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Partant de la constatation récente que le phénomeéne de « quorum sensing » observé chez les
bactéries 1’était aussi pour les champignons, 1’objet de 1’étude a porté sur 1’identification des
composés organiques volatils (COVs) responsables du comportement auto-inhibiteur des
champignons Fusarium culmorum et Cochliobolus sativus, agents de la pourriture racinaire
des céréales. L’étude s’est articulée autour de 3 axes : identifier les composes organiques
volatils émis par F. culmorum et C. sativus cultivés sur un milieu pauvre (eau gélosée), en
conditions normales (potato dextrose agar) et en surpopulation (10 et 10° spores/mL), tester
le bouquet de COVs de chaque traitement sur la croissance des souches elles-mémes et enfin,
tester des COVs individuellement sur la croissance des souches pour 3 concentrations (100 —
500 — 1000 uM). Les résultats de cette étude ont montré un effet de réduction de croissance
des deux souches soumises respectivement aux COVs de leur culture en conditions de
surpopulation. Partant de ces résultats, I’acétate d’éthyle, 1’acétate d’isoamyle, 1’alcool
isoamylique, I’isobutanol, le longifoléne le 1-pentanol, le (+)-sativene et le toluene identifiés
dans ces bouquets ont été testés individuellement sur la croissance des deux souches. Pour F.
culmorum, I’acétate d’éthyle, 1’acétate d’isoamyle et le 1-pentanol ont montré des effets
significatifs de réduction de croissance pour les trois concentrations et 1’isobutanol pour les
concentrations de 500 et 1000 uM. Pour C. sativus, seul le longifolene a montre des effets
significatifs de réduction de croissance a 1000 uM. Ces résultats sont prometteurs et ouvrent
une perspective d’utilisation des COVs fongiques comme alternative aux pesticides
conventionnels.

ABSTRACT

Based on the recent studies which showed that the «quorum sensing» phenomenon discovered
in bacteria, was also observed in fungi, the aim of study was to identify volatile organic
compounds (VOCs) which were responsible for the self-inhibition behavior of Fusarium
culmorum and Cochliobolus sativus fungi causing common root rot in cereals. The study has
three aims: to identify the VOCs emitted by F. culmorum and C. sativus for a growth on poor
medium (solidified water), in normal conditions (potato dextrose agar) and in overpopulation
(10" and 10° spores/mL), to test the effects of each blend of VOCs emitted by the fungi on
their own growth and to finally test individual compounds on the growth of both fungi for
three concentration (100 — 500 — 1000 uM). The results showed a growth reduction effect on
both strains when subjected to the VOCs of their culture in surpopulation. From this
observation, ethyl acetate, isoamyle acetate, isobutanol, longifolene, 1-pentanol, (+)-sativene
and toluene identified in these blend have been tested individually on the growth of the
strains. For F. culmorum, ethyl acetate, isoamyle acetate and 1-pentanol have shown
significant effects on growth reduction for 100 — 500 and 1000 uM and isobutanol for 500 and
1000 puM. For C. sativus, only longifolene has shown significant effect on growth reduction
for 1000 puM. These results are promising and open a perspective for the use of fungal VOCs
as an alternative to conventional pesticides.
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INTRODUCTION

La production de céréales en Belgique était d’un peu plus de 3 millions de tonnes en 2014
(FAOSTAT, 2017). Cette culture importante est néanmoins sujette a d’importantes pertes de
rendement liées notamment & des maladies fongiques. A titre d’exemple, 1’orge peut étre
infecté par des pathogénes provoquant la pourriture racinaire qui engendre des pertes pouvant
atteindre 33 % pour les variétés les plus sensibles (Karov et al., 2009). Pour contrer ces pertes,

I’emploi de pesticides chimiques s’avére trés efficace et indispensable pour le moment.

Cependant, en 2005, le premier Programme de Réduction des Pesticides et des Biocides
(PRPB) en Belgique a eté mis en place (Service Public Fédéral Belge, 2015). En 2013, il a
pointé la Belgique, comme le cinquieme plus gros consommateur de pesticides des pays
membres de 1’Union Européenne. Depuis lors, les limitations d’utilisation de substances
actives ne cessent d’augmenter et I’interdiction de nombreux pesticides chimiques obligent les
chercheurs a développer de nouveaux produits car les méthodes de lutte biologique
traditionnelles ne fonctionnent plus.

Plusieurs études se sont donc penchées sur le potentiel éventuel des COVs microbiens comme
agents de biocontréle (Stoppacher et al., 2010; Kanchiswamy et al., 2015a; Li et al., 2016; Gu
et al., 2017). Au vu des resultats positifs, les COVs microbiens se présentent comme une
alternative prometteuse aux pesticides chimiques.

De plus, des études ont montré que certains pathogénes peuvent émettre des COVs qui, dans
certaines conditions, inhibent leur propre développement comme dans les conditions d’une
densité de population élevée. C’est le cas de Cladosporium cucumerinum, pathogene des
cucurbitacées, dont la germination de ses spores est fonction de leur densité (Aver’Yanov et
al., 2011).

C’est pourquoi notre étude se penche sur le potentiel en lutte biologique des COVs émis par
deux pathogénes provoquant la pourriture racinaire des céréales : Fusarium culmorum et
Cochliobolus sativus. Ces deux pathogénes s’attaquent aussi bien aux semences qu’aux
racines des plantes. L’infection est visible par la présence de 1ésions brunes pouvant s’étendre
en lésions nécrotiques et provoquer un ralentissement du développement voire la mort du
semis (Fiers et al., 2013).



1. Revue de la littérature

1.1. Les composés organiques volatils

1.1.1. Définition d’un composé organique volatil

La communauté scientifique définit un composé organique volatil par un ensemble de
propriétés. Pour étre défini comme un COV, ce dernier doit étre un composé organique, de
faible poids moléculaire, de pression de vapeur assez elevee pour étre vaporisé et entrer en
phase gazeuse a des temperatures et des pressions atmosphériques normales (Dicke et al.,
2010; Hung et al., 2015). Les COVs possedent aussi généralement une solubilité dans 1’eau
faible et une odeur distincte (Herrmann, 2011).

L’origine des COVs peut étre anthropique ou biologique (Baghi, 2013). Les COVs naturels
sont des métabolites secondaires émis principalement par les plantes mais aussi par les

insectes et les microorganismes. L’ensemble des émissions naturelles approche les 90% des
émissions totales des COVs (PACA, 2017).

Les COVs anthropiques sont sujets a débat. De nombreuses études montrent les effets
néfastes de ces composés sur la santé et sur I’environnement, comme les problemes de
respiration causés par les aérosols présents dans I’atmosphére (McNeill, 2017) ou les effets
des polluants du pétrole sur la croissance des poissons (Cherr et al., 2017).

C’est pourquoi deux autres définitions ont été établies par la Commission Européenne dans la
mise en place de leur stratégie pour la réduction des émissions de COVs par I’industrie.

Selon la directive 1999/13/CE, un composé repris dans la catégorie des composés organiques
volatils est « tout composé organique ayant une pression de vapeur de 0,01 kPa ou plus a une
température de 293,15 K ou ayant une volatilité correspondante dans les conditions
d'utilisation particulieres ». Quant & elle, la directive 2004/42/CE définit le composé
organique volatil comme « tout composé organique dont le point d'ébullition initial, mesuré a
la pression standard de 101,3 kPa, est inférieur ou égal a 250 °C ». Cette derniére définition a
été privilégiée lors des négociations, car le point d’ébullition est plus facile a identifier que la
pression de vapeur a tempeérature ambiante pour une méme substance. Néanmoins, la
Commission Européenne soutient que les résultats selon I’une ou 1’autre approche restent

semblables.



1.1.2. Méthodes d’analyse des composés organiques volatils

Les étapes de collecte, séparation, identification et quantification sont des étapes
indispensables dans I’analyse des COVs. Une des méthodes de collecte des COVs parmi les
plus usitees, particulierement pour les microorganismes, est la micro-extraction sur phase
solide (SPME). Elle est considérée comme une des plus brillantes inventions dans le domaine
de préparation d’échantillons. En effet, cette technique est mobile et combine en une seule
étape la collecte, la concentration et 1’introduction des COVs, ce qui réduit considérablement
le temps de préparation et augmente la sensibilité par rapport aux autres méthodes
d’extraction (Zhang et al., 2010). De nombreuses études récentes utilisent la méthode SPME
pour collecter des COVs émis par la décomposition d’aliments, d’huiles essentielles, de
plantes ou encore des sols (Koziel et al., 2017; Mitropoulou et al., 2017; Raza et al., 2017,
Souza Silva et al., 2017).

Le principe de fonctionnement de la méthode SPME est I’introduction d’une fibre, recouverte
d’une phase adsorbante, dans I’enceinte d’un flacon fermé contenant le sujet étudié. Cette
fibre est contenue dans une aiguille et est insérée dans I’enceinte a I’aide d’une seringue. Le
flacon utilisé posséde un couvercle muni d’un septum permettant la pénétration de 1’aiguille.
Une fois a I’intérieur, la fibre est libérée par un systeme de piston (Figure 1). Les molécules
dans I’atmosphére du flacon viennent alors s’adsorber sur la fibre pendant un temps déterminé

selon la nature du matériel étudié. (Cassier et al., 2000)

L’avantage de cette méthode est qu’elle se réalise dans un systéme statique & opposition d’un
systéme dynamique, ce qui supprime le besoin d’un solvant pour concentrer les molécules. En
effet, dans les méthodes dynamiques de collecte de COVs, appelées « purge and trap », les
volatiles sont capturés a 1’aide d’un gaz vecteur dans une cartouche. Les composés piégés
doivent ensuite étre concentrés dans un solvant pour pouvoir étre analysés. De plus,
I’utilisation d’un solvant pourrait engendrer la perte de composés présents en faible
concentration au moment de 1’élimination du solvant. (Cassier et al., 2000)

Toutefois, la méthode SPME utilise des fibres qui possedent une plus ou moins grande affinité
pour certains composés, ce qui empéche la découverte de nouvelles molécules (Hung et al.,
2015). La méthode SPME n’est pas considérée comme une méthode quantitative car le temps
d’adsorption, la saturation et I’affinit¢ de la fibre influencent le type et la quantité¢ des
composés obtenus (Vas et al., 2004). Toutefois, elle permet d’avoir une idée des composés
majoritaires en prenant en compte toutes les précautions nécessaires lors de I’interprétation.



Figure 1 - Principe de la technique SPME. A. Appareil de collecte déboitée : fibre collectrice (a),
aiguille creuse (b), piston (c). B. Adsorption des molécules volatiles contenues dans 1’eau ou I’air sur la
phase qui enduit la fibre. C. Molécules adsorbées sur la fibre. (Cassier et al. 2000)

Pour I’étape d’analyse, la méthode la plus utilisée actuellement est la chromatographie en
phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (GC-MS). Elle est connue pour étre la
méthode analytique la plus puissante pour les COVs d’origine biologique (Zhang et al., 2010).
Cette méthode combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse qui permet
la separation des composes et les performances de la spectrométrie de masse qui permet la
détection et 1’identification des composés en fonction de leur rapport masse sur charge. Ce
couplage permet d’identifier et/ou de quantifier de maniere précise les composes présents en
trés faible concentration, méme a 1’état de traces. La GC-MS est fiable et abordable d’un point
de vue économique (Cassier et al., 2000; Hung et al., 2015). Cette méthode est utilisée dans
de nombreuses études récentes pour analyser des COVs de plantes, de 1’air, des huiles
essentielles ou encore des traitements des eaux. (Korkmaz et al., 2017; Maceira et al., 2017;
Mitropoulou et al., 2017; Barik et al., 2018).

Les étapes de fonctionnement de la GC-MS consistent d’abord en 1’injection des composés
dans une phase stationnaire ou un gaz porteur va transporter et séparer les molécules selon
leurs propriétés chimiques le long de la colonne. Ensuite, les molécules sont ionisées et leur
spectre de masse est déterminé. Enfin, les composés sont identifiés en utilisant une librairie,
(base de données des spectres de masse) ou en comparant les temps de rétentions avec les
spectres des standards connus. (Cassier et al., 2000; Morath et al., 2012)



1.1.3. Les composés organiques volatils émis par les plantes

Les plantes généerent une quantité importante de produits naturels leur permettant d’interagir
avec I’environnement (Spinelli et al., 2011). En effet, a cause ou gréace a leur sédentarité, les
plantes ont di développer des techniques de survie différentes de celles rencontrées chez les
étres vivants mobiles (Regnault-Roger, 2005). C’est donc au moyen des COVs qu’elles ont
développé leur systeme de communication et en ont fait par la méme occasion leur arme de
défense (Holopainen et al., 2012).

Les COVs émis par les plantes représentent 1% des métabolites secondaires connus des
plantes et, a ce jour, pas moins de 1700 COVs émis par 90 familles de plantes ont été isolés et
identifiés (Theis et al., 2003; Dudareva et al., 2006; Dicke et al., 2010). Parmi ces composés,
ce sont les isoprenes, les terpenes et les volatils a notes vertes a 6 carbones qui dominent
(Holopainen et al., 2010). Holopainen et al. (2010) montrent aussi que le type de COVs émis
varie fortement selon 1’espéce végétale, I’organe en jeu, 1’étape de développement et les
conditions environnementales.

Les composés organiques volatils peuvent étre émis de deux manieres : une émission en
continu, comme le font les plantes aromatiques par exemple, ou une émission uniquement
lorsqu’un stimulus spécifique est percu par la plante (Paré et al., 2005). Il existe deux types de
stimuli, aussi appelés stress : le stress biotique crée par le monde du vivant (insectes,
champignons, animaux,...) et le stress abiotique généré par le monde environnant (le climat,
la température, I’humidité,..). Dans le cas d’un stimulus, les COVs sont appelés composés
organiques volatils induits (ICOVs) et peuvent étre émis des heures ou des jours apres le
stress (Paré et al., 1997). Les ICOVs émis sont, quant a eux, principalement des alcénes,
alcanes, acides carboxyliques, composés azotés et alcools (Holopainen et al., 2010).

Les ICOVs sont donc produits uniquement aprés des inductions biotiques et abiotiques
(Spinelli et al., 2011). Toutefois, Vuorinen et al., (2004) montrent qu’un COV émis en
continu par des plantes saines et intactes peut se transformer en COV inducteur aprés un
dommage foliaire par exemple.

Les processus et voies de biosynthése des COVs chez les plantes sont nombreux, et leurs
mécanismes sont bien connus des scientifiques (Ueda et al., 2011; Gupta et al., 2012;
Kanchiswamy et al., 2015b; Tan et al., 2016). Par contre, les connaissances sur la maniére
dont les végétaux détectent les COVs restent encore limitées (Holopainen et al., 2012). Ces
signaux sont impliqués dans une grande partie de leurs fonctions écologiques et jouent un role
important dans la communication inter et intra spécifique. En effet, les COVs sont impliqués
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dans de nombreuses interactions plante-plante, plante-insecte ou encore plante-
microorganisme. Leur action se retrouve aussi bien au-dessus qu’en dessous du sol (Morath et
al., 2012) (Figure 2).
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Figure 2 - Représentation des interactions de la plante avec son environnement (Dudareva et al., 2006).

Dans les interactions plante-plante, les COVs permettent la communication entre elles. Par
exemple, les COVs émis par une plante endommagée signalent le danger aux plantes voisines,
qui vont alors activer leurs défenses (Blande et al., 2010). Dans les interactions plante-insecte,
les plantes peuvent émettre des COVs qui attirent des insectes spécifiques, soit pour se
nourrir, comme le montre I’étude de Kreuzwieser et al. (2014) sur les COVs émis par la
plante Dionée attrape-mouche, soit pour se défendre contre un herbivore comme le montrent
Verheggen et al. (2005) avec 1’é¢tude de la perception des COVs émis par des plants de tomate
infestés par des pucerons par le syrphe, ennemi naturel de ces insectes. Enfin, dans les
interactions plante-microorganisme, les plantes peuvent émettre des COVs contre des
pathogénes. A titre d’exemple, les études de Kaddes et al. (2015, 2016) montrent que 1’orge
émet des COVs qui inhibent la croissance des pathogénes tels que Fusarium culmorum et
Cochliobolus sativus. Quintana-Rodriguez et al. (2015), quant a eux, démontrent que le



haricot commun émet des COVs qui lui permettent d’augmenter sa résistance au pathogéne
Colletotrichum lidemuthianum.

Les COVs jouent aussi un rble dans le mécanisme de réponse a des stress abiotiques
notamment dans le cadre de dégats foliaires, d’une variation de température, d’intensité
lumineuse, d’humidité et autres facteurs abiotiques de I’environnement comme le montrent
Spinelli et al., (2011). Dans ce contexte, 1’éthyléne agit principalement comme messager du
stress qui permet aux plantes de déclencher leurs défenses.

Les COVs émis par les plantes et les insectes sont répertoriés dans la base de données
Phérobase (“The Pherobase,” n.d.). Cette derniére se consacre aux composés de types
phéromones et sémiochimiques.

1.1.4. Les composés organiques volatils émis par les microorganismes

Les études sur les émissions de composés organiques volatils microbiens (mVOCs) sont
largement moins nombreuses que celles sur les émissions de COVs des plantes. Leurs
fonctions écologiques sont diverses et peu connues. Comme pour les COVs des plantes, les
mVOCs sont utilisés dans la communication inter et intra spécifique, induisent des
mécanismes de défense ou encore influencent des processus physiologiques (Effmert et al.,
2012). A titre d’exemple, des études ont montré que les COVs émis par les rhizobactéries
favorisent la croissance de plantes ou activent leurs défenses en cas d’attaque (Gutiérrez-Luna
etal., 2010; Bailly et al., 2012; Liu et al., 2015).

Comme pour les plantes, 1’émission des COVs microbiens varie en fonction de 1’espéce, du
milieu de culture et des conditions environnementales. Ezra et al. (2003) ont montré que la
richesse en saccharose du milieu de culture influence le type de COVs émis par Muscodor
albus. Quant a Asari et al. (2016), ils ont montré des différences dans la structure de taille et
de pigmentation de bactéries sur différents milieux de culture.

Depuis plusieurs années, un grand nombre de recherches s’intéresse au potentiel des mVVOCs
comme agents de biocontrdle dans la protection des plantes (Bailly et al., 2012; Bitas et al.,
2013; Kanchiswamy et al., 2015b; Schalchli et al., 2016). Les mVVOCs sont étudiés dans la
lutte contre des microbes et des champignons. A titre d’exemple, la plupart des Bacillus,
Pseudomonas et Streptomyces ont montré une inhibition significative de la croissance de
champignons pathogenes (Kai et al., 2009; Méndez-Vilas, 2013).



Une base de données créée en 2014 recense prés de 1000 composés volatils d’origine
bactérienne ou fongique (Lemfack et al., 2014).

Les champignons émettent aussi des COVs dont les fonctions s’apparentent a celles des
bactéries. Un chapitre consacré aux émissions de COVs des champignons sera détaillé plus
loin.

