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Résumé 

 

L’utilisation de biofongicides et de molécules stimulatrices des défenses des plantes (SDP) 

constituent des stratégies de lutte alternative permettant la réduction de l’utilisation des 

fongicides conventionnels. Toutefois, il n’existe que peu de produits homologués et appliqués 

sur blé et encore moins contre la septoriose. Dans le cadre de cette étude, nous avons testés et 

mis en évidence l’efficacité de protection du blé contre Zymoseptoria tritici de plusieurs 

molécules. En effet, 29 molécules biosourcées dérivées de la fonctionnalisation de l’acide 

pyroglutamique (PGA), contenu dans les mélasses de la betterave sucrière, ont été évaluées en 

plus de l’acide γ-aminobutyrique GABA, pour la première fois contre Z. tritici. Le GABA et 

16 molécules fonctionnalisées ont réduit significativement les pourcentages de la maladie. 

L’absence d’effets directs sur Z. tritici vérifiée in vitro confirme que ces protections sont dues 

exclusivement à un effet SDP. Pour ces molécules, l’étude de la relation structure activité a mis 

en évidence l’importance des différents groupements chimiques impliqués dans les protections 

observées. D’autre part, la conjugaison du PGA avec l’acide salicylique (SA) a permis 

l’obtention de 5 nouvelles molécules parmi lesquelles 4 étaient plus efficaces que les molécules 

mères et cette efficacité semble être également due à un effet SDP. Enfin, la saccharine ainsi 

que trois lipopeptides cycliques produits par Bacillus subtilis (mycosubtiline, surfactine et 

fengycine seuls ou en mélange) ont été évalués pour la première fois sur le pathosystème blé - 

Z. tritici et ont conféré des protections significatives dues à des propriétés SDP, à des activités 

antifongiques directes ou à des effets combinés. Cette étude a donc permis d’identifier de 

nouvelles molécules possédant différents modes d’action et qui pourraient être envisageables 

en lutte alternative contre la septoriose du blé, toutefois, des analyses complémentaires sont 

requises. 

Mots clés : blé, Zymoseptoria tritici, Stimulateurs de défense des plantes, Biofongicides, 

lipopeptides cycliques. 
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Abstract 

 

The use of biofungicides and elicitors of plant defenses are alternative control strategies that 

can reduce the use of conventional fungicides. However, there are few products registered and 

applied on wheat and even less against Septoria tritici blotch. As part of this study, we tested 

and demonstrated the protective efficacy of several molecules on wheat against Zymoseptoria 

tritici. In fact, 29 biosourced molecules derived from the functionalization of pyroglutamic acid 

(PGA) contained in the molasses of sugar beet were evaluated with γ-aminobutyric acid GABA, 

for the first time against Z. tritici. GABA and 16 functionalized molecules significantly reduced 

the percentages of the disease. The absence of direct effects on the fungus tested in vitro 

confirms that these protections are due exclusively to an elicitation of plant defense 

mechanisms. For these molecules, the study of the structure activity relationship has highlighted 

the importance of the different chemical groups involved in the observed protections. On the 

other hand, the conjugation of PGA with salicylic acid (SA) allowed the obtention of 5 new 

molecules among which 4 were more effective than the parent molecules and this efficiency 

seems to be also due to an eliciting effect. Finally, saccharin and three cyclic lipopeptides 

produced by Bacillus subtilis (mycosubtilin, surfactin and fengycin alone or as mixtures) were 

evaluated for the first time on the pathosystem wheat - Z. tritici and conferred significant 

protection due to eliciting properties, direct antifungal activities or combined effects. This study 

has thus made it possible to identify new molecules with different modes of action and which 

could be considered in alternative control against wheat leaf blotch, however, additional 

analyzes are required. 

Key words: Wheat, Zymoseptoria tritici, elicitors of plant defense responses, Biofongicides, 

cyclic lipopeptides. 
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Avant-Propos 

 
 

Les travaux réalisés dans le cadre de la présente thèse et présentés dans ce manuscrit ont été 

réalisés au sein de trois laboratoires :  

1. Institut Charles Viollette (ICV, EA 7394), Institut Supérieur d’Agriculture, Yncréa 

Hauts-de-France, Lille 

 

2. Unité de Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant (UCEIV, EA 4492), 

Université du Littoral Côte d’Opale, Calais 

 

3. Laboratoire de Chimie Durable et Santé, Lille Inflammation Research International 
Center (LIRIC, Inserm U995), Hautes Etudes d’Ingénieur, Yncréa Hauts-de-France, Lille 

 

Les activités ont été menées dans le cadre de deux projets de recherche, dans lesquels je suis 
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 Optistim 2014-2017 « Optimisation de l’efficacité de stimulateurs de défense des 

plantes bio-sourcés pour une lutte alternative en protection des cultures ». Partenaires : 

ISA, ULCO, HEI. Financement : Fonds de soutien UCL. 

 

 Newbiopest 2014-2017 « Étude des potentialités de nouvelles biomolécules pour la 

protection des plantes en agriculture biologique ». Partenaires : ISA, Université de Lille, 

ULCO, FREDON, Pôle Légumes Région Nord. Financement : Région Hauts-de-

France. 
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Les fongicides conventionnels ont prouvé leur efficacité à protéger les cultures contre les 

stress biotiques et à améliorer les rendements et la qualité des productions agricoles. 

Néanmoins, plusieurs études ont montré que l’application de ces produits n’était pas dépourvue 

d’inconvénients. En effet, plusieurs effets secondaires sur la santé humaine et sur l’équilibre 

environnemental ont été reportés et ont fait de ces produits un sujet controversé. De plus, 

l’application massive des pesticides exerce une forte pression de sélection au sein des 

populations d’agents pathogènes et entraîne l’apparition de souches de plus en plus virulentes 

capables de contourner les résistances de la plante et de développer des résistances aux matières 

actives utilisées. De telles pratiques sont responsables d’importantes pertes économiques et de 

dégâts environnementaux.  

Les pays de l’Union Européenne, conscients des contrariétés liées à l’emploi des intrants 

chimiques, visent la réduction de leur utilisation et soutiennent le développement de moyens 

alternatifs de lutte. Les objectifs étant une production qualitative, quantitative mais aussi 

répondant aux exigences d’un développement durable.  

Diverses procédures législatives ont permis la mise en œuvre de ces nouvelles stratégies, 

comme la directive (128/2009/EC) du parlement Européen qui exige des différents pays 

membre de l’UE de prendre les mesures nécessaires afin de diminuer l’utilisation des pesticides 

et les remplacer quand c’est possible par des produits alternatifs, dans le cadre d’une lutte 

intégrée. 

Depuis 2008, la France a pris plusieurs mesures afin de réduire les risques liés à l’utilisation 

des pesticides. En effet, plus de 30 produits jugés comme les plus toxiques ont été interdits 

d’utilisation et une taxe sur les produits phytosanitaires a été instaurée. La valeur de cette taxe 

est de plus en plus élevée en fonction du niveau de la toxicité du produit (Butault et al., 2012). 

De plus, et dans le cadre d’une démarche de conversion vers une agriculture plus saine et plus 

durable, des crédits d’impôt en faveur de projet agricoles biologiques ont été accordés. Parmi 

les stratégies adoptées dans le pays, nous trouvons également le plan national Ecophyto, qui a 

été acté lors du Grenelle de l’environnement et dont l’objectif était d’assurer la réduction de 

l’utilisation des pesticides de synthèse de 50% en 2018 (Ecophyto 1). L’objectif fixé n’a pu être 

atteint pour plusieurs raisons dont des freins économiques. La date a donc été reportée à 2025 

(Ecophyto 2) (Guériaux et Tessier, 2018).  

Les principaux produits alternatifs aux fongicides conventionnels sont les biopesticides et les 

stimulateurs de défenses des plantes. Peu d’éliciteurs et de biofongicides sont homologués sur 

blé, qui représente l’une des principales cultures en France et dans le monde. Zymoseptoria 



Introduction générale 

3 
 

tritici, qui cause la septoriose, est l’agent pathogène le plus important sur le blé, responsable de 

pertes majeures sur le rendement. L’utilisation abusive des fongicides conventionnels pour 

contrôler la maladie est, non seulement très onéreuse, mais aussi responsable de l’apparition de 

résistances aux fongicides. Il s’avère donc très important de trouver des alternatives durables 

afin de contrôler ce parasite. 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont pour objectifs (i) l’identification de 

nouveaux produits de biocontrôle (éliciteurs ou bio-fongicides) bio-sourcés, (ii) l’évaluation de 

leur efficacité à protéger le blé tendre contre la septoriose et (iii) l’analyse du mode d’action de 

certains d’entre eux.  

Durant ces travaux, nous avons testés plusieurs types de molécules et ce, dans le cadre des 

deux projets cités en avant-propos (Optistim et Newbiopest). 

 Le projet Optistim a pour objectif de tester le potentiel SDP de molécules dérivées de 

coproduits de la betterave sucrière sur le pathosystème blé-Z. tritici. 

 Le projet Newbiopest vise à étudier des lipopeptides cycliques produits par Bacillus 

subtilis. Elles ont été testées sur divers pathosystèmes (poireau-Pyrenochaeta terrestris, 

pomme de terre-Phytophthora infestans et blé-Zymoseptoria tritici). Seuls les travaux 

réalisés sur le pathosystème blé-Z. tritici font partie de mon projet de thèse et seront 

donc présentés dans ce document. 

Ce manuscrit de thèse est composé d’une première partie qui aborde une synthèse 

bibliographique générale et qui est scindée en deux chapitres : 

 Le chapitre 1 présente les principales caractéristiques du pathosysthème blé-Z. 

tritici et les bases des interactions hôte-pathogène, dont celle de blé-Z. tritici. 

 Le chapitre 2 expose les moyens de lutte les plus utilisés contre la Z. tritici. Il 

décrit également les SDP et les bio-fongicides ainsi que l’intérêt de l’utilisation des 

coproduits de biomasses pour la production de biomolécules d’intérêt. Il comprend aussi 

une brève présentation du concept de la chimie verte utilisée par l’équipe HEI pour la 

production de certaines molécules utilisées dans ce travail. 

La deuxième partie est consacrée à la présentation des résultats les plus pertinents sous forme 

d’articles scientifiques (en cours de soumission, soumis ou accepté). Ces articles au nombre de 

4 ont à la fois des points communs et des différences qui expliquent leur originalité.  



Introduction générale 

4 
 

Article 1, en cours de correction avant soumission :  Dans cet article, nous nous sommes 

intéressés à la saccharine. Cet édulcorant artificiel dispose déjà de propriétés élicitrices de 

défense des plantes sur certaines cultures. A cet effet, nous l’avons testé pour la première fois 

sur le pathosystème blé-Z. tritici. Nous avons évalué les activités directes (antifongiques) et 

indirectes (stimulation des défenses naturelles) et avons dégagés certaines informations 

concernant les voies impliquées dans la défense observée. 

Article 2, en cours de correction avant soumission : Cet article aborde une partie importante 

des résultats obtenus dans le cadre du projet Optistim. Par des processus de chimie verte, nous 

avons créés des molécules issues de coproduits de transformation de la betterave sucrière (les 

mélasses), dépourvues d’effets directs sur le développement du champignon. Ces molécules 

possédant ou non des propriétés élicitrices des défenses ont fait l’objet d’une étude de relation 

structure-activité. Nous avons ensuite effectué une investigation des voies de défense 

impliquées pour deux molécules retenues (ainsi que le GABA) parmi un set de 29 molécules 

néo-synthétisées. 

Article 3, soumis au Journal of the Science of Food and Agriculture (IF : 2.46): Dans ce 

papier, nous nous sommes intéressés à l’acide salicylique. Ce dernier est connu pour son rôle 

comme éliciteur des défenses des plantes et surtout comme signal endogène produit en présence 

d’une réponse systémique acquise. Nous l’avons conjugué avec l’acide pyroglutamique (issue 

des mélasses de la betterave sucrière). Le but était de savoir si la conjugaison de ces deux 

molécules allait produire des molécules plus ou moins intéressantes que les molécules mères. 

Bien que les résultats soient encore préliminaires, ils sont pertinents puisque la combinaison 

des deux molécules a donné naissance à des produits moins biocides et plus protecteurs du blé 

contre Z. tritici. 

Article 4, publié dans Environmental Science and Pollution Research (IF : 2.74): Nous 

avons réalisé les travaux présentés dans cette publication dans le cadre du projet NewBioPest. 

Nous avons évalué des lipopeptides cycliques issus de B. subtilis pour déterminer leur efficacité 

à protéger le blé tendre contre Z. tritici. A cette fin, nous avons mis en évidence différents 

modes d’action de ces lipopeptides. Les niveaux de protection les plus marquants ont été 

obtenus avec la mycosubtiline, un bio-fongicide très efficace contre Z. tritici. 

Enfin, dans la dernière partie, nous récapitulons les principaux résultats obtenus et 

présentons les différentes conclusions que nous pouvons en tirer. Nous terminons avec les 

différentes perspectives et travaux futurs qui restent à entamer dans ce sujet de recherche.
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1 Le blé : plante modèle étudiée 

Le blé, avec le maïs et le riz, représentent les trois principales céréales cultivées dans le monde 

(Shewry, 2009). Le blé est une  monocotylédone ; cette céréale fait partie du règne des plantae, 

du sous règne des Tracheobionta, de la classe des Liliopsida, de la famille des Poacea, de la 

tribu des Triticeae et du genre des Triticum qui contient à peu près 300 espèces (Matsuoka, 

2011). Les deux espèces majeures cultivées du genre Triticum sont le blé dur (Triticum 

turgidum L. subsp. durum) avec un génome tétraploïde (2n = 28, AABB) et le blé tendre 

(Triticum aestivum L.) avec un génome hexaploïde (2n = 42, AABBDD). 

Les formes primitives cultivées du blé sont ‘einkorn’ ou engrain qui est un diploïde connu 

sous le nom Triticum monococcum spp. monococcum (génome AA) et ‘emmer’ ou amidonnier 

tétraploïde qui est Triticum turgidum spp. dicoccom (génome AABB). Les recherches ont 

montré que ces deux espèces ancestrales ont été sélectionnées à partir des populations sauvages 

en se basant sur plusieurs critères dont le rendement (Bonjean, 2001). Au 20ème siècle, les 

recherches ont montré que le blé hexaploïde T. aestivum n’a pas d’ancêtre sauvage et qu’il est 

le résultat d’un croisement spontané entre le blé tétraploïde cultivé T. turgidum et une graminée 

sauvage diploïde du genre Aegilops taushii (2n = 14, DD) (Doussinault et al., 2001) (Figure 1). 

Le blé tendre (T. aestivum L.) est l’une des premières espèces domestiquées par l’homme il y a 

environ 10000 ans dans la région du croissant fertile du proche orient (Lev-Yadun et al., 2000). 

En effet, au Néolithique l’homme chasseur nomade était obligé d’adapter son style de vie aux 

conditions climatiques de plus en plus extrêmes et d’adopter un nouveau style de vie en 

devenant agriculteur sédentaire (Bonjean, 2001). Depuis, la culture de blé n’a cessé d’évoluer 

et d’occuper un rôle important dans l’alimentation humaine et animale (Shewry, 2009; Abis, 

2015). À partir de son centre d’origine, le blé s’est propagé dans le monde entier et a atteint 

l’ouest de l’Europe environ 5 000 ans avant JC (Doussinault et al., 2001). 

De nos jours, le blé est la céréale la plus cultivée en termes de surfaces emblavées et constitue 

l’aliment de base pour plus d’un tiers de la population mondiale. Selon le conseil international 

des céréales, la production mondiale du blé est estimée à 758 millions de tonnes en 2017/2018.  

Le blé dur représente environ 4 % de la production du blé et les surfaces cultivées se situent 

majoritairement au niveau du bassin méditerranéen et du continent nord-américain. Le blé 

tendre est de loin le plus cultivé en Europe et dans le monde. Les grains panifiables se 

caractérisent par un albumen plus ou moins dur avec une texture farineuse ; il possède une forte 

teneur en amidon nécessaire à fabrication des farines.  
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Figure 1. Représentation schématique de l’évolution historique des espèces de blé (Chantret et al., 

2005). 

 

L’Union Européenne est le premier producteur mondial de blé suivie par la Chine, l’Inde, la 

Russie et les Etats Unis (Statista, 2018). En France, le blé tendre représente la première céréale 

cultivée avec 54% du total des surfaces agricoles, dépassant l’orge et le maïs (Agreste, 2015). 

Depuis les années 1970, la France présente le 5ème producteur mondial de blé ; elle est aussi le 

1er producteur et exportateur de blé tendre de l’Union Européenne, devant l’Allemagne.  

La diversité génétique du blé a permis le développement de plus de 25 000 variétés différentes 

adaptées à divers environnements (Shewry, 2009). Les stades de développement de la culture 
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ont été décrits et détaillés par Zadoks et al., (1974) d’où le nom de l’échelle de Zadoks’ qui est 

l’une des références utilisées pour suivre le développement de la culture.  

Le développement de la culture de blé passe par trois phases principales ; (i) la phase 

végétative, correspondant au développement herbacé de la plante avec la croissance des racines, 

des feuilles et des talles, (ii) la phase de floraison ou de reproduction, correspondant au 

développement des fleurs et des épis, et (iii) la phase de remplissage et de maturation des grains. 

Tout au long de son cycle de développement, la culture du blé est sujette à plusieurs maladies 

fongiques qui peuvent attaquer les différents organes (racines, feuilles, épis…). Certaines de 

ces maladies sont causées par des champignons biotrophes qui se développent aux dépends des 

tissus vivants, alors que d’autres sont dues à des champignons nécrotrophes qui se développent 

en induisant des nécroses pour puiser les nutriments contenus dans les tissus de la plante.  

Parmi les maladies causées par des biotrophes, sont notées la rouille (rouille jaune et brune 

causées par Puccinia striiformis f. sp. tritici et Puccinia recondita f. sp. tritici, respectivement) 

et l’oïdium causé par Blumeria graminis f. sp. tritici. La fusariose de l’épi causée par un 

complexe d’espèces appartenant aux genres Fusarium et Microdochium, ainsi que 

l’helminthosporiose qui est une maladie foliaire causée par Helminthosporium tritici repentis, 

font partie des maladies causées par des champignons nécrotrophes. 

La septoriose du blé fait partie des maladies les plus nuisibles sur la culture. Elle est causée 

par un champignon hémibiotrophe combinant deux phases (biotrophe et nécrotrophe).  

