "Mock_dmso" 

mod_auc_dmso <- lmer(AUC ~ Traitement + (1 | Repetition) + (1 | Plaque), data = donnees_sans_outliers) 

emmeans_dmso <- emmeans(mod_auc_dmso, pairwise ~ Traitement) 

res_dmso_summary <- summary(emmeans_dmso$contrasts) 

donnees_sans_outliers$Traitement <- relevel(donnees_sans_outliers$Traitement, ref = "Mock_EtOH")         #référence "Mock_EtOH" 

mod_auc_etoh <- lmer(AUC ~ Traitement + (1 | Repetition) + (1 | Plaque), data = donnees_sans_outliers) 

emmeans_etoh <- emmeans(mod_auc_etoh, pairwise ~ Traitement) 

res_etoh_summary <- summary(emmeans_etoh$contrasts) 

# Traitements à comparer 

comparaison_dmso <- c("Fengycine0.5", "Fengycine10", "Mycosubtiline10", "Mycosubtiline50") 

comparaison_etoh <- c("Surfactine10", "Surfactine50") 

ordre <- c(  # Ordre souhaité (ne garder que ceux présents) 

  "Mock_dmso", "Fengycine0.5", "Fengycine10", "Mycosubtiline10", "Mycosubtiline50", 

  "Mock_EtOH", "Surfactine10", "Surfactine50", 

  "Mock_eau","Flagelline"  

) 

donnees_filtrees <- donnees_sans_outliers %>% 

  filter(Traitement %in% ordre) 

# Forcer l'ordre des niveaux uniquement sur les traitements présents après filtrage 

donnees_filtrees$Traitement <- factor(donnees_filtrees$Traitement, levels = ordre) 

levels(donnees_filtrees$Traitement)  # Vérifier que plus aucun NA n’est dans les niveaux 

ggplot(donnees_filtrees, aes(x = Traitement, y = AUC, fill = Traitement)) + # Plot sans NA 

  geom_boxplot(outlier.shape = NA, alpha = 0.7, color = "black") + 

  stat_summary(fun = mean, geom = "point", shape = 20, size = 3, color = "red") + 

  coord_cartesian(ylim = c(0, 10000)) +  

  theme_minimal(base_size = 14) + 

  labs( 

    title = "Boxplot de l'AUC par traitement (sans outliers), ROSapo sur racines", 
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    x = "Traitement", 

    y = "Aire sous la courbe (AUC)" 

  ) + 

  theme( 

    axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1), 

    legend.position = "none") 

coef_dmso <- coef(summary(mod_auc_dmso))  #récupérer le tableau fixe de façon plus propre 

coef_etoh <- coef(summary(mod_auc_etoh)) 

print(coef_dmso) 

print(coef_etoh) 

Annexe 4 : Code pour la réalisation des graphiques de cinétiques de la production de ROSapo, ainsi que 

le retrait des valeurs aberrantes via la méthode IQR, et les analyses statistiques. 

 

 

Annexe 5 : Aires sous la courbe de la cinétique de la production de ROSapo foliaires avec les valeurs 

aberrantes, mesurée par luminescence après application de lipopeptides (surfactine, fengycine et 

mycosubtiline) sous forme monomérique et micellaire, comparée aux témoins (mock_dmso, 

mock_EtOH, mock_eau). Chaque boite à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait 

horizontal), les valeurs extrêmes.   
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Annexe 6 : Production au cours du temps de ROS intracellulaires racinaires produits par les racines 

suite à l’application de différents traitements, avec et sans valeurs aberrantes. Les intensités de 

fluorescence corrigées sont calculées par la soustraction de la première valeur au temps 0.  