1.2. Les composés organiques volatils émis par les champignons

1.2.1. Introduction

Depuis quelques décennies, les avancées au niveau des techniques d’analyse ont permis
d’identifier de maniére plus précise les COVs émis par les champignons. Selon la littérature,
plus de 300 COVs fongiques ont déja pu étre identifiés (Hung et al., 2015) et sont répertoriés
dans la base de données mVVOC (Lemfack et al., 2014). Les composés les plus souvent
identifiés font partie des hydrocarbures, des aldéhydes, des cétones, des alcools, des phénols,
des thioalcools, des thioesters et leurs dérivés (Chiron et al., 2005; Korpi et al., 2009; Ortiz-
Castro et al., 2009; Lemfack et al., 2014). Les COVs émis sont en réalité un cocktail
complexe de composés qui peut varier selon 1’espéce de champignon, la température, le
substrat et d’autres variables environnementales (Hung et al., 2015). Comme dit
précedemment, la propriété de diffusion dans I’atmosphére et dans le sol permet aux COVs

d’avoir un role important dans la communication chimique.

Dans les études publiées, I'intérét des COVs fongiques est plus souvent économique
qu’écologique (Bennet et al., 2013; Bitas et al., 2013; Hung et al., 2015). En effet, les
champignons et leurs odeurs sont présents dans de nombreuses applications. Les macro-
champignons sont connus pour leurs propriétés gustatives et ont une grande valeur dans I’art
culinaire. Les dégats des eaux dans les batiments sont eux repérés grace aux odeurs
spécifiques des champignons et ils peuvent avoir un impact négatif sur la santé humaine
entrainant le syndrome du batiment malsain (Morath et al., 2012; Hung et al., 2015).

Depuis plusieurs années, de plus en plus d’études se penchent sur les applications des COVs
fongiques dans les roles ecologiques. Pour citer quelques exemples, les COVs fongiques en
agriculture peuvent étre utilisés dans des stratégies de lutte biologique pour la prévention de la
croissance de pathogeénes sur les cultures. Dans I’industrie alimentaire, ils sont utilisés dans la



fumigation luttant contre la pourriture apres récolte. Un dernier exemple est ’utilisation des

COVs fongiques comme source de carburant, appelé mycodiesel. (Morath et al., 2012)

1.2.2. Intérét et rdles des COVs émis par les champignons

L’intérét pour les COVs fongiques est grandissant et, au vu de leur potentiel, touche de
nombreux domaines scientifiques comme 1’entomologie, la phytopathologie, la mycologie ou
encore la médecine (Hung et al., 2015).

a) Mauvaise odeur comme indicateur de moisissure

Les mauvaises odeurs des aliments ou des stocks alimentaires sont souvent dues a des COVs
émis par des métabolismes microbiens. Elles peuvent étre un indicateur direct d’une
contamination (Schnrer et al., 1999) comme par exemple, dans les industries de jambon, de
boulangerie ou encore dans les récoltes agricoles (Jelen et al., 1998; Keshri et al., 2002;
Nieminen et al., 2008).

Ces mauvaises odeurs permettent aussi de détecter les moisissures dans les batiments, souvent
signe d’un dégat des eaux (Matysik et al., 2008).

Dans le domaine du compostage, Miller et al. (2004) ont montré que le profil des COVs
fongiques émis dépendait du type d’échantillonnage et du type de processus d’ingénieries
utilisés. Ces observations ont permis d’adapter les technologies afin de réduire les mauvaises

odeurs.

b) COVs comme empreinte spécifique

Certains COVs, appelés marqueurs, peuvent étre caractéristiques d’un genre/d’une espéce de
champignon. La caractérisation des COVs de plusieurs Basidiomycetes a montré qu’il était
possible de distinguer les membres du genre Pénicillium au niveau de ’espéce (Larsen et al.,
1995). Polizzi et al., (2009) ont, eux, permis de distinguer Chaetomium spp. et Epicoccu spp.
dans un groupe de 76 souches de genres différents. Ces marqueurs pourraient faciliter la

recherche et I’identification de champignons indésirables.

c) Biofiltre et biodiesel

Les champignons ne sont pas seulement des producteurs de COVs, ils peuvent aussi les
métaboliser. En effet, certains champignons ont la propriété de dégrader d’autres composés
volatiles considérés comme des polluants. Par exemple, Kennes et al. (2004) ont montré
I’efficacité de I’incorporation de champignons sur des biofiltres pour la dégradation de

polluants présents dans les gaz d’échappement des voitures.



Strobel et al. (2011), quant a eux, ont montré que les COVs fongiques peuvent étre utilisés
comme sources d’énergie biologique par transformation directe des déchets végétaux en

diesel.

d) Détection de maladies

Les odeurs des composés volatiles permettent la détection de maladies et sont utilisées par les
phytopathologistes et les mycologistes médicaux (Casalinuovo et al., 2006). Par exemple,
Darriet et al., (2002) ont identifié plusieurs composés spécifiques de raisins malades comme
le 1-octen-3-one et le (Z)-1,5-octadien-3-one dans le cas de mildiou engendré par Uncinula
necator et causant de graves infections sur les vignes.

Un autre exemple concerne Aspergillus fumigatus qui est connu pour provoquer une infection
pulmonaire chez I’lhomme. Bazemore et al. (2012) et Heddergott et al. (2014) ont déterminé
par des expériences in vitro que I’infection par A. fumigatus pourrait étre détectée par la
présence du fernasene et de terpénes. De méme, lors de tests sur des patients infectés, le
composé 2-pentylfuran a été retrouvé dans leur respiration et suggere que ce compose est lié a
I’infection (Chambers et al., 2009).

e) Utilisation dans la lutte biologique

Les champignons produisent également des COVs qui ont des effets sur les plantes, les
insectes et les microorganismes (Lee et al., 2009; Ezquer et al., 2010; Davis et al., 2013) .
Dans le contexte actuel ou I’emploi des pesticides chimiques est de plus en plus controverse,
le potentiel de certains COVs fongiques comme agent de biocontrdle se présente comme une
alternative prometteuse (Morath et al., 2012).

Effets sur les plantes

Des études ont montré que les COVs fongiques participent au développement des plantes.
Ainsi, les COVs peuvent augmenter la croissance des plantes comme les bouquets émis par
Trichoderma viride et Cladosporium cladosporioides sur la croissance respective
d’Arabidopsis et de plants de tabac (Hung et al., 2013; Paul et al., 2013) ou favoriser
I’accumulation d’amidon dans les feuilles de plusieurs especes comme le montrent Ezquer et
al., (2010).

Les COVs fongiques peuvent egalement intervenir dans des réactions de plantes soumises
stress biotique ou abiotique. A titre d’exemple de réaction a un stress abiotique, les COVs
produits par le Phoma sp. contribuent a la capacité de survie de Larrea tridentata, plante
endophyte, dans des conditions d’habitat désertique (Strobel et al., 2011). Certains volatils
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fongiques, quant a eux, induisent des résistances systémiques chez les plantes (Naznin et al.,
2014).

Toutefois, tous les COVs fongiques n’ont pas un effet positif sur les plantes. La plupart des
COVs de la célébre truffe inhibent la croissance des plantes (Splivallo et al., 2007; Tarkka et
al., 2007) comme sur Arabidopsis thaliana ou les COVSs nuisent a la germination des graines,
a la croissance des racines primaires et des feuilles (Splivallo et al., 2009). Les COVs de
Fusarium culmorum et Cochliobolus sativus induisent un changement de morphologie des
racines de 1’orge (Fiers et al., 2013).

Effet sur les insectes

Les entomologistes ont découvert que les especes fongiques, elles aussi, émettent des
phéromones, allomones, kairomones etc. (Rohlfs et al., 2005; Mburu et al., 2011). De
nombreux COVs fongiques ont pour effet d’attirer ou d’éloigner des insectes ; ils peuvent
servir de phéromones d’agrégation ou de stimulant dans la ponte des ceufs (Hung et al., 2015)
et aussi intervenir dans la détection des hotes ou ’attraction des proies (Davis et al., 2013). La
reconnaissance des COVs dans les interactions entre microorganismes et insectes peut mener

a la recherche d’une utilisation de ces COVs en lutte biologique.

Takken (1991) a étudié les odeurs qui attirent les moustiques vecteurs de la malaria et de la
fievre jaune. Le 1-octen-3-ol, alcool de champignon, a été identifié comme responsable et
peut étre utilisé comme leurre dans les pieges pour les especes importantes en médecine
humaine et vétérinaire (French et al., 1989; Kline et al., 1991). Le 1-octen-3-ol sert aussi de
substance attractive pour les moucherons (Blackwell et al., 1996). Dans la méme optique, les
COVs de I’espéce fongique entomopathogéne Beauveria bassiana ont été étudiés pour leur
potentiel en biocontréle entomologiste (Crespo et al., 2008), et il a été démontré que les
COVs de B. bassiana peuvent étre utilisés comme biocide efficace contre les moustiques
(George et al., 2013)

Un autre exemple intéressant est développé par Azeem et al., (2015) qui ont montré que les

volatils fongiques produits sur la sciure de charangons du pin protégent les ceufs de ces

charangons en trompant les odeurs percues par les prédateurs du charangon.
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Effet sur les champignons et autres microorganismes

Plusieurs champignons produisent des COVs possédant des propriétés antifongiques et
antibactériennes. Par exemple, les COVs de Oxyporus latemarginatus ont montré des effets
négatifs inhibiteurs de croissance sur les pathogénes Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp. et Leptosphaeria sp. (Ezra et al, 2003; Atmosukarto et al., 2005; Lee et al.,
2009).

De méme, le bouquet de COVs emis par Muscodor albus a montré des effets inhibiteurs sur la
germination de spores de plusieurs genres de Tilletia qui infectent le riz (Goates et al., 2009).
Le bouquet de M. albus a aussi montré un effet mortel pour un grand nombre de pathogénes
comme Pythium ultimum, Ustilago hordi ou encore Staphylococcus aureus (Strobel, 2006).
De plus, M. albus et d’autres espéces du méme genre ont montré leur capacité de contrdler
des maladies avant et apres récoltes (Alpha et al., 2015; Hutchings et al., 2017). L utilisation
de COVs de M. albus a méme été suggérée comme une solution prometteuse pour remplacer
la fumigation au bromométhane dans la lutte contre des maladies des plantes transmises par le
sol. Le comportement inhibiteur envers d’autres individus pourrait s’expliquer par une
réaction de défense ou de concurrence.

Certains champignons sont capables d’émettre des COVs qui contrélent leur propre
développement. Le bouquet de COVs de M. albus a montré des effets de réduction sur sa
propre croissance, et des observations similaires ont été observées chez Colletotrichum
fragariae (Miyagawa et al., 2000). Ce phénomeéne fait partic d’un processus appelé « auto-
inhibition ». Ce processus est utilisé par les cellules des microorganismes pour communiquer
entre elles par le biais de molécules sécrétées dans le milieu lorsque la densité de population
est élevée. Ce mécanisme, appelé « quorum sensing (QS) » a d’abord été découvert chez les
bactéries mais a été récemment observé chez les champignons. (Jorge Barriuso, 2015)

Peu d’études se penchent sur le phénomene d’auto-inhibition et ménent des recherches sur la
détermination des COVs responsables des effets auto-inhibiteurs observés.

Breeuwer et al. (1997) ont observeé qu’a de fortes concentrations de spores, la germination de
Rhizopus oligosporus est faible. L’analyse des filtrats de culture a montré la présence d’acide
nonanoique, 5-isobutyroxy-B-ionone, acide vanillique et des esters cinnamiques, 3,4-
diméthoxy-cinnamique et ester méthylique qui pourraient étre les composés participants a la
baisse de germination. Dans la méme optique, Aver’Yanov et al. (2011) ont montré que la
germination des spores de Cladosporium cucumerinum dépendait de la densité de spores.
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Le composé 1-octen-3-ol, connu comme 1’alcool de champignon, a été identifié comme
composé induisant ’auto-inhibition de la germination des spores de Pénicillium paneum,
Aspergillus nidulans et Lecanicilium fungicola (Chitarra et al., 2004; Herrero-Garcia et al.,
2011; Berendsen et al., 2013). Chitarra et al. (2004) précisent qu’une densité importante de
spores (10° spores/mL) engendrait un taux de germination faible chez P. paneum.
Albuquerque et al. (2012), quant a eux, ont montré que les deux alcools aromatiques
phenyléthanol et tryptophol régulent la morphogenese de Saccharomyces cerivisae durant des
conditions de famine d’azote. Ce dernier exemple montre que le QS se produit généralement
lorsque des conditions de stress surviennent.

Bien que les recherches sur 1’auto-inhibition soient encore a leur début, la découverte de ce
phénomeéne pourrait permettre le développement de nouvelles technologies dans la prévention
d’infections fongiques.

La littérature éveille donc la curiosité et ouvre comme perspective ’utilisation des COVs
fongiques comme agents de biocontrdle pour améliorer la croissance des plantes, leur
productivité ou leur résistance a des maladies. Ils peuvent étre vus comme une alternative aux
pesticides conventionnels pouvant contribuer durablement a la protection et a la production
des cultures.
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2. Objectif de la recherche

Le sujet de la recherche s’articule autour de deux espeéces de champignons : Fusarium
culmorum et Cochliobolus sativus. Comme présent¢ dans [I’introduction, ces deux
Ascomycetes sont les principaux agents de la pourriture racinaire ainsi que de la fonte des
semis des céréales et les pertes de rendement chez I’orge peuvent attendre 33% (Karov et al.,
2009). L’infection de ces deux pathogenes se retrouve aussi bien au niveau des semences que
des racines des plantes et se remarque par la présence de 1ésions brunes pouvant s’étendre en
Iésions nécrotiques entrainant un ralentissement du développement voire la mort du semis
(Fiers et al., 2013).

Dans un contexte de réduction des fongicides chimiques, des méthodes alternatives de lutte
contre ces pathogenes doivent étre développées. C’est pourquoi le sujet de cette étude vise
I’identification des composés organiques volatils émis par F. culmorum et C. sativus en

situations de stress et I’étude de leur potentiel en lutte biologique.

Les objectifs s’organisent en trois parties :

o Identifier des composés organiques volatils émis par Fusarium culmorum et
Cochliobolus sativus dans deux situations de stress, a savoir la culture des souches en
milieu pauvre et la culture en surpopulation,

e Tester le bouquet de COVs de chaque traitement sur la croissance des souches elles-
mémes,

e Tester des COVs individuellement sur la croissance des souches. Les COVs testés sont
choisis dans le(s) bouquet(s) qui a(ont) eu un effet significatif sur la croissance des
pathogeénes.
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3. Matériel et méthode

3.1. Matériel biologique

Les souches fongiques utilisées sont Fusarium culmorum (MUCL 28166) et Cochliobolus
sativus (MUCL 46854). Elles sont fournies par la Collection belge de Microorganismes
(BCCM-MUCL) de Louvain-la-Neuve. Elles sont cultivées sur un milieu PDA (Merck
KGaA, Darmstadt, Allemagne, 39 g/L) a 23°C sous une photopériode de 16:8 (L:D).

Les spores de F. culmorum et C. sativus sont illustrés a la figure 3. Les spores de F. culmorum
sont fusiformes et cloisonnées. Ce champignon ne forme que des macro-conidies de taille
variable : 30 — 50um de longueur, 5.0 — 7.5 um de largeur (Scherm et al., 2013). Les spores
de C. sativus sont de formes elliptiques, cloisonnées, et leur taille est aussi trés variable : 60 a
120um de longueur et 12 a 20um de largeur (Kumar et al., 2002)

Figure 3 — Spores de F. culmorum (A) et C. sativus (B) observées au microscope optique. Echelle ;: 40pm.
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3.2. Traitements appliqués

L’identification des COVs fongiques ainsi que leurs effets sont étudiés pour les deux souches
de champignons cultivées dans des conditions de stress différentes.
Les conditions de culture appliquées sont les suivantes :

1) Culture dans des conditions de croissance normales, sur PDA, a une concentration de
spores de 2.10° spores/mL.

2) Culture dans des conditions de croissance sur un milieu pauvre, sur de 1’eau gélosée (10 g

d’agar/L), a une concentration de 2.10° spores/mL.

3) Culture dans des conditions de surpopulation, sur un milieu PDA a une concentration de
107 spores/mL pour F. culmorum et de 10° spores/mL pour C. sativus.

3.3 Identification des composés organiques Vvolatils

L’ensemble du protocole de cette étape d’identification des composé€s organiques volatils
émis par F. culmorum et C. sativus dans les 3 traitements s’inspire de celui de 1’étude de Fiers
etal., (2013).

3.3.1 Culture des champignons et préparation des échantillons

Culture

F. culmorum et C. sativus sont cultives sur un milieu PDA dans des boites de Pétri de 86 mm
de diametre et mis en chambre de culture a 23°C +/- 2°C sous une photopériode de 16:8
pendant 14 jours. Une mise en collection est également réalisée par cryoconservation a -80°C
dans du glycérol a 30%.

Concentration de spores

Les concentrations de spores voulues, ¢’est-a-dire 2.10°, 10° ou 10’ spores/mL, sont obtenues
en placant quelques mL de milieu PDB (Pronadisa, Madrid, Espagne, 24 g/L) dans une boite
de Pétri colonisée par F. culmorum ou C. sativus. Le mycélium est ensuite légérement gratté
avec un scalpel stérilisé pour récolter le milieu PDB et les spores. Ce mélange est filtré a

travers une double couche d’étamine placée sur un entonnoir stérilisé.
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La concentration de la suspension est obtenue par la formule de la cellule de Fuchs-Rosenthal
(Hecht Assistent, Sondheim/Rhon, Allemagne). La méthode de Fuchs-Rosenthal consiste a
compter, a I’aide d’un microscope, le nombre de spores se retrouvant dans 16 carrés. Ensuite,

la concentration de la suspension est obtenue par la formule suivante :

[suspension]spores/mi, = moyenne des spores sur 16 cellules .80 000

La concentration voulue est ensuite obtenue en calculant le volume de suspension a mélanger
avec le PDB. Ce volume est calculé par la formule :

Cvoulue . Vvoulu

Vsuspension -

Csuspension

Echantillons

La culture fongique pour I’identification des COVs se réalise sur 7 mL de PDA ou eau
gélosée gélifiée en pente dans des vials de micro-extraction sur phase solide (SPME) de 20
mL (Filter Service, Eupen, Belgique) qui sont fermés avec des bouchons hermétiques
possédant un septum (White silicone/blue PTFE, Filter Service).