2 La septoriose du blé 

2.1 Présentation de la maladie 

La septoriose est l’une des maladies les plus rencontrées sur la culture du blé dans toutes les 

zones de production. L’appellation générique « septoriose du blé » regroupe deux maladies 

fongiques foliaires responsables d’importantes pertes de rendement : Septoria tritici blotch 

(STB) causée par le champignon ascomycète Mycosphaerella graminicola/Septoria tritici, 

récemment dénommé Zymoseptoria tritici (Quaedvlieg et al., 2011), qui attaque uniquement 

les feuilles, et Septoria glume blotch (SGB), causée par Phaeosphaeria nodorum /Septoria 

nodorum, dénommé Parastagonospora nodorum, qui attaque les feuilles mais aussi les épis et 

les grains du blé (Eyal, 1999). P. nodorum était le champignon le plus dominant sur blé 

jusqu’aux années 1980, date, à laquelle Z. tritici est devenu le plus fréquent (Shaw et al., 2008). 
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Bearchell et al. (2005) ont déduit que l’évolution des fréquences respectives des deux maladies 

au Royaume-Uni, semble être liée à la pollution atmosphérique, principalement aux émissions 

de dioxyde de soufre. 

Actuellement, Z. tritici présente le champignon responsable de la maladie la plus dévastatrice 

de la culture du blé dans le monde et en Europe (Jørgensen et al., 2014). La nuisibilité moyenne 

à l’échelle du territoire français est de 17 q/ha (Oste. et al., 2000; Arvalis, 2013) ; cette valeur 

varie fortement selon l’année et les régions. Sous certaines conditions telles que la forte pression 

fongique et l’absence de traitement, le rendement peut être diminué de 50 qx/ha (Shaw et al., 

2008). L’impact sur le rendement dépend à la fois de l’intensité de l’épidémie et du stade de la 

croissance du blé lors de la contamination. Le degré d’infection des feuilles supérieures, en 

particulier la feuille drapeau, est déterminent vu que le remplissage des graines dépend 

principalement de la photosynthèse assurée par ces feuilles (Shaw et Royle, 1989). 

Les pertes sont liées principalement à l’utilisation des variétés sensibles et aux pratiques 

culturales favorables au développement du pathogène, telles que l’utilisation massive de la 

fertilisation azotée et la monoculture de blé ou de céréales à paille qui peuvent présenter des 

foyers de contamination (Eyal, 1999). Chaque année, environ 70% des fongicides utilisés par 

l’Union Européenne sont destinés à la protection du blé contre STB (Fones et Gurr, 2015). La 

France, l’Allemagne et le Royaume-Uni dépensent à eux seuls plus d’un milliard d’euros pour 

lutter contre ce pathogène (Torriani et al., 2015).  

2.2 Symptômes de la maladie 

Les symptômes de la maladie débutent par l’apparition de taches chlorotiques au niveau du 

limbe foliaire. Ces taches de formes ovales ou rondes évoluent à partir du 10ème jour après 

l’installation du champignon et se manifestent sous forme de lésions nécrosées qui contiennent 

des fructifications brunes ou noires visibles à l’œil nu : les pycnides (Figure 2). Ces structures 

sont issues de la multiplication asexuée et sont formées aussi bien sur la face supérieure que sur 

la face inférieure des feuilles (Kema et al., 1996). Les lésions matures s’allongent tout au long 

des nervures de la feuille et finissent par se rejoindre jusqu’à la recouvrir en totalité (Eyal, 

1999). La taille et la fréquence des pycnides au niveau des lésions varient selon la sensibilité 

de la variété attaquée, la pathogénicité du champignon et les conditions environnementales. Il 

a été rapporté que les symptômes de la maladie ainsi que les pycnides peuvent être observés sur 

différents organes de la plante, tels que les gaines foliaires et les enveloppes du caryopse de blé 
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au niveau des épis (Brokenshire, 1975; Eyal, 1999). Toutefois, ils sont aujourd’hui observés 

uniquement sur les limbes foliaires. 

 

Figure 2. Symptômes de Zymoseptoria tritici sur feuille de blé caractérisés par des tâches nécrotiques 

portant les pycnides (Source : personnelle). 

 

2.3 Cycle épidémique et processus infectieux 

 Z. tritici est un loculoascomycète hétérotallique (Ware, 2006). Hunter et al., 1999, ont montré 

que la formation de pseudothèces issus de la reproduction sexuée s’effectue uniquement en 

conditions naturelles et dépend donc des conditions environnementales peu connues. Halama 

et Lacoste (1992) ont montré, chez P. nodorum, que la lumière et la température sont deux 

facteurs influençant la reproduction sexuée du champignon. De manière générale, la 

reproduction sexuée des champignons dépend de loci dénommés mating types. Chez les 

ascomycètes, les mating types se présentent sous deux formes distinctes, mat1-1 et mat1-2 

(Nelson, 1996) ; alors que chez les basidiomycètes, on observe quatre formes différentes : mat1-

1, mat1-2, mat2-1 et mat2-2 (Coppin et al., 1997). Chez les ascomycètes hétérothalliques 

bipolaires (comme Z. tritici), les deux loci se situent sur la même région chromosomique, ce 

qui fait qu’un individu ne peut présenter qu’un seul mating-type. La reproduction sexuée entre 

deux individus n’est possible que si les deux individus sont de mating-types opposés (Kema et 

al., 1996). La reproduction sexuée entre individus aboutit à la formation d’un pseudothèce 

renfermant des asques pourvus chacun de huit ascospores. Sur les huit ascospores produites, 

quatre sont de type MAT1-1 tandis que les autres sont de type MAT1-2. La population française 

de Z. tritici présente un potentiel de reproduction sexuée élevé (Siah et al., 2010a ; 2018a), cette 

reproduction est à l’origine de l’adaptation du champignon à son environnement et de la 

plasticité de son génome ; elle lui permet de contourner les résistances variétales, de s’adapter 

aux contraintes biotiques et abiotiques et de développer des résistances aux fongicides (Fraaije 

et al., 2005). 
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Une épidémie de Z. tritici débute principalement en automne, dès la levée du blé. Les 

contaminations primaires des jeunes plantules s’effectuent à la fois par les pycniospores issues 

des pycnides et dispersées par les gouttelettes de pluies sur de courtes distances, et par les 

ascospores produites dans les pseudothèces et disséminées par le vent sur de plus longues 

distances (Shaw et Royle, 1989; Eyal, 1999; Eriksen et Munk, 2003). Le cycle de reproduction 

et de dissémination du champignon est ainsi caractérisé par la présence de deux phases : 

asexuée et sexuée (Figure 3).  

 

Figure 3. Dynamique annuelle d'une épidémie de septoriose, illustrant les deux phases de 

reproducction : asexuée et sexuée (Ponomarenko et al., 2011). 
 

Z. tritici est un pathogène fongique filamenteux ayant la particularité d’être hémibiotrophe. 

Durant la phase latente (biotrophe), il assimile les nutriments tels que les carbohydrates solubles 

disponibles dans l’apoplaste mais ne secrète ni toxines ni composés capables de tuer son hôte. 

Le passage de la phase biotrophe à la phase nécrotrophe est probablement déclenché par des 

quantités importantes de biomasses fongiques et/ou par la modification de la physiologie de 

l’hôte. Ce passage s’effectue brusquement entre 10 et 15 jours suite à l’initiation du processus 

infectieux (Rudd, 2015). Ce délai peut varier en fonction de la sensibilité des cultivars, de la 

virulence des souches ainsi que des conditions environnementales (Mcdonald et al., 2015). 

L’hémibiotrophie du champignon a été discutée par Orton et al. (2011), les auteurs soulignent 
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l’absence de preuves d’approvisionnement du champignon et de structures spécialisées 

généralement présentes chez d’autres champignons biotrophes tels que haustoria ou arbuscules. 

De leur côté, Sánchez-Vallet et al. (2015), ont suggéré que Z. tritici devrait plutôt être considéré 

comme nécrotrophe ; ils se sont basés dans leur étude sur une comparaison avec d’autres 

pathogènes nécrotrophes, comme Ramularia collo-cygni, Leptosphaeria maculans et 

Rynchosporium commune, qui passent eux aussi par une phase de latence durant laquelle aucun 

symptôme de la maladie n’est visible sur la plante. Les études des auteurs viennent en effet 

consolider ceux effectués précédemment par Hammond-Kosack et Rudd, (2008) qui pensent 

aussi que le pathogène a un style de vie plus nécrotrophe qu’hémibiotrophe. En attendant que 

d’autres études soient menées sur la classification du champignon qui n’a pas encore été 

modifiée, nous considérons dans ce manuscrit que Z. tritici est hémibiotrophe.  

Le processus infectieux débute par le dépôt d’une spore issue de la reproduction sexuée ou 

asexuée sur la surface d’une feuille de blé. Une température de l’ordre de 20°c et une humidité 

élevée permettent à cette spore de germer (Kema et al., 1996) donnant naissance à un hyphe. 

Les hyphes pénètrent les tissus foliaires principalement à travers les stomates (Cohen et Eyal, 

1993; Kema et al., 1996; Cunfer, 1999; Duncan et Howard, 2000, Rohel et al., 2001; Palmer et 

Skinner, 2002) mais aussi de façon directe à travers la cuticule de la feuille et au niveau des 

parois périclinales ou anticlinales des cellules épidermiques (El Chartouni et al., 2012 ; Selim 

et al., 2014 ; Shetty et al., 2003 ; Siah et al., 2010b). La capacité germinative des spores de Z. 

tritici est très élevée. Cohen et Eyal (1993) ont rapporté qu’en conditions humides et à 22°C, 

85 à 90 % des spores présentes sur des feuilles de blé germent en seulement 24-26 heures après 

l’inoculation. Plusieurs hyphes mycéliens peuvent pénétrer la feuille à travers le même stomate 

(Kema et al., 1996). Les spores initient leur développement uniquement dans un environnement 

qui répond à certaines conditions nécessaires au bon déroulement du cycle de vie du 

champignon (Lucas, 2004). L’humidité et la température constituent les variables majeures qui 

conditionnent cette initiation. Une fois que l’hyphe pénètre la feuille, il entame un processus de 

colonisation des chambres sous-stomatiques et du mésophylle, qui aboutit à l’apparition des 

pycnides au bout de deux semaines approximativement (Palmer et Skinner, 2002). La figure 4 

schématise les stades de l’infection ayant lieu au niveau des tissus foliaires. Suite à l’apparition 

des pycnides, le champignon libère une gelée sporifère appelée « cirrhe ». Cette gelée renferme 

des pycnidiospores en suspension qui seront disséminées vers les étages supérieurs de la même 

plante et vers les feuilles des plantes de blé voisines, via les éclaboussures de pluie, appelé 

phénomène de « splashing » (Sanderson et Hampton, 1978). 
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Figure 4. Représentation schématique des différents stades de l’infection des feuilles de blé par Z. tritici 

(Steinberg, 2015). 

 

2.4 Caractéristiques du génome de Z. tritici  

Le génome de Z. tritici a été séquencé par le département de l’Energy’s Joint Genome Institute 

avec un isolat issu du champ, IPO323, désigné comme référence. IPO323 a un génome de taille 

totale de 39,7 Mb avec 21 chromosomes qui ont des tailles variant entre 0,3 et 6 Mb (Orton et 

al., 2011). Treize chromosomes sont considérés comme des chromosomes de base, qui sont à 

priori essentiels alors que les huit chromosomes restant sont dispensables malgré qu’ils 

renferment à peu près 12% du génome (Mehrabi et al., 2007; Wittenberg et al., 2009). Mis à 

part ces 8 chromosomes que le champignon peut perdre ou posséder en partie, il y a d’autres 

caractéristiques de la plasticité génomique de Z. tritici. Parmi les particularités détectées entre 

parents et progéniture, on trouve la présence de deux copies du même chromosome, la 

translocation de sections chromosomiques, le polymorphisme de longueur et le polymorphisme 

de nombres de copies du chromosome comprenant des disomies (Goodwin et al., 2011).  

Le champignon peut servir comme modèle pour l'étude de la dynamique et de l'évolution des 

populations pathogènes, de la génétique et de la génomique des interactions hôte-pathogène 

(Dean et al., 2012). Il est également l’objet de nombreuses études épidémiologiques (Heath, 

2001). Avant la publication du génome de la souche de référence IPO323, plusieurs gènes de 

pathogénicité et de virulence, codant pour la plupart pour des protéines de signalisation, ont été 

caractérisés grâce à des stratégies de gene silencing (Cousin et al., 2006, Mehrabi et Kema, 

2006, Mehrabi et al., 2006b).  
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3 Interaction blé-Zymoseptoria tritici 

3.1 Pouvoir pathogène de Z. tritici 

A ce jour, 20 gènes de pathogénicité ou de virulence ont été identifiés chez Z. tritici. Ces gènes 

jouent un rôle dans les voies de signalisation cellulaire et/ou agissent en tant que régulateurs 

métaboliques globaux (Tableau 1).  

 

Tableau 1. Principaux gènes de virulence de Z. tritici (Mirzadi Gohari, 2015, adapté de Rudd, 2015) 

Gène Catégorie  Référence 

MgAtr4 ABC Transporter (Stergiopoulos et al., 2003) 

MgFus3 Mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Cousin et al., 2006) 

MgSlt2 MAPK  (Mehrabi et al., 2006a) 

MgHog1 MAPK  (Mehrabi et al., 2006b) 

MgSTE11 MAPK kinase kinase (Kramer et al., 2009) 

MgSTE50 Scaffold protein for MAPK signaling (Kramer et al., 2009) 

MgSTE12 Transcription factor target of MAPK signaling (Kramer et al., 2009) 

MgSTE7 MAPK kinase (Kramer et al., 2009) 

MgAlg2 Protein N-Glycosylation (Motteram et al., 2011) 

MgGpa1 G-protein alpha subunit (Mehrabi et al., 2009) 

MgGpa3 G-protein alpha subunit (Mehrabi et al., 2009) 

MgGpb1 G-protein alpha subunit (Mehrabi et al., 2009) 

MgTpk2 Protein kinase A catalytic subuniT (Mehrabi et Kema, 2006) 

MgBcy1 Protein kinase A regulatory subunit (Mehrabi et Kema, 2006) 

Mg3LysM Chitin binding effector protein (Marshall et al., 2011) 

MCC1 c-type cyclin (Choi et Goodwin, 2011) 

ZtWor1 Transcription factor (Mirzadi Gohari et al., 2014) 

Zt80707 Unknown/Secreted (Poppe et al., 2015) 

Zt89160 Unknown (Poppe et al., 2015) 

Zt103264 Unknown (Poppe et al., 2015) 

 

Bien que beaucoup d’études ont été menées ces dernières années afin d’expliquer et mieux 

comprendre les interactions blé-Z. tritici (Kilaru et Steinberg, 2015; Sidhu et al., 2015), les 

mécanismes moléculaires impliqués ne sont toujours pas complètement élucidés. Toutefois, le 

développement récent de nouveaux outils génétiques permettra l’accélération des analyses 
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fonctionnelles des gènes de Z. tritici (Kilaru et Steinberg, 2015, Sidhu et al., 2015) et donc 

l’acquisition de nouvelles données informatives. 

On sait que le champignon doit surmonter dans un premier temps les défenses passives de la 

plante ainsi que les réponses précoces qu’elle envoie et ce, en les contournant ou en les 

neutralisant. Z. tritici sécrète une protéine effectrice appelée Mg3LysM dans les premiers stades 

de colonisation. Cette protéine piège les fragments de chitine libérés par les parois fongiques 

(Marshall et al., 2011) et empêche ainsi la plante de reconnaitre le champignon. En effet, 

l’inactivation des récepteurs CERK1 (chitin elicitor receptor kinase) ou CEBiP (chitin elicitor 

binding protein) impliqués dans la perception de la chitine au niveau de la membrane plasmique 

du blé, a permis de rétablir la pathogénicité des souches ΔMg3LysM (Lee et al., 2014). Le 

premier facteur de virulence ou d’agressivité identifié chez Z. tritici était MgAtr4, qui est un 

transporteur membranaire appartenant à la famille des ABC (ATP-Binding Cassette). Il a été 

suggéré que ce transporteur a le rôle de protéger le champignon contre les phytoalexines 

produites par la plante au niveau des cavités sous-stomatiques (Stergiopoulos et al., 2003 ; 

Kema et al., 2008). D’autres gènes impliqués dans la virulence ont aussi été identifiés ; le gène 

MgSlt2 encode pour une MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), importante dans la 

colonisation du mésophylle ; alors que MgHog1 encode pour une autre MAPK qui joue un rôle 

crucial dans la transition entre la germination des spores et la croissance mycélienne (Mehrabi 

et al., 2006). Enfin, le gène ZtWor1 régulé par la voie de l’AMPc (Adénosine monophosphate 

cyclique) est impliqué dans la colonisation et la fructification de Z. tritici (Mirzadi Gohari et 

al., 2014). 

Lors de l’infection de la plante, Z. tritici produit des enzymes de dégradation des parois 

cellulaires appelées CWDEs (Cell Walls Degrading Enzymes) (Douaiher et al., 2007 ; Siah et 

al., 2010b ; Somai et al. 2017 ; Ors et al., 2018). Ces enzymes ont le rôle de dégrader des 

composants majeurs des parois cellulaires des plantes qui ne sont autres que les protéines et les 

polysaccharides. En fonction de leurs fonctions, deux principales classes de CWDEs peuvent 

être identifiées : les protéases impliquées dans la dégradation des protéines et les CAZymes ou 

enzymes impliquées dans la dégradation des carbohydrates (Goodwin et al., 2011 ; Brunner et 

al., 2013). Les CWDEs sont produites essentiellement pendant la phase nécrotrophe afin de 

dégrader les parois cellulaires, libérer les nutriments et différencier les nécroses foliaires 

(Douaiher et al., 2007 ; Siah et al., 2010b ; Somai et al. 2017 ; Ors et al., 2018). 

Bien que l’acquisition des nutriments par les spores de Z. tritici lorsqu’elles sont en phase de 

latence n’est toujours par claire, les données sur l'ARN-séq indiquent que les gènes impliqués 
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dans l'oxydation bêta des acides gras et des lipides sont régulés spécifiquement un jour après 

l'inoculation, suggérant que les enzymes attaquant ces molécules organiques pourraient être la 

principale source de nutriments à ce stade précoce de l'infection (Rudd et al., 2015). Ceci peut 

expliquer l'augmentation limitée de la biomasse durant la phase biotrophe. Le nombre important 

de protéases produites par Z. tritici pendant la phase de croissance biotrophique soutient cette 

hypothèse et suggère que Z. tritici obtient les nutriments nécessaires par dégradation des 

protéines de son hôte qui se retrouvent dans l'apoplaste ou au niveau de la paroi cellulaire 

(Goodwin et al., 2011). Certaines de ces protéases produites pourraient également cibler les 

enzymes de défense de l'hôte, y compris les chitinases, et contribuer éventuellement à la 

virulence de Z. tritici d'une manière similaire à celle montrée pour Fusarium oxysporum sur 

tomate (Jashni et al., 2015). 

3.2 Résistance du blé à la septoriose 

La résistance peut être définie comme la capacité d'une plante à prévenir ou à empêcher 

l'infection ou la croissance de son agresseur (agent pathogène) dans ses tissus. Comme pour la 

majorité des interactions plantes-pathogènes, deux types de résistance qualitative et quantitative 

sont mis en place lors de l’interaction blé-Z. tritici. Ces interactions diffèrent par plusieurs 

caractéristiques. 