 

library(readxl) 

library(dplyr) 

library(tidyr) 

library(ggplot2) 

library(gridExtra) 

library(purrr) 

library(broom) 

library(car) 

install.packages("FSA") 

library(FSA) 

donnees<-read_excel("d:/Users/Utilisateur/Documents/TFE/ROSintra_racines_final.xlsx") #Lecture des données 

temps <- colnames(donnees)[5:ncol(donnees)] #selection de la colonne de temps (voir selon le fichier) 

donnees[temps]<- lapply(donnees[temps], as.numeric) #conversion des valeurs en numérique (car présence NA) 

donnees_long <- donnees %>% #Passage en format long : 1 ligne = 1 mesure 

  pivot_longer(cols = all_of(temps), names_to = "Temps", values_to = "Intensite") %>% 

  mutate(Temps = as.numeric(gsub("t", "", Temps)))   # Retire le "t" pour convertir en chiffre 

temps_interp <- sort(unique(donnees_long$Temps))      #Définir les temps communs à interpoler (si analyse à différents temps, j'avais toutes 

les 4min et 120s) 

donnees_interp <- donnees_long %>%   

  group_by(Puits, Traitement) %>% 

  arrange(Temps) %>% 

  group_modify(~ { 

    if (sum(!is.na(.x$Intensite)) >= 2) { 

      tibble( 

        Temps = temps_interp, 

        Intensite = approx(x = .x$Temps, y = .x$Intensite, xout = temps_interp, rule = 2)$y 

      ) 

    } else { 

      tibble(Temps = temps_interp, Intensite = NA_real_) 

    } 

  }) %>% 

  ungroup() 

courbes_avec <- donnees_interp %>%  #Calcul des stats AVEC outliers 

  group_by(Traitement, Temps) %>% 

  summarise( 

    Moyenne = mean(Intensite, na.rm = TRUE), 

    SD = sd(Intensite, na.rm = TRUE), 

    .groups = "drop" 

  ) 

intensite_par_puit <- donnees_interp %>% #Détection des outliers par médiane par Puits x Traitement 

  group_by(Puits, Traitement) %>% 
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  summarise( 

    Mediane = median(Intensite, na.rm = TRUE), 

    .groups = "drop" 

  ) 

outliers_par_puit <- intensite_par_puit %>% 

  group_by(Traitement) %>% 

  mutate( 

    Q1 = quantile(Mediane, 0.25, na.rm = TRUE), 

    Q3 = quantile(Mediane, 0.75, na.rm = TRUE), 

    IQR = Q3 - Q1, 

    borne_inf = Q1 - 3 * IQR, 

    borne_sup = Q3 + 3 * IQR, 

    outlier = Mediane < borne_inf | Mediane > borne_sup 

  ) %>% 

  ungroup() 

puits_outliers <- outliers_par_puit %>% 

  filter(outlier == TRUE) %>% 

  select(Puits, Traitement) 

print(puits_outliers) 

donnees_sans_outliers <- donnees_interp %>%  #Retirer les outliers 

  anti_join(puits_outliers, by = c("Puits", "Traitement")) 

#Calcul des stats SANS outliers 

courbes_sans <- donnees_sans_outliers %>% 

  group_by(Traitement, Temps) %>% 

  summarise( 

    Moyenne = mean(Intensite, na.rm = TRUE), 

    SD = sd(Intensite, na.rm = TRUE), 

    .groups = "drop" 

  ) 

ymax <- max(  #Échelle Y commune 

  courbes_avec$Moyenne + courbes_avec$SD, 

  courbes_sans$Moyenne + courbes_sans$SD, 

  na.rm = TRUE 

) 

g1 <- ggplot(courbes_avec, aes(x = Temps, y = Moyenne, color = Traitement)) + #Graphique AVEC outliers 

  geom_line(linewidth = 1) + 

  geom_point(size = 2) + 

  geom_errorbar(aes(ymin = Moyenne - SD, ymax = Moyenne + SD), width = 0.5) + 

  labs(title = "Avec outliers", x = "Temps (min)", y = "Intensité corrigée") + 

  coord_cartesian(ylim = c(0, ymax)) + 

  theme_minimal() + 

  theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold")) 

g2 <- ggplot(courbes_sans, aes(x = Temps, y = Moyenne, color = Traitement)) +  #Graphique SANS outliers 

  geom_line(linewidth = 1) + 

  geom_point(size = 2) + 

  geom_errorbar(aes(ymin = Moyenne - SD, ymax = Moyenne + SD), width = 0.5) + 

  labs(title = "Sans outliers", x = "Temps (min)", y = "Intensité corrigée") + 

  coord_cartesian(ylim = c(0, ymax)) + 

  theme_minimal() + 

  theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold")) 