Au préalable, les vials SPME sont lavés selon le protocole suivant : ils sont placés pendant 15
minutes dans 1 litre d’eau distillée contenant 10 mL de RBS T 150 (Chemical Products R.
Borghgraef S.A, Belgique). Ensuite, ils sont rincés trois fois a 1’eau distillée puis une fois a
I’éthanol. Enfin, ils sont placés a I’étuve a 120°C pendant une heure. Ces étapes permettent de
minimiser les odeurs présentes dans les vials. Une fois séchés, les vials SPME sont remplis
avec 7 ml de milieu puis fermés avec de I’ouate recouverte d’aluminium et sont passés a
I’autoclave pour étre stérilisés. Ils sont ensuite mis a refroidir en position inclinée de maniére

a obtenir une pente dans le milieu de culture

Le volume de suspension de spores placé a I’intérieur des vials est de 50uL pour chaque
traitement de maniére a ce que la suspension recouvre I’entiereté de la surface du milieu PDA.
Les vials sont ensuite placés dans une chambre de culture a 23°C +/-2°C sous une
photopériode de 16:8. Deux durees de culture ont été testées par traitement : 7 et 14 jours.

Pour les deux premiers traitements (culture sur milieu pauvre et conditions normales) réalisés
sur F. culmorum et pour les deux durées de culture, 3 répeétitions sont réalisees. Pour les autres
traitements (culture en conditions de surpopulation et C. sativus cultivés sur milieu pauvre et
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en conditions normales) et pour chaque durée de culture, 4 répétitions sont réalisées. Un vial
vide et un vial contenant uniquement le milieu (PDA ou eau gélosée selon le traitement) sont
prévus dans chaque cas et ils sont fermés hermétiquement en méme temps que les répétitions
du traitement pour servir de contréles (figure 4). Lors des analyses, un blanc colonne de la
machine de détection (GC-MS) est également réalisé et un blanc de chaque fibre SPME seront
également réalisés.

Figure 4 - Représentation des échantillons pour F. culmorum sous conditions de
surpopulation a 7 jours de croissance

3.3.2. Meéthode d’identification des composés organiques volatils

Micro-extraction sur phase solide (SPME)

Les fibres SPME utilisées dans notre étude sont des fibres triples, recouvertes de trois
épaisseurs de 65um de phase stationnaire : le divinylbenzene, le carboxéne et le
polydimethylsiloxane (DVB — Carboxen — PDMS) (Supelco, Bellefonte, Pa, Etats Unis).

Pour étre utilisées, les fibres sont placées sur un support a piston.

Avant de commencer 1’extraction, les fibres sont conditionnées a 270°C pendant 1 heure,
suivant les recommandations d’utilisation.

Chaque vial est place avant le prélevement dans un bain marie de 25°C pendant 10 minutes
afin de concentrer les COVs dans 1’espace de téte et d’obtenir des conditions optimales

d’extraction.
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Une fois une fibre conditionnée, elle est placée a I’intérieur du vial en transpercant le septum
du bouchon. Grace au support a piston, la fibre est libérée et exposée aux COVs accumulés

dans I’espace de téte du vial pendant 20 minutes a la méme température (Figure 5).

Figure 5 - Représentation de 1’étape de prélévement par micro-extraction sur phase solide.

Chromatographie sur phase gazeuse couplé a une spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses sont réalisées sur un chromatographe en phase gazeuse (Agilent Technologies
7890A) couplé a un détecteur sélectif de masse (Agilent Technologies 5975C) avec le logiciel
Agilent Chemstation version E.02.00.493.

Apres chaque prélevement, la fibre SPME est placée dans I’injecteur du GC ou les composés
sont désorbés via un mode splitless pulsé dans un HS-liner de 1.5 mm (pression d’injection
pulsée de 30 psi pendant 1 minute) pendant 5 minutes a 250°C (Figure 6).

La séparation des COVs est réalisée sur une colonne polaire VF-WAX (Agilent Technologies,
Etats-Unis ; 30 m x 0.250 mm LD, film de 0.25um d’épaisseur). Les composés sont élués vers
la colonne par I’hélium, gaz vecteur, a flux constant de débit 1.5 mL/min, et la température
d’entrée est de 250°C.

Ensuite, le programme des températures est appliqué : 35°C pendant 2 minutes, 5°C/min
jusqu’a 155°C, 20°C/min jusqu’a 250°C et pour finir, 250°C pendant 10 minutes.
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Le spectrometre de masse est exploité en mode impact électronique (El) & 70 eV, a une
température source de 230°C, de type quadripble de température 150°C, scannant des masses
variant de 20 a 350 amu, un seuil de 150 amu et une vitesse de 4.27 scannes/s.

Figure 6 - Machine de chromatographie sur phase gazeuse couplée a une spectrométrie
de masse. La fléche rouge désigne le lieu de I’insertion de la fibre SPME.

Identification des COVs

Les données brutes de la GC-MS sont obtenues sous forme de chromatogramme.
L’identification des COVs se réalise ensuite en comparant les temps de rétention et les masses
spectrales avec les bases de données Wiley 275, pal600k et NBS75K. Les résultats ainsi
obtenus se retrouvent sous forme de fichier .txt ou, pour chaque détection, trois noms de
molécules sont proposés avec les détails du temps de rétention, de ’aire sous la courbe, du

CAS, de la référence et d’un coefficient de certitude.
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3.3.3. Analyse et traitement des résultats

Le traitement des données est effectué sous Matlab®. Un code spécifique est établi afin de
garder uniquement le premier nom des 3 composés proposes par détection et de conserver une
seule copie des composés. Ensuite, un code est réalisé pour obtenir une comparaison des
composés communs aux échantillons deux par deux et entre toutes les répétitions. Les
résultats triés sortent dans un fichier Excel. Enfin, une synthése sur Excel est obtenue en
gardant les composés ayant une qualité supérieure a 80%, présents dans au moins deux
échantillons et qui ne se retrouvent pas dans les différents controles. Ces résultats seront
exploités pour choisir les composés individuels a tester. (ANNEXE 1)

3.3.4. Indices de KOVATS

Le mélange d’une série homologue d’hydrocarbures (C7-C30) utilisés pour calculer les
indices de Kovats provient de I’entreprise Supelco® (Bellefont, USA) et présente une
concentration de 1000 pg de n-alcane/mL dans I’hexane. Ce mélange est dilué dix fois avant
d’étre injecté dans la machine GC-MS. Les temps de rétention de ces hydrocarbures vont
permettre de calculer I’indice de Kovats des composés identifiés de notre étude.

La formule utilisée (Kovats, 1958) pour calculer I’indice de rétention Kovats est :

I = 100+ (n + ox— Nln
RTy — RT,

Ix = indice de Kovats pour le composé x

RT = temps de rétention du composé x

RT = temps de rétention du n-alcane élué avant le composeé x

RT = temps de rétention du n-alcane élué apres le composé x

n = nombre de carbones du n-alcane élué avant le composé x
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3.4. Effet des bouquets de COVs sur la croissance des champignons

Cette section explique le déroulement de 1’étude de I’effet des bouquets de COVs émis par F.

culmorum et C. sativus sur leur propre croissance.

3.4.1. Dispositif expérimental

Pour étudier les effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum et C. sativus en situation de
stress, ¢’est-a-dire une croissance sur un milieu pauvre ou en surpopulation, un dispositif
expérimental est élaboré comme représenté a la figure 7.

Figure 7 - Dispositif expérimental pour 1’étude des effets des bouquets de COVs émis par F.
culmorum ou C. sativus en situation de stress sur la croissance des champignons eux-mémes.

Le dispositif est construit a 1’aide de deux flasques de culture cellulaire (Greiner Bio-One,
Belgique) mises bout a bout et fermées hermétiquement avec du parafilm et du scotch. De
cette maniére, aucun contact direct n’a lieu entre les deux flasques, mais les molécules

volatiles peuvent circuler librement.

Un volume de milieu (PDA ou eau gélosée) de 50 mL, mesuré a I’aide d’un tube Falcon
stérile de 50 mL, est placé dans chaque flasque.

Dans une des flasques, le champignon est cultivé en situation de stress (milieu pauvre ou
conditions de surpopulation) et dans I’autre, le champignon est placé en conditions normales

de croissance (Figure 8).
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Figure 8 - Représentation schématique de la croissance du champignon en conditions
normales sous 1’effet des COV's émis par le champignon en situation de stress.

Pour la croissance fongique en conditions normales et sur milieu pauvre, le champignon est
inoculé sous forme d’un disque de mycélium de 5 mm de diamétre afin que la croissance se

déroule de maniere circulaire (Figure 9).

Figure 9 - Disque de mycélium de 5 mm de diamétre pris
dans une boite de culture de C. sativus.

Pour la croissance fongique en conditions de surpopulation, la concentration de spores voulue
a été calculée comme expliqué au point 3.3.1. et le volume de la suspension de spores placé
dans la flasque est de 0.5 mL. Ce volume permet de recouvrir totalement la surface du milieu.

L’étalement de la suspension est réalisé au moyen de deux rateaux accrochés bout a bout pour

atteindre le fond des flasques (Figure 10).
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Figure 10 - Dispositif permettant 1’étalement de la suspension de spores sur I’ensemble de la surface du
milieu contenu dans les flasques réalisé a ’aide de deux rateaux mis bout a bout.

Pour cette expérience, 8 répétitions ainsi que 8 témoins (pour lesquels une flasque contient le
champignon en conditions de croissance normales et 1’autre contenant uniquement du milieu)
sont réalisés par traitement. Les flasques sont ensuite mises dans une chambre de culture a
23°C +/- 2°C sous une photopériode de 16:8. Le diamétre de croissance des champignons en
conditions normales soumis aux COVs est apprécié par deux mesures perpendiculaires tous
les jours jusqu’a ce que le champignon remplisse entierement la flasque ou jusqu’a un
maximum de 14 jours.

3.5. Effets individuels des COVs sur la croissance des champignons

L’étude des effets individuels des COVs sur la croissance de F. culmorum et C. sativus se
réalisera uniquement pour les bouquets ou un effet significatif sur la croissance est observé a

I’étape précédente.

Le choix des COVs se portera sur les composés ayant une qualité supérieure a 80%, présents
dans un plus grand nombre d’échantillons, faisant partie des principaux pics sur le
chromatogramme et de la disponibilité du composé au laboratoire.

3.5.1. Dispositif expérimental

Pour tester les COVs individuellement, le dispositif expérimental utilisé est représenté a la
figure 11 ci-dessous.
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Figure 11 - Dispositif expérimental utilisé pour tester les COVs individuellement sur
la croissance de F. culmorum et C. sativus.

Dans ce dispositif, une boite de Pétri carrée (Greiner, Belgique, 12 cm) contient le couvercle
d’une boite de Pétri ronde de 36.5 mm de diamétre dans 1’un de ses coins. Un volume de 50
mL de milieu PDA, mesuré¢ a I’aide d’un Falcon de 50mL, est placé a I’intérieur de la boite de
Pétri carrée. Ensuite, dans cette derniere, le champignon est inoculé sous forme d’un disque
de mycélium de 5 mm de diamétre afin que la croissance se fasse de maniére circulaire.

Dans la boite de Pétri circulaire, le composé organique volatil est placé sur un morceau de
filtre. Les deux parties de ce dispositif sont donc en contact uniquement par voie aérienne.

Dans cette étude, 3 concentrations sont testées pour chaque molécule: 100 — 500 — 1000 puM.
Pour chaque concentration, 4 répétitions sont réalisées ainsi que 4 témoins (absence de
composé volatil). Au total, 16 boites de Pétri carrées sont établies pour chaque composé teste.
Seul le cas du sativene est différent : les concentrations testées pour ce composé sont de 500
et 1000 uM,et seules 3 répétitions ont été réalisées par concentration et pour les témoins.

Les composés testés se retrouvent sous forme liquide. Le volume placé sur le filtre est calculé
a 1’aide de la masse molaire de la molécule et de sa densit¢ moléculaire par la formule

suivante :

[composé],oyiue: MM . Vi pstri

|74 n = T S . A
recherche ™ densité moléculaire de la molécule

Selon les dimensions de la boite de Pétri carrée, le volume de I’air dans la boite contenant le

milieu et aprés fermeture du couvercle est de 0.1 litre.

25



Une fois le composé placé sur le filtre, la boite de Pétri carrée est fermée hermétiquement au
moyen d’une double couche de parafilm et de papier film. Les boites sont ensuite mises dans
une chambre de culture a 23°C +/- 2°C sous une photopériode de 16:8, et le diamétre de
croissance des champignons est mesuré tous les jours jusqu’a ce que le champignon remplisse
complétement la boite de Pétri carrée ou jusqu’a un maximum de 14 jours. La méthode de
prises de mesures est identique a celle décrite en 3.4.1.

3.6. Analyse statistique

Les résultats des mesures des diameétres de croissance des champignons obtenus a 1’étape 3.4
et 3.5 sont traités statistiquement avec le logiciel Minitabl7®. Une Anova one-way est
réalisée pour chaque jour de prise de mesure en utilisant la structuration de moyenne de
Dunnett. Cette méthode de Dunnett permet une comparaison des effets de plusieurs modalités
d’un traitement avec un niveau de référence. Dans cette étude, les références seront des
témoins realisés pour chaque traitement et chaque analyse.

3.7. Injection de standard

Des standards ont été réalisés afin de valider I’identification de certains COVs trouvés de la
section 3.3.

Huit standards seront testés. Le choix se porte sur les COVs préalablement choisis pour les
tests individuels de la section 3.5.

Une vérification des temps de rétention a incité a réaliser deux lots de standard de maniére a

ce qu’aucun composé€ ne se superpose sur les chromatogrammes.

Les composés sont mélangés a un solvant, I’éthanol, a une proportion de 10 pL de composé
dans 10 mL d’éthanol. Ensuite, I mL du mélange a été placé dans des vials de méme type
qu’a I’étape 3.3.1. Pour chaque lot, trois répétitions sont réalisées.

L’analyse des composés suit le protocole décrit a la section 3.3.2.
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4. Résultats et discussion

4.1. Identification des COVs émis par F. culmorum et C. sativus
4.1.1. ldentification des composés organiques volatils emis par traitement

COVs émis par F. culmorum cultivé sur milieu pauvre

Tableau 1 - Liste des COVs émis par F. culmorum cultivé en milieu pauvre a 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par F. COVs émis par F.
Composés ® Noms IUPAC P CAS culmorurp sur milieu culmoru\m sur milieu
pauvre a 7 jours de pauvre a 14 jours de
croissance ° croissance °
1 2 3 1 2 3
SCHEMBL7199818 8-(disulfanyl)naphthalen-1-amine 035373-06-9 X X
hexamethylcyclotrisiloxane 2,2,4,4,6,6-hexamethyl-1,3,5,2,4,6- 000541-05-9  x X

trioxatrisilinane

a Liste des composés identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composes.

d COVs émis par F. culmorum cultivé en milieu pauvre a 7 jours de croissance par échantillon N=3.

d COVs émis par F. culmorum cultivé en un milieu pauvre a 14 jours de croissance par échantillon N= 3.
1-3 échantillons.

Les composés identifiés émis par F. culmorum cultivé sur un milieu pauvre sont I’hexaméhylcyclotrisiloxane a 7 jours de croissance et le
SCHEMBL7199818 a 14 jours de croissance (Tableau 1). Ces composés sont retrouves dans deux des trois échantillons analyseés.
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COVs émis par F. culmorum en conditions normales

Le tableau 2 reprend les différents COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions
normales de croissance. Les composés identifiés sont au nomvre de 11 a 7 jours et de 5 a 14
jours de croissance.

A 7 jours de croissance, les composés isobutanol, p-xyléne, alcool isoamylique, mésityléne,
o—chamigrene, épi-bicyclosesquiphellandréne et le 2-phényléthanol sont émis par tous les
échantillons. Aucun composé n’est émis pour les trois échantillons a 14 jours de croissance.

Les composés communs aux analyses a 7 et 14 jours de croissance sont le toluéne,

I’isobutanol, le B—phellandréne, le mésityléne et 1’épi-bicyclosesquiphellandréne.

Selon les chromatogrammes, les principaux pics sont 1’acétate d’isoamyle, 1’alcool
isoamylique, le mésityléne et 1’épi-bicyclosesquiphellandréne a 7 jours de croissance (Figure
12.A) et le toluéne, I’isobutanol, 1’alcool isoamylique, le meésitylene et 1’épi-
bicyclosesquiphellandréne a 14 jours de croissance (Figure 12.B).
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Figure 12- Chromatogrammes des COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions normales & 7 jours (A) et
14 jours (B) de croissance.
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Tableau 2 - Liste des COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions normales & 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par F. .
par COVs émis par F. culmorum
culmorum en conditions

Composés ? Noms IUPAC ° CAS o en conditions normales a 14
normales a 7 jours de . . .
jours de croissance

croissance ¢

1 2 3 1 2 3

Toluéene Toluene 000108-88-3 X X X X

Isobutanol 2-methylpropan-1-ol 000078-83-1 X X X X X
Acétate d'isoamyle 3-methylbutyl acetate 000123-92-2 X X
p-xyléne 1,4-xylene 000106-42-3 X X X

B—phellandrene 3-methylidene-6-propan-2-ylcyclohexene  000555-10-2 X X X X
Alcool isoamylique 3-methylbutan-1-ol 000123-51-3 X X X

Mesityléne 1,3,5-trimethylbenzene 000108-67-8 X X X X X
2,6-diméthylanisole 2-methoxy-1,3-dimethylbenzene 001004-66-6 X X
a—chamigréne (6R)-1,5,5,9-tetriryg?gi1zrlfepir0[5.5]undeca- 019912-83-5 X X X

Bicyclosesqﬁ?p:helland rene 2(1le;1 S:’,)f4r:?5tr(]3y:1e7x;nh§/tgr{:IieHnilalpEtrr?aplzr;e e X X X X X
2-phényléthanol 2-phenylethanol 000060-12-8 X X X

a Liste des composes identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composes.

¢ COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions normales & 7 jours de croissance par échantillon N=3.
d COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions normales a 14 jours de croissance par échantillon N=3.
1-3 échantillons.
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COVs émis par F. culmorum en conditions de surpopulation & 10" spores/mL

Le tableau 3 reprend les COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation a
une concentration de 10’ spores/mL. Deux analyses & 7 jours de croissance sont réalisées a la
suite d’une panne de la machine GC-MS.

Les composés identifiés sont au nombre de 6 pour la premiére analyse a 7 jours (29/03/2017),
de 9 pour la deuxiéme analyse a 7 jours (25/04/2017) et de 8 a 14 jours de croissance.

Pour I’analyse du 29 mars, I’acétate d’éthyle, le toluéne, I’isobutanol et I’acétate d’isoamyle
se retrouvent au moins dans trois échantillons sur quatre. Le pentanol et 1’a-acoradiéne sont
identifiés dans deux échantillons sur quatre.

Pour I’analyse du 25 avril, I’acétate d’éthyle, le toluéne, 1’isobutanol, 1’acétate d’isoamyle
I’alcool isoamylique, le sabinéne et 1’hémellitol se retrouvent dans tous les échantillons. Le 2-
méthylbutyrate d’éthyle et 1’isovalérate d’éthyle sont, quant a eux, identifiés dans deux
échantillons sur trois.