3.2.1 La résistance qualitative 

Il s’agit d’une résistance spécifique et forte, contrôlée par un ou quelques gènes majeurs avec 

des effets importants. Elle est souvent limitée dans le temps à cause du contournement des 

résistances de la plante par le pathogène. Les gènes impliqués dans cette résistance sont présents 

sur les génomes A, B et D et répondent au modèle gène pour gène de Flor. Cependant, cela n’a 

été démontré que pour Stb6 (Kema et al., 2000 ; Brading et al., 2002). Jusqu’à présent, 21 gènes 

Stb ont été cartographiés à l’aide de marqueurs moléculaires de type microsatellites (SSR), 

AFLP (amplified fragment-length polymorphism) et RFLP (restriction fragment length 

polymorphism) (Tableau 2). La plupart de ces gènes sont efficaces uniquement contre les 

génotypes avirulents de Z. tritici (Goodwin et Thompson 2011; Simón et al., 2012 ; Brown et 

al., 2015). Parmi les 21 gènes, Stb6 est fréquent dans les différentes variétés de blé et confère 

une résistance contre une partie de la population du champignon, bien que cette résistance soit 

très souvent contournée (Brown et al., 2015 ; Saintenac et al., 2018). Stb6 est le seul gène cloné 

à ce jour (Saintenac et al., 2018).  
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Tableau 2. Principaux gènes de résistance du blé tendre (Triticum aestivum L.) à Z. tritici, leur 

localisation chromosomique, les cultivars sur lesquels ils ont été identifiés et les marqueurs qui leur sont 

associés (Simón et al., 2012 ; Brown et al., 2015). 

Gène Chromosome Cultivar marqueur 

Stb1 5BL Bulgaria88 Xgwm335 

Stb2 3BS Veranopolis Xgwm389 

Stb3 7AS Israel 493 (non publié) 

Stb4 7DS Tadinia Xgwm111 

Stb5 7DS Synthetic 6X Xgwm44 

Stb6 3AS Flame Xgwm369 

Stb7 4AL ST6 Xwmc219, Xwmc313 

Stb8 7BL W7984 synthetic Xgwm146, Xgwm577 

Stb9 2BL Courtot XksuF1, Xfbb226 

Stb10 1D Kavkaz-K45000 L6A4 Xgwm848, Xgwm603 

Stb11 1BS TE911 Xbarc008 

Stb12 4AL Kavkaz-K45000 L6A4 Xwmc219, Xwmc313 

Stb13 4AL Salamouni Xwmc396 

Stb14 3BS Salamouni Xwmc500 

Stb15 6AS Arina Xpsr904 

StbSm3 3AS Salamouni barc321 

Stb16 3DL Synthetic haploid M3 Xgwm494 

Stb17 5AL Synthetic haploid M3 Xhbg247 

Stb18 6DS Balance Xpw5176, Xgpw3087 

StbWW 1BS WW1842, WW2449, WW2451 Xbarc119b 

TmStb1 7AS MDR043 (T. monococcum) Xbarc174  

3.2.2 La résistance quantitative  

Cette résistance est régulée par plusieurs gènes et est donc polygénique. Elle est souvent 

efficace contre tous les génotypes de Z. tritici puisqu’elle est non race spécifique et donc moins 

facilement contournable par le champignon. Eriksen et al., (2003) ainsi que Chartrain et al., 

(2004) ont montré que la résistance quantitative est contrôlée par des QTLs (quantitative trait 

loci) qui ont été associés à des marqueurs moléculaires (Simón et al., 2012). A ce jour, 89 

régions du génome portant des QTL ou des méta-QTL ont été identifiées à différents stades de 

développement de la plante. Certains QTL ont été cartographiés sur ou à proximité des locus 

des gènes Stb, en particulier autours de Stb6 (Brown et al., 2015).  



Chapitre I. Le pathosystème blé Septoriose 

19 
 

3.3 Les voies de défenses du blé contre Z. tritici 

Plusieurs études ont été menées ces dernières années afin d’expliquer les interactions blé-Z. 

tritici (Kilaru et Steinberg, 2015; Sidhu et al., 2015 ; Somai et al., 2017; Ors et al., 2018). Les 

différentes voies moléculaires et biochimiques impliquées constituent une approche 

complémentaire dans la compréhension des mécanismes de résistance du blé contre Z. tritici 

(Goodwin et al., 2007 ; Adhikari et al., 2007). Deux types de réponses (précoces et tardives) 

sont mis en place par la plante suite à la détection de l’agent pathogène. 

3.3.1 Les réponses cellulaires précoces 

3.3.1.1 La cascade de phosphorylation : activation des MAPKs 

L’apparition d’une réaction immunitaire chez la plante nécessite un transfert rapide du signal 

d’alarme qui correspond à l’identification de l’agent pathogène. Ce signal circule à partir du 

site d’agression vers les différents tissus jusqu’aux facteurs de transcription des gènes de 

défenses. La transduction de ce signal est assurée par l’activation rapide des cascades de 

signalisation faisant intervenir des protéines kinases comme les MAPKs. Les MAPKs sont 

impliquées dans des réponses à des stress abiotiques et biotiques et la majorité des PAMP 

(Pathogen Associated Molecular Pattern) activent les MAPKs (Zhang et Klessig, 2001). Rudd 

et al. (2008) étaient les premiers à montrer l’implication des MAPKs dans l’interaction blé-Z. 

tritici suite à la reconnaissance des PAMPs. Les auteurs ont identifié TaMPK3 qui est l’un des 

gènes codant pour une MAPK et ont montré son rôle dans le déclenchement de la PTI (Plant 

Triggered Immunity) et lors de l’entrée du champignon en phase nécrotrophe. 

L’importance de la phosphorylation des protéines dans la résistance du blé à Z. tritici a été 

aussi mise en évidence par Yang et al., (2013). 

3.3.1.2 Vague oxydative et formes activées de l’oxygène (FAO)  

 La reconnaissance du pathogène par la plante déclenche un flux ionique transmembranaire 

qui aboutit à une accumulation cytosolique des ions calcium (Ca2+) responsables de différentes 

réactions dans des processus variés. Parmi les conséquences, une vague oxydative qui génère 

une accumulation rapide des FAO est déclenchée. Il s’agit donc, du premier évènement suivant 

la reconnaissance de l’agent pathogène. Parmi les FAO on peut citer le superoxyde (O2
●

-), le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’oxide nitrique (NO) et le radical hydroxyle (HO2
●

-). Ces 

composés sont impliqués dans la signalisation aboutissant à l’expression des gènes de défense, 
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à la réaction hypersensible (HR), à la production de phytoalexines, au renforcement barrières 

physiques, et à la réponse systémique acquise (SAR). (Parent et al., 2008). 

3.3.1.2.1 Le Peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

L’accumulation de H2O2 renforce les parois cellulaires et empêche le développement du 

champignon. A des concentrations importantes, le H2O2 provoque la mort cellulaire et limite la 

dispersion du champignon à l’intérieur du tissu si celui-ci est biotrophe. Dans le cas de 

champignons hémibiotrophes, l’accumulation de cette molécule a lieu au cours de la phase 

biotrophe principalement chez les cultivars résistants, ce qui permet de limiter la pénétration 

foliaire et la croissance du champignon. Le rôle du H2O2 dans l'interaction blé-Z. tritici a été 

étudié en l’infiltrant dans des feuilles de blé avant de les contaminer avec Z. tritici (Shetty et 

al., 2007). Ce traitement a permis de réduire la colonisation et la production de biomasse 

fongique et a aussi prolongé la période de latence séparant la phase biotrophe et la phase 

nécrotrophe. Plusieurs travaux ont démontré que H2O2 est nocif pour Z. tritici tout au long de 

son cycle de vie et que son accumulation au niveau des tissus de la plante peut varier en fonction 

du degré de sensibilité de cette dernière. En effet, chez les plantes résistantes, l’accumulation 

du H2O2 se fait de façon précoce durant la phase biotrophe du champignon, tandis que chez les 

plantes sensibles, l’accumulation est liée à l’augmentation de la biomasse fongique et atteint 

donc son maximum lors de l’apparition des nécroses. Il a été démontré que le champignon peut 

développer des tolérances au H2O2 à différents stades de la pathogenèse et particulièrement lors 

de la transition de la biotrophie à la nécrotrophie, qui est un évènement crucial pour sa continuité 

(Shetty et al., 2003, Shetty et al., 2007).  

3.3.1.2.2 Les peroxydases (POX) 

Les POX végétales dites aussi de classe III utilisent le H2O2 pour oxyder une large variété de 

donneurs d’hydrogène (amines, acides ascorbiques, indoles, substances phénoliques, etc.). Ces 

enzymes sont impliquées dans de multiples processus physiologiques dont la lignification, 

l’oxydation des phénols et la subérisation. Ces processus sont notamment associés aux 

mécanismes de défense contre l’attaque par des agents pathogènes lors d’interactions 

compatibles.  

L’activité POX a été étudiée chez des cultivars de blé résistants et sensibles à Z. tritici. Chez 

les cultivars résistants, il y a une accumulation des transcrits et une activité POX plus importante 

que chez les cultivars sensibles après inoculation avec Z. tritici (Shetty et al. (2003). 

L’augmentation de l’activité POX apparait rapidement chez les cultivars résistants suivant 
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l’infection par Z. tritici, contrairement aux variétés sensibles qui ne présentent pas de variations 

significatives de l’activité POX tout au long du processus infectieux. 

3.3.1.2.3 La catalase (CAT)  

La catalase est située principalement dans les peroxysomes, son activité est liée étroitement à 

la disparition de H2O2. Chen et al., (1993, 1995) suggèrent que l’acide salicylique inhibe 

l’activité de la catalase, entrainant ainsi l’augmentation des niveaux de H2O2 dans la plante. 

Chez les cultivars sensibles de blé tendre, l’activité enzymatique des catalases augmente suite 

à l’infection par Z. tritici. Par contre, cette activité est réduite chez les cultivars résistants.  

3.3.1.2.4 L’oxalate oxydase (OXO) 

L’oxalate oxydase est une enzyme qui oxyde l’acide oxalique pour former du H2O2 et du CO2. 

L’implication des OXO dans les réactions de défense a été étudiée chez le blé et l’orge infectés 

par l’oïdium. (Bolwell et Wojtaszek, 1997). Ils constituent la famille des protéines PR 

(Pathogenesis related) et sont donc considérés comme des marqueurs de l’infection durant les 

interactions céréales-oïdium (Van Loon et al., 2006).  

3.3.1.3 La transmission du signal 

Chez la plante, les phytohormones agissent sur divers processus physiologiques et constituent 

également des messagers responsables de la transduction de signaux de stress. C’est grâce aux 

phytohormones qu’une infection localisée peut induire un état de résistance général dans les 

organes non infectés de la plante. Les voies de signalisation liées aux réactions de défense chez 

les plantes sont régulées par 4 principales phytohormones : l’acide salicylique (AS), l’acide 

jasmonique (AJ), l’éthylène (ET) et l’acide abscissique (ABA). Dans le cadre de l’interaction 

blé -Z. tritici, seules les voies du SA et JA ont été explorées.  

3.3.1.3.1 L’acide salicylique (AS)  

L’AS (2-hydroxy benzoic acid) est un composé phénolique possédant un rôle crucial dans la 

régulation des processus physiologiques et biochimiques de germination des graines, de 

floraison et de sénescence (Rivas-San Vicente et Plasencia, 2011). L’acide salicylique est connu 

pour son implication dans les évènements biochimiques et moléculaires associés à l’induction 

des résistances à certaines maladies qui suivent la PTI (PAMP Triggered Immunity) ou l’ETI 

(Effector Triggered Immunity). L’accumulation de l’AS est souvent observée au niveau du site 

d’infection ainsi que dans les tissus distants. L’accumulation locale de l’AS est souvent associée 
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à l’apparition d’une HR en présence d’interactions incompatibles entre les plantes et les agents 

pathogènes. 

L’AS est synthétisé à partir de l’acide benzoïque dans les minutes qui suivent la 

reconnaissance du parasite, par l’intermédiaire de l’enzyme BA2H (Benzoïc Acide 2 

Hydroxylase). La biosynthèse de l’AS peut avoir lieu selon deux voies : la voie de 

l’isochorismate et la voie des phénylpropanoïdes (Vidhyasekaran, 2015) et toutes les deux ont 

pour origine la chorismate (Figure 4). 

 

Figure 5. Schématisation simplifiée des voies de biosynthèse de l'acide salicylique (SA) et ses 

métabolites (Vlot et al., 2009). Abréviations: Phenylalanine ammonia lyase (PAL); Isochorismate 

synthase (ICS); Isochorismate pyruvate lyase (IPL); Acide benzoique-2-hydroxylase (BA2H); SA 

glucosyltransferase (SAGT); acide aminé (aa); SA methyltransferase (SAMT); SA-binding protein 2 

(SABP2); methyl esterase (MES); ester de glucose de salicyloyl (SGE); SA O-β-glucoside (SAG); 

methyl salicylate (MeSA); methyl salicylate O-β-glucoside (MeSAG). 

  

Dans la voie des phénylpropanoïdes, la biosynthèse de l’AS débute par la conversion de la 

phénylalanine en acide trans-cinnamique via l’activité de la PAL (Phenylalanine Ammonia 

Lyase) (Vlot et al., 2009). L’AS joue le rôle d’un signal endogène qui bloque l’activité CAT, 
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entraînant l’augmentation des niveaux de H2O2 qui active l’expression des gènes de défenses 

comme PR1. Ainsi, l’AS permet la mise en place d’une réponse de défense locale et systémique 

contre les agents pathogènes et active également la résistance systémique acquise (Vlot et al., 

2009). La voie de signalisation de l’AS interagit avec d’autres voies hormonales telles que celle 

de l’acide jasmonique et celle de l’éthylène lors des réactions de défense de la plante aux 

pathogènes. 

3.3.1.3.2 L’Acide Jasmonique (AJ) 

 L’AJ ainsi que ses dérivés sont impliqués dans la transduction du signal au niveau inter et 

intra cellulaire et peuvent être véhiculés par le phloème (Creelman et Mullet, 1997 ; Pieterse et 

Van Loon, 1999). La biosynthèse de l’AJ à partir de l’acide linoléïque dépend de la voie des 

octadécanoïdes. La synthèse de l’AJ commence par l’insertion d’un atome d’oxygène sur 

l’acide α-linoléïque par une lipoxygénase (LOX). La lipoxygénase (LOX) présente l’enzyme 

clé de la voie des octadécanoïdes ; elle est impliquée dans l’interaction plante-agent pathogène.  

Pour le pathosystème blé-Z.tritici, Ray et al., (2003) ont montré que la transcription du gène 

LOX est induite chez les cultivars sensibles et résistants avec des niveaux de transcription plus 

importants chez les cultivars sensibles. Selon cette étude, la LOX peut faciliter la colonisation 

et l’installation du champignon. Par ailleurs, les auteurs ont suggéré que l’inhibition rapide de 

l’activité LOX chez les cultivars résistants pourrait jouer un rôle dans le retard de la colonisation 

et constitue donc une caractéristique des cultivars résistant à Z. tritici. 

L’allène oxyde synthase (AOS) est une autre enzyme clé dans la voie de biosynthèse de l’AJ. 

Elle synthétise une allène oxydée à partir du 13-hydroperoxylinolenate synthétisée à la base par 

le 13-LOX (Creelman et Mullet, 1997). La mutation du gène codant pour l’AOS chez 

Arabidopsis thaliana inhibe complètement la synthèse de l’AJ en réponse aux blessures (Park 

et al., 2002).  

3.3.2 Les évènements tardifs de défense 

L’activation des voies de défenses entraine l’accumulation de métabolites secondaires, de 

protéines PR ainsi que de composés antimicrobiens et antifongiques. 

3.3.2.1 Les phénylpropanoïdes 

Les composés phénoliques ou les phénylpropanoïdes issus du métabolisme secondaire tels 

que les phytoalexines, les flavonoïdes et l’AS, régulent les réponses des plantes aux stress 

biotiques et abiotiques. La voie de biosynthèse de ces composés est initiée par la PAL. La PAL 
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présente l'une des enzymes clés de la biosynthèse des composés phénoliques. Elle catalyse la 

réaction de désamination de la L-phénylalanine en acide trans-cinnamique, un précurseur de la 

majorité des composés phénoliques produits par les plantes en libérant un NH3. Cette première 

étape constitue une voie commune de biosynthèse des phénylpropanoïdes.  

Les recherches effectuées par Adhikari et al., (2007) sur le pathosystème blé tendre-Z. tritici 

ont montré que le gène codant pour la PAL a été transcrit entre 3 et 6 h après infection 

uniquement chez les variétés de blé résistantes, alors que les travaux de Shetty et al., (2009) ont 

montré qu’aucune induction du gène codant pour la PAL n’a été détectée chez les cultivars 

sensibles et résistants.  

3.3.2.2 Les protéines PR (Patgogenesis Related Proteins) 

Ces protéines sont induites chez la plante lors d’une interaction avec l’agent pathogène ou 

suite à une blessure mécanique. L’induction de l’expression des gènes PR1, PR2, PR3, PR5 et 

PR9 lors de l’interaction blé-Z. tritici diffère entre les interactions compatibles et incompatibles 

(Ray et al., 2003; Adhikari et al., 2007; Shetty et al., 2009). Les glucanases (PR2) et les 

chitinases (PR3) sont des enzymes utilisées par la plante pour dégrader les parois fongiques, 

libérant ainsi les monomères de chitine et de glucane pouvant à leur tour agir comme des PAMP 

et déclencher de nouvelles réactions de défense (PTI). 

Il a été démontré que lors de l’interaction blé-Z. tritici, les gènes de défense codant pour les 

protéines PR1, PR2 et PR5 sont fortement transcrits 12 heures après inoculation de façon plus 

intense chez le cultivar résistant que chez le cultivar sensible (Ray et al., 2003). Selon Adhikari 

et al., (2007), le niveau d’expression du gène PR1 pourrait distinguer les cultivars résistants 

selon son expression 12 heures après inoculation. Goodwin et al., (2007) ont montré quant à 

eux qu’aucune différence des niveaux d’expression de ce gène apparait tardivement, à 6 jours 

post inoculation.
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La lutte contre Z. tritici repose essentiellement sur l’utilisation massive des fongicides 

(Torriani et al., 2015) mais aussi des cultivars de blé résistants, ou plutôt tolérants puisqu’il 

n’existe pas de variété de blé complètement résistante à ce pathogène. La forte adaptabilité du 

champignon assurée entre autres par son double mode de reproduction et les brassages 

génétiques qui ont lieu lors de la reproduction sexuée remettent en cause la durabilité de la 

résistance spécifique conférée par les gènes Stb cités dans le Tableau 2. La résistance non 

spécifique contrôlée par plusieurs gènes (multigénique) semble être plus durable puisqu’elle est 

moins facilement contournée par Z. tritici.  