grid.arrange(g1, g2, ncol = 2)  #Affichage côte à côte 

ymax <- max(   #Création de 4 graphiques, Echelle commune 

  courbes_avec$Moyenne + courbes_avec$SD, 

  courbes_sans$Moyenne + courbes_sans$SD, 

  na.rm = TRUE 

) 

groupes <- list(     #définition groupes de traitement 

  G1 = c("Mock_eau", "Flagelline", "Chitine0.5", "Chitine11"), 

  G2 = c("Mock_dmso", "Mycosubtiline10", "Mycosubtiline50"), 

  G3 = c("Mock_dmso", "Fengycine0.5", "Fengycine10"), 

  G4 = c("Mock_EtOH", "Surfactine10", "Surfactine50") 

) 

#definition couleurs 

palette_G1 <- c("Mock_eau" = "#1b9e77", "Flagelline" = "#d95f02", "Chitine0.5" = "#7570b3", "Chitine11" = "#e7298a") 

palette_G2 <- c("Mock_dmso" = "#66a61e", "Mycosubtiline10" = "#d95f02", "Mycosubtiline50" = "#7570b3") 

palette_G3 <- c("Mock_dmso" = "#66a61e", "Fengycine0.5" = "#e6ab02", "Fengycine10" = "#a6761d") 

palette_G4 <- c("Mock_EtOH" = "#e41a1c", "Surfactine10" = "#66a61e", "Surfactine50" = "#984ea3") 

graph_list <- lapply(names(groupes), function(nom) {  #generation graph 

  traitements <- groupes[[nom]] 

  data_group <- courbes_sans %>% filter(Traitement %in% traitements) 
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  palette <- switch(nom, 

                    G1 = palette_G1, 

                    G2 = palette_G2, 

                    G3 = palette_G3, 

                    G4 = palette_G4) 

  ggplot(data_group, aes(x = Temps, y = Moyenne, color = Traitement)) + 

    geom_line(linewidth = 1) + 

    geom_point(size = 2) + 

    geom_errorbar(aes(ymin = Moyenne - SD, ymax = Moyenne + SD), width = 0.5) + 

    scale_color_manual(values = palette) + 

    labs(title = nom, x = "Temps (min)", y = "RFU") + 

    coord_cartesian(ylim = c(0, ymax)) + 

    theme_minimal() + 

    theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold")) 

}) 

grid.arrange(grobs = graph_list, ncol = 2) 

print(unique(courbes_sans$Traitement)) 

puits_finaux <- donnees_sans_outliers %>% #Test de significativite, dernière mesure pour chaque puits= valeur résumée 

  group_by(Puits, Traitement) %>% 

  filter(Temps == max(Temps)) %>% 

  ungroup() 

diagnostics_anova <-list()  # Comparaison statistique (ANOVA + Tukey HSD) 

resultats <- map(names(groupes), function(nom) { 

  traitements <- groupes[[nom]] 

  data_test <- puits_finaux %>% filter(Traitement %in% traitements) 

  if (length(unique(data_test$Traitement)) > 1) { 

    # ANOVA 

    mod <- aov(Intensite ~ Traitement, data = data_test) 

    shapiro_res <- shapiro.test(residuals(mod)) 

    levene_res <- leveneTest(Intensite ~ as.factor(Traitement), data = data_test) 

    # Vérification conditions ANOVA 

    conditions_ok <- ifelse(shapiro_res$p.value > 0.05 & levene_res$`Pr(>F)`[1] > 0.05, "OK", "Non OK")   

    if (conditions_ok == "OK") { 

      # ANOVA + Tukey 

      tukey <- TukeyHSD(mod) 

      tukey_tidy <- tidy(tukey) %>% mutate(Groupe = nom, Test = "Tukey") 

      diagnostics <- tibble(Groupe = nom, Shapiro_p = shapiro_res$p.value, Levene_p = levene_res$`Pr(>F)`[1], Conditions_OK = 

conditions_ok) 

      return(list(tukey = tukey_tidy, diagnostics = diagnostics, kruskal = NULL)) 