A 7 jours de croissance, les composés communs aux deux analyses sont I’acétate d’éthyle, le
toluéne, I’isobutanol et I’acétate d’isoamyle. IIs se retrouvent dans au moins trois échantillons.
A 14 jours de croissance, les composés acétate d’éthyle, toluéne, 2-méthylbutyrate d’éthyle,
isobutanol et épi-bicyclosesquiphellandréne se retrouvent dans au moins trois échantillons sur
quatre. Le 2-methylbutanol, le pseudocuméne et I’a-acoradiéne sont identifiés dans deux
échantillons sur quatre.

Les composés communs aux deux analyses a 7 jours et 14 jours de croissance sont 1’acétate

d’¢éthyle, le toluene et 1I’isobutanol.

Selon les chromatogrammes, les principaux pics font référence a I’acétate d’éthyle,
I’isobutanol, ’acétate d’isoamyle, 1’alcool isoamylique et I’hémellitol & 7 jours de croissance
(25/04/2017) (Figure 13.A) et [D’acétate d’éthyle, le toluéne, I’isobutanol, 1’épi-
bicyclosequiphellandréne a 14 jours de croissance (Figure 13.B).
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Tableau 3 - Liste des COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation a 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par F.
culmorum en conditions de

COVs émis par F.
culmorum en conditions de

COVs émis par F.
culmorum en conditions

Composés @ Noms IUPAC ° CAS surpopulation 107 surpopulation 1077 de surpopulation 107
(spores/mL) a7 joursde (spores/mL) a 7 jours de (spores/mL) a 14 jours de
croissance (29/03/2017) ¢ croissance (25/04/2017) ° croissance °
1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 4
Acétate d'éthyle Ethyl Acetate 000141-78-6  x X X X X X X X X X X
Toluéne Toluene 000108-88-3 X X X X X X X X X X
2-
méthylbutyrate ~ Ethyl 2-methylbutanoate ~ 007452-79-1 X X X X X
d'éthyle
Isovalérate
d'éthyle Ethyl 3-methylbutanoate  000108-64-5 X X
Isobutanol 2-methylpropan-1-ol 000078-83-1 X X X X X X X X X X
.'.A‘ cetate 3-methylbutyl acetate 000123-92-2 X X X X X X
d'isoamyle
2-méthylbutanol 2-methylbutan-1-ol 000137-32-6 X X
Pentanol Pentan-1-ol 000071-41-0 X X
_Alcool 3-methylbutan-1-0l  000123-51-3 X X X
isoamylique
. 4-methylidene-1-propan- e
Sabinéne 2-ylbicyclo[3.1.0]hexane 003387-41-5 X X X
Pseudocumene 1,2, 4-trimethylbenzene ~ 000095-63-6 X X
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Tableau 3 (suite)

COVs émis par F. COVs émis par F.
culmorum en conditions  culmorum en conditions
Composés ? Noms IUPAC ° CAS de surpopulation 107 de surpopulation 107

(spores/mL) a7 joursde (spores/mL)a 7 joursde
croissance (29/03/2017) ¢ croissance (25/04/2017) °

COVs émis par F.
culmorum en conditions
de surpopulation 107
(spores/mL) a 14 jours
de croissance ®

1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 4
Hémellitol 1,2,3-trimethylbenzene  000526-73-8 X X X
(1R,4S,5S)-1,8-
o-acoradiéne dimethyl-4-prop-1-en-2-  024048-44-0 X X X X
ylspiro[4.5]dec-8-ene
(1R,4S)-4-methyl-7-
Epi- methylidene-1-propan-2-
bicyclosesquiphellandréne yl-2,3,4,42,5,6- 054324-03-7 X X X
hexahydro-1H-

naphthalene

a Liste des composés identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composes.

¢ COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation & 7 jours de croissance par echantillon le 23 mars 2017 N=4.
d COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation a 7 jours de croissance par échantillon le 25 avril 2017 N=3.
e COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation a 14 jours de croissance par échantillon N=4.

1-4 échantillons
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Figure 13 - Chromatogrammes des COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation a 7 jours
(A) et 14 jours (B) de croissance.
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COVs émis par C. sativus en milieu pauvre
Le tableau 4 reprend les COVs émis par C. sativus cultivé sur un milieu pauvre. Les
composés identifiés sont au nombre de 3 a 7 jours et de 4 a 14 jours de croissance.

A 7 jours de croissance, les COVs identifiés sont ’isopréne, le longifoléne et le (+)-sativéne.
IIs se retrouvent comme les principaux pics sur le chromatogramme pour tous les échantillons
(Figure 14.A).

A 14 jours de croissance, les COVs identifiés sont le 2-butanol, I’isopréne, 1’isolongifoléne et
le (+)-sativéne. Les trois derniers composés sont responsables des principaux pics sur le
chromatogramme (Figure 14.B). Ces composés se retrouvent dans au moins trois échantillons
sur quatre.

Les composés communs aux analyses a 7 et 14 jours de croissance sont I’isopréne et le (+)-
sativene
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Tableau 4 - Liste des COVs émis par C. sativus cultivé en milieu pauvre a 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par C. sativus sur ~ COVs émis par C. sativus sur

Composés * Noms IUPAC ° CAS milieu pauvre a 7 jours milieu pauvre a 14 jours
croissance ° croissancec ®
1 2 3 4 1 2 3 4
Isopréne 2-methylbuta-1,3-diene 007090_;8' X X X X X X X
000078-
2-butanol butan-2-one 93-3 X X
- . . : 001135-
Isolongifolene  2,2,7,7-tetramethyltricyclo[6.2.1.0t,°Jundeca-3,5,9-triene 66-6 X X X
Lonaifolene 4,8,8-trimethyl-9-methylidenedecahydro-1,4- 000475- X X X X
g methanoazulene 20-7
(+)-Sativene (1R,3aS,4R,7R,7aR)-4-methyl-8-methylene-7- 003650- « « « « « « « «
(propan-2-yl)-octahydro-1H-1,4-methanoindene 28-0

a Liste des composeés identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composés.

¢ COVs émis par C. sativus cultivé sur un milieu pauvre a 7 jours de croissance par échantillon N=4.
d COVs émis par C. sativus cultivé sur un milieu pauvre a 14 jours de croissance par échantillon N=4.
1-4 échantillons
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COVs émis par C. sativus en conditions normales

Le tableau 6 reprend les COVs émis par C. sativus cultivé dans des conditions normales de
croissance. Les composés identifiés sont au nombre de 12 a 7 jours et de 7 a 14 jours de
croissance.

A 7 jours de croissance, I’isopréne, I’isobutanol, I’alcool isoamylique, I’(+)-8-cadinéne, ’a.-
ylangene, le (+)-sativéne, 1’(+)-aromadendrene, le longifoléene et le germacréne A se
retrouvent dans au moins trois échantillons sur quatre. L’ a-élémene le B-patchouléne et 1I’a-
cédrene sont identifiés dans deux échantillons sur quatre.

A 14 jours de croissance, seuls I’isobutanol et le (+)-sativéne se retrouvent dans au moins
trois échantillons sur quatre. Le pentane, le B-selinéne, 1’(+)-aromadendréne, 1’isolongifoléne

et le longifolene sont identifiés dans deux échantillons sur quatre.

Les composés communs aux analyses a 7 et 14 jours de croissance sont 1’isobutanol, le
sativéne, 1’(+)-aromadendrene et le longifoléne.

Selon les chromatogrammes, les principaux pics sont le (+)-sativéne et le longifoléne a 7 jours
(Figure 15.A) et a 14 jours de croissance (Figure 15.B).
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Tableau 5 - Liste des COVs émis par C. sativus en conditions normales & 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par C. sativus sous COVs émis par C. sativus sous
Composeés * Noms IUPAC ° CAS conditions normales a 7 jours  conditions normales a 14 jours
croissance ° croissance °

000109-

Pentane Pentane 66-0 X X
Isobutanol 2-methylpropan-1-ol 0%030_718' X X X X X X

(1S,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl-1,2,3,5,6,8a- 000483-

(+)-8-cadinéne hexahydronaphthalene 76-1

003650-

(+)-sativene (1R,3aS,4R,7R,7aR)-4-methyl-8-methylene-7-(propan- 28-0

2-yl)-octahydro-1H-1,4-methanoindene

1,1,7-trimethyl-4-methylidene-2,3,4a,5,6,7,7a,7b- 000489-

(+)-aromadendrene octahydro-1aH-cyclopropa[e]azulene 39-4




Tableau 5 (suite)

COVs émis par C. sativus sous COVs émis par C. sativus sous
conditions normales & 7 jours conditions normales a 14 jours

Composés * Noms IUPAC ® CAS croissance © croissance ¢
1 2 3 4 1 2 3 4
a-élémene (68)'G'Gthe”y'z'i;mfetr?é’cl;,lc'lg[]oe‘;ae?;:'y"3’pr°pa”' 005951-67-7 X X
Longifoléne 4,8,8-trimethylrfétr::ae;r;);lziS:eer:]eedecahydro-l,4- 000475-20-7 X X X X X X
ot (ST LSS gy
a-cédrene tetramethy(lllt?i'gié?:[g.?f(,)%]s'uBn-dec-S-ene SOTHRe X X
Germacréne A (18,52,85)-1,5-dimethyl-8-prop-1-en-2- 075023-40-4 X X X X

ylcyclodeca-1,5-diene

a Liste des composés identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composes.

¢ COVs émis par C. sativus cultivé en conditions normales a 7 jours de croissance par échantillon N=4.
d COVs émis par C. sativus cultivé en conditions normales a 14 jours de croissance par échantillon N=4.
1-4 échantillons
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Figure 15 - Chromatogrammes des COVs émis par C. sativus cultivé en conditions normales a 7 jours (A) et 14
jours (B) de croissance.

COVs émis par C. sativus en conditions de surpopulation & 10° spores/mL
Le tableau 7 reprend les COVs émis par C. sativus cultivé sous conditions de surpopulation a

une concentration de 10° spores/mL.
Les composes identifiés sont au nombre de 15 a 7 jours et de 11 & 14 jours de croissance.

A7 jours de croissance, les composés acétate d’éthyle, chloroforme, propan-1-ol, isobutanol,
alcool isoamylique, (+)-sativene, (+)-aromadendréne, germacréne A et (-)-p-acoradiéne se
retrouvent dans au moins trois échantillons sur quatre. Le 2-méthylbutyrate d’éthyle, 1’a-
muuroléne, 1’a-selinéne, 1’isolongifoléne, le longifoléne et 1’g-muuroléne sont identifiés dans
deux échantillons sur quatre.

A 14 jours de croissance, les composés acétate d’éthyle, propan-1-ol, isobutanol, alcool
isoamylique, germacréne A et D et 1’(-)-B-acoradiéne se retrouvent dans au moins trois
échantillons sur quatre. Le 2-méthylbutyrate d’éthyle, 1’acétoine et le longifoléne sont
identifiés dans au moins deux échantillons sur quatre.
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Les composés communs aux analyses a 7 et 14 jours de croissance sont 1’acétate d’éthyle, le
propan-1-ol, le 2-méthylbutyrate d'éthyle, d’isobutanol, 1’alcool isoamylique le (+)-sativéne,
le longifoléne, le germacrene A et le (-)-B-acoradiene.

Selon les chromatogrammes, les principaux pics correspondent a 1’isobutanol, 1’alcool
isoamylique, le (+)-sativene et le isolongifoléne a 7 jours de croissance (Figure 16.A) et
I’isobutanol, 1’alcool isoamylique, le (+)-sativéne et le longifolene a 14 jours de croissance
(Figure 16.B).

Un décalage de pres de 2 unités de temps de rétention est visible entre le chromatogramme A
et B.
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Figure 16 - Chromatogrammes des COVs émis par C. sativus cultivé en conditions de surpopulation a 7 jours
(A) et 14 jours (B) de croissance.
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Tableau 6 - Liste des COVs émis par C. sativus en conditions de surpopulation a 7 et 14 jours de croissance pour chaque échantillon.

COVs émis par C. sativus sous COVs émis par C. sativus sous
Composeés * Noms IUPAC ° CAS conditions de surpopulation 106 conditions de surpopulation 106
(spores/mL) a 7 jours croissance ° (spores/mL) & 14 jours croissance °

Acétate d'éthyle Ethyl acetate 000141-78-6 X X X X X X X X

Propan-1-ol Propan-1-ol 000071-23-8 X X X X X X

Isobutanol 2-methylpropan-1-ol 000078-83-1 X X X X X X X X

Acétoine 3-hydroxybutan-2-one 000513-86-0 X X

(1S,4aS,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-
a—muuroléne 2-yl-1,2,4a,5,6,8a- 031983-22-9 X X
hexahydronaphthalene
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Tableau 6 (suite)

COVs émis par C. sativus sous
conditions de surpopulation

COVs émis par C. sativus sous
conditions de surpopulation

. a b
Composes Noms IUPAC CAS 1076 (spores/mL) a 7 jours 1076 (spores/mL) a 14 jours
croissance © croissance
1 2 3 1 2 3 4
(+)- 1,1,7-trimethyl-4-methylidene-2,3,4a,5,6,7,7a,7b- 000489-39-4 x X
aromadendrene octahydro-laH-cyclopropa[e]azulene
. (3R,4aR,8aR)-5,8a-dimethyl-3-prop-1-en-2-yl- Fry
Il 2,3,4,4a,7,8-hexahydro-1H-naphthalene 000473-13-2 X X
- i 6 -
Isolongifoléne 2,2,1,7 tetramethyltrlcyc_lo[6.2.1.01, lundeca 001135-66-6 .
3,5,9-triene
Longifoléne 4,8,8-trimethyl-9-methylidenedecahydro-1,4- 000475-20-7 x x X X
methanoazulene
. (1R,4aR,8aS)-7-methyl-4-methylidene-1-propan- o
y-muurolene 2-yl-2,3,4a,5,6,8a-hexahydro-1H-naphthalene 030021-74-0 X
X (1E,5Z,8S)-1,5-dimethyl-8-prop-1-en-2- e
Germacrene A yleyclodeca-1,5-diene 075023-40-4 X X X X X X X
(-)-B—acoradiéne (15,4R,5R)-1,8-dimethy-4-prop-1-en-2- 090457-37-7 X X X X X X

a Liste des composés identifiés dans une colonne capillaire polaire VF-WAX.

ylspiro[4.5]dec-8-ene

b Nom IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemistery) des composés.
¢ COVs émis par C. sativus cultivé en conditions de surpopulation a 7 jours de croissance par échantillon N=4.

d COVs émis par C. sativus cultivé en conditions de surpopulation a 14 jours de croissance par échantillon N=4.

1-4 échantillons
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Synthéses des COVs identifiés et indices de Kovats

L’ensemble des composés obtenus pour les différents traitements est synthétisé dans le

tableau 7. Ce tableau reprend I’ensemble des COVs identifiés en leur associant un nom

commun, un nom IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), un numéro

CAS, un indice de Kovats calculé, un indice calculé pour les standards et 1’indice de Kovats

de référence. Les Indices de Kovats permettent une comparaison et une validation de

I’identification des COVs obtenus avec la référence bibliographique. Les indices de Kovats de

référence proviennent principalement du National Institue of Standard and Technology

(NIST) et de la littérature scientifique.

Plusieurs points sont a relever dans ce tableau au sujet des indices de Kovats :

Certains indices de Kovats n’ont pu étre calculés car le temps de rétention était trop
faible ou le pic de I’hydrocarbure (n-1 carbone) se retrouvait dans le pic du solvant des
Kovats injectés.

Pour les composes SCHEMBL7199818, Hexaméthylcyclotrisiloxane, 2,6-
diméthylanisole, aucun indice Kovats de référence pour une colonne WAX n’a été
trouvé.

Les indices Kovats calculés ayant une étoile indiquent un écart supérieur a 10 unités

avec 1’indice Kovats de référence.

En tout, 44 composés ont été identifiés, principalement des sesquiterpenes, des aromatiques et

quelques alcools, esters, cétones, monoterpenes et terpinoides.

42


https://iupac.org/

Tableau 7 - Synthése des COVs identifiés pour F. culmorum et C. sativus cultivé en milieu pauvre, en conditions normales et en surpopulation & 7 et 14 jours et calcul des
indices de Kovats.

Composés * Noms IUPAC ° CAS© Rical Ristd® Riref’ Identification ® RefRI"

Hexaméthylcyclotrisiloxane 2,2,4,4,6,6-hexamethyl-1,3,5,2,4,6- 541-05-9 / MS, RI
trioxatrisilinane

Isopréne 2-methylbuta-1,3-diene 78-79-5 602 MS, RI NIST

2-butanol butan-2-one 78-93-3 989 988 MS, RI NIST

Toluéne Toluene 108-88-3 1021 1017 1020 MS, RI,STD NIST

Isovalérate d'éthyle Ethyl 3-methylbutanoate 108-64-5 1049 1049 MS, RI NIST

Sabinene 4-methylidene-1-propan-2- 3387-41-5 1134 MS, RI NIST

*
ylbicyclo[3.1.0]hexane 1242
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Tableau 7 (suite 1)
Composés 2 Noms IUPAC ° CAS® Rical Ristd®  Riref’ Identification® RefRI®

Acétate 3-methylbuty! acetate 123-92-2 1169 * 1167 MS,RI, STD  NIST
d'isoamyle

1185,6

B-phellandréne 3-methylidene-6-propan-2-ylcyclohexene 555-10-2 1202,9 1202 MS, RI NIST

Meésityléne 1,3,5-trimethylbenzene 108-67-8 1246,6 1246 MS, RI NIST

1-pentanol Pentan-1-ol 71-41-0 1270 1249 1260  MS, RI, STD  NIST

Hémellitol 1,2,3-trimethylbenzene 526-73-8 1317,5 1320,6 MS, RI NIST

a-ylangene (1S,2R,6R,7R,8S)-1,3-dimethyl-8-(propan-2- 14912-44-8
yDtricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-ene

1607 * 1502 MS, RI NIST
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Tableau 7 (suite 2)

Composés @

Noms IUPAC?