1 La lutte chimique contre Z. tritici 

Depuis la fin des années 1960 et jusqu’au début des années 2000, des fongicides tels que les 

inhibiteurs des quinones extérieures (QoI), les antimitotiques, les inhibiteurs de la biosynthèse 

des stérols (IBS) et les inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHI), ont vu le jour. Ces 

fongicides qui présentent la particularité d’être systémiques et dotés d’une faible écotoxicité 

étaient appliqués de façon préventive et curative à des faibles doses sans risque d’être lessivés. 

Toutefois, leurs efficacités au champ sont régulièrement atténuées puisque Z. tritici dispose 

d’un fort potentiel adaptatif. Des résistances aux fongicides QoI chez des populations de Z. 

tritici ont été rapportées au Royaume Uni et en Irlande en 2002, environ 5 ans après leur 

introduction comme moyen de lutte (McCartney et al., 2007). La résistance à ces fongicides est 

associée à une mutation ponctuelle (G143A) au niveau du gène codant pour le cytochrome b. 

Le changement d’une base nucléotidique entraine une substitution de la glycine en position 143. 

Aujourd’hui, les populations françaises de Z. tritici, en particulier celles de la partie nord de la 

France, sont totalement résistantes à ces fongicides (Cheval et al. 2017).  

On retrouve également les inhibiteurs multi-sites de contact qui semblent être les plus adaptés 

puisqu’aucune résistance du champignon n’a été détectée vis-à-vis de ces fongicides (Leroux 

et al., 2007). Néanmoins, les doses élevées utilisées rendent l’application de ces fongicides 

onéreuse en plus du fait qu’ils soient lessivables par les pluies et qu’ils peuvent donc s’infiltrer 

dans les nappes d’eau et présenter un problème environnemental (Leroux et al., 2006). 

A l’heure actuelle et en raison des résistances au sein des populations de Z. tritici, le contrôle 

de cet agent pathogène repose sur les fongicides inhibiteurs de la déméthylation (DMI) de la 

classe des IBS, ainsi que des SDHI. Selon Drummond et al. (2015) et Torriani et al. (2015), les 

mélanges de fongicides SDHI et DMI sont considéré comme les plus efficaces contre Z. tritici. 
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 Les préoccupations croissantes concernant les effets potentiels des pesticides sur la 

santé humaine et l'environnement ont amené plusieurs pays à revoir leurs politiques quant à 

l’utilisation de ces produits. L'Union Européenne exige aux états membres une réduction 

drastique de l'utilisation des pesticides dans un proche avenir (Walters et al., 2013) afin de 

limiter leurs risques potentiels. Les politiques actuelles encouragent donc vers une lutte intégrée 

combinant divers facteurs alternatifs aux produits conventionnels (Hillocks, 2012). 

L’interdiction ou l’indisponibilité de certains pesticides programmée dans le futur a créé une 

forte demande pour d’autres moyens de lutte alternatifs comme le biocontrôle, qui constitue 

aujourd’hui un moteur pour la recherche et l'innovation (Bruce, 2012; Stenberg et al., 2015).  

2 Le biocontrôle  

 Le biocontrôle peut être défini comme toute méthode, produit ou organisme utilisant 

des mécanismes naturels dans le contexte de la protection intégrée des cultures contre les bio-

agresseurs (Herth, 2011). Plusieurs laboratoires ciblent leurs recherches vers l'identification et 

le développement d'agents de lutte biologique qui stimulent les défenses naturelles des plantes 

contre un large spectre de maladies ou qui peuvent agir comme des fongicides biologiques ou 

biofongicides efficaces contre les agresseurs des différentes cultures.  

2.1 Les stimulateurs des défenses des plantes : généralités 

 Un stimulateur de défense des plantes (SDP) désigné aussi par les termes éliciteur, 

activateur, inducteur ou encore stimulateur de défense naturelles (SDN) est par définition toute 

molécule pouvant mimer l’attaque d’un pathogène et induire chez la plante des métabolites 

capables d’assurer sa défense face à une agression biotique causée par un agent pathogène 

(champignon phytopathogène, insecte phytophage, bactérie ou virus) ou face à un stress 

abiotique (Benhamou et Rey, 2012).  

 Depuis que le terme éliciteur a été inventé par Keen et al., en 1972, plusieurs 

recherches ont montré que différentes substances dotées de structures chimiques distinctes ont 

la capacité d’activer les réponses de défense de la plante. Dans le modèle général, les SDP se 

divisent en deux catégories selon leur origine, à savoir des signaux endogènes et des signaux 

exogènes (Ebel et Cosio, 1994).  

Les éliciteurs endogènes ou DAMPs (damage associated molecular pattern) sont libérés par 

la plante elle-même indépendamment de la présence d’un éliciteur exogène ou d’une façon 

synergique. La plupart de ces éliciteurs semble être apoplastique (secrétés à l’extérieur de la 



Chapitre II. Méthodes de lutte contre Zymoseptoria tritici 

28 
 

cellule) et leur fonction pourrait être celle de moduler l’étendue de la réponse dans les tissus 

environnants. Les DAMPs connus diffèrent par leur mobilité dans les tissus de la plante et 

dépendent du type de ces tissus. Ils peuvent donc produire des réponses systémiques ou 

localisées. Parmi les DAMPs les plus caractérisés, on peut citer les oligogalacturonides, qui 

sont des dérivés des composés pectiques des parois cellulaires. Ils sont libérés dès la lésion 

cellulaire due à un traumatisme, à une réponse d’hypersensibilité ou à l’action des pectinases 

provenant des pathogènes (Henry et al., 2012). 

Les éliciteurs exogènes constituent les signaux primaires dans les interactions plante-

agresseur. On retrouve les PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) émis par les 

organismes pathogènes ou parasites et les MAMPs (microbe-associated molecular patterns) 

libérés généralement par des micro-organismes non pathogènes comme les levures et les 

rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (Henry et al., 2012). Ces éliciteurs stimulent 

les défenses de la plante qui répond en limitant la mobilité du pathogène, du virus ou de la 

bactérie dans ses tissus ; ils évoquent également une réponse dans les cellules avoisinant le site 

de l’infection. 

Les MAMPs/PAMP et les DAMP sont appelés eliciteurs généraux. Ils sont reconnus par les 

récepteurs transmembranaires PRR (pathogenesis related receptors) comme des marqueurs 

d’attaque potentiels, induisant ainsi des réactions immunitaires de type PTI (PAMP-triggred 

immunity). 

 L'immunité des plantes peut se produire à deux niveaux différents. On retrouve (i) la 

résistance locale acquise (LAR) qui s’exprime au niveau des cellules, tissus, ou organes ayant 

été attaqués par un agent pathogène ou traités par un éliciteur et (ii) la résistance systémique 

acquise (SAR) qui s’exprime souvent dans toute la plante et donc pas uniquement au niveau 

des organes traités. La SAR a été caractérisée comme plus large et plus durable que la LAR 

(Görlach et al., 1996). 

 La SAR dépend de la perception de l'acide salicylique et elle induit l’expression des 

gènes codant pour les PR protéines (Walters et Fountaine, 2009). En plus de la SAR, 

l'expression de résistance induite peut également se manifester par le déclenchement de la 

résistance systémique induite (ISR) déclenchée au niveau racinaire par des microorganismes 

bénéfiques présents dans la rhizosphère. La résistance systémique induite entraine aussi une 

résistance générale et durable, contrairement à la SAR. L’ISR dépend de l’acide jasmonique au 

lieu de l’acide salicylique et ne se traduit souvent pas par la synthèse des protéines PR (Pieterse 

et al., 1998).  
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Comme les éliciteurs peuvent mimer l’attaque d’un agent pathogène, il est important de 

rappeler d’abord les mécanismes impliqués dans toute interaction plante-agent pathogène (le 

modèle général). 

2.1.1 Mécanismes de résistance lors de l’interaction plante - agent 

pathogène  

Lors des interactions hôte-agent pathogène, plusieurs barrières physico-chimiques sont mises 

en place et constituent la première contrainte que l’agresseur doit surmonter. Ces barrières sont 

représentées par des structures externes telle que les cires, cuticules, trichomes et parois pecto-

cellulosiques de l’épiderme. Bien que ces structures ont le rôle d’empêcher l’adhésion et le 

développement des agents pathogènes, elles sont souvent contournées par l’agresseur et dans 

certains cas leur présence peut même favoriser son développement (Łaźniewska et al., 2012). 

A titre d’exemple, Z. tritici parvient souvent à contourner ces barrières physiques grâce au 

mucilage qui entoure ses spores. Le champignon réussit donc à pénétrer la plante non seulement 

par les stomates mais aussi de façon directe via les parois cellulaires de l’épiderme (Shetty et 

al., 2003 ; Siah et al., 2010b ; Ors et al., 2018).  

La réponse de la plante est souvent rapide, bien que cela peut varier en fonction des variétés 

et de leurs degrés de résistance. Cette réponse entraine l’apparition d’un flux transmembranaire 

d’ions, une production de formes actives d’oxygène et une cascade de phosphorylation de 

protéines. Plus tard, le taux de l’éthylène (ET) biosyntétisé par la plante augmente et les gènes 

impliqués dans les voies de défense sont transcrits (Li et al., 2013).  

Afin de surmonter cette PTI qui stoppe la pénétration du parasite et la colonisation de la plante, 

le bioagresseur produit et secrète des effecteurs qui lui permettent de poursuivre sa colonisation 

et d’affaiblir à nouveau la plante. On parle alors de sensibilité déclenchée par des effecteurs ou 

ETS (effector triggered susceptibility) (Li et al., 2013). 

Lors de l’attaque par un agent pathogène, la plante peut répondre aux ETS par une deuxième 

vague de défense décrite comme l’immunité déclenchée par les effecteurs ou ETI (effector 

triggered immunity), qui confine la colonisation des tissus au site initial de l’infection. Les 

phases successives de la coévolution de l’interaction plante-micro-organisme sont donc la PTI, 

l’ETS, l’ETI et l’alternance entre ETS et ETI qui résulte en un contournement par le 

bioagresseur des gènes de résistance spécifique de la plante hôte. L’ETI caractérise les 

interactions de type « incompatible », il s’agit donc d’une réponse plus forte, plus rapide et plus 

localisée comparée à la PTI. L’ETI aboutit le plus souvent à une mort cellulaire programmée 
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ou PCD (programmed cell death) localisée au niveau de l’infection. La Figure 5 illustre 

l’interaction plante-pathogène selon le modèle en « zigzag » décrit par Jones et Dangl (2006). 

 

 

Figure 6. Modèle en « zigzag » proposé par Jones et Dangl, (2006) illustrant l’interaction plante-

pathogène. 

 

2.1.2 Les éliciteurs sur blé 

Dans le cas de l’interaction blé-Z. tritici, l’induction de réponse précoce (PTI) par la 

reconnaissance de la chitine et des glucanes de Z. tritici a été mise en évidence. Ce phénomène 

est surmonté par la mise en place d’effecteurs codés par les gènes Mg1LysM et Mg3LysM chez 

Z. tritici, lui permettant d’échapper aux mécanismes de défense de la plante durant la phase 

biotrophe et de provoquer l’entrée en nécrotrophie.  

 Les éliciteurs sont regroupés en éliciteurs biotiques et abiotiques et peuvent être des 

micro-organismes vivants, des extraits de plantes (spermatophytes ou algues), des extraits de 

parois cellulaires microbiennes (chitosan, lipopolysaccharides, flagellines, 

lipopeptidoglycanes, exoploysaccharides), des métabolites microbiens (Rhamnolipides, 

lipopeptides, harpines, ergostérols, protéines microbiennes purifiées), ou d’autres molécules 

organiques (β-aminobutyric acid (BABA), vitamines, sucres, acides aminés, biochar) ainsi que 
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des minéraux et des ions (cuivre, bore, silicone, phosphites, composés à base de calcium) (Siah 

et al., 2018b). 

 Dans le cas du blé, plusieurs produits ou molécules à effet éliciteur ont été testés sur 

un large spectre de maladies. Cependant, peu d’entre eux se sont montrés efficaces pour 

protéger préventivement la plante contre la septoriose et encore moins ont été homologués. Les 

éliciteurs testés déjà sur blé sont répartis en fonction de leur origine en deux catégories, à savoir 

les éliciteurs abiotiques et les éliciteurs biotiques : 

Les éliciteurs abiotiques, comme le chlorure de potassium qui a été appliqué comme 

traitement foliaire sur blé, a induit les mécanismes osmotiques impliqués dans le contrôle de 

l’oïdium (Kettlewell et al., 2000). Par ailleurs, KHCO3 et NaHCO3 se sont avérés capables de 

protéger le blé contre la rouille (Deliopoulos et al., 2010) alors que la silice a permis l’induction 

de la production de composés antifongiques chez le blé infecté par l’oïdium (Rémus-Borel et 

al., 2005) et l’a protégé également contre P. nodorum (Deliopoulos et al., 2010). De même, 

l’effet de l’acide salicylique ainsi que l’heptanoate d’acide salicylique a été testé sur le 

pathosystème blé-oïdium par Renard-Merlier et al. (2007) ainsi que par Tayeh et al. (2013). 

Les résultats ont montré que l’heptanoate d’acide salicylique induit l’accumulation de l’H2O2 

et la péroxydation des lipides. En outre, Zhuk et al., (2014) ont montré que l’application 

exogène de l’acide oxalique permet d’augmenter la tolérance du blé à la septoriose dans des 

essais au champ. 

Parmi les produits rares enregistrés comme éliciteurs sur blé, on retrouve le Bion® (Syngenta), 

ayant l’Acibenzolar-S-methyl (ASM) ou le BTH comme matière active. Le Bion® qui présente 

le premier SDP homologué et commercialisé en Europe montre des analogies fonctionnelles 

avec l’acide salicylique. Le produit est capable d’induire la SAR chez un grand nombre de 

plantes et s’est montré efficace contre un large spectre de bioagresseurs du blé comme l’oïdium, 

la rouille et la septoriose (Görlach et al., 1996). Cependant, Walters et Heil, (2007) ont montré 

que le Bion® était aussi responsable de la diminution de la croissance de la plante et par 

conséquent sur son rendement, probablement en détournant beaucoup d’énergie vers 

l’induction des mécanismes de défenses au détriment du développement de la plante.  

Les éliciteurs biotiques testés sur le blé sont encore moins nombreux et le seul qui est 

enregistré à ce jour pour lutter contre l'oïdium et la septoriose est le Vacciplant® (auparavant 

Iodus40®, Goëmar, Arista LifeScience, France). La matière active de ce produit est la 

laminarine, qui est un β-1,3-glucane linéaire et soluble dans l'eau extrait de l'algue brune 

Laminaria digitata (Walters, et al., 2014). Il a été montré que ce polysaccharide de stockage 
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stimule la réponse immunitaire de nombreuses plantes telles que la vigne, le tabac et le maïs 

contre une large gamme de maladies (Aziz et al., 2003, Klarzynski et al., 2000, Sobhy et al., 

2012). Selon Ménard et al., (2004), la laminarine induit la synthèse des protéines PR et 

l'accumulation de phytoalexines en activant la voie de l'acide salicylique. Par ailleurs, Shetty et 

al. (2009) ont montré que le traitement de feuilles de blé avec des β-1,3-glucanes purifiés à 

partir de la paroi cellulaire de Z. tritici a conféré la résistance de la plante à Z. tritici. En outre, 

selon Cordo et al., (2007), Trichoderma spp., stimule également les défenses du blé contre Z. 

tritici. L’efficacité du tréhalose (un disaccharide) contre l’oïdium du blé ainsi que son effet 

stimulateur de défense a été aussi confirmé par Tayeh et al. (2012). Dans leur étude, les auteurs 

ont montré que les gènes codant pour les chitinases, l’OXO et la LOX ont été induits et que le 

métabolisme des lipides a été activé. Le Milsana® a également été testé sur blé et a conféré des 

protections significatives contre l’oïdium (Randoux et al., 2006). 

Il est à noter que le nombre des SDP commercialisés et homologués pour lutter contre la 

septoriose du blé reste très limité malgré l’incidence majeure de cette maladie. 

2.2 Les biofongicides 

 Les biofongicides constituent, en plus des éliciteurs, une source alternative de contrôle 

des maladies des plantes. Il s’agit de formulation organiques qui peuvent dériver de plantes, 

animaux, microorganismes ou minéraux. Les biofongicides issus d’organismes vivants 

(champignons et bactéries) peuvent contrôler l’activité des champignons et bactéries 

pathogènes et agissent selon quatre différents modes d’action: (i) en produisant des 

antibiotiques ou des toxines, (ii) en parasitant les champignons pathogènes ou (iii) en rivalisant 

avec eux (compétition sur les nutriments) et (iv) pour certains d’entre eux en induisant les 

résistances localisées ou systémiques chez les plantes (Heydari et Pessarakli, 2010). Les extraits 

de certaines plantes (huiles essentielles, sirops, etc.), ou certains minéraux (cuivre, silice, etc.) 

peuvent également constituer des biofongicides intéressants. Les biofongicides présentent 

généralement une faible toxicité par rapport aux fongicides de synthèse sur les organismes non 

cibles. Ils sont également caractérisés par une décomposition rapide, induisant ainsi moins 

d’impacts négatifs sur l’environnement (United States Environmental Protection Agency, 2007; 

Couture, 2016). 

Il y a relativement peu d’études publiées sur l’utilisation des micro-organismes ou leurs 

métabolites comme agents de biocontrôle contre Z. tritici. Celles publiées incluent l’utilisation 

de Pseudomonas (Levy et al. 1988, 1989, 1992; Flaishman et al. 1996), Paecilomyces lilacinus, 
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Nigrospora sphaeric, Cryptococcus sp., Bacillus sp. (Perello et al. 2002; Kildea et al. 2008 ; 

Mejri et al., 2017), Trichoderma spp., ainsi que les bactéries lactiques (Lynch et al., 2016). 

Certains résultats obtenus confirment le potentiel de ces produits comme moyens de biocontrôle 

dans la lutte contre Z. tritici, bien qu’aucune étude n’a abouti au développement d’un produit 

commercialisé en tant que produit de protection des plantes. Ceci pourrait être dû entre autres 

au fait que l'approbation et l'enregistrement des biopesticides dans l'UE sont confrontés à 

plusieurs contraintes due à l'application des mêmes critères d'homologation utilisés pour les 

pesticides conventionnels (Chandler et al., 2011), bien que de nouvelles directives facilitant 

leur enregistrement ont été développées (Czaja et al., 2015). A l’heure actuelle, plusieurs 

biofongicides sont commercialisés comme des biostimulants. Il est également à rappeler que 

les biofongicides ne sont pas tous autorisés dans l’agriculture biologique.  

Dans le cadre de mes travaux de thèse, trois lipopeptides cycliques produits par Bacillus 

subtilis et ayant déjà été reportés comme biofongicides ou éliciteur ont été testés pour la 

première fois sur le pathosystème blé-Z. tritici.  