    } else { 

      # Kruskal-Wallis 

      kruskal_res <- kruskal.test(Intensite ~ Traitement, data = data_test) 

      # Test post-hoc Dunn si Kruskal significatif 

      if (kruskal_res$p.value < 0.05) { 

        dunn_res <- dunnTest(Intensite ~ Traitement, data = data_test, method = "bonferroni") 

        dunn_tidy <- dunn_res$res %>% 

          rename(term = Comparison, adj.p.value = P.adj) %>% 

          mutate(Groupe = nom, Test = "Dunn") 

      } else { 

        dunn_tidy <- tibble(term = NA, adj.p.value = NA, Groupe = nom, Test = "Dunn") 

      } 

      diagnostics <- tibble(Groupe = nom, Shapiro_p = shapiro_res$p.value, Levene_p = levene_res$`Pr(>F)`[1], Conditions_OK = 

conditions_ok) 

      return(list(tukey = NULL, diagnostics = diagnostics, kruskal = tibble(statistic = kruskal_res$statistic, p.value = kruskal_res$p.value, 

Groupe = nom), dunn = dunn_tidy)) 

    } 

  } else { 

    # Pas assez de groupes 

    diagnostics <- tibble(Groupe = nom, Shapiro_p = NA, Levene_p = NA, Conditions_OK = "Non testé") 

    tukey_tidy <- tibble(term = NA, contrast = NA, estimate = NA, conf.low = NA, conf.high = NA, adj.p.value = NA, Groupe = nom, Test = 

"Tukey") 

    return(list(tukey = tukey_tidy, diagnostics = diagnostics, kruskal = NULL, dunn = NULL)) 

  } 

}) 

tests_tukey <- map_df(resultats, "tukey") %>% filter(!is.na(adj.p.value))  # Extraction des résultats 

diagnostics_anova <- map_df(resultats, "diagnostics") 

tests_kruskal <- map_df(resultats, "kruskal") 

tests_dunn <- map_df(resultats, "dunn") %>% filter(!is.na(adj.p.value)) 

print(diagnostics_anova)     # Affichage des diagnostics 

print(tests_tukey %>% filter(adj.p.value < 0.05))        # Affichage des tests significatifs 
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print(tests_kruskal %>% filter(p.value < 0.05)) 

print(tests_dunn %>% filter(adj.p.value < 0.05)) 

print(tests_resultats %>% filter(!is.na(adj.p.value) & adj.p.value < 0.05))      #Affichage des résultats significatifs 

Annexe 7 : Code pour la réalisation des graphiques de cinétiques de la production de ROSintra, ainsi que 

le retrait des valeurs abberantes via la méthode IQR, et les analyses statistiques. 

 

 

 

Annexe 8 : Aires sous la courbe de la cinétique de la production de ROSapo foliaires avec les valeurs 

aberrantes lors des tests SIA, mesurée par luminescence après application de chitine. Les racines sont 

prétraitées avec les différents lipopeptides (surfactine, fengycine et mycosubtiline) sous forme 

monomérique. Chaque boite à moustache représente l’étendue interquartile, la médiane (trait 

horizontal), les valeurs extrêmes.   

 
Annexe 9 : Intensité de luminescence corrigée représentant la production de ROSapo foliaires avec et 

sans valeurs aberrantes au cours du temps pour les tests SIA. 
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Annexe 10 : Images microscopiques des protoplastes avec la sonde FDA, évaluation de la viabilité des 

protoplastes. (A)Blanc/protoplastes seuls, (B)mock_dmso, (C) Surfactine [10µM], (D) Mycosubtiline 

[10µM], (E)Fengycine [0,5µM].  
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Annexe 11 : Images microscopiques des protoplastes avec le PI, test de perméabilisation des 

membranes. (A) Blanc, (B) mock_dmso, (C) Triton, (D) Surfactine [10µM], (E) Mycosubtiline [10µM], 

(F) Fengycine [0,5µM]. 