CAS© Rical ¢

Ristd ©

Rireff

Identification &

Ref RI &

(+)-Sativéne

Longifolene

Isolongifolene

a-cedréne

Epi-

bicyclosesquiphellandréne

(+)-Aromadendrene

B-selinéne

y-muuroléne

a-élémeéne

a-acoradiéne

(1R,3aS,4R,7R,7aR)-4-methyl-8-
methylene-7-(propan-2-yl)-octahydro-
1H-1,4-methanoindene

4,8,8-trimethyl-9-

methylidenedecahydro-1,4-

methanoazulene
2,2,7,7-

tetramethyltricyclo[6.2.1.0%,®Jundeca-

3,5,9-triene

(15,2R 55,7R)-2,6,6,8-
tetramethyltricyclo[5.3.1.0"*Jundec-8-

ene

(1R,4S)-4-methyl-7-methylidene-1-
propan-2-yl-2,3,4,4a,5,6-hexahydro-

1H-naphthalene

1,1,7-trimethyl-4-methylidene-
2,3,4a,5,6,7,7a,7b-octahydro-1laH-
cyclopropale]azulene
(3R,4aS,8aR)-8a-methyl-5-

methylidene-3-prop-1-en-2-yl-
1,2,3,4,4a,6,7,8-octahydronaphthalene
(1R,4aR,8aS)-7-methyl-4-methylidene-
1-propan-2-yl-2,3,4a,5,6,8a-hexahydro-

1H-naphthalene

(6S)-6-ethenyl-6-methyl-1-propan-2-
yl-3-propan-2-ylidenecyclohexene

(1R,4S,5S5)-1,8-dimethyl-4-prop-1-en-
2-ylspiro[4.5]dec-8-ene

3650-28-0

475-20-7

1135-66-6

469-61-4

54324-03-7

489-39-4

17066-67-0

30021-74-0

5951-67-7

24048-44-0

1524,5  1536,9

1589,6  1600,5

1584 *

1692 *

1627,7

1652,9

16524 %

1674,4

1646 *

1661,7 >

1527

1590

1608

1608

1633

1650

1666

1675

1685

1690

MS, RI, STD

MS, RI, STD

MS, RI

MS, RI

MS, RI

MS, RI

MS, RI

MS, RI

MS, RI

MS, RI

NIST

NIST

NIST

NIST

NIST

Davies (1990)

NIST

NIST

NIST

Rolhoff et Bones (2005)
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Tableau 7 (suite 3)

Composés @ Noms IUPAC ° CAS ¢ Rlcal ¢ Ristd® Riref’ Identification & Ref RI &
(-)-B—acoradiéne (1S,4R,5R)-1,8-dimethyl-4-prop-1-en-2- 090457-37-7 1687,4 1693 MS, RI NIST
ylspiro[4.5]dec-8-ene
a-selinene (3R,4aR,8aR)-5,8a-dimethyl-3-prop-1-en-2-yl- 473-13-2 1649 * 1724 MS, RI NIST
2,3,4,4a,7,8-hexahydro-1H-naphthalene
o-muuroléne (1S,4aS,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl- 31983-22-9 15625 * 1727 MS, RI Davies (1990)
1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphthalene '
Germacrene A (1E,5Z,8S)-1,5-dimethyl-8-prop-1-en-2- 75023-40-4 17449 1745 MS, RI NIST
ylcyclodeca-1,5-diene
a-chamigrene (6R)-1,5,5,9-tetramethylspiro[5.5]undeca-1,9- 19912-83-5 * 1753 MS, RI NIST
diene 1652,4
(+)-8-cadinéne (1S,8aR)-4,7-dimethyl-1-propan-2-yl- 483-76-1 15705 * 1767 MS, RI NIST
1,2,3,5,6,8a-hexahydronaphthalene '
2-phényléthanol 2-phenylethanol 60-12-8 1924 1924 MS, RI NIST

a Liste de composés par ordre d’élution dans une colonne capillaire polaire VF-Wax.

b Nom IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistery) des composés.

¢ Numéro CAS (Chemical Abstracts Service).

d Indices de Kovats calculés sur une colonne capillaire polaire VF-Wax avec une série homologue de n-alcanes (C8-C24).

e Indices de Kovats calculés pour les standards sur une colonne capillaire polaire VF-Wax avec une série homologue de n-alcanes (C8-C24).

f Indice de Kovats de référence dans la littérature.

g Proposition d’identification : MS, identification en par comparaison des masses spectrales avec les bases de données Wiley275, pal600k et NBS75K ; RI, identification par
les indices de rétention avec les données de la littérature ; STD, comparaison avec les temps de rétentions et les masses spectrales de standards disponibles.

h Référence.
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4.1.2. Comparaison des composés organiques Vvolatils émis dans les différents
traitements

Les diagrammes suivants (Figure 23 A a D) permettent de comparer le nombre de composés
organiques volatils émis par F. culmorum (Figure A et B) et C. sativus (Ficgure C et D) a 7 et
14 jours de croissance pour les trois traitements étudiés.

Les diagrammes montrent plusieurs similitudes au niveau du nombre de COVs émis par F.
culmorum et C. sativus. Tout d’abord, le nombre de COVs émis aprés 7 jours de croissance
est supérieur au nombre émis apres 14 jours de croissance. Ensuite, le nombre de COVs émis
pour le traitement sous conditions de surpopulation est supérieur aux deux autres traitements
autant a 7 jours qu’a 14 jours de croissance. Enfin, dans toutes les situations, des COVs sont

communs entre deux ou trois traitements.

Pour C. sativus, le nombre de COVs émis est globalement supérieur au nombre de COVs émis
par F. culmorum pour chaque traitement aussi bien a 7 jours qu’a 14 jours de croissance.
C’est uniquement chez C. sativus que des COVSs communs aux trois traitements sont
retrouvés.

Aucun COVs n’est commun aux deux champignons cultivés sur un milieu pauvre. Pour une
culture en conditions normales, 1’alcool isoamylique se retrouve chez les deux souches a 7
jours de croissance et 1’isobutanol se retrouve a 7 et 14 jours de croissance. Pour une culture
en conditions de surpopulation, 1’alcool isoamylique se retrouve également chez les deux
champignons a 7 jours tandis que l’acétate d’éthyle, le 2-méthylbutyrate d’éthyle et
I’isobutanol se retrouvent a 7 et 14 jours de croissance pour les deux souches étudiees.
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Répartition des composés organiques volatils émis par
F. culmorum a 7 jours d’inoculation

Milieu
pauvre

Conditions
normales

Conditions
surpopulation 10~7

A

Répartition des composés organiques volatils émis par
C. sativus a 7 jours d’inoculation

Milieu
pauvre

Conditions
normales

Conditions
surpopulation 1076

C

Répartition des composés organiques volatils émis par
F. culmorum a 14 jours d’inoculation

Milieu
pauvre

Conditions
normales

Conditions
surpopulation 10~7

Répartition des composés organiques volatils émis par
C. sativus a 14 jours d’inoculation

Milieu
pauvre

Conditions
normales

Conditions
surpopulation 1076

D

Figure 17 - Comparaison entre traitements du nombre de COVs émis par F. culmorum a 7 jours (A) et 14 jours (B) de
croissance ; et par C. sativus a 7 jours (C) et 14 jours (D) de croissance.
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4.1.3. Discussion

Identification des COVs
Dans cette étude préliminaire, il est intéressant de savoir si les composés identifiés sont déja
cités dans la littérature comme composé émis par des champignons ou bactéries. Cette

recherche permet d’assurer que les composés identifiés peuvent étre d’origine microbienne.

Le pentane, I’isopréne, I’acétate d’éthyle, le 2-butanol, le toluene, le 2-méthylbutyrate
d’éthyle, I’isovalérate d’éthyle, I’isobutanol, le propan-1ol, le sabinene, le p-xylene, I’alcool
isasomylique, le 2-méthylbutanol, le pseudocuméne, 1’acétoine, 1’a—ylangéne, 1’(+)-
aromadendréne, le y-muuroléne Ae B—selinene, le germacréne A, le (+)-6-cadinéne et le 2-
phényléthanol sont connus pour étre émis par des bactéries et/ou champignons et par des
plantes. Ils sont répertoriés dans les bases de données mVVOC et Phérobase. Par exemple, le
toluéne est émis par plusieurs espéces de champignons du genre Tuber et des bactéries
comme Pseudomonas fragi 25P et Carnobacterium divergens 9 (Lemfack et al., 2014) Le
toluéne est aussi émis par des plantes des familles Araceae, Orchidaceae, Caryophyllaceae,
Actinidiaceae, Bombacaceae, Rosaceae ou encore Meliaceae (“The Pherobase,” n.d.).

Les composés acétate d’isoamyle, 1-pentanol, a—Muuroléne, a—chamigréne sont répertories
comme composes émis par les champignons (Lemfack et al., 2014) tandis que les composés
chloroforme, B—phellandrene, hémeéllitol, (-)-p—acoradiene, B—Patchouléne, (+)-sativéne,
longifoléne, isolongifoléne, a-cédréne, a-élémene, a-acoradiéne, germacréne D, a—selinéne
et mésitylene sont, quant a eux, répertoriés comme composés émis par des plantes (“The
Pherobase,” n.d.). Pour ces derniers composés, ceci ne confirme pas 1’absence d’émission par
des agents microbiens. En effet, la base de données mVOC n’est pas exhaustive et se
compléte au fur et & mesure des recherches scientifiques.

Seuls 4 composés, le SCHEMBL7199818, 1’hexaméthylcyclotrisiloxane, le 2,6-
diméthylanisole, 1’épi-bicyclosesquiphellandréne ne se retrouvent ni dans la base de données
mVOC ni dans celle de Phérobase. Toutefois, 1’épi-bicyclosesquiphellandréne est identifié
dans les composés des huiles essentielles chez Acinos alpinus (Skaltsa et al., 1999) et de
Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al., 2016).

Les composés hexaméthylcyclotrisiloxane et SCHEMBL7199818 identifiés chez F.
culmorum cultivé sur un milieu pauvre possédent une qualité d’identification par le GC-MS
supérieure a 80 et ne sont pas retrouvés dans les différents contrdles associés a cette analyse.

IIs remplissent donc nos criteres et ont été considérés dans notre analyse. Toutefois, ces
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composés sont retrouvés dans les contrbles des autres traitements. De plus, le composé
hexamethylcyclotrisiloxane pourrait provenir de la dégradation de la fibre SPME que nous
utilisons, contenant une phase de Polydiméthylsiloxane (PDMS) (Parker et al., 2014). Leur
origine fongique n’est donc pas certaine.

Aucune information n’a été trouvée concernant le 2,6-diméthylanisole, son origine fongique
est donc encore a démontrer.

Cette discussion permet de voir que 41 composes sur les 44 que nous avons identifiés sont
déja connus pour étre émis par des champignons, bactéries ou plantes.

La comparaison de nos résultats avec d’autres recherches qui étudient les mémes genres de
champignons pourrait étre intéressante dans 1’identification des composés.

Dans 1’étude de Savelieva et al. (2016) qui identifie les COVs émis par 4 especes de
champignons du genre Fusarium (F. langsethiae, F. sibiricum, F. poae et F. sporotrichoides),
cing composés communs avec ceux de notre étude sont identifiés pour F. culmorum: 1’alcool
isoamylique, 1’isobutanol, le 2-méthylbutyrate d'éthyle, 1’isovalérate d'éthyle ou encore 1’a-
chamigréne. Cing COVs communs sont également retrouvés par 1’étude de Savel’eva et al.
(2014), qui ont aussi étudié 1’espéce F. culmurom : I’isobutanol, le I’alcool isoamylique,
I’acétate d’éthyle, 1- pentanol et le -phellandrene. Buko et al. (2014), quant a eux, ont étudié
27 souches de F. graminearum, et quatre composés sont communs avec notre étude, 1-
pentanol, p-xyléne, mésityléne et pseudocumeéne. Peu d’études sont réalisées sur le genre
Cochliobolus. Cette comparaison avec d’autres espéces du genre Fusarium montre que peu de
COVs sont communs.

Une derniére comparaison est faite avec 1’étude de Fiers et al. (2013) dont les conditions sont
proches de la n6tre. Les COVs identifiés pour F. culmorum et C. sativus sont assez différents
de ceux de notre étude. Seuls trois composés (isobutanol, 2-méthylbutanol et alcool
isoamylique) se retrouvent en commun avec les COVs identifiés pour F. culmorum, et huit
composés pour C. sativus (isobutanol, 2-methylbutanol, (+)-sativene, longifoléne, pB-

acoradiene, a-muuroléne, germacréne A et 2-phényléthanol).

Plusieurs explications peuvent étre formulées quant a la difféerence de COVs émis dans les
différentes études et particulierement par rapport a celle de Fiers et al. (2013). Tout d’abord,
I’étude de Fiers et al. (2013) identifie les COVs émis uniquement en conditions de croissances
normales. La supériorité du nombre de COVs identifiés par rapport a 1’étude de Fiers et al.
(2013) pourrait s’expliquer par I’identification des COVs émis en situation de stress. Plusieurs
études montrent en effet que les COVs émis dépendent de 1’espéce fongique et des conditions
de culture (Hussain et al., 2010; Savelieva et al., 2016 ).
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Ensuite, plusieurs variations peuvent étre liées aux méthodes d’analyse choisies. Au niveau de
la machine GC-MS, les variations se remarquent par la qualité¢ de I’identification. La machine
étant partagée entre plusieurs utilisateurs, les manipulations de changement de colonne a
répétition meénent a des variations d’analyses comme un bruit de ligne de base excessif, des
pics a épaulement avant, des trainées de pics ou encore une perte de résolution (Agilent
Technoligies, n.d.). Ces variations se répercutent sur la qualité des chromatogrammes et donc

sur I’identification des composés.

De plus, I’identification des COVs dépend aussi de la méthode d’extraction. En effet, les
COVs obtenus dépendent de la fibre et de la méthode d’extraction choisie (Jelen, 2003; Tait et
al., 2014). Les fibres SPME utilisées sont constituées d’une surface adsorbante qui posséde
plus ou moins d’affinité avec certains composés (Hung et al., 2015). Cette information met en
garde sur les composés obtenus et la recherche éventuelle de nouveaux composés. Dans cette
méme optique, les COVs identifiés dépendent aussi des bases de données utilisées lors de

I’identification des composés.

Enfin, d’autres variations peuvent survenir dans la préparation des échantillons, notamment
par rapport au choix de la méthode de calcul de concentration des spores ou une
contamination des vials par des composés présents dans 1’air ambiant. Pour minimiser la
contamination des vials, ces derniers sont lavés suivant un protocole précis décrit a la section
3.3.1, et de nombreux contrdles sont réalisés pour chaque analyse. Le type de substrat choisi
pour la culture des champignons joue aussi un réle dans le type de COVs émis (Ezra et al.,
2003; Tait et al., 2014; Savelieva et al., 2016). Ezra et al. (2003) ont montré que plus le milieu
était enrichi en saccharose plus les COVs émis par Muscodor albus avaient des propriétés
anti-fongiques.

En effet, les champignons sont les plus grands dégradeurs de la planéte et produisent un grand
nombre d’enzymes extracellulaires hydrolytiques et autres enzymes. Ces enzymes sont
capables de dégrader des macromolécules. Tous les COVs associés a une espéce de
champignon ne proviennent donc pas nécessairement d’un processus anabolique mais peuvent
venir d’une production de destruction extracellulaire produite dans un substrat donné. (Hung
etal., 2015)

Un des objectifs de notre étude est de savoir si les composés émis par nos champignons dans
différentes conditions de croissance pourraient avoir des propriétés anti-fongiques ou anti-
bactériennes. Nous avons constaté que, dans la littérature, peu d’études étaient menees sur les

effets individuels des composés organiques volatils en tant qu’anti-fongique ou anti-bactérien.
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Toutefois, plusieurs composés de notre étude se retrouvent identifiés dans des huiles
essentielles et dans les bouquets de certains microorganismes qui possedent des propriétés
anti-fongiques ou anti-bactériennes. Par exemple, 1’isolongifoléne, 1’(+)-aromadendréne, le
germacrene A et D et le (+)-6-cadinene sont connus pour étre des composants des huiles
essentielles extraites de Moringa oleifera Lam, Tetradenia riparia, Piper aduncum, Piper
arboreum, Piper tuberculatum et chromolaena odorata. Ces huiles montrent des effets
inhibiteurs sur la croissance de pathogénes comme Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium sphaerospermum, Pyricularia grisea, Phytophthora nicotianae ou encore
Fusarium oxysporum (B et al., 2003; Navickiene et al., 2006; Chuang et al., 2007; Jeong Ho
Lee et al., 2008; loshida et al., 2010; Nathalya Isabel de Melo et al., 2015; Idris et al., 2017).
L’activité anti-microbienne de certaines huiles essentielles n’est plus a démontrer.
L’identification des COVs de ces huiles laisse entrevoir que certains composés obtenus
pourraient avoir un potentiel anti-fongique ou anti-bactérien, ce qui pourrait motiver la
recherche des composés responsables de ces effets.

Dans notre étude, les composés acétate d’éthyle, acétate d’isoamyle, alcool isoamylique,
isobutanol, longifoléne, 1-pentanol, (+)-satieve et le toluene semblent particuliérement
prometteurs et ont été sélectionnés pour étre testés individuellement dans la suite de nos
expérimentations (voir section 4.3.3).

Cependant, plusieurs précautions sont a prendre en compte lors de I’interprétation de nos
résultats. La premiére concerne la panne du GC-MS survenue le 3 avril 2017. A la suite de
I’arrét de la machine, deux observations ont pu étre mises en évidence. Premiérement, une
différence se remarque entre le nombre et le type de composés identifiés dans les deux
répétitions des analyses des COVs émis par F.culmorum, cultivé en conditions de
surpopulation & 7 jours (le 29 mars et le 25 avril). Deuxiémement, 1’aspect des
chromatogrammes avant et apres 1’arrét de la machine est également différent (Figure 12 et
13).

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises.

Tout d’abord, les observations et surtout la différence des COVs identifiés pourraient
s’expliquer par des moments d’inoculation différents (4 semaines d’écarts) ou plusieurs
parametres comme les contaminations, la température, I’humidité et la lumiere ont pu jouer un
role.

Ensuite, I’arrét de la machine GC-MS, qui s’est produit entre les deux analyses, a pu
provoquer une amélioration de la sensibilité de la machine ou une modification de la méthode
utilisée. En effet, une Vérification de la méthode avant et aprés I’arrét montre que certains
parametres de détection ont changé (ANNEXE Il). Ces paramétres de détection n’ont pas
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globalement changé la méthode, mais deux changements peuvent expliquer les différences
entre les résultats avant et aprés ’arrét. Les paramétres de la colonne 2 ont été supprimes. Ils
avaient pour fonction de séparer le flux de gaz vers différents détecteurs dont celui du spectre
de masse. Ensuite, le paramétre « gain factor » a été majoré, ce qui a augmenté le signal de
détection. Ces deux hypothéses peuvent expliquer 1’augmentation de sensibilité de la
détection au niveau des chromatogrammes.

La deuxiéme précaution concerne les variations que nous avons observées lors de nos calculs
des indices de Kovats (Figure 8). L’indice de Kovats est une constante indépendante qui
permet de valider 1’identification d’un composé en le comparant avec son indice de Kovat de
référence. Ces deux indices doivent étre les plus proches possibles, et un seuil de 10 unités
d’écart a été défini empiriquement.

Dans le tableau de synthése, 15 indices de Kovats calculés possedent un écart de plus de 10
unités avec 1’indice de Kovats de référence.

Pour le B-selinéne et le standard de I’acétate d’isoamyle, les différences avec la référence sont
respectivement de 13,6 et 18,6. Cet écart supérieur a 10 pourrait s’expliquer par le choix de
I’indice de Kovats de référence. La littérature répertorie peu d’indices pour une colonne VF-
WAX. Les valeurs de référence choisies ne se réferent donc pas totalement a la colonne
utilisée lors de I’identification mais s’en rapprochent en choisissant des références d’indice
Kovats pour des colonnes polaires WAX. De plus, la qualité de ces deux composés est
supérieure a 90. Ils sont retrouves dans plusieurs repétitions avec des parametres
d’identification similaires, ce qui plaide pour une bonne identification.