2.2.1 Exemple d’agent de biocontrôle : Bacillus subtilis  

Les bactéries appartenant au genre Bacillus produisent de nombreuses molécules antibiotiques 

et antifongiques dont certaines sont synthétisées par voie ribosomale (subtiline, subtilosine A, 

TasA, sublancine) alors que d’autres telles que la bacylisine, la chlorotetaine, la mycobaciline, 

les rhizocticines, la bacillaene, la difficidine, ainsi que les lipopeptides appartenant aux familles 

des surfactines, iturines et fengycines sont produites par synthèse peptidique non ribosomale 

(Mnif, 2015). 

La rhizobactérie B. subtilis appartient à l’embranchement des firmicutes, à la famille des 

Bacillaceae et au genre Bacillus (Chtioui, 2011), est l’une des bactéries Gram+ les plus étudiées 

(Sonenshein et al, 2002). Bacillus subtilis dédie environs 5% de son génome à la synthèse 

d’antibiotiques et produit plus d’une vingtaine de composés antimicrobiens aux structures 

différentes (Ongena et Jacques 2008). La biosynthèse de molécules lipopeptidiques est l’un des 

mécanismes d’action majeurs de B. subtilis lui permettant la colonisation du milieu. Cette 

bactérie est actuellement utilisée comme agent de biocontrôle et les lipopeptides qu’elle produit 

font partie des plus connus (Jacques et al., 2014). 

Les lipopeptides issus de Bacillus sp. ont été isolés durant les années 1949 et 1986 ; ils 

rassemblent plus de 30 peptides différents liés à des chaînes variées d’acides gras. A ce jour, 

on compte plus de 100 produits différents. La structure générale des lipopeptides est un cycle 
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peptidique de 7 à 10 acides α aminés L et D (Chtioui, 2011). La synthèse non ribosomale 

conduit à une hétérogénéité importante, non seulement au niveau du type et de la séquence en 

acides aminés (AA), mais aussi au niveau de la nature du cycle peptidique et la nature, longueur 

et ramification de la chaîne d’acides gras (Mnif, 2015 ; Ongena et Jacques 2008). Les 

lipopeptides du genre Bacillus sont classés selon leur séquence en acides aminés en 3 familles 

distinctes : les surfactines, les iturines et les fengycines (ou plipastatines). Cependant, suite à la 

découverte des kurstakines en 2000, il a été suggéré qu’elles soient également ajoutées en tant 

que famille de lipopeptides (Jacques, 2011). 

2.2.1.1 Les surfactines 

La surfactine tire son nom de son efficacité prouvée en tant que biosurfactant. Les AA L-Glu 

et L-Asp renforcent son caractère amphiphile (Coutte, 2009). Elle est capable de réduire la 

tension de surface de l’eau de 72 à 27 mN.m-1 à une concentration aussi faible que 0,01% et 

s’organise en micelles à une concentration supérieure à la CMC (concentration micellaire 

critique) de 10 mg/L. De potentielles activités antibactériennes, antivirales, anti tumorales, 

anticoagulantes, hémolytiques, inhibitrices d’enzymes ainsi qu’inductrices du mécanisme de 

résistance des plantes ont été démontrées pour la surfactine. Cependant, aucune activité 

antifongique directe ne lui a été attribuée, bien que des effets synergiques existeraient (Chtioui, 

2011). Le mode d’action principal de la surfactine serait la perturbation des membranes ; elle 

semble également être un élément clé à la création de biofilms stables et pourrait inhiber les 

biofilms formés par d’autres bactéries (Romero et al, 2006). 

2.2.1.2 Les iturines 

La famille des iturines regroupe principalement les bacyllomycines D, F, L et Lc, les iturines 

A et C et la mycosubtiline. Cette dernière fut le premier lipopeptide antifongique de B. subtilis 

mentionné dans la littérature par Walton and Woodruff en 1949. Un second composé similaire 

baptisé Iturine fut décrit plus tard par Delcambe (1950). Les iturines sont des heptapeptides 

cycliques également, reliés par une liaison amide à une chaîne d’acide gras β-aminée composé 

de 14 à 17 carbones. Contrairement aux autres lipopeptides, les iturines sont neutres ; ce sont 

également des biosurfactants. Bien que moins puissants que les surfactines, ils peuvent réduire 

la tension de surface à 43mN.m-1 et former des micelles à la CMC (20 mg/L) (Jacques, 2011). 

Les iturines sont reconnues pour leur forte activité antifongique à l’encontre d’un large spectre 

de levures et de champignons. Cependant, leur activité antibactérienne et antivirale sont 

limitées, voire inexistantes. Cette toxicité à l’égard des champignons semble reposer sur leur 
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capacité de perméabilisation de la membrane, grâce à une perturbation de la pression osmotique 

conduisant à la formation de pores conducteurs d’ions (Ongena et Jacques, 2008). 

2.2.1.3 Les fengycines 

Les fengycines sont des décapeptides partiellement cycliques reliés à une chaîne d’acides gras 

β-hydroxylée de 14 à 18 carbones (Chtioui, 2011) Les fengycines ont une activité hémolytique 

moins importante que les iturines et surfactines mais gardent une forte toxicité fongique, 

particulièrement envers les champignons filamenteux. Leur mode d’action est moins bien 

connu que ceux des autres familles de lipopeptides. On sait cependant qu’ils interagissent avec 

les couches lipidiques et peuvent altérer la structure des membranes cellulaires (Ongena et 

Jacques, 2008). La revue de Ongena et Jacques (2008) a récapitulé les propriétés des 

lipopeptides mises en relation avec l’activité de biocontrôle des bactéries du genre Bacillus 

(Figure 7). Ces propriétés sont de trois natures :  

 Favoriser la croissance invasive de la bactérie, donc potentiellement sa capacité 

à coloniser les feuilles et les racines, améliorant ainsi sa compétitivité (essentiellement 

la surfactine).  

 Inhiber la croissance et/ou la germination des spores d’un grand nombre de 

champignons pathogènes (essentiellement fengycine et iturine).  

 Stimuler les défenses naturelles des plantes (notamment surfactine et fengycine).  
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Figure 7. Structures et propriétés des trois principales familles des lipopeptides cycliques d’origine 

microbienne (Ongena et Jacques, 2008). 

 

2.3 Produits à double activité 

Certains produits de bioncontrôle possèdent des propriétés à la fois élicitrices et directes. Le 

chitosan en est un exemple et sa double activité a été démontrée sur plusieurs plantes et 

plusieurs pathogènes (El Hadrami et al., 2010). De même, des extraits de feuilles caduques ont 

montré leur effet comme antibactérien et stimulateur des défenses du tabac (Richard et al. 

2014). Le Biochar constitue également un produit ayant un large spectre d’activité, combinant 

des effets éliciteurs, biostimulateurs, détoxifiant du sol ainsi que des effets directs sur les 

organismes phytopathogènes (Elad et al., 2012). L’agent de biocontrôle Trichoderma spp. 

possède également une double activité, directe sur les champignons phytopathogènes et 

indirecte en stimulant les réponses de défense des plantes (Viterbo et al. 2002). 
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Bien que les produits de biocontrôle sont variés (nous nous sommes limité seulement à 

quelques exemples dans ce manuscrit), la réticence du marché face à eux peut être expliquée 

entre autre par le coût de leur production souvent trop élevé pour être compatible avec des 

applications à grande échelle (Benhamou et Rey, 2012). En effet, la disponibilité de sources 

premières, requises pour la production en quantité, présente l’une des limitations majeures au 

développement de nouveaux éliciteurs ou biofongicides. Cependant, les industries agricole et 

agro-alimentaire regorgent de matières premières souvent riches en composés intéressants et 

qui sont souvent produits à grande échelle. Ces produits peuvent être des bio-sources pour la 

conception de molécules de protection de plantes tout en respectant l’environnement.  

2.4 Les biomasses : sources de produits de biocontrôle 

L’article 19 de la loi n°2009-967 de programmation relative à la mise en œuvre du Grenelle 

de l’environnement, du 3 août 2009, définit la biomasse comme étant « La fraction 

biodégradable des produits, déchets et résidus provenant de l’agriculture, y compris les 

substances végétales et animales, issues de la terre et de la mer, de la sylviculture et des 

industries connexes ainsi que la fraction biodégradable des déchets industriels et ménagers ». 

Les biomasses ont aujourd’hui un enjeu majeur qui est celui d’assurer l’alimentation de la 

population mondiale. Les biomasses ont également le défi de garantir la transition énergétique, 

étant donné que les disponibilités en énergies fossiles sont en baisse continue. Enfin, les 

biomasses naturellement riches en divers composants à extraire et à purifier peuvent être 

valorisables comme ressources directes de matières premières dans différents types de réactions 

chimiques (Syndicat des énergies renouvelables, 2012). Il s’agit donc un réservoir à exploiter. 

Dans l’industrie agro-alimentaire, une transformation d’une biomasse brute (matière 

première) pour l’obtention d’un produit fini, recherché par le consommateur, est réalisée. 

L’acquisition de ce produit final (huile, vin, sucre, meuble, etc.), est souvent accompagnée par 

une production de matières secondaires telles que les coproduits, les sous-produits et les 

déchets. Ces matières secondaires, bien qu’elles soient toutes issues du processus de fabrication, 

ont des valeurs et des utilisations différentes et méritent donc d’être définies.  

Les coproduits sont obtenus de façon intentionnelle et inévitable lors du processus de 

fabrication du produit fini visé. Ces coproduits possèdent souvent leur propre marché et 

subissent une valorisation totale. Ils présentent donc une source supplémentaire de revenus pour 

le producteur.  
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Les sous-produits sont des substances ou des objets résiduels qui apparaissent lors du 

processus de production et qui répondent à une ou plusieurs utilisations possibles. 

Les déchets correspondent aux résidus non utilisables obtenus au cours et après la production 

et doivent être éliminés par le producteur. L’élimination se fait par incinération, enfouissement 

dans le sol, mise en décharge etc. Ils constituent donc une nuisibilité pour l’environnement (à 

forte dose) et un coût additionnel pour le producteur. 

Les produits secondaires agricoles et industriels ont l’avantage d’être abondants, disponibles 

à faible coût et riches en composés organiques. Ils peuvent pour beaucoup d’entre eux être 

valorisables principalement en alimentation animale (animaux de rente et compagnie), en 

production de matériaux biosourcés (panneaux de particules), en agriculture (fertilisants), ou 

en production d’énergie (biocarburant). 

Les sous-produits de l'industrie agro-alimentaire sont constitués d’extraits ou de molécules 

qui peuvent être capables de déclencher des réactions de défense des plantes. En effet, certaines 

études ont montré que les extraits de marc de raisin qui est un sous-produit de la vinification, 

étaient capable de stimuler des réactions de défense locales induites chez le tabac, l'arabette et 

la tomate (Benouaret et al., 2013, Goupil et al., 2012). Selon Goupil et al., (2012) le marc de 

raisin qui est riche en polyphénols est capables de réguler positivement les gènes PR1 et PR2 

de façon locale et systémique chez le tabac. L'infiltration d'extraits de marc de raisin a entrainé 

une surexpression locale des gènes PR1, PR2 et PR3 dans les feuilles de tabac (Benouaret et 

al., 2013). Benouaret et al., (2014) ont montré que l’ajout de ces extraits à des cultures 

cellulaires de tabac en suspension, entraine une alcalinisation extracellulaire, une surexpression 

des gènes de défense PR3, PAL et CCoAOMT (Caffeoyl-coenzyme A O-methyltransferase) 

impliqués dans la synthèse des phénylpropanoïdes et de la lignine ainsi que dans l’induction de 

la réponse HR (Benouaret et al., 2014). 

Par ailleurs, Richard et al. (2014) ont montré que des extraits de feuilles caduques de plantes 

ligneuses riches en composés polyphénoliques avaient à la fois des propriétés antifongique et 

élicitrice des défenses des plantes. En effet, l’infiltration des extraits phénoliques de ces feuilles 

a induit l’accumulation de composés antimicrobiens ainsi que l’expression de plusieurs gènes 

de défenses tels que ceux codant pour la PAL, PR1, PR2 et PR3 dans les tissus de plantes de 

tabac. Les surfaces foliaires infectées par la maladie (mildiou) ont été réduites de 45 % en 

comparaison avec le témoin non traité. Le biochar fabriqué à partir de bois dur ajouté comme 

amendement au sol de culture d’asperge a entraîné des réductions des lésions radiculaires 

causées par Fusarium oxysporum f. sp. asparagi et F. proliferatum par rapport à un témoin dont 
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le sol n’a pas été amendé (Elmer et Pignatello, 2011). Ce composé qui est une biomasse 

naturelle a plusieurs fonctions, telles que la détoxification du sol, l’amélioration de la croissance 

des plantes et donc de leurs résistances aux pathogènes et microorganismes, la stimulation des 

microbes bénéfiques de la rhizosphère qui agissent sur les pathogènes via l’antibiose et le 

parasitisme ou la compétition. Le biochar est aussi capable de stimuler les défenses des plantes 

soit grâce à (i) ses propres compositions chimiques dont certains composés peuvent être perçus 

comme des éliciteurs ou (ii) par l’intermédiaire des micro-organismes sur lesquels il agit (Elad 

et al., 2012). 

2.4.1 Exemple de biomasse valorisable: coproduits de la betterave sucrière 

La betterave sucrière Beta vulgaris assure 20% de la production mondiale en sucre. La France 

est le premier producteur européen avec plus de 88 tonnes de racines/ ha et environ 13 tonnes 

de sucre/ ha. La betterave sucrière est la première culture industrielle en France ; elle est cultivée 

dans 8 régions et les Hauts-de-France ainsi que le Grand Est sont les principaux producteurs. 

Le processus de transformation résumé dans la figure 7 engendre plusieurs coproduits qui 

trouvent des débouchés utiles tels que la production d’additifs alimentaires, de bio-carburant, 

de produits synthétiques ainsi que de produits pharmaceutiques. La mélasse constitue le sirop 

issu des racines de betterave sucrière après l’extraction du saccharose. Elle est composée de 

30% à 50% de sucres (liés aux composés minéraux et organiques) qui ne peuvent être extraits, 

ainsi que de composés azotés, de vitamines et d’autres micronutriments. La mélasse constitue 

également un milieu favorable au développement de diverses bactéries lactiques (Tomaszewska 

et al., 2018). Ce jus brut contient environ 30% d'acides aminés, dont 50% est constituée de 

glutamine et d'acide glutamique (Hippchen et al., 1978). La cyclisation de la glutamine conduit 

à la formation d'acide pyroglutamique (PGA), également appelé acide pidolique ou « acide 

aminé oublié » (Harland et al., 2008). Le PGA représente une matière première abordable, 

dépourvue de toxicité et constituée d'unités fonctionnalisables intéressantes telle que le groupes 

lactame, permettant la création de nouvelles molécules bio-sourcées. Le PGA est considéré 

comme un hydratant physiologique, et est cité dans tous les manuels de cosmétologie grâce à 

sa présence prédominante dans les facteurs hydratants naturels. De nombreuses protéines 

portant l’acide pyroglutamique à l'extrémité N-terminale, telles que les protéines PR, sont 

connues pour leur implication dans les réactions de défense des plantes (Schilling et al., 2007). 

Cependant, l’information quant aux caractéristiques du résidu PGA pour ces protéines n'a pas 

été étudiée. 
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Figure 8. Processus de transformation de la betterave sucrière et différents sous-produits obtenus 

(Morrison, 2009). 

 

2.4.2 La chimie verte 

La chimie verte est le concept de désigner les matériaux et produits chimiques meilleurs pour 

l’environnement et la santé humaine et qui permettront la préservation d’une planète sur 

laquelle tous les produits seront utilisés d’une façon circulaire. Il s’agit donc d’une approche 

fondamentale pour développer des produits chimiques d'une manière saine et respectueuse de 

l'environnement sans avoir recours à l’utilisation d’ingrédient ou de solvants toxiques. 

Douze principes de la chimie verte ont été développés par Anastas et Warner (1998) :  

1. La prévention ; c’est-à-dire qu’il vaut mieux produire moins de déchets que 

de devoir les traiter et les nettoyer par la suite 
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2. L’économie des atomes, c’est-à-dire limiter la perte des atomes en sous-

produits lors des réactions.  

3. Des synthèses chimiques moins dangereuses pour l’environnement et 

l’humain 

4. Designer des produits chimiques plus sains  

5. Utiliser des solvants et auxiliaires sans danger 

6. Conception pour l'efficacité énergétique 

7. Utilisation de matière première renouvelable 

8. Réduction des dérivés 

9. Utiliser des catalyseurs 

10. Designer des produits facilement dégradables 

11. Analyse en temps réel pour éviter la pollution inutile 

12. Prendre en compte la sécurité afin de limiter les risques d’accidents, 

d’explosions, d’incendies 

 

La chimie verte permet ainsi de réduire les dépenses en utilisant des matières premières déjà 

existantes et en évitant les coûts de l’élimination de déchets toxiques que la chimie 

conventionnelle produit souvent.  
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Les produits de biocontrôle, en particulier les inducteurs de résistance, représentent un 

levier prometteur pour réduire l’utilisation des produits phytosanitaires conventionnels en 

agriculture, limitant ainsi l’impact de ces derniers sur l'environnement et la santé humaine. 

L’intégration des produits de biocontrôle dans les stratégies de la lutte intégrée (Integrated Pest 

Management, IPM) est fortement encouragée en Europe, en particulier depuis la mise en place 

de la directive 2009/128/CE visant à limiter le recours aux pesticides conventionnels et à 

promouvoir l’utilisation d'intrants compatibles avec une agriculture durable. Cette directive 

impose à chaque état membre de mettre en œuvre un plan d'action national basé sur l’IPM, afin 

de réduire la dépendance aux pesticides de synthèse (Villaverde et al., 2014). Plusieurs plans 

d’action nationaux ont été lancés en Europe, comme Ecophyto en France, Green deal project 

aux Pays-Bas, Biopesticide track en Belgique, et Pesticide levy system au Danemark 

(Ravensberg 2015). 

Aujourd'hui, les produits de biocontrôle ne représentent que 5 % du marché total de la 

protection des cultures (environ 3 milliards de dollars dans le monde), mais cette part est en 

croissance et devrait augmenter de 8,84% par an, pour atteindre plus de 7 % du marché d'ici 

2025 (Olson, 2015). Selon une estimation basée sur la dynamique du marché de la protection 

des plantes, l’inversion des courbes de la part des produits de produits de biocontrôle et de celle 

des produits conventionnels aura lieu vers les années 2050 (Figure 9).  

 

Figure 9. Estimation de l’évolution de la part des produits de biocontrôle (bio-pesticides) et celle des 

produits conventionnels dans le marché de protection des plantes (Olson, 2015). 