Pour les composés sabinéne, a—ylangene, B-patchoulene, germacréne D, a-muuroléne, o-
chamigrene et (+)-6-cadinéne, la différence avec I’indice de référence est supérieure a 100
unités. Cet écart important combiné & une qualité inférieure ou égale a 90 suggere une
identification erronée.

Toutefois, le germacrene D et I’a-chamigréne possedent des qualités respectives de 94 et 95
et se retrouvent dans trois répétitions sur quatre. Ces valeurs de qualité élevées, associées a
une différence importante entre les indices de Kovats compliquent ’interprétation. Pour ces
deux composés, 1’identification pourrait étre validée bien qu’empiriquement le seuil de 10
unités d’écart entre I’indice calculé et I’indice de référence ait été instauré. En effet, 1’étude de
Nuyssen et al. (2014) suggere que pour une colonne polaire, les écarts observes entre les
indices de référence et calculés pour une colonne polaire étaient plus élevés et pouvaient aller

jusqu’a 100 unités.

53



Une hypothése qui permettrait d’expliquer 1’écart important entre les indices calculés et les
indices de référence serait la présence préalable de composés a 1’état de trace sur la colonne,
ce qui engendrerait une mauvaise identification des composés contaminants (Agilent
Technologies, n.d). Une autre hypothése est liée ai nombre d’injection de Kovats réalisées.
Dans cette étude, deux injections de Kovats ont été réalisées avec 11 semaines d’écart (début
et fin des expériences). Idéalement, il aurait fallu injecter des Kovats aprés chaque analyse.
Part ailleurs, une différence systématique de prés de 2 unités est visible sur les temps de
rétentions des Kovats entre les deux injections réalisées. Cette différences se remarque aussi
au niveau des chromatogrammes des COVs émis par C. sativus en conditions de
surpopulation (Figure 16.A et B) Cette variation pourrait s’expliquer par un changement de
débit du gaz vecteur (Agilent Technologies, n.d), et conduire a des erreurs lors des calculs des
indices Kovats.

Le longifoléne, a-cedrene, a-acoradiéne possédent un écart inférieur a 100 unités et une
qualité supérieure a 90. La différence entre les indices de Kovats pourrait se justifier par
I’acceptation d’un écart pouvant aller jusqu’a 100 unités pour une colonne polaire. L’a-
élémene et I’a-selinéne possedent une qualité inférieure & 80. La différence entre 1’indice
calculé et I’indice de référence pourrait suivre 1’hypothése des variations d’utilisation de la
machine GC-MS.

Pour les COVs a I’identification incertaine, les ions majoritaires des spectres de masse ont été
comparés avec la littérature. Ainsi, méme si les indices de Kovats calculés sont tres différents
des indices de référence, I’identification du a-ylangéne, B-patchouléne, (+)-6-cadinene,
longifoléne, a-cedréne et o-acoradiéne pourrait étre acceptée car leurs ions majoritaires
correspondent. A I’inverse, le sabinéne, a-chamigréne et le a-selinene possedent des ions
majoritaires assez différents de ceux des composés détectés dans notre étude, ce qui pourrait
confirmer une erreur d’identification. Les spectres de masse du germacréne D, a-muurolene,
o-élémeéne et le B-selinéne n’ont pas pu étre comparés a cause de leur pic trop faible sur le

chromatogramme.

Comparaison des COVs

La supériorité du nombre de COVs émis a 7 jours de croissance avait déja été observee dans
I’étude de Fiers et al. (2013) montrant que le jour d’émission de COVs le plus important pour
F. culmorum et C. sativus se situait a 7 jours. Cette étude montre aussi que, comme nous
I’avons observé, C. sativus émet plus de COVs que F. culmorum.
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La présence de COVs communs entre les différents traitements suggére qu’il pourrait exister
une «base» de COVs émis par F. culmorum et C. sativus en toutes circonstances.
Schleibinger et al. (2002) ont montré que le 3-méthyl-2-butanol, 1-octén-3-ol et 2-éthyl-1-
hexanol sont émis par cing souches différentes d’Aspergillus versicolor. Savelieva et al.
(2016) ont aussi montré que les composes 3-méthylfuran, éthyle acétate, butanol, o-
acoradiéne et le trichodiene se retrouvent dans les émissions de quatre especes différentes du
genre Fusarium (F. langsethiae, F. sibiricum, F. poae et F. sporotrichoides) cultivés sur deux
substrats différents. Ces bases communes de COVs pourraient définir un marqueur d’une
espece fongique. Cette voie a été explorée dans la recherche de moisissure des batiments
(Kuske et al., 2005; Polizzi et al., 2012). Lorenz (2001) a déterminé huit COVs marqueurs de

moisissure dans ’air intérieur.

La supériorité du nombre de COVs émis sous conditions de surpopulation aussi bien pour F.
culmorum que pour C. sativus pourrait se justifier par le mécanisme de quorum sensing
développé a la section 1.2.2 qui enclenche 1’émission de COVs liée a une densité trop élevee.

4.2. Effets des bouquets de COVs émis par F. culmorum et C. sativus sur leur
croissance respective

4.2.1 Effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé sur un milieu pauvre
sur la croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales

Les effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé sur un milieu pauvre sur la
croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales apres 7 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 18.A et 18.B.

Aucune différence visuelle n’est observée quant a la morphologie du champignon entre les
objets traités et les témoins.

L’analyse statistique montre une absence de différence significative entre la croissance du
témoin et celle du traitement, sauf pour la croissance au jour 2.
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raitement

* différences significatives (P = 0,05)
entre le traitement et le controle.
Barres d’erreur = écarts-types ; N=8

Effets du bouquet de COVs émis par F. culimorum cultivé sur milieu pauvre
sur la croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales
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B FC milieu pauvre

Figure 18 - Effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum (FC) cultivé sur un milieu pauvre sur
la croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales. A. Photo des effets au 7éme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.
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4.2.2. Effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de
surpopulation sur la croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales

Les effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de surpopulation
sur la croissance de F. culmorum en conditions normales aprés 7 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 19.A et 19.B.

Une différence de taille et de pigmentation peut étre déterminée visuellement.

L’analyse statistique confirme une différence significative de croissance avec le témoin des le
5™ jour de croissance. La tendance se confirme par la suite.

A * différences significatives (P = 0,05)
entre le traitement et le contrdle.
Barres d’erreur = écarts-types ; N=8
Traitement
Effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé en conditions de
surpopulation (107 spores/mL) sur la croissance de F. culmorum cultivé en
conditions normales
B
E B Témoins
g = FC 107 surpop
o
2
a
2 5 6 7
Temps [j]

Figure 19 - Effets du bouquet de COVs émis par F. culmorum (FC) cultivé en conditions de surpopulation
sur la croissance de F. culmorum cultivé en conditions normales. A. Photo des effets au 7éme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.
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4.2.3. Effets du bouquet de COVs émis par C. sativus cultivé sur un milieu pauvre sur
la croissance de C. sativus cultivé en conditions normales

Les effets du bouquet de COVs émis par C. sativus cultivé sur un milieu pauvre sur la
croissance de C. sativus cultivé en conditions normales aprés 13 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 20.A et 20.B.

Aucune différence visuelle n’est observée et aucune statistique significative de croissance
n’est démontrée entre le témoin et le traitement pour toute la durée de I’expérience.

A - o
* différences significatives (P = 0,05)
entre le traitement et le contrdle.
Barres d’erreur = écarts-types ; N=8
Traitement
Effets du bouquet de COV's émis par C. safivus cultivé sur milieu pauvre sur la
croissance de C. safivus cultivé en conditions normales
25
2 T T o
B 215 F
£
=
= B Témoins
,g 11 mCS pauvre
2
a
0.5 A
0 = T T T T T T T
3 4 5 6 7 11 12 13

Temps [j]

Figure 20 - Effets du bouquet de COVs émis par C. sativus (CS) cultivé sur un milieu pauvre sur la croissance de
C. sativus cultivé en conditions normales. A. Photo des effets au 13éme jour de croissance. B. Graphique des
croissances de C. sativus au cours du temps.
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4.2.4. Effets du bouquet de COVs émis par C. sativus cultivé en conditions de
surpopulation sur la croissance de C. sativus cultivé en conditions normales

Les effets du bouquet de COVs émis par C. sativus en conditions de surpopulation sur la
croissance de C. sativus cultivé en conditions normales aprés 14 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 21.A et 21.B.

Sur la photo, aucune différence visuelle n’est observée.

L’analyse statistique, quant a elle, montre une différence significative de croissance entre le
témoin et le traitement & partir du 9°™ jour de croissance. La tendance est gardée jusqu’a la

fin de I’expérience.

raitement

* différences significatives (P = 0,05)
entre le traitement et le contréle.
Barres d’erreur = écarts-types ; N=8

Effets du bouquet de COV's émis par C. safivus cultivé en conditions de surpopulation (10¢
spores/mL) sur la croissance de C. safivus cultivé en conditions normales
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Figure 21 - Effets du bouquet de COVs émis par C. sativus (CS) cultivé en conditions de surpopulation sur
la croissance de C. sativus cultivé en conditions normales. A. Photo des effets au 14éme jour de croissance.
B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.
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4.2.5. Discussion

De maniére générale, nous avons observé que les valeurs des écarts-types obtenus pour C.
sativus étaient plus grandes que celles obtenues pour F. culmorum. Cette observation
s’explique par la maniére dont croissent les champignons. En effet, F. culmorum posséde une
croissance rapide et concentrique tandis que C. sativus possede une croissance plus lente et
peut grandir sur lui-méme ou dans des directions diverses rendant les mesures plus difficiles.

Les bouquets de COVs émis par F. culmorum et C. sativus cultivé sur un milieu pauvre n’ont
pas d’effet sur leurs croissances respectives. Cela pourrait simplement s’expliquer par le peu
de COVs identifiés pour ce traitement dans la section 4.1.

Notons que, dans le cas de I’effet du bouquet de COVs émis par F. culmorum cultivé sur un
milieu pauvre, nous avons observe une différence significative de croissance par rapport au
témoin uniquement au 2°™ jour de croissance. Ce résultat peut s’expliquer par le stade de
croissance de F. culmorum qui est jeune ainsi que par des écarts-types faibles.

Les bouquets de COVs émis par les deux souches en conditions de surpopulation ont un effet
significatif de réduction de leur croissance par rapport au témoin. L’effet inhibiteur des COVs
sur la croissance du mycélium a déja été observé dans plusieurs études. Fialho et al. (2011)
ont montré que les COVs de Saccharomyces cerevisiae inhibent la croissance du mycélium de
Guignardi citricarpa. Rouissi et al. (2013) ont également montré les effets inhibiteurs des
COVs de Penicillium expansum sur la croissance du mycélium de Botrytis cinerea,
Colletotrichum acutatum et Monilinia laxa.

Toutefois, dans notre étude, les effets inhibiteurs s’apparentent a de 1’auto-inhibition puisque
ce sont les COVs de F. culmorum qui agissent sur sa propre croissance. Cette observation va
dans le sens de 1’étude de Breeuwer et al. (1997) qui montrent que la germination des spores
de Rhizopus oligosporus est ralentie a des concentrations élevées de spores. Cependant, nos
résultats montrent un ralentissement de la croissance du mycelium des pathogenes et non de la
germination des spores. Nous pouvons émettre 1’hypothése que les COVs pourraient avoir des
effets inhibiteurs sur différents mécanismes de développement. C’est ce qu’ont montré
Breeuwer et al. (1997) ou les effets inhibiteurs des COVs se produisent a plusieurs stades de
germination des spores.

Le mode d’action des volatils anti-fongiques est tres peu étudié. Des études suggerent que les
COVs occasionnent des dégats sur I’ADN (Mitchell et al., 2010), altérant ainsi les enzymes
liées a la morphogenése (Wheatley, 2002). Les COVs pourraient aussi altérer les propriétés
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des membranes et déclencher un stress oxydatif (Effmert et al., 2012). Ces hypothéses
pourraient expliquer que 1’inhibition peut se réaliser tant a la sporulation qu’a la croissance du

mycélium.

Les résultats de notre étude pour la culture en conditions de surpopulation pourraient
s’expliquer par le phénoméne de quorum sensing développé a la section 1.2.2 et nous ont
poussées a rechercher les composés responsables de ces effets inhibiteurs de croissance. En
effet, quelques études semblent montrer qu’il existe des COVs spécifiques responsables de
ces effets. Hobot et al. 1980 ont démontré que 1’acide nonanoique était un composé auto-
inhibiteur de la croissance des spores de Synceohalastrum racemosum. Une étude récente a
également montré que la germination des spores de Penicillium camemberti dépend de 1’effet
de population et est régulée par le 1-octanol (Gillot et al., 2016). Une concentration de 3mM
du composé provoque une inhibition totale de la germination de P. camemberti, et une
inhibition partielle intervient des 100uM.

4.3. Effets individuels des composeés organiques volatils

La section 4.2 a montré que les bouquets de COVs émis par F. culmorum et C. sativus
cultivés en conditions de surpopulation ont eu un effet significatif de réduction sur leur propre
croissance.

Huit composés provenant de ces bouquets ont donc été sélectionnés pour étre testés
individuellement. Les composés choisis (Tableau 8) ont été émis a 7 jours de croissance, font
partie des principaux pics retrouves dans les chromatogrammes et présentent une bonne
qualité d’identification. Cette sélection s’est opérée selon le potentiel inhibiteur relevé dans la

littérature et la disponibilité du compose au laboratoire au moment de 1’étude.

Tableau 8 — Liste des composés testés individuellement sur la croissance de F. culmorum et C. sativus.

COVs testés pour le bouquet de F. culmorum COVs testés pour le bouquet de C. sativus en

en conditions de surpopulation & 7 jours de conditions de surpopulation a 7 jours de
croissance. croissance.
Acétate d’éthyle Acétate d’éthyle

Acétate d’isoamyle Alcool isoamylique

Alcool isoamylique Isobutanol
Isobutanol Longifoléne
1-pentanol (+)-sativéne

Toluéne
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4.3.1. Effets des COVs sur F. culmorum

Acétate d’éthyle

a. Témoin
b. 100 pM
A ¢. 500 uM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
g
B % B Témoins
: 100 pM
,% =500 uM
g m 1000 pM

Temps [j]

Figure 22 - Effets de ’acétate d’éthyle sur la croissance de F. culmorum. A. Photo des effets au
6eme jour de croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.

Les effets de I’acétate d’éthyle sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de
croissance sont illustrés dans les figures 22.A et 22.B.

La photo met en évidence une différence de pigmentation visible entre le témoin et les trois
concentrations ainsi qu’une différence de taille plus marquée pour la concentration de 100
MM.

L’analyse statistique montre d’ailleurs une difference significative de réduction de croissance
3eme

par rapport au témoin pour la concentration de 1000 puM des le jour, et pour les

concentrations de 100 et 500 pM au 5°™ jour.
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Acétate d’isoamyle

a. Témoin
b. 100 uM
A . 500 pM
d. 1000pM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet de 'acétate d'isoamyle sur la croissance de F. culmorum
12
B -
E
=
%‘ B Témoins
-
=100 pM
g u
E = 500 pM
a = 1000 uM

Temps [j]

Figure 23 - Effets de 1’acétate d’isoamyle sur la croissance de F. culmorum. A. Photo des effets au
7éme jour de croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.

Les effets de 1’acétate d’isoamyle sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de
croissance sont illustrés dans les figures 23.A et 23.B.

Sur la photo, nous observons une différence de pigmentation entre le témoin et les trois
concentrations ainsi qu’une différence de taille.

L’analyse statistique montre une différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour la concentration 1000 pM dés le 2°™ jour, pour la concentration 500
MM au 3eme jour et par la concentration 100 UM au dernier jour de croissance. L’effet de
réduction de croissance semble donc proportionnel a la concentration appliquée.
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Alcool isoamylique

a. Témoin
A b. 100 pM
c. 500 pM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet de I'alcool isoamylique sur la croissance de F. culmorum
12
=
.2'
g
z B Témoins
5
B : H100 uM
§ =500 pM
a = 1000 pM

3 4 5 6 7
Temps [j]

Figure 24 - Effets de I’alcool isoamylique sur la croissance de F. culmorum. A. Photo des effets au
7éme jour de croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.

Les effets de I’alcool isoamylique sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de
croissance sont illustrés dans les figures 24.A et 24.B.

Une différence de pigmentation est visible entre le témoin et la concentration 1000 uM et les
concentrations 100 et 500 uM ainsi qu’une différence de taille.

Une différence statistiguement significative de réduction de croissance par rapport au témoin
s’observe pour les concentrations de 100 et 500 pM pour le 3*™ et 4°™ jour. Cette différence
significative est aussi observée pour la concentration de 1000 uM pour le 4émejour.

Nous pouvons aussi constaté une différence significative d’augmentation de croissance par
rapport au témoin pour les 3 concentrations au 7°™ jour de croissance.

Une inversion de la tendance de I’effet de 1’alcool isoamylique est observée.
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Isobutanol

A
a. Témoin
b. 100 pM
¢. 500 pM
d. 1000pM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le contrdle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
2
B % B Témoins
-
g =100 pM
3 500 pM
E = 1000 pM

3 4 5 6 7
Temps [j]

Figure 25 - Effets de I’isobutanol sur la croissance de F. culmorum. A. Photo des effets au 7éme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.

Les effets de I’isobutanol sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de croissance
sont illustrés dans les figures 25.A et 25.B.

Une différence de pigmentation et de taille sont visibles entre le témoin et les trois
concentrations.

L’analyse statistique montre une différence significative de réduction de croissance par
3eme

rapport au témoin pour les trois concentrations dés le jour. Cependant, la différence

significative de croissance pour la concentration 100 uM disparait a partir du 6ome jour de

croissance.
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Pentan-1-ol

Effet du 1-pentanol sur la croissance de F. culmorum
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= =500 pM
g =100 pM

Figure 26- Graphique des croissances de F. culmorum sous les effets du 1-pentanol au cours du temps ; *
différences significatives (P=0,05) entre le traitement et le contrdle ; Barres d’erreur = écarts-types ; N=4

Les effets du pentanol sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de croissance sont
illustrés dans la figure 26.

L’analyse statistique montre une différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour les concentrations de 100 et 1000 pM dés le 3°™ jour de croissance et
pour la concentration de 500 uM au 5°™ jour.

L’effet de réduction de croissance est plus faible pour la concentration 500 uM que pour les
deux autres concentrations.
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Toluéne

A a. Témoin
b. 100 uM
c. 500 uM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet du toluéne sur la croissance de F. culmorum
12
10
E
2 8
E
%‘ B Témoins
B £ 6
E =100 uM
'g 4 m 500 pM
= = 1000 uM
2 -4
O =
3 4 5 6 7
Temps [j]

Figure 27 - Effets du toluéne sur la croissance de F. culmorum. A. Photo des effets au 7éme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de F. culmorum au cours du temps.

Les effets du toluene sur la croissance de F. culmorum au bout de 7 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 27.A et 27.B.