A l’échelle mondiale, il existe des centaines d'entreprise de biocontrôle, dont la plupart 

(plus de 230) sont regroupées au sein de l'association internationale des fabricants des produits 

de biocontrôle (International Biocontrol Manufacturers Association, IBMA). En France, un 

consortium biocontrôle fédérant des acteurs publics (INRA, Universités, etc.) et privés (IBMA, 
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etc.) a été mis en place afin de promouvoir la recherche et lever les verrous à l’utilisation de ces 

produits à large échelle sur le terrain. 

Malgré l’attente des agriculteurs et des acteurs de la filière de protection des plantes, il 

existe aujourd’hui très peu de produits de biocontrôle homologués sur le blé, nonobstant 

l’importance de cette culture (1ière culture en Europe). Vis-à-vis de la septoriose, la principale 

maladie sur cette culture et qui est la cible de 70% des fongicides vendus en Europe (Fones et 

Gurr, 2015), seules deux substances actives d’inducteurs de résistance sont homologuées 

(Vacciplant®, à base de laminarine, un extrait de l’algue brune Laminaria digitata, Goëmar-

Arysta Lifescience, et Bion®, à base de Acibenzolar-S-méthyl, un analogue fonctionnel de 

l’acide salicylique, Syngenta). Par ailleurs, il existe très peu d’innovation dans la littérature 

pour identifier de nouveaux inducteurs de résistance, dans la mesure où ce sont les mêmes 

composés qui sont le plus souvent étudiés sur différents pathosystèmes (Tayeh et al., 2014, Siah 

et al., 2018). Les travaux de cette thèse se situent dans ce contexte et visent à identifier de 

nouveaux composés de biocontrôle efficaces sur le blé vis-à-vis de Z. tritici. Plus concrètement, 

les objectifs de la thèse consistent à : 

 Concevoir de nouvelles molécules inductrices de résistance à partir de l’acide 

pyroglutamique, un coproduit issu de mélasses de la betterave sucrière. L’obtention des 

molécules est basée sur les principes de la chimie verte visant des molécules pas ou peu 

toxiques et respectant les valeurs du développement durable. Des fonctionnalisations 

(modifications) chimiques ont été réalisées pour étudier la relation structure-activité des 

molécules et pour optimiser leur efficacité.  

 Evaluer l’efficacité de protection des molécules sur le blé (in planta) et leur effet direct 

antifongique (in vitro et in planta). 

 Caractériser les réactions de défense induites par les molécules les plus efficaces à l’aide 

de tests moléculaires (expression de gènes impliqués dans les réactions de défense).  

En outre, la saccharine, le GABA, ainsi que des lipopeptides produits par la bactérie Bacillus 

subtilis (mycosubtiline, surfactine et fengycine), des composés ayant déjà montré dans la 

littérature des efficacités sur d’autres pathosystèmes, ont également été intégrés dans le panel 

des molécules étudiées. 

Les principaux résultats obtenus dans le cadre de ces travaux sont valorisés par quatre 

articles scientifiques (deux en cours de finalisation, un soumis et un accepté) qui sont présentés 

ci-après.
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Article 1 

La saccharine induit les réactions de défense chez le blé 

vis-à-vis de Zymoseptoria tritici 
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Dans ce papier, nous avons démontré pour la première fois la capacité de la saccharine à induire 

des réactions de défenses chez le blé contre Zymoseptoria tritici. En effet, le traitement du 

cultivar sensible Alixan avec la saccharine à la dose 15 mM deux jours avant inoculation avec 

la souche pathogène de Z. tritici T02596 a permis de réduire la sévérité de la maladie de 77% 

par rapport au témoin non-traité inoculé. Les analyses in vitro et in planta ont montré que la 

saccharine ne présente aucun effet antifongique direct, ni sur la germination des spores, ni sur 

la croissance des hyphes. Des études d’expression de gènes effetuées entre 2 et 7 jours post 

traitement (dpt) en condition inoculée ou non inoculée ont révélé que la saccharine induit 

l'expression des gènes codant pour la lipoxygénase (LOX) à toutes les dates étudiées et la 

protéine (PR1) à 7 jours post inoculation en conditions infectieuse et non infectieuse. 

Cependant, aucune induction des expressions des gènes codant pour la peroxydase (POX2) et 

la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) n’a été observée. Nos résultats mettent en évidence la 

capacité de la saccharine à protéger le blé contre Z. tritici par l'induction des défenses de l'hôte. 

Des analyses supplémentaires permettraient de mieux comprendre les voies de défense activées 

par cette molécule. 
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Abstract 

Plant resistance inducers are among the most promising alternatives for a more sustainable crop 

protection. Here, we established for the first time the ability of saccharin, a metabolite derived 

from probenazole, to induce protection in wheat against Zymoseptoria tritici, the most 

frequently occurring pathogen on this crop. Our experiments were performed in the greenhouse 

by treating seedlings of the wheat cv. Alixan with 15 mM saccharin two days before inoculation 

with the Z. tritici strain T02596. Foliar application of saccharin resulted in 77 % disease severity 

reduction when compared to non-treated control plants. In vitro and in planta assays showed 

that saccharin did not exhibit any direct antifungal effect, neither on spore germination, nor on 

hyphal growth. Molecular investigations from 2 to 7 days post-treatment (dpt) revealed that 

saccharin up-regulated the expression of genes encoding for lipoxygenase (LOX) at all studied 

time-points and pathogenesis-related protein 1 (PR1) at 7 dpt, in both non-infectious and 

infectious contexts. However, saccharin did not induce significant up-regulation of genes 

encoding for peroxidase (POX2) and phenylalanine ammonia-lyase (PAL). Our findings report 

the ability of saccharin to protect wheat against Z. tritici through the induction of host defenses. 

Further analyses would provide a better understanding of defense pathways activated by this 

molecule. 

Key words: Wheat, Zymoseptoria tritici, resistance inducers, elicitors, sustainable agriculture 
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Introduction 

Almost 12% of universal plant production were recently estimated to be lost yearly because of 

crop diseases (Walters et al. 2013). These losses could reach 40 % agricultural production when 

combined to animal pests and weed threats (Oerke 2006). During the 20th century, a wide range 

of chemical pesticides was developed, formulated and used to control plant aggressors such as 

insects, fungi, bacteria, viruses and weeds. Pesticides proved to play a significant role in food 

production and security. Unfortunately, many studies demonstrated that chemical pesticides are 

toxic to humans and animals (Van der Werf 1996; Berny 2007), and that they are responsible 

for both life-threatening and chronic health effects, depending on the quantity and the ways of 

exposure. Moreover, many pesticides are considered soil and water polluting (Pimentel 2005). 

Therefore, the reduction of chemical inputs and research toward sustainable agricultural 

practices, such us the use biocontrol products, are nowadays encouraged. One of the most 

original biocontrol products are plant resistance inducers, also called elicitors (Siah et al. 2018). 

Such products can be of natural or synthetic origins and their recognition by the host can lead 

to the activation of a wide range of plant defense mechanisms. During plant-microbe 

interactions, three main categories of elicitors can be involved in plant immunity, each category 

being a potential reservoir of biocontrol tools: pathogen-associated molecular pattern (PAMP), 

microbe-associated molecular patterns (MAMPs), both considered as exogenous elicitors, and 

damage-associated molecular pattern (DAMP), corresponding to endogenous elicitors. Elicitors 

can activate different types of resistances, such as local acquired resistance (LAR) that is limited 

to the treated site, systemic acquired resistance (SAR) that is expressed in parts of the plant 

spatially distant from the treated site, and induced systemic resistance (ISR), triggered at the 

root level by certain beneficial microorganisms occurring in the rhizosphere such as plant 

growth-promoting rhizobacteria (Siah et al. 2018). Plant treatments with resistance inducers 

result in the induction of several defense mechanisms, including the activation reactive-oxygen 

species (ROS) metabolism, the synthesis of pathogenesis-related (PR)-proteins and phytoalexin 

and the induction of phenylpropanoid and/or octadecanoid pathways (Garcion et al. 2014). 

The resistance inducer probenazole (3-allyloxy-1,2-benzisothiazole-1,1- oxide) is a very known 

activator of  SAR; it has been shown to confer protection in several plants, including rice and 

tobacco (e.g. Iwata 2001; Yoshioka et al. 2001; Nakashita et al. 2002). Probenazole is the active 

ingredient of Oryzemate®, a resistance inducer developed by Meiji Holdings, CO., Ltd. (Japan) 

for the control of rice blast. Saccharin (2,3-dihydro-3-oxobenzoisosulfonazole) is one of the 

metabolites of probenazole (Uchiyama et al. 1973) and is the oldest and the most common 
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synthetic sweetener (Geana et al. 2012). Like probenazole, saccharin has also been reported as 

an inducer of systemic resistance in several plants such as tobacco, cucumber, bean (Siegrist et 

al. 1998), barley (Boyle and Walters 2005a) and soybean (Srivastava et al. 2011).  

Even though saccharin has already been tested on a broad spectrum of pathosystems, it has 

never been investigated on wheat against Zymoseptoria tritici, the causal agent of Septori tritici 

blotch, despite the strong economic importance of this pathogen. In France, wheat represents 

the most widely cultivated crop (Hossard et al. 2014), with 54% of total occupied surfaces 

(Agreste 2016). Z. tritici is the most frequently occurring and one of the most economically 

damaging pathogen on wheat crops in Europe and several other areas around the world 

(Jørgensen et al. 2014). Severe disease epidemics may lead to more than 50 % of yield losses 

(Ponomarenko et al. 2011). Nowadays, there is no completely resistant wheat cultivar and the 

control of the disease relies mainly on the use of conventional fungicides. Meanwhile, the 

durability of this control strategy is compromised in the field because Z. tritici displays a high 

capacity of adaptation and often succeeds in developing new resistances to fungicides and the 

overcoming of the resistances of its host (Cowger et al. 2000; Cheval et al. 2017). Hence, the 

aim of the present study was to examine the protection efficacy of saccharin when tested as a 

preventive treatment on wheat against Z. tritici. Furthermore, the mode of action of saccharin 

was investigated by assessing its direct antifungal activity toward Z. tritici using both in vitro 

and in planta bioassays, and by monitoring, during the early stages of treatment and infection, 

the relative expression of four genes involved in various defense pathways. 

Materials and methods 

Plant growth, treatment and inoculation 

Grains of the susceptible wheat cultivar Alixan (Limagrain) were pre-germinated in Petri dishes 

(12 x 12 cm) on moist filter paper and sprouted grains were placed into three-liter pots filled 

with universal loam (Gamm Vert, France). Replicates of three pots with 12 grains were used 

for each condition and two repetitions were done separately in time. Experiments were 

performed under semi controlled conditions at 18 °C (± 2 °C) with a day-night cycle of 16 ⁄ 8 h 

and supplementary lighting. When the third leaf of the plants was fully expanded, exogenous 

treatments were applied using a manual hand sprayer. In all experiments, saccharin was first 

dissolved in 1% ethanol (v/v) of final distilled water volume. Each pot containing 12 plants 

received 30 mL of saccharin solution at 15 mM amended with 0.15% (Cantor®, Grandes Cultures, 

Jouffray Drillaud, France) as a wetting agent. Control plants were sprayed with distilled water 
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alone or amended with 0.15% Cantor® (v/v) and 1% ethanol (v/v). Two days after treatments, 

plants were inoculated by spraying a spore suspension at 106 spores.mL-1 distilled water 

amended with 0.05 % polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween 20, Sigma Aldrich, 

USA). Spore suspensions were produced on potato dextrose agar (PDA) medium according to 

Siah et al. (2010a), using the Z. tritici strain T02596 isolated in 2014 from Northern France and 

selected for its pathogenicity in preliminary experiments. Immediately after inoculation, each 

pot was covered with a clear polyethylene bag for three days in order to ensure a water-saturated 

atmosphere required for a good fungal spore germination. Disease severity was scored 21 days 

post-inoculation (dpi) by assessing the percentage of the third leaf area covered by lesions 

(chlorosis or necrosis) bearing pycnidia. 

In vitro antifungal assay 

Direct antifungal effect of saccharin was assessed in clear and sterile flat-bottomed polystyrene 

microplates (Iwaki, Asahi techno glass, Japan), according to Siah et al. (2010b). Plate wells 

were filled with 150 μL of liquid glucose peptone medium (14.3 g L-1 dextrose (VWR), 7.1 g 

L-1 bactopeptone (Difco laboratories) and 1.4 g L-1 yeast extract (Merck)) amended with 

saccharin at 15 mM (final concentrations in 200 μL of medium)]. Aliquots of 50 μL containing 

2.105 spores mL-1 of the Z. tritici strain T02596 were added to each well. Eight wells were used 

as replicates for each condition. Inoculated and non-inoculated medium without saccharin were 

used as experimental controls. The plate was incubated for six days at 20°C in the dark while 

being shaken at 140 rpm. Fungal growth was measured using a plate reader (MRX, Dynex 

technologies) at 405 nm. For the wetting agent Cantor®, direct antifungal activity was assessed 

on PDA medium according to (Siah et al. 2010b), since this product alone strongly influenced 

the optical density when compared to control medium during microplate reading. Cantor® was 

added to PDA medium at 50 °C after autoclaving at the same concentration used in the 

greenhouse (0.15%), corresponding to the field approved concentration. Aliquots of 5μL of 

5.105spores mL-1 were spotted on the PDA plates. Five Petri dishes with one spot on each were 

used as replicates. After incubation for 10 days at 20°C in the dark, the colony perpendicular 

diameters were measured for each spot and compared to spots developed on control medium.  

In planta cytological assay 

The assessment of spore germination and epiphytic hyphal growth was performed using 

Fluorescence Brightener 28 (Calcofluor, Sigma Aldrich). Three third-leaf segments (4 cm) from 

different plants and different pots were used as replicates for each condition. Segments were 

collected 1 and 5 days post inoculation (dpi) from control plants, plants treated with saccharin 
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and plants treated with Cantor®. Segments were colored and prepared as mentioned by Mejri et 

al. (2017) and were observed microscopically (Nikon, Eclipse 80i) under UV illumination. 

Observations were made on 100 different and randomly observed fungal spores on each leaf 

segment. The effect of saccharin on spore germination was measured at 1 dpi by scoring the 

percentage of germinated spores. The effect of saccharin on hyphal growth was assessed at 5 

dpi by noting four classes of fungal germination events: class 1, non-germinated spore; class 2, 

germinated spore with small germ tube; class 3, germinated spore with developed germ tube; 

class 4, germinated spore with extensively developed epiphytic hyphae.  

Plant RNA extraction  

To examine the plant gene expression, leaf samples were collected at 2, 3, 4 and 7 (dpt) for both 

inoculated (i) and non-inoculated (ni) conditions, immediately wrapped in aluminum foil, 

frozen in liquid nitrogen and stowed at -80°C. Samples were ground to a fine powder in liquid 

nitrogen and total RNA was extracted from 100 mg of leaves tissues using the RNeasy Plant 

Mini Kit (Qiagen, The Netherlands). Genomic DNA contaminating the samples was removed 

using RNase-Free DNase Set (Qiagen, The Netherlands). The obtained RNA was suspended in 

60 µL of RNase-free water and quantified by measuring the absorbance at 260 nm (Eppendorf 

AG, BioPhotometer). Three third leaves from different pots were used as independent 

biological replicates for each condition. 

Real-time reverse-transcription Polymerase chain reaction analysis of gene expression  

The High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) was used to 

insure reverse transcription of obtained RNA according to the manufacturer’s protocol. The 

PCR reactions were conducted on subsequent obtained cDNA to amplify four wheat genes, 

encoding for lipoxygenase (LOX) involved in the octadecanoid pathway, phenylalanine 

ammonia-lyase (PAL) involved in the phenylpropanoid pathway, peroxidase (POX2) in the 

reactive oxygen species (ROS) metabolism and the pathogenesis-related protein 1 (PR1). Actin 

(ACT) and β-tubulin (TUB) encoding genes were used as housekeeping genes after preliminary 

assays performed on different samples. Primer efficiencies were calculated by performing real-

time PCR on several dilutions of cDNA samples corresponding to different conditions (Table 

1). Reactions were carried out in real-time PCR detector C1000T (Bio-Rad) using the following 

thermal profile: 3:10 min at 95° (denaturation) and 30s at 60° (annealing/extension) for 39 

cycles. Melting curve assays were performed from 65 to 95°C and 0.5°C/s and melting peaks 

were visualized to check the specificity of each amplification. 
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Table 1 Primers used in quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) studies 

gene Primer sequences 5’-3’ Accession 

numbers 

Efficacy/template 

ACT (actin, 

housekeeping gene) 

AACCTTCAGTTGCCCAGCAA 

TGTTCGACCGCTGGCATAC 
AB181991 98.9 % 

TUB (beta tubulin, 

housekeeping gene) 

GGAGTACCCTGACCGAATGATG 

AACGACGGTGTCTGAGACCTTT 
U76895 104.3 % 

LOX (lipoxygenase) GGGCACCAAGGAGTACAAGGA 

GCTCGTGATGGTGTGGATGA 
U32428 103.7 % 

PAL (phenylalanine 

ammonia lyase) 

CCCCCATTGGTGTCTCCAT 

ACTGCGCGAACATCAGCTT 
AY005474 102.9 % 

POX2 (peroxidase) AGCCACAGCCACAACCAGATA 

AGAAATGCGAGAGGCAGAACC 
X85228 102.3 % 

PR1 (pathogenesis 

related) 

CATGCACCTTCGTATGCCTAACT 

TGGCTTATTACGGCATTCCTTT 
HQ541964 105 % 

 

Results correspond to the means of at least two leaves sampled under the same condition and 

expressed relatively to the control for which the expression value was fixed at 1. Two controls 

were considered: (i) non-treated non-inoculated control for treated non-inoculated as well as 

non-treated inoculated conditions, and (ii) non-treated inoculated control for treated inoculated 

conditions. The analyzed genes were considered significantly down- or up-regulated compared 

to controls when changes in their expression was <0.5x or >2x, respectively. 

Data analyses 

Comparisons between percentage of disease severity, in vitro fungal growth, in planta spore 

germination and in planta hyphal growth were carried out with the Tukey test at a significance 

level of P = 0.05 using the XLSTAT software (Addinsoft, France). For gene expression, the 

relative levels of expression were determined using the CFX96 Touch software. The obtained 

results represent the relative expression of treated plants inoculated or not compared to the non-

treated non-inoculated and non-treated inoculated controls for each date.  

Results 

Treatment with saccharin protects wheat against Z. tritici 

Foliar treatment of the susceptible wheat cultivar Alixan with 15 mM saccharin using Cantor® 

as a wetting agent, two days before inoculation with the pathogenic Z. tritici strain T02596, was 

performed in the greenhouse in order to evaluate the protection efficacy of this molecule. A 

high level of disease severity (55.6 % of diseased leaf area) was scored at 21 dpi on non-treated 

inoculated control plants. Plants treated with Cantor® alone did not exhibit any significant 

difference when compared to control plants treated with water alone (Fig. 1). However, a 
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significant reduction of disease severity was recorded on plants treated with saccharin, with a 

protection level that reached 77 % reduction when compared to control plants. Saccharin-

treated plants did not display any impact on their vigor when compared to control plants (Fig. 