Sur la photo, aucune différence de pigmentation ou de taille ne peut étre observée et
différence significative de réduction de croissance n’est démontrée par rapport au témoin pour
les trois concentrations.
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4.3.2. Effets des COVs sur C. sativus

Acétate d’éthyle

a. Témoin
A b. 100 uM
¢. 500 pM
d. 1000pM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le contrdle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet de 'acétate d'éthyle sur la croissance de C. safivus
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Figure 28 - Effets de ’acétate d’éthyle sur la croissance de C. sativus. A. Photo des effets au 14éme
jour de croissance. B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.

Les effets de 1’acétate d’éthyle sur la croissance de C. sativus au bout de 14 jours de
croissance sont illustrés dans les figures 28.A et 28.B.

Sur la photo, aucune différence n’est oberservée.

L’analyse statistique ne montre pas de différence significative de réduction croissance par
rapport au témoin pour les 3 concentrations, sauf pour la concentration 1000 uM ou une
différence significative se manifeste au 14°™ jour.

Un ralentissement de croissance en fonction de la concentration est visible pour les jours 7, 8,
9 et 14 de croissance.
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Alcool isoamylique

A a. Témoin
b. 100 uM
c. 500 uM
d. 1000puM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet de I'alcool isoamylique sur la croissance de C. safivus
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Figure 29 - Effets de I’alcool isoamylique sur la croissance de C. sativus. A. Photo des effets au 14eme
jour de croissance. B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.

Les effets de I’alcool isoamylique sur la croissance de C. sativus au bout de 14 jours de
croissance sont illustrés dans les figures 29.A et 29.B.

Sur la photo, aucune différence n’est oberservée.

L’analyse statistique ne montre pas de différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour les 3 concentrations. Cependant, le graphique montre une tendance a
une augmentation de la croissance du champignon par rapport au témoin et ce des les
premiers jours. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus sur la croissance de F. culmorum
avec le méme composé.
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Isobutanol

A a. Témoin
b. 100 uM
c. 500 pM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet du isobutanol sur la croissance de C. safivus
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Figure 30 - Effets de I’isobutanol sur la croissance de C. sativus. A. Photo des effets au 14éme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.

Les effets de I’isobutanol sur la croissance de C. sativus au bout de 14 jours de croissance
sont illustres dans les figures 30.A et 30.B.

Sur la photo, une différence de taille est observée entre le témoin et les concentrations de 500
et 1000 puM.

L’analyse statistique confirme une différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour les concentrations de 500 et 1000 uM des le 4ome jour de croissance.
Une différence significative de réduction de croissance par rapport au témoin se marque
uniquement au 4é”‘ejour pour la concentration de 100 uM.
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Longifoléne

A
a. Témoin
b. 100 pM
¢. 500 uM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
Barres d’erreur = écart-type ; N=4
Effet du longifoléne sur la croissance de Cochliobolus sativus
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Figure 31 - Effets du longifoléne sur la croissance de C. sativus. A. Photo des effets au 13eme jour de croissance.
B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.

Les effets du longifolene sur la croissance de C. sativus au bout de 13 jours de croissance sont
illustrés dans les figures 31.A et 31.B.

La photo ne montre aucune différence visible.

L’analyse statistique montre une différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour la concentration de 2000 uM au 6°™ jour de croissance, au 10°™ jour
et jusqu’a la fin de I’expérience. Le graphique met en évidence une tendance a la réduction de
croissance pour les concentrations 100 et 500 uM. Une réduction moins forte pour la
concentration de 500 UM par rapport a celles engendrées pour les concentrations de 100 et
1000 M est observée.
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(+)-Sativéne

A
a. Témoin
c. 500 uM
d. 1000uM
* différences significatives (P = 0,05) entre le
traitement et le controle.
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Figure 32 - Effets du (+)-sativéne sur la croissance de C. sativus. A. Photo des effets au 14eme jour de
croissance. B. Graphique des croissances de C. sativus au cours du temps.

Les effets du (+)-sativéne sur la croissance de C. sativus au bout de 14 jours de croissance
sont illustrés dans les figures 32.A et 32.B.

Ni la photo, ni les statistiques ne montrent de différence de réduction de croissance par
rapport au témoin pour les deux concentrations. Cependant, le graphique de croissance montre

une tendance du (+)-sativene a augmenter la croissance du champignon en fonction de la
concentration appliquée.
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Syntheése des effets individuels des composés
Le tableau 9 reprend une synthése des résultats obtenus pour les différents COVs testés
individuellement pour chacune des deux souches étudiées.

Tableau 9 - Synthese des effets individuels des COVs sur la croissance de F. culmorum et C. sativus.

Composés testés Effets sur F. culmorum Effets sur C. sativus
Acétate d’éthyle Reduction de croissance Tendance a la réduction de croissance
(100 — 500 — 1000 puM) (100 — 500 — 1000 pM)
Acétate d’isoamyle Réduction de croissance non testé
(100 — 500 — 1000 puM)
Alcool isoamylique  Tendance a I’augmentation de Tendance a I’augmentation de
croissance croissance
(100 — 500 — 1000 uM) (100 — 500 — 1000 puM)
Isobutanol Réduction de croissance Réduction de croissance
(500 — 1000 puM) (500 — 1000 puM)
Longifolene non testé Réduction de croissance
(1000 pM)
1-pentanol Réduction de la croissance non testé
(100 — 500 — 1000 puM)
(+)-sativene non testé Tendance a I’augmentation de
croissance
(500 — 1000 puMm)
Toluéne Aucune tendance non testé

4.3.3 Discussion

De maniére globale, les mémes remarques qu’aux points 4.2.3 s’appliquent concernant la
difficulté de mesure engendrant des écarts-types plus importants pour C. sativus et la présence
de différences significatives uniquement en début de croissance.

A cela, s’ajoutent des variations liées & la concentration réelle présente dans les boites de
Pétri. En effet, les composeés étant trés volatils, les concentrations pourraient varier Iégerement
en fonction de la vitesse de fermeture de la boite de Pétri, méme si le manipulateur a tenté
d’étre le plus constant possible dans ses gestes.

Ce phénomeéne pourrait expliquer les différences significatives ponctuelles observees sur F.
culmorum pour I’acétate d’éthyle, I’alcool isoamylique, 1’isobutanol et le 1-pentanol; et sur C.
sativus pour 1’isobutanol.
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Composés ayant des effets sur F. culmorum et C. sativus
L’acétate d’éthyle provoque une différence significative de réduction de croissance sur F.
culmorum par rapport au témoin pour les trois concentrations testées. Concernant C. sativus,
malgré ’absence de différence significative de réduction de croissance par rapport au témoin,
I’éthyle acétate présente une tendance a une réduction de croissance en fonction des
concentrations. Cette tendance pousse a conclure que le composé a le méme effet sur les deux
souches et I’absence de différence significative chez C. sativus pourrait s’expliquer par les
valeurs élevées des écarts-types. Les résultats obtenus appuient les observations de plusieurs
études. L’étude de Masfria (2015) a montré des effets inhibiteurs de croissance sur des
bactéries de 1’éthyle acétate testés pour les concentrations de 200 - 300 - 500 mg/mL. Kumar
et al. (2002), quant a eux, ont prouvé que ’acétate d’éthyle provoque une inhibition de
4éme

croissance de 75,68% de Sclerotinia sclerotiorum au jour pour une concentration de 500

pg/mL.

L’alcool isoamylique provoque une augmentation significative de croissance par rapport au
témoin pour les trois concentrations testées sur F. culmorum en fin d’expérience. Malgré
I’absence de différence significative chez C. sativus, ’alcool isoamylique semble tendre a
augmenter la croissance pour les trois concentrations. Dans la littérature, 1’alcool isoamylique
est déterminé comme un composé responsable de 1’inhibition de la germination des spores
d’Aspergillus brasiliensis exposé a 20 uL du composé et de la suppression complete du
développement de Guignardia citricarpa (Ando et al., 2012; Pimenta et al., 2017). L’alcool
isoamylique a aussi montre des effets inhibiteurs de croissance sur 5 levures et 10 bactéries a
20 pL/boite de Pétri (Ando et al., 2015). Les effets opposés obtenus dans notre étude
pourraient s’expliquer par le fait que certains composés peuvent avoir des effets distincts sur
la croissance d’un pathogéne en fonction de leur concentration. C’est ce qui a été observé
dans 1’étude de Splivallo et al., (2007) qui montre que le 1-hexanol a de faibles concentrations
favorise la croissance de Arabidopsis thaliana, tandis qu’a de hautes concentrations, il
posséde des effets inhibiteurs sur cette méme plante.

L’isobutanol provoque une différence significative de réduction de croissance par rapport au
témoin pour les concentrations de 500 et 1000 uM pour les deux souches étudiées. Tres peu
d’études ciblent le potentiel antimicrobien de 1’isobutanol dans la littérature. Cependant, en
2014, Chauhan et al. ont étudié I’effet de plusieurs alcools sur la croissance des filaments de
Candida albicans. Ils ont montré que 1I’isobutanol a 2% réduisait de 15-20% la croissance de
C. albicans et que I’isobutanol a 4% était toxique pour les cellules de C. albicans. Notre étude
corrobore les effets de I’isobutanol observés sur F. culmorum et C. sativus.
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Composés ayant des effets sur F. culmorum

L’acétate d’isoamyle provoque une différence significative de réduction de croissance par
rapport au témoin pour les trois concentrations testées sur F. culmorum. Ces résultats
coincident avec la littérature. En effet, ’acétate d’isoamyle est identifié comme un composé
responsable de I’inhibition des spores d’Aspergillus brasiliensis et induit la réduction des
galles sur les racines des plants de tomates causées par Meloidogyne incognita (Ando et al.,
2012; Tian et al., 2014). L acétate d’isoamyle a aussi un effet d’inhibition de croissance sur 5
levures et 10 bactéries a 160 pL/boite de Pétri (Ando et al., 2015)

Le 1-pentanol provoque une différence significative de réduction de croissance par rapport au
témoin pour les concentrations de 500 et 1000 uM sur F. culmorum. Ces résultats rejoignent
les observations faites par plusieurs études. Zunino et al. (2015) montrent des activites
antifongiques du composé 1-pentanol, a une concentration beaucoup plus grande que notre
étude de 4.24 mM, sur la croissance de Fusarium verticillioides. Quant a I’étude de Micalizzi
et al. (2017), elle montre que le 1-pentanol inhibe la croissance de Pseudogymnoascus
destructans a une concentration diluée 10 fois (la concentration initiale n’est pas donnée). Le
1-pentanol a aussi montré une inhibition complete de la filamentation de Candida albicans a
une concentration de 0,5 % (v/v) (Chauhan et al., 2014).

Le toluene ne produit aucune différence sur la croissance de F. culmorum. Les effets
potentiels du toluéne sur la croissance des microorganismes sont peu décrits dans la
littérature. Ce composé est surtout étudié dans des applications de biodégradation du toluéne
par des biofiltre (Cheng et al., 2016; Esquivel-Gonzalez et al., 2017; Jiménez et al., 2017).

Composés ayant des effets sur C. sativus

Le longifoléne provoque une différence significative de réduction de croissance par rapport au
témoin pour la concentration de 1000 uM sur C. sativus. Dans la littérature, le longifoléne se
retrouve dans certaines huiles essentielles, notamment extraites de Pinus thunbergii ou de
Nigella sativa qui possedent des effets inhibiteurs (de Heluani et al., 2005; Tsuruta et al.,
2011). L’étude de Tsuruta et al. (2011) montre que le longifoléne inhibe la croissance de
Skeletonema costatum. L’huile extraite de N. sativa montre certaines zones d’inhibition sur
Penicillium cirtinum et une inhibition compléte de la croissance de Bacullus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (de Heluani et al., 2005). Wang
et al. (2017) ont montré que le longifoléne, extrait de 1’huile essentielle de Pinus massoniana,

est le composé responsable de 1’inhibition de I’enzyme lipase.
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Les reésultats obtenus dans notre travail pourraient expliquer le réle du longifoléne dans les
effets inhibiteurs de croissance de certaines huiles essentielles comme celles citées
précédemment.

En raison de la disponibilité du produit, le (+)-sativene est le seul composé a étre testé
uniquement pour les concentrations de 500 et 1000 uM a 3 répétitions.

Le (+)-sativéne a montré une tendance a augmenter la croissance de C. sativus sans différence
significative. Dans la littérature, I’étude de Paul et al. (2013) a montré que le (+)-sativéne
émis par Cladosporium cladosporioides CL-1 augmente la croissance des plants de tabac.
Cette observation pourrait laisser espérer un phénoméne semblable sur les champignons ou
bactéries et expliquer nos résultats.

De maniére générale, une différence de pigmentation accompagne les différences
significatives de croissance observées sur F. culmorum. Cette observation est aussi
mentionnée par Bruce et al. (2003) qui montrent une réduction de croissance et de
pigmentation chez le champignon bleu (moisissure et coloration bleu du bois) sous I’effet de
COVs de bactéries et levures. Un changement de pigmentation pourrait étre une conséquence
de la modification des fonctions de la vacuole fongique, organite acidifié des champignons,
qui contrdle des fonctions cellulaires et qui serait endommagée suite aux effets inhibiteurs
(Yang et al., 2013; Tournu et al., 2017)

Les résultats que nous avons obtenus semblent prometteurs mais il faut tenir compte du fait
que les concentrations testées sont largement supérieures aux concentrations naturellement
émises. Certains résultats positifs pourraient donc étre causés par une toxicité du composé a
de telles concentrations et non a un réel effet inhibiteur de croissance. La prudence est donc
de mise.
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CONCLUSIONS

Notre étude montre que les bouquets de COVs émis par F. culmorum et C. sativus en
conditions de surpopulation inhibent la propre croissance des les deux souches étudiées.

Les composeés majoritaires de chaque bouquet de COVs émis par F. culmorum et C. sativus en
situation de stress, et notamment en conditions de surpopulation, ont été identifiés et nous ont
permis de sélectionner huit composés prometteurs dont I’effet a été testé individuellement :
I’acétate d’éthyle, I’acétate d’isoamyle, 1’alcool isoamylique, 1’isobutanol, le longifoléne, le

(+-)-sativene et le toluéne.

Des différences significatives de réduction de croissance ont été observées pour I’acétate
d’éthyle, ’acétate d’isoamyle, I’isobutanol et le 1-pentanol sur F. culmorum. Le longigoléne
et I’isobutanol sont les deux composés a produire des différences significatives de réduction
de croissance sur C. sativus.
Nos résultats tendent a montrer que ces composés pourraient constituer une alternative
durable aux pesticides chimiques et que des études plus approfondies mériteraient d’étre
réalisées.
Cependant, plusieurs aspects de 1’étude doivent étre pris en compte avant de conforter les
résultats. En effet :

e les tests sont réalisés pour de grandes concentrations de composés,

e les composés sont testés individuellement alors qu’il est possible qu’une synergie se

crée entre plusieurs composeés,

e I’expérience s’est réalisée in vitro.
Ces conditions d’expérimentation pourraient éloigner les résultats obtenus de ceux qui
pourraient étre attendus en conditions réelles.

En conclusion, nos résultats montrent que de nouveaux composés sont émis lorsque des
especes fongiques sont placées en situation de stress, plus particulierement en surpopulation.
Parmi ces composés plusieurs développent des activités antifongiques ce qui entr’ouvre une
porte vers une alternative durable aux pesticides chimiques.
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PERSPECTIVES

Amélioration du protocole
Mémes si les résultats obtenus ici soient prometteurs, il reste a améliorer le protocole sur
plusieurs points, notamment

e Au niveau de I’identification des COVs : il conviendrait d’essayer de concentrer les
analyses sur la GC-MS sur une durée la plus courte possible afin de réduire les
variations liées aux utilisateurs multiples de la machine,

e De la durée de mesures : le nombre de jours de mesure devrait étre revu a la hausse
pour F. culmorum et utiliser des dispositifs plus grands au vu de sa vitesse de
croissance élevée.

e Enfin, de maniere générale : I’augmentation du nombre de répétitions par traitement
améliorerait la robustesse des résultats.

A cela, s’ajoute I’intérét de tester les composés de notre étude sur d’autres microorganismes

ainsi que sur la sporulation afin d’¢largir I’étude de leur potentiel inhibiteur.

Aller plus loin

Ce travail avait pour but de caractériser et d’identifier des COVs émis par F. culmorum et C.
sativus dans une optique d’étude de leur potentiel anti microbien. La préférence s’est donc
portée vers une étude exploratoire permettant un champ d’étude le plus large possible.

Dans I’avenir, une étude quantitative pourrait étudier les effets individuels des COVs dans des
doses naturelles d’émission afin d’approcher le plus possible les conditions réelles.

L’étude quantitative fait souvent appel a une méthode d’analyse dynamique des composés
connus sous le nom de « purge and trap ». Cette méthode consiste, a 1’aide d’un gaz vecteur,
de capturer les volatiles dans une cartouche mais présente des difficultés techniques. La
littérature reléve d’ailleurs peu d’études sur les COVs fongiques utilisant la méthode
dynamique (Larsen et al., 1995; Chen et al., 2014).

I serait aussi intéressant de tester les composés de notre étude sur d’autres microorganismes

ainsi que sur la sporulation afin d’élargir I’étude de leur potentiel inhibiteur.

L’application des COVs microbiens dans des conditions se rapprochant de la réalité reste
encore un challenge. En effet, I’'une des propriétés principales des COVs est leur volatilité
élevée. Leur utilisation sur le terrain peut donc mener a des pertes de composés dans

I’environnement. De plus, les mVOCs sont généralement émis en continu et en de trés faible
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quantité. Ce processus est difficile a mimer méme si des dispositifs sont déja proposés
(Heuskin et al., 2012; Roy et al., 2014). Kessler et al. (2001) ont montré que 1’application
d’une dose unique en grande quantité pouvait induire un stress sur des plantes. L’application
de COVs sur des champs de culture se complexifie encore plus par la mise en jeu de
nombreuses interactions entre organismes comme d’autres champignons ou bactéries, des
virus, des plantes ou encore des insectes. Les volatils appliqués ne vont donc pas seulement
interagir avec les organismes ciblés. Les techniques deéveloppées devront donc prendre en
compte ces interactions. La complexité des effets des COVs sur le métabolisme des
organismes fait de cette alternative en lutte biologique un challenge en termes de
développement de technologies respectueuses de 1’environnement.

Un autre défi pratique consiste en I’utilisation d’un mélange de composés. Les activites
biologiques observées sont en effet rarement menées par un unique composé, et la libération
d’un mélange de composés possédant différentes volatilités et concentrations pose des
problémes pratiques (Pickett et al., 2016).

Il existe quelques études sur les effets des mVVOC in vivo. Cependant dans la majorité, les
microorganismes sont d’abord cultivés sur un milieu riche avant d’étre inoculés dans le sol
avec une certaine quantité de milieu. La présence du milieu riche dans le sol représente
toujours des conditions artificielles et il est donc difficile d’en connaitre 1’effet (Berrada et al.,
2012; Fernando et al., 2005).