1). 

 

 Fig. 1 Disease severity level on plants of the wheat cultivar Alixan treated or not with 15 mM saccharin 

2 days before challenge inoculation with the pathogenic Zymoseptoria tritici strain T02596. Cantor® 

used as wetting agent at the approved field dose (0.15%) was tested as an independent treatment. Disease 

symptoms were recorded 21 days post-inoculation by scoring the percentage of the third leaf area 

covered with lesions bearing pycnidia. Means tagged with the same letter are not significantly different 

using the Tukey test at P = 0.05.  

 

Saccharin did not affect directly Z. tritici, neither in vitro nor in planta 

The concentration of saccharin (15mM) tested in protection assays, as well as the approved 

field concentration of the wetting agent Cantor® (0.15%) were examined for their direct 

antifungal effect against Z. tritici. In vitro notations revealed no direct effect of saccharin on Z. 

tritici development at the tested concentration. Likewise, the wetting agent, Cantor® did not 

exhibit any direct biocide effect towards Z .tritici. On the contrary, Cantor® slightly enhanced 

the sizes of fungal in vitro colonies, due to its wetting effect (data not shown). In planta 

microscopic notations performed on the surface of wheat leaves showed that at 1 dpi, 73% of 

spores were germinated in non-treated and inoculated control plants and both saccharin and 

Cantor® did not reduce the rate of germinated spores (Table 2).  
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Table 2 Rates of germinated spores at 1 day after inoculation in plants of the cultivar Alixan treated or 

not with Cantor® (0.15%) or saccharin (15 mM) and inoculated with the Zymoseptoria tritici strain 

T02596. 

Treatments Rate of germinated spores (%) 

Control 73 a 

Cantor® 80 a 

Saccharin  82 a 

Means tagged with the same letter are not significantly different using the Tukey test at P = 0.05.  

 

At 5 dpi, fungal germ tubes were randomly oriented on the leaf surface without specific 

positioning towards stomata and no chemotropism or thigmotropism could be noticed (data not 

shown). No significant differences in the patterns of epiphytic hyphal growth were highlighted 

on the leaves treated with saccharin and Cantor® when compared to non-treated inoculated 

control plants (Fig. 2). 

 

 

Fig 2. In planta effect of saccharin and Cantor® treatments on epiphytic hyphal growth of the 

Zymoseptoria tritici strain T02596 within the leaves of the wheat cultivar Alixan. Four different 

classes of Calcofluor-stained germinated spores were assessed five days post-inoculation from 

100 different spores on each leaf segment for each condition. Class 1, non-geminated spores; 

Class 2, geminated spores with small germ tube; class 3, geminated spores with developed germ 

tube and class 4, geminated spores with a strongly developed germ tube. Within each class, bars 

with common letters are not significantly different using the Tukey test at P = 0.05.  
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Saccharin elicites and primes defenses in wheat leaves against Z. tritici 

The expression time course of LOX-, PAL-, POX2- and PR1-encoding genes was examined 

using quantitative RT-qPCR in treated (t) and non-treated (nt) plants in both non-inoculated 

(ni) and inoculated (i) conditions and was normalized to the ACT and TUB gene expression. In 

(ni) conditions, marked changes in the expression profiles of LOX, POX2 and PR1 were 

observed in saccharin (t, ni) plants when compared to reference (nt, ni) control, while no change 

was recorded in PAL expression at all tested time-points (Fig. 3A). For the LOX gene, the 

expression level was about 32-, 110-, 180- and 24-folds, up-regulated at 2, 3, 4 and 7 dpt, 

respectively. POX2 and PR1 were 0.3- and 0.07-folds down-regulated, respectively, at 2 dpt, 

while both genes were up-regulated at the following sampled dates. PR1 was highly up-

regulated at 7 dpt, with 296-fold. For Cantor® (t, ni) plants, slight changes in gene expression 

patterns were observed at all sampled dates, characterized mainly by down-regulations (Fig. 

3A).  

The specific effect of inoculation in (nt) control plants was also assessed in order to highlight 

the way by which the fungus alone influences the investigated gene expression (Fig. 3B). The 

(nt, i) plants showed a down-regulation of LOX expression at 3 and 7 dpt, corresponding to 1 

and 5 dpi, while no change in this gene expression was scored at 4 dpt when compared to (nt, 

ni) control plants. POX2 was 115-, 42- and 21-folds up-regulated at 3, 4 and 7 dpt, respectively. 

PR1 was also up-regulated at different time-points with 6-, 19- and 11-folds at 3, 4 and 7 dpt, 

respectively (Fig. 3B). 

Finally, in order to investigate a possible priming effect of saccharin treatment, we performed 

a comparison between (t, i) plants and (nt, i) plants and results showed marked changes mainly 

in the expression profiles of LOX and PR1 genes. LOX was up-regulated at all time-points and 

the highest expression was scored at 7dpt, with 1583-fold. PR1 was 2- and 72- folds up-

regulated at 4 and 7 dpt, respectively. POX2 expression remained unchanged when compared 

to (i) control at all sampled dates, while a slight up-regulation of 3-fold was observed at 4 dpt 

for the PAL gene expression (Fig. 3C). 
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Fig 3. Relative expression of four selected defense-related genes in the leaves treated or not 

with saccharin and Cantor® and inoculated or not with Z. tritici pathogenic strain T02596. (A) 

Saccharin and Cantor® treated non-inoculated (t, ni) plants compared to water treated non 

inoculated control (nt, ni). (B) Water treated and inoculated (nt, i) plants compared to water 

treated non inoculated control (nt, ni); and (C) saccharin and Cantor® treated and inoculated 

plants (t, i) compared to water treated inoculated control (nt, i). The color scale represents the 

log2 values of different relative genes’ expressions; in black no changes in gene expression 

compared to control, over-expression >2x appear in shades of green while down-expression 

<0.5x is presented with shades of red. 

 

Discussion  

The current controversy on the wide use of conventional pesticides and the frequent adaptation 

of pathogens to control strategies requires the identification of new eco-friendly and sustainable 

control tools. Plant resistance inducers are considered as one of the most promising alternatives 

satisfying such requirements. Our findings showed that saccharin, when applied as a preventive 

foliar treatment on wheat, significantly reduce the disease severity caused by Z. tritici (more 

than 70 % disease reduction). Saccharin was previously shown to induce resistance in several 

plants against pathogens. For instance, an application of 3 mM saccharin by painting the 

molecule solution on to first leaves or as soil drench under semi-controlled conditions allowed 

significant protection of bean against Uromyces viciae-fabae, although percentages of 

protection were not mentioned by the authors (Boyle and Walters 2005a). Identical treatment 

applied on barley against Blumeria graminis f. sp. hordei allowed up to 88% disease 

suppression (Boyle and Walters 2005b). Similarly, saccharin spraying (0.24 mg mL-1) on bean 

conferred significant protection against Uromyces appendiculatus in both greenhouse and 

https://www-sciencedirect-com-s.bibliopam.univ-catholille.fr/science/article/pii/S0261219413000185#bib4
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outdoor experiments, where disease reduction reached 70 and 85%, respectively (Delgado et 

al. 2013). Srivastava et al. (2011) also tested the effect of 3 mM saccharin as foliar treatment 

or as root drench on soybean against Phakopsora pachyrhizi and found that the mode and the 

stage of application were two important factors influencing the efficacy of the molecule. On the 

other hand, probenazole, which is the precursor of saccharin, has also been reported to confer 

protection in plants against pathogen attacks. For example, probenazole has been shown to 

protect rice against Magnaporthe oryzae through the triggering of host defense mechanisms (Iwata 

2001; Schreiber and Desveaux, 2008). Application of probenazole on rice increase the activities 

of defense-related enzymes, such as POX, polyphenol oxidase, PAL, tyrosine ammonia-lyase 

and catechol-O-methyltransferase, and enhances the accumulation of salicylic acid and PR-

proteins (Midoh and Iwata 1996; Iwata 2001; Iwai et al. 2007). The involvement of salicylic 

acid in the expression of resistance induced by probenazole has also been demonstrated in 

Arabidopsis thaliana plants infected with Pseudomonas syringae pv. tomato or Peronospora 

parasitica (Yoshioka et al. 2001). 

The protective effect of saccharin highlighted here in wheat against Z. tritici likely results from 

an activation of host defense mechanisms rather than from a direct antifungal activity, as 

demonstrated in both in vitro and in planta assays. The ability of saccharin to induce resistance 

in plants has been previously reported using biochemical markers. Indeed, treatment of barley 

with saccharin primed cinnamyl alcohol dehydrogenase and peroxidase activities in response 

to Blumeria graminis f. sp. hordei infection, while PAL activity was reduced in treated 

inoculated plants (Boyle and Walters 2005a). Here, we revealed using molecular markers that 

saccharin induces and primes the expression of defense-related genes in plants. Our results 

showed that LOX gene is the most responsive gene during the protection observed in wheat 

against Z. tritici. The expression of this gene was interestingly high in saccharin (t, ni) or (t, i) 

plants when compared to (nt, ni) or (nt, i) controls, respectively. Many studies showed the role 

of LOX during plant-pathogen interactions. For instance, Ray et al. (2003) showed that the 

level of LOX transcription reached its maximum for both susceptible and resistant wheat 

cultivars at 3 hours after inoculation with Z. tritici, and that an important decrease in the 

expression level starts at 6 hai. Since the level of transcription within the susceptible cultivar is 

higher, the authors suggested that LOX gene may be an important factor for the colonization 

and settlement of the fungus and that the rapid down-regulation of LOX gene appears to be 

related to the pathogen and typical of the resistant cultivars. Our findings showed that the LOX 

expression was down-regulated in (nt, i) plants and in Cantor® (ni) plants at 1 and 5 dpi (i.e. 3 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219413000185#!
https://www-sciencedirect-com-s.bibliopam.univ-catholille.fr/science/article/pii/S0261219413000185#bib28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4306307/#B124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4306307/#B90
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4306307/#B63
https://www-sciencedirect-com-s.bibliopam.univ-catholille.fr/science/article/pii/S0261219413000185#bib4
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and 7 dpt), while strong upregulations of this gene were observed at different time points for 

saccharin (t) plants in both (i) and (ni) conditions (Fig. 3). These later findings clearly show 

that saccharin primes LOX gene in wheat and suggest that its early priming leads to a significant 

protection of the plant against fungal infection. However, late priming (7 dpt, i.e. 5 dpi) of the 

LOX gene, for instance by Cantor®, seem to result in no protection against Z. tritici. Randoux 

et al. (2006) and Renard-Merlier et al. (2007) showed that exogenous treatment of susceptible 

wheat cultivars with elicitors (heptanoyl salicylic acid and Milsana®) up-regulated LOX activity 

and induced resistance to Blumeria graminis f. sp. tritici, thus, agreeing our findings. 

We did not observe any modification in PAL expression in all tested conditions and at all 

investigated time points, suggesting that PAL-mediated pathway, involving salicylic acid, did 

not play a key role in the saccharin-induced resistance. Shetty et al. (2009) established that PAL 

gene expression is not involved in wheat-Z. tritici interaction and that there were no expression 

level differences in susceptible and resistant wheat cultivars infected with Z. tritici, although 

Adhikari et al. (2007) recorded an induction of PAL gene expression in resistant wheat cultivars 

between 3 and 6 hours post inoculation. Boyle and Walters (2005a) found that saccharin 

treatments did not increase PAL activity in treated non-inoculated barley, while the inoculation 

significantly reduced PAL activity 14 days post treatment. 

We found that in (ni) conditions, POX gene expression was down-regulated by saccharin 

treatment at 2 dpt before being 5-fold up-regulated by 3 dpt. A late up regulation of this gene 

(7 dpt) was also observed in Cantor® (t, ni) plants. In (i) conditions, in absence of treatments, 

an important up-regulation of POX gene was observed at all tested time points, with a maximum 

of 115-fold at 3 dpt (i.e. 1 dpi). Interestingly, there was no difference at all in POX2 gene 

expression, between (t, i) plants and (nt, i) control. Taken together, these findings suggest that 

saccharin elicits but does not prime POX2 expression in wheat against Z. tritici. The only factor 

influencing POX2 expression in (i) conditions seem to be fungal infection. Indeed, POX has 

been associated to innate resistance against Z. tritici when Shetty et al. (2003) reported that 

resistant wheat cultivars accumulate POX transcripts and had an important POX activity 

compared to susceptible cultivars when inoculated with Z. tritici. 

Regarding PR1, we found that the expression of this gene in saccharin (t, ni) plants compared 

to (nt, ni) control was down-regulated at 2 dpt to be later up-regulated during the following time 

points. When treated plants are inoculated and compared to (nt, i) control, there was no 

modification in the PR1 expression profile at 3 dpt (i.e. 1dpi), while up-regulations of 2- and 

72- folds were observed at 4 and 7 dpt (2 and 5 dpi), respectively. PR1 gene is known to be a 
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SA-dependent gene, induced in response to variety of pathogens attacks, and to be a molecular 

marker of plant SAR (Ryals et al. 1996). 

In conclusion, the present study reports for the first time the potential of saccharin to confer 

strong protection in wheat against Z. tritici (up to 77 % disease reduction), hence providing new 

insights into the development of new elicitors for the management of this pathogen. In vitro and 

in planta assays confirmed that the protection conferred by saccharin is due to a host resistance 

induction rather than to a direct antifungal effect. Indeed, gene expression assay revealed that 

saccharin both elicit and primes defense reactions in wheat following foliar treatment. Among 

the investigated genes, involved in different defense pathways, LOX gene seemed to be the most 

involved in the resistance induced by saccharin in wheat against Z. tritici, suggesting a possible 

involvement of jasmonic acid pathway in the resistance induced by this molecule in wheat. 

However, additional experiments are required to decipher the defense pathways induced and 

primed by saccharin in the case of the wheat-Z. tritici pathosystem.  
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De nouveaux éliciteurs biosourcés issus de coproduits de la betterave sucrière 

protègent le blé contre Zymoseptoria tritici en induisant les mécanismes de 

défense de l’hôte 
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Dans ce travail, nous avons évalué l’efficacité de protection sur blé contre Z. tritici de 31 

molécules dont l’acide γ-aminobutyrique (GABA), l’acide pyroglutamique (PGA, bio-sourcé à 

partir de coproduits issus de l’industrie de la betterave sucrière), la molécule M1 (dérivée du 

PGA) ainsi que 28 molécules fonctionnalisées à partir de M1 en utilisant des procédés de chimie 

verte. Les traitements foliaires avec le GABA, M1 et 15 des molécules fonctionnalisées ont 

permis l’obtention de taux de protection significatifs, allant jusqu’à 63%. Les tests in vitro 

réalisés sur l’ensemble des molécules ont prouvé l’absence de toute activité directe vis-à-vis du 

pathogène. Une étude de la relation structure-activité avec les différentes molécules a démontré 

l’importance de tous les groupements chimiques constituant la molécule M1 et leur implication 

dans la protection observée. Des essais supplémentaires in planta ont confirmé l’absence d’effet 

direct de M1, M2 et GABA sur le développement de Z. tritici, ni sur la germination des spores, 

ni sur la croissance mycélienne. Ces résultats qui concordent avec ceux obtenus in vitro 

confirment donc que la protection observée est due exclusivement à l'activation des défenses 

naturelles de l'hôte. L’étude de l’expression relative de quatre gènes impliqués dans les 

réactions de défense du blé, LOX (lipoxygénase), PAL (phénylalanine ammonia-lyase), POX2 

(peroxydase) et PR1 (protéine 1 liée à la pathogenèse), a été réalisée sur les plantes traitées par 

M1, M2 et GABA à différentes dates après traitement en conditions infectieuses et non 

infectieuses. Les résultats ont révélé que les trois molécules induisent de façon variable 

l'expression relative de ces gènes. Cette étude met en évidence une nouvelle famille d'éliciteurs 

bio-sourcés capables d’induire les réactions de défense chez le blé contre Z. tritici, fournissant 

ainsi une nouvelle source de molécules pour le contrôle durable de ce pathogène. 

 

  



Article 2 

79 
 

New elicitors bio-sourced from sugar beet by-products induce 

resistance in wheat against Zymoseptoria tritici 

Samara Mejri1, Alina Ghinet2,3,4, Maryline Magnin-Robert5, Béatrice Randoux5, Cristina 

Abuhaie2,3, Benoit Tisserant5, Benoit Rigo2,3, Patrice Halama1, Philippe Reignault5 and Ali 

Siah1 

 

1 Institut Charles Viollette (ICV, EA 7394), SFR Condorcet FR CNRS 3417, Institut Supérieur 

d’Agriculture, Yncréa Hauts-de-France, 48, bd Vauban, BP 41290, F-59014 Lille cedex, France 

2 Lille Inflammation Research International Center (LIRIC, Inserm U995), Université de Lille, 

CHRU de Lille, Faculté de médecine - Pôle recherche, Place Verdun, F-59045 Lille cedex, 

France 

3 Laboratoire de chimie durable et santé, Hautes Etudes d’Ingénieur, Yncréa Hauts-de-France, 

13, rue de Toul, F-59046 Lille cedex, France 

4 Faculty of Chemistry, University of Iasi, Bd. Carol I, nr. 11, 700506 Iasi, Romania 

5 Univ. Littoral Côte d’Opale, UCEIV - EA 4492, SFR Condorcet FR CNRS 3417, CS 80699, 

F-62228, Calais cedex, France. 

 

Corresponding author: Ali Siah (ali.siah@yncrea.fr ; +33 3 28 38 48 48). 

 

 

 

  

mailto:ali.siah@yncrea.fr


Article 2 

80 
 

Abstract 

The current controversy on the wide use of conventional fungicides and the frequent adaptation 

of pathogens to control strategies requires the discovery of new eco-friendly and sustainable 

control tools. Elicitors are considered as one of the most promising alternatives satisfying such 

requirements. Here, we assessed a set of 31 molecules, including γ-aminobutyric acid (GABA), 

pyroglutamic acid (PGA, bio-sourced from sugar beet byproducts), M1 (derived from PGA) 

and 28 other molecules functionalized from M1 using green chemistry, for their protection 

efficacy on wheat against Z. tritici, the major disease on this crop as well as their mode of 

action. Foliar application of these molecules provided significant protection rates (up to 63 % 

disease severity reduction) obtained with GABA, M1 and 15 molecules functionalized from 

M1. An investigation of structure-activity relationship highlighted the importance of all 

chemical groups of the pharmacophore of M1 in the activity obtained with these molecules. In 

vitro bioassays revealed that they did not exhibit any direct activity towards the pathogen, 

indicating that the protection efficacy coffered by these molecules is therefore due to host 

defense activation. Further characterizations of the most efficient molecules M1, M2 and 

GABA confirmed this finding and revealed that these three molecules up-regulate with various 

patterns and at the early stages after treatment and infection, the expression of genes encoding 

for LOX (lipoxygenase), PAL (phenylalanine ammonia-lyase), POX (peroxidase) and PR1 

(pathogenesis-related protein 1). Additional in planta assays confirmed that M1, M2 and GABA 

did not display any in planta direct effect, thus agreeing in vitro findings. This study reports a 

new family of bio-sourced elicitors inducing resistance in wheat against Z. tritici, hence 

providing new insights into the sustainable control of this pathogen. 

Key words: Elicitors, green chemistry, byproducts, wheat, Zymoseptoria tritici 
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Introduction 

Septoria tritici blotch (STB) caused by the fungal pathogen Zymoseptoria tritici is one of the 

most challenging diseases on wheat crops. Disease management relies mainly on the use of 

conventional fungicides, and at lesser extent on resistant cultivars. In the European Union where 

the climate is suitable for disease development, about 70 % of marketed fungicides target STB 

(Fones and Gurr 2015), and the cost of fungicide application due to this disease is about 1.2 

billion euros in France, Germany and the United Kingdom, considered all together (Torriani et 

al. 2015). Such chemical inputs are increasingly controversial because of their potential 

hazardous effects on both the environment and human health. Moreover, their intensive use 

generated in the field the development of fungicide resistance in several fungal populations 

around the world, leading to a decrease in their efficacy (Cheval et al. 2017; Heick et al. 2018). 

This resistance development could be facilitated by the high fitness degree of Z. tritici, resulting 

very likely from its active sexual reproduction and genetic recombination in the field (Siah et 

al. 2018a). Hence, looking for disease control alternatives such as the use of elicitors, also 

referred to as resistance inducers, is strongly encouraged in order to promote sustainable 

agriculture and healthy food. 

Elicitors are agents that confer improved protection to plants further pathogen or pest attacks 

by triggering host plant immunity. The mode of action of these compounds differs from that of 

traditional fungicides because they do not target directly the bio-aggressor through antifungal 

activity, but they inhibit its development indirectly via the elicitation of plant defense reactions 

(Siah et al. 2018b). The concept of elicitor dates back to the 1970s, when microbial molecules 

able to induce in the plant the production of phytoalexins, secondary metabolites with 

antimicrobial activity, were identified (Keen et al. 1972). The subsequent use of such molecules 

in practice by the early 1980s led to the emergence of the concept of resistance inducers (Kuc 

1982). Elicitors can be released during plant-microbe interactions, and their recognition by the 

plant is ensured by pattern recognition receptors (PRRs) occurring in the plant cytoplasmic 

membrane (Nürnberger et al. 2004). Overall, there are three categories of elicitors, considered 

according to their origin during plant-microbe interactions:  (i) pathogen-associated molecular 

pattern (PAMP) from pathogenic microorganisms, (ii) microbe-associated molecular patterns 

(MAMPs) from non-pathogenic microorganisms, both considered as exogenous elicitors, and 

(iii) damage-associated molecular pattern (DAMP) from the plant itself, corresponding to 

endogenous elicitors (Siah et al. 2018b). Most of commercial elicitors are compounds that 

mimic such molecules and their application on the plant can activate several defense 
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mechanisms, including ion fluxes across the plasma membrane, reactive oxygen species (ROS) 

metabolism, pathogenesis related (PR)-protein and phytoalexin syntheses, and 

phenylpropanoid and octadecanoid pathways (Henry 2013; Garcion et al. 2014). Such defense 

reactions are effective against a wide range of crop enemies, including viruses, bacteria, fungi, 

oomycetes, nematodes, and herbivores (Siah et al. 2018b). 

Elicitors can be of natural or synthetic origin. Natural elicitors include living microorganisms, 

plant extracts, microbial cell-wall extracts, microbial metabolites, minerals, and ions, while 

synthetic elicitors include mainly structural or functional analogues of plant hormones (Tayeh 

et al. 2014). One of major limitation for the development of natural elicitors is the availability 

of resources (raw material) required for the production of quantities of products sufficient for 

the treatment of large crop surfaces. Food industry by-products could be an environmentally 

friendly bio-resource for the conception of plant protection compounds, including elicitors. For 

instance, extracts from grape marc, which is a winemaking by-product, have been demonstrated 

to induce defense reactions in tobacco, Arabidopsis, and tomato (Goupil et al. 2012; Benouaret 

et al. 2013). By-products from sugar beet agro-industry, available in great quantities (Heno et 

al. 2017), can also provide biomolecules with high biological activity, but they have never been 

explored for their potential as a bio-resource for the development of plant protection products. 

During the process of sugar beet transformation, several by-products are released, including 

molasses, which represent the syrop (raw juice) obtained from sugar beet roots after sucrose 

extraction (Tomaszewska et al. 2018). Molasses contains around 30% of amino acids, including 

glutamine and glutamic acid, which represent more than 50% of them (Hippchen et al. 1978). 

Partial decomposition or cyclisation of glutamine leads to the formation of pyroglutamic acid 

(PGA), also known as pidolic acid or as “the forgotten amino acid” (Harland et al. 2008). PGA 

represents an affordable raw material, deprived of toxicity and consisting of interesting 

functionalizable units (lactam and carboxylic acid groups), allowing the creation of new bio-

sourced molecules. PGA is considered as a physiological moisturizer, and is cited in all 

cosmetology manuals thanks to its predominant presence in natural moisturizing factors. 

Numerous proteins carrying PGA at the N-terminus, such as PR proteins, are known for their 

implication in plant defense reactions (Schilling et al. 2007). Nevertheless, the feature of PGA 

residue for these proteins is not clear. 

PGA is a constrained analogue of γ-aminobutyric acid (GABA), a non-proteinogenic amino 

acid synthesized from L-glutamate in a reaction catalyzed by glutamate decarboxylase (Bown 

and Shelp 1997). β-aminobutyric acid (BABA), an isomer GABA, is one of the most studied 
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elicitors and has been shown to induce plant resistance against a wide range of pathogens and 

pests (Siah et al. 2018b). It is known to possess great potential as a priming agent of defense 

reactions that are controlled by salicylic acid-dependent and -independent signaling pathways 

(Ton et al. 2005). Regarding PGA, this molecule and its derivatives have never been explored 

for their activity of plant protection. On the other hand, there is a lack of discovery for the 

identification of new elicitors; and regarding Z. tritici, only two elicitors (Vacciplant®, a 

laminarin extract from the brown algae Laminaria digitata marketed by Arysta Lifescience, 

and Bion®, Acibenzolar-S-méthyl, a functional analogue of salicylic acid marketed by 

Syngenta), are available in the market for use against this pathogen. The objective of the present 

study was thus to identify new elicitors bio-sourced from PGA using green chemistry principles, 

for the control of Z. tritici. After an identification of a molecule (M1, obtained from PGA) with 

a significant protection efficacy towards the pathogen, a set of 28 other molecules (M2 to M29, 

functionalized from M1) were obtained and assessed again for their protection efficacy against 

the parasite. A structure-activity relationship analysis was then undertaken in order to highlight 

the chemical groups of the molecule responsible for the activity. Furthermore, two molecules 

with the highest protection efficacy levels (M1 and M2), as well as GABA, were selected and 

characterized for their modes of action within the plant in order to elucidate defense pathways 

involved in the observed induced resistance. 

 

Materials and methods 

Conception of the molecules 

Starting materials used for the conception of the molecules, including L-pyroglutamic acid and 

2-oxo-1,3-thiazolidin-4-carboxylic acid (M28), were commercially available and were used 

without further purification. Melting points were measured on a MPA 100 OptiMelt® apparatus 

and are uncorrected. NMR spectra were acquired at 400 MHz for 1H NMR and 100 MHz for 

13C NMR on a Varian MR 400 spectrometer. Chemical shifts (δ) are given in ppm relative to 

CDCl3 (7.26 ppm; 77.1 ppm). Splitting patterns are designed as: s, singlet; d, doublet; dd, 

doublet of doublets; t, triplet; quint, quintuplet; m, multiplet and sym m, symmetric multiplet. 

Coupling constants J are reported in hertz (Hz). Thin layer chromatographies were realized on 

Macherey Nagel silica gel plates with a fluorescent indicator and were visualized with UV-

lamp at 254 nm and 366 nm. Column chromatographies were performed using a CombiFlash 

Rf Companion (Teledyne-Isco System) and RediSep prepacked columns. IR spectra were 

recorded on a Varian 640-IR FT-IR Spectrometer. Elemental analyses (C, H, N) of new 
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compounds were determined by “Welience”, Faculté de Sciences Mirande, Université de 

Bourgogne, Dijon, France. On the other hand, γ-Aminobutyric acid (GABA) used in the present 

study was commercially available (Sigma-Aldrich, France). Details on the methodology used 

for the conception of the molecules are presented in supplementary data file. 

 

Plant growth, treatment and inoculation 

Grains of the susceptible bread wheat (Triticum aestivum) cultivar Alixan (Limagrain, France) 

were pre-germinated on moist filter paper in Petri dishes (12 x 12 cm) according to Siah et al. 

(2010a), and then transferred into three-liter pots filled with universal loam (Gamm Vert, 

France). Thirty-six plants (three pots of 12 plants) were used as replicates for each condition, 

including controls, and all experiments were repeated twice in time. The pots were placed in 

the greenhouse under semi-controlled conditions at 18 °C (± 2 °C) with a day-night cycle of 

16⁄8 h with a supplementary lighting. All molecules (M1 to M29) as well as PGA and GABA 

were first dissolved in ethanol (1% v/v final concentration) and incubated in a sonicator bath to 

insure better solubilization, before being mixed with distilled water containing the wetting agent 

Heliosol® at 0.2% v/v final concentration. For the molecules M1, M2 and GABA, investigated 

for defense pathways, the wetting agent Heliosol® was replaced by Cantor® at 0.15% v/v final 

concentration. When the third leaf is fully expanded (fourth leaf is emerging), plants were 

treated with 5 mM of each molecule using a manual hand sprayer. Two days after treatments, 

plants were inoculated with Z. tritici by spraying a spore suspension at 106 spores.mL-1 of the 

Z. tritici pathogenic strain T02596 (isolated in 2014 from northern France), amended with 0.05 

% polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween 20, Sigma Aldrich, USA). Immediately after 

inoculation, pots were covered with clear polyethylene bags for three days in order to ensure a 

high hygrometry required for good fungal germination. The disease severity was assessed at 21 

days post-inoculation (dpi) only on third leaves by scoring the percentage of diseased leaf area 

(chlorosis and necrosis) bearing pycnidia.  

 

In vitro antifungal activity  

Direct effect of the molecules was assessed in clear and sterile flat-bottomed polystyrene 

microplates (Iwaki, Asahi techno glass, Japan) with twelve columns of eight wells, according 

to Siah et al. (2010b). Molecules dissolved first in 1% ethanol of final volume were added to 

the medium at 50°C following autoclaving. Plate wells were each filled with 150 μL of liquid 

glucose peptone medium (14.3 g L-1 dextrose (VWR), 7.1 g L-1 bactopeptone (Difco 
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laboratories) and 1.4 g L-1 yeast extract (Merck)) amended with the molecules at 5 mM (final 

concentration in 200 μL of medium). For each molecule, 16 wells were used, among them, 8 

were amended with aliquots of 50 μL suspension containing 2.105 spores mL-1 of the Z. tritici 

strain T02596 and 8 were amended with 50 μL of distilled sterile water. In each microplate, 

non-inoculated medium without molecules, as well as inoculated medium without molecules, 

were used as experimental controls. Plates were incubated for 6 days at 20°C in the dark while 

being shaken at 140 rpm, after which fungal growth was measured using a plate reader (MRX, 

Dynex technologies) at 405 nm. Since the color of some molecules, including the wetting agents 

Heliosol® and Cantor®, strongly influenced the optical density, antifungal activity of these 

compounds was assessed on potato dextrose agar (PDA) medium according to Siah et al. 

(2010b). The compounds were added to PDA medium at 50 °C after autoclaving at 5 mM for 

the molecules and at 0.2% and 0.15% for Heliosol® and Cantor®, respectively. Five aliquots of 

5 μL of 5.105 spores mL-1 fungal suspension were spotted on the PDA plates and three Petri 

dishes were used as replicates for each condition. After incubation for 10 days at 20°C in the 

dark, the colony perpendicular diameters were measured for each spot and compared to spots 

developed on the control medium. 

 

Epiphytic fungal growth 

Fungal growth on leaf surfaces of inoculated plants treated with water alone, water amended 

with both 1% ethanol and 0.15 % Cantor® or with M1, M2 and GABA molecules was monitored 

at 1 and 5 dpi using Fluorescence Brightener 28 (Calcofluor, Sigma Aldrich) staining, according 

to Siah et al. (2010a). Three third-leaf segments (4 cm) were collected from plants of each 

condition before being stained with a solution of 0.1 % Calcofluor 0.1 M Tris-HCl buffer at pH 

8.5 and washed with sterile distilled water. After drying in darkness at laboratory temperature, 

leaf segments were placed on a glass slide, covered with a cover slip and observed under a 

microscope with UV illumination (Nikon, Eclipse 80i). The effect of different treatments on 

hyphal growth was assessed at 1 dpi by determining the percentage of germinated spores, and 

at 5 dpi by recording four cytological event classes (class 1, non-germinated spore; class 2, 

geminated spore with minor germ tube; class 3, geminated spore with developed germ tube; 

class 4, geminated spore with a strongly developed germ tube). Microscopic observations at 

both 1 and 5 dpi were performed on 100 fungal spores randomly chosen on the leaf segments.  
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Plant gene expression 

The expression of four genes involved in wheat defense mechanisms, including genes encoding 

for LOX (lipoxygenase), PAL (phenylalanine ammonia-lyase), POX (peroxidase) and PR1 

(pathogenesis-related protein 1), was monitored at 2, 3, 4 and 7 days post treatment (dpt) in 

non-inoculated conditions and at 3, 4 and 7 dpt (corresponding to 1, 2 and 5 dpi) in inoculated 

conditions, according to Ors et al. (2018). ACT (actin) and TUB (β-tubulin) encoding genes 

were used as housekeeping genes. Leaf samples from plants treated with water alone, water 

amended with both 1% ethanol and 0.15 % Cantor® or with GABA, M1 and M2 molecules, all 

inoculated or not with Z. tritici, were collected and submitted for RNA extraction using the 

RNeasy Plant Mini Kit (Quiagen, The Netherlands). Three third leaves from different pots were 

used as independent biological replicates for each condition. The extraction of total RNA was 

carried out from 100 mg of plant tissue, and genomic DNA potentially contaminating the 

samples was removed by treatment with DNase using RNase-Free DNase Set (Quiagen, The 

Netherlands). The obtained RNA was suspended in 60 µL of RNase-free water and quantified 

by measuring the absorbance at 260 nm (Eppendorf AG, BioPhotometer). Reverse transcription 

of the obtained RNA was performed with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, USA) according to the manufacturer’s protocol. PCR reactions were 

undertaken on the subsequent obtained cDNA to amplify the six genes described above. Cycling 

conditions consisted of a denaturation cycle (95°C for 3:10 min) and an annealing/extension 

cycle repeated 39 times (30 s at 60°C). Primers efficiencies were calculated for different genes 

by performing real-time PCR with dilutions series with factor 3 made on cDNA samples from 

several conditions (Table 1). PCR reactions were performed in duplicates for each sampled 

third leaf. In non-inoculated conditions, plants non-inoculated and treated with both Cantor® 

and ethanol were used as control for plants non-inoculated and treated with the molecules. In 

inoculated conditions, plants non-inoculated and treated with both Cantor® and ethanol were 

also used as control for plants inoculated and treated with water alone. Plants inoculated and 

treated with both Cantor® and ethanol were used as control for plants inoculated and treated 

with the molecules.  
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Table 1 Primers used in quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) studies 

gene Primer sequences 5’-3’ Accession 

numbers 

Efficacy/template 

ACT (actin, 

housekeeping gene) 

AACCTTCAGTTGCCCAGCAA 

TGTTCGACCGCTGGCATAC 
AB181991 98.9 % 

TUB (beta tubulin, 

housekeeping gene) 

GGAGTACCCTGACCGAATGATG 

AACGACGGTGTCTGAGACCTTT 
U76895 104.3 % 

LOX (lipoxygenase) GGGCACCAAGGAGTACAAGGA 

GCTCGTGATGGTGTGGATGA 
U32428 103.7 % 

PAL (phenylalanine 

ammonia lyase) 

CCCCCATTGGTGTCTCCAT 

ACTGCGCGAACATCAGCTT 
AY005474 102.9 % 

POX2 (peroxidase) AGCCACAGCCACAACCAGATA 

AGAAATGCGAGAGGCAGAACC 
X85228 102.3 % 

PR1 (pathogenesis 

related) 

CATGCACCTTCGTATGCCTAACT 

TGGCTTATTACGGCATTCCTTT 
HQ541964 105 % 

 

Data analyses 

Comparisons between percentage of disease severity, in planta spore germination at 1 dpi and 

in planta hyphal growth at 5 dpi were carried out with the Tukey test at a significance level of 

P = 0.05 using the XLSTAT software (Addinsoft, France). For gene expression analysis, the 

genes were considered significantly down- or up-regulated compared to controls when changes 

in their expression was < 0.5 x or > 2 x, respectively. Values of gene expression were converted 

to Log2 and represented in the form of a heatmap. Shades of blue represent gene down 

regulations, while the shades of red represent the up-regulation of the genes. 

 

Results 

Obtainment of functionalized elicitors 

A panel of 29 molecules, including M1 (derived from PGA that was originating from sugar beet 

molasses) as well as 28 molecules functionalized from M1, were obtained with a methodology 

based on green chemistry principles (Figure 1). The molecules were obtained using different 

chemical modifications, including chain extension, ramification, suppression or saponification, 

ester extension, saponification or replacement, nitrogen replacement, carbon replacement, 

bulky unit, vinylogous, enamine, oxime addition, substituent suppression, ring extension, and 

chain saponification (Figure 2, Table 2). All modifications (functionalization) were done 

separately on all positions of the main nucleus of M1 (Figure 2), except position 4, because 

modifications on this position are costly, time consuming and discordant with the green 

chemistry principles. The made molecules showed different levels of lipophilic (hydrophobic) 

patterns, as revealed by Log P values (Table 2). LogP, also known as Log Kow, is a measure 
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of the differential solubility of chemical compounds in two solvents (octanol/water partition 

coefficient); the more the log P is high, the more the corresponding molecule is lipophilic. 

 

Figure1. Chemical structure of γ-aminobutyric acid (GABA), pyroglutamic acid (PGA), M1 (derived 

from PGA) and 28 molecules derived from M1. 

 

 

GABA, M1 and 15 functionalized molecules from M1 protect wheat against Z. tritici 

GABA, PGA, M1, and 28 molecules functionalized from M1 were tested for their protection 

efficacy on wheat against Z. tritici in semi-controlled conditions (greenhouse). High levels