D’autres études ont pourtant réussi a minimiser les biais. Ils ont éliminé le milieu riche en
cultivant les pathogenes sur des grains de blé stérilisés a 1’autoclave (Cortes-Barco et al.,
2010; Li et al., 2012). Des essais de mycofumigation ont également montré de bons espoirs
dans la protection des récoltes des pommes et des oranges (Lee et al., 2009; Toffano et al.,
2017)

Ces quelques exemples montrent la possibilité du passage in vitro vers le in vivo, ouvrant
ainsi une voie d’exploration future pour des recherches sur les mVVOCs comme agents de
biocontréle.
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ANNEXE | - Code Matlab® des traitements de données des fichiers de
sortie du GC-MS

%% Mise en forme de la table des données

=> je garde donc que le nom de la premiere molécule de chaque prise de
mesure

clc

clearvars

close all

startrow = 16 ;
endrow = 364 ; % a changer manuellement
L = endrow-startrow+l ;

%$change le nom du fichier a lire
[No,RT, area,COVs, ref,CAS,qual] = impVectorsFun('CS 106 14 4.txt',
startrow, endrow);

%indices des cases qui sont remplies par un chifre
%$Reconnais les lignes de No occupé
cpt = 0 ;
for i = 1:L
if not (isempty (No{i}))
cpt = cpt + 1 ;
idx (cpt,1) = 1 ;
end

[

l:numel (idx) -1 % numel indique d'aller jusqu'au nombre de ligne de

Name{cpt}="";
for j = idx(i)+1 : idx(i+1)-2
if not (isempty (CAS{j}))
cpt = cpt + 1 ;

Name{cpt} = [COVs{j} COVs{j+1l}] ;
end
end
cpt = cpt + 1;
end
Name = Name';% mise en colonne
Name = strtrim(Name) ;

%% Garde que le nom de la premiere molécule par prise
cpt=1;
for i=1:numel (Name)
% newName (k) =COVs (idx (1)) ;
k =k + 1;

if isempty (Name{i})

newName (cpt)=Name (1i+1) ;

cpt = cpt + 1 ;

o

oe

end
end
newName=newName';

%% isempty permet d'enlever les espaces et les cases vides
area = area(~cellfun('isempty',area));
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RT

RT (~cellfun('isempty',RT));
%% permets de remettre en format comme le txt

No = cell (size (newName)) ;
RTo = cell (size (newName)) ;
areao = cell(size (newName)) ;
for 1 = 1l:numel (newName)
No{i} = 1i ;
areao{i} = area{i} ;
RTo{i} = RT{i};
end

%% Mise en forme comme le newName avec les données que de la premiere
molécule

refo = cell (size (newName)) ;
CASo = cell (size(newName)) ;
qualo = cell (size (newName)) ;
k=1;

for i=1:numel (idx) -1
refo(k)=ref (idx (i) +1) ;
qualo (k)=qual (idx (i) +1);
CASo (k) =CAS (idx (i) +1) ;
k=k+1;

end

%% remise en une seule table et avoir une seule fois le méme composé
echant=table (No,RTo, areao, newName, refo, CASo,qualo) ;

[CAS e,11,cl]=unique (echant(:,6), "'stable');

echant4=echant (11, :);

[

%% Code de comparaison des molécules communes aux échantillon selon le CAS
clear all
%% Comparaison echatillons 1 et 2

o)

% Code de Laurent

load ('echantl.mat')
load('echant2.mat"')
load ('echant3.mat')
load ('echant4.mat"')

%% comparaison de 1'échantillon 1 et 2
comparaisonl2=cell (1, 2*width (echantl(:,1)));
comparaisonl2=cell2table (comparaisonl?2) ;
k =1;
for i=1l:height (echantl)
for j = 1: height (echant?2)
if isequal (echantl.CASo{i}, echant2.CASo{j})

comparaisonl2(k,1:7) = echantl (i, :);
comparaisonl2(k,8:14) = echant2(j,:);
k =%k + 1;

end
end
end
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%% Comparaison de 1l'échantillon 2 et 3
comparaison23=cell (1, 2*width (echantl (:,2)));
comparaison23=cell2table (comparaison23) ;
k =1;
for i=1l:height (echant?2)
for j = 1: height (echant3)
if isequal (echant2.CASo{i}, echant3.CASo{j})

comparaison23(k,1:7) = echant2(i, :);
comparaison23(k,8:14) = echant3(j,:);
k =%k + 1;

end
end
end

%% Comparaison de 1l'échantillon 3 et 4
comparaison34=cell (1, 2*width (echantl(:,2)));
comparaison34=cell2table (comparaison34) ;
k =1;
for i=1l:height (echant3)
for j = 1: height (echant4)
if isequal (echant3.CASo{i}, echant4.CASo{j})

comparaison34(k,1:7) = echant3(i,:);
comparaison34(k,8:14) = echantd(j,:);
k =%k + 1;

end
end
end

%% Comparaison échantillon 1 et 3
comparaisonl3=cell (1, 2*width (echantl(:,1)));
comparaisonl3=cell2table (comparaisonl3);
k=1
for i=1l:height (echantl)
for j = 1: height (echant3)
if isequal (echantl.CASo{i}, echant3.CASo{j})

comparaisonl3(k,1:7) = echantl (i, :);
comparaisonl3(k,8:14) = echant3(j,:);
k =k + 1;

end
end
end
%% Comparaison échantillon 1 et 4
comparaisonld=cell (1,2*width(echantl (:,1)));
comparaisonld=cell2table (comparaisonli);
k =1;
for i=1l:height (echantl)
for j = 1: height (echant4)
if isequal (echantl.CASo{i}, echant4.CASo{j})

comparaisonld (k,1:7) = echantl (i, :);
comparaisonld (k,8:14) = echant4d(j,:);
k =%k + 1;

end
end
end

%% Comparaison de 1'échantillon 2 et 3
comparaison24=cell (1,2*width(echantl (:,2)));
comparaison24=cell2table (comparaison24);
k =1;
for i=1l:height (echant?2)

for j = 1: height (echant4)

92




if isequal (echant2.CASo{i}, echant4.CASo{j})

comparaison?24(k,1:7) = echant2(i, :);
comparaison?24 (k,8:14) = echant4d(j,:);
k =k + 1;

end
end
end

%% Comparaison totale 12 et 34
commun=cell (1, 2*width (comparaisonl2(:,1)));
commun=cell2table (commun) ;
k =1;
for i=l:height (comparaisonl2(:,1))
for j =1: height (comparaison34(:,1))
if isequal (comparaisonl2.Var6{i}, comparaison34.Var6{j})

commun (k,1:14) = comparaisonl2 (i, :);
commun (k,15:28) = comparaison34(j,:);
k =%k + 1;

end
end
end

%% enregistrement des résultats
save ('comparaisonl2.mat', 'comparaisonl2'

I

)
save ('comparaisonl3.mat', 'comparaisonl3"') ;
save ('comparaisonl4d.mat', 'comparaisonld"');
save ('comparaison23.mat', 'comparaison23');
save ('comparaison24.mat', 'comparaison24"') ;
save ('comparaison34.mat', 'comparaison34');
save ('commun.mat', 'commun') ;

%% écriture des résultats dans un fichier excel
load('Vial.mat"')

load('Milieu.mat"')

load('Colonne.mat')

filename='CS 106 14j.xlsx';

writetable (comparaisonl?2, filename, 'Sheet', 1, '"Range', 'Al")
writetable (comparaisonl3, filename, 'Sheet', 2, '"Range', 'Al")
writetable (comparaisonl4, filename, 'Sheet', 3, 'Range', 'Al")
writetable (comparaison23, filename, 'Sheet', 4, '"Range', 'Al")
writetable (comparaison24,filename, 'Sheet', 5, 'Range', 'Al")
writetable (comparaison34,filename, 'Sheet', 6, '"Range', 'Al")
writetable (commun, filename, 'Sheet', 7, '"Range', 'Al")
writetable (Colonne, filename, 'Sheet', 8, 'Range', 'Al")
writetable(Vial, filename, 'Sheet', 8, 'Range', "H1")
writetable (Milieu, filename, 'Sheet', 8, '"Range', '01")
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ANNEXE Il : Comparaison des méthodes d’analyse du GC-MS avant et

apreés la panne du 3 avril 2017.

INSTRUMENT,CONTROL
PARAMETERS: TDS-GC-MS
C:\AMSDChem\1\METHODS\Invités\Caroline
\VOCACTION151214.M

Thu Mar 16 13:04:15 2017
Control Information
: GC

Manual

Sample Inlet
Injection Source :
Mass Spectrometer : Enabled
Injection Location: Front
No Sample Prep method has been assigned to
this method.
6890 GC METHOD
OVEN

Equilibration time: 0.50 min

Maximum temp: 260 C

Initial temp: 35 C (On)

Initial time: 2.00 min

Ramps:

# Rate Final temp Final time

1 500 155  0.00
2 2000 250  10.00
3 0(Off)

Post temp: 0C
Post time: 0.00 min
Run time: 40.75 min
FRONT INLET (SPLIT/SPLITLESS)
Mode: Pulsed Splitless
Initial temp: 250 C (On)
Pressure: 80 kPa (On)
Pulse pressure: 206 kPa

Sample Inlet

Injection Source :

INSTRUMENT,CONTROL
PARAMETERS: TDS-GC-MS

C:\AMSDChem\1\METHODS\Invités\

Caroline\VOCACTION151214.M

Thu May 04 13:22:22 2017

Control Information

: GC
Manual

Mass Spectrometer : Enabled
Injection Location: Front

No Sample Prep method has been
assigned to this method.

6890 GC METHOD

OVEN

Equilibration time: 0.50 min
Maximum temp: 320 C
Initial temp: 35 C (On)

Initial time: 2.00 min

Ramps:

# Rate Final temp Final time

1 500 155  0.00
2 2000 250 10.00
3 0(Off)

Post temp: 0C
Post time: 0.00 min
Run time: 40.75 min

FRONT INLET (SPLIT/SPLITLESS)

Mode: Pulsed Splitless
Initial temp: 250 C (On)
Pressure: 80 kPa (On)
Pulse pressure: 206 kPa
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Pulse time: 1.00 min

Purge flow: 50.0 mL/min
Purge time: 1.00 min

Total flow: 54.5 mL/min
Gas saver: On

Saver flow: 20.0 mL/min
Saver time: 2.00 min

Gas type: Helium

BACK INLET (CIS4)

Mode: Split

Initial temp: 0 C (Off)
Pressure: 58 kPa (Off)
Split ratio: 50:1

Split flow: 94.2 mL/min
Total flow: 99.0 mL/min
Gas saver: Off

Gas type: Helium
COLUMN 1

Capillary Column

Model Number: CP9205
Description: VF-WAXms
Max temperature: 250 C
Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 250.00 um
Nominal film thickness: 0.25 um
Mode: constant flow

Initial flow: 1.5 mL/min
Nominal init pressure: 80 kPa
Average velocity: 44 cm/sec
Inlet: Front Inlet

Outlet: MSD

Outlet pressure: vacuum
COLUMN 2

Capillary Column

Pulse time: 1.00 min
Purge flow: 50.0 mL/min
Purge time: 1.00 min
Total flow: 54.5 mL/min
Gas saver: On

Saver flow: 20.0 mL/min
Saver time: 2.00 min

Gas type: Helium

BACK INLET (CIS4)

Mode: Split

Initial temp: 0 C (Off)

Pressure: 0 kPa (Off)

Total flow: 45.0 mL/m

Gas saver: Off

Gas type: Helium

COLUMN 1

Capillary Column

Model Number: CP9205
Description: VF-WAXms
Max temperature: 250 C
Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 250.00 um
Nominal film thickness: 0.25 um
Mode: constant flow

Initial flow: 1.5 mL/min
Nominal init pressure: 80 kPa
Average velocity: 44 cm/sec
Inlet: Front Inlet

Outlet: MSD

Outlet pressure: vacuum

COLUMN 2

(not installed)
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Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 320.00 um
Nominal film thickness: 0.00 um
Mode: constant flow
Initial flow: 1.9 mL/min
Nominal init pressure: 58 kPa
Average velocity: 31 cm/sec
Inlet: Back Inlet
Outlet: (other)
Outlet pressure: ambient
FRONT DETECTOR (FID)
Temperature: 250 C (Off)
Hydrogen flow: 40.0 mL/min (Off)
Air flow: 450.0 mL/min (Off)
Mode: Constant makeup flow
Makeup flow: 45.0 mL/min (Off)
Makeup Gas Type: Nitrogen
Flame: Off
Electrometer: Off
Lit offset: 2.0
BACK DETECTOR (NO DET)
SIGNAL 1
Save Data: Off
SIGNAL 2
Save Data: Off
THERMAL AUX 2
Use: MSD Transfer Line Heater
Initial temp: 260 C (On)
POST RUN
Post Time: 0.00 min
INJECTOR 2
Solvent Wash Mode: A, B
Sample pumps: 0
Sample Volume (uL): 1.000

FRONT DETECTOR (FID)
Temperature: 250 C (Off)
Hydrogen flow: 40.0 mL/min (Off)
Air flow: 450.0 mL/min (Off)
Mode: Constant makeup flow
Makeup flow: 45.0 mL/min (Off)
Makeup Gas Type: Nitrogen
Flame: Off
Electrometer: Off
Lit offset: 2.0

BACK DETECTOR (NO DET)

SIGNAL 1
Save Data: Off

SIGNAL 2
Save Data: Off

THERMAL AUX 2
Use: MSD Transfer Line Heater
Initial temp: 260 C (On)

POST RUN
Post Time: 0.00 min

INJECTOR 2
Solvent Wash Mode: A, B
Sample pumps: 5
Sample Volume (uL): 1.000
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10.0
Pre washes from bottle A: 0

Syringe size (uL):

Pre washes from bottle B: 0
Post washes from bottle A: 0
Post washes from bottle B: 0
Viscosity delay (seconds): 0
Pre injection dwell (min): 0.00
Post injection dwell (min): 0.00
Sample skim depth (mm): 0.0 (Off)
Plunger Speed: Fast

Draw Speed (uL/min): 300

Dispense Speed (uL/min): 6000

Inject Speed (uL/min): 6000

Solv Draw Speed (uL/min): -2147483648
Solv Dispense Speed (uL/min): -214748
Solvent saver: Off

Normal Injection: On

Air gap after Layer 1 (uL): 0.200

ALS ERRORS:
On missing vial: pause
TIME TABLE
Time(min)  Parameter & Setpoint
Column 1 Inventory Number :
Column 2 Inventory Number :
GERSTEL MAESTRO

SYSTEM SETTINGS

Maestro Runtime :40.75 min
GC Cool Down Time : 7.00 min
Cryo Timeout : 15.00 min
GERSTEL ClI
CRYO COOLING
Cryo Cooling > not used

TEMPERATURE PROGRAM

10.0

Pre washes from bottle A: 4

Syringe size (uL):

Pre washes from bottle B: 0
Post washes from bottle A: 0
Post washes from bottle B: 4
Viscosity delay (seconds): 0
Pre injection dwell (min): 0.00
Post injection dwell (min): 0.00
Sample skim depth (mm): 0.0 (Off)

Plunger Speed: Fast

Draw Speed (uL/min): 300

Dispense Speed (uL/min): 6000

Inject Speed (uL/min): 6000

Solv Draw Speed (uL/min): 300

Solv Dispense Speed (uL/min): 6000

Multiple Injections: Off

Solvent saver: Off

Normal Injection: On

Air gap after Layer 1 (uL): 0.200
ALS ERRORS:

On missing vial: pause
TIME TABLE

Time(min)  Parameter & Setpoint
Column 1 Inventory Number :
Column 2 Inventory Number :
GERSTEL MAESTRO

SYSTEM SETTINGS

Maestro Runtime - 40.75 min
GC Cool Down Time : 7.00 min
Cryo Timeout : 15.00 min
GERSTEL CIS
CRYO COOLING
Cryo Cooling > not used

TEMPERATURE PROGRAM
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Initial Temperature :80'C

Equilibration Time  :1.00 min
Initial Time :0.10 min
Ramp 1
Rate :10.00 'C/s
End Temp :250'C
Hold Time :1.00 min
Ramp 2
Rate :0.0'Cls

MS ACQUISITION PARAMETERS

General Information

Tune File > atune.u

Acquistion Mode : Scan

MS Information

Solvent Delay :0.00 min

EMV Mode : Gain Factor

Gain Factor :1.00

Resulting EM Voltage :1918

[Scan Parameters]

Low Mass :20.0

High Mass : 350.0

Threshold : 150

Sample # :2  A/D Samples 4
Plot 2 low mass :50.0

Plot 2 high mass : 550.0

[MSZones]

MS source :230 C maximum 250
C

MS Quad :150 C  maximum 200
C

END OF MS ACQUISITION
PARAMETERS

TUNE PARAMETERS for SN: US10462293

Trace lon Detection is OFF.

Initial Temperature :80'C
Equilibration Time  :1.00 min
Initial Time :0.10 min
Ramp 1
Rate :10.00 'C/s
End Temp :250'C
Hold Time :1.00 min
Ramp 2
Rate :0.0'C/s

MS ACQUISITION PARAMETERS

General Information

Tune File :atune.u

Acquistion Mode : Scan

MS Information

Solvent Delay :0.00 min

EMV Mode : Gain Factor

Gain Factor :1.00

Resulting EM Voltage :1918

[Scan Parameters]

Low Mass :20.0

High Mass : 350.0

Threshold : 150

Sample # :2  A/D Samples 4
Plot 2 low mass :50.0

Plot 2 high mass : 550.0

[MSZones]

MS Source :230 C maximum 250
C

MS Quad :150 C maximum 200
C

END OF MS ACQUISITION
PARAMETERS

TUNE PARAMETERS for SN: US10462293

Trace lon Detection is OFF.
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EMISSION 34.610
ENERGY 69.922
REPELLER 16.050
IONFOCUS 62.635
ENTRANCE_LE : 14.500
EMVOLTS 2294.118
Actual EMV : 1917.65
GAIN FACTOR : 0.98
AMUGAIN 2588.000
AMUOFFSET : 138.000
FILAMENT 1.000
DCPOLARITY :  0.000
ENTLENSOFFS:  14.055
MASSGAIN 411.000
MASSOFFSET : -8.000

END OF TUNE PARAMETERS

PostRun InstCntl macro(s) exist: msacg2.mac
END OF
PARAMETERS

INSTRUMENT CONTROL

EMISSION 34.610

ENERGY 69.922

REPELLER 24.762

IONFOCUS 71.176
ENTRANCE_LE : 2.500

EMVOLTS 1858.824

Actual EMV : 1917.65

GAINFACTOR: 1.02

AMUGAIN 2580.000

AMUOFFSET : 139.000

FILAMENT 1.000

DCPOLARITY 0.000
ENTLENSOFFS: 16.816

MASSGAIN 410.000

MASSOFFSET : -8.000

END OF TUNE PARAMETERS

PostRun InstCntl macro(s) exist:
msacg2.mac

END OF [INSTRUMENT CONTROL

PARAMETERS
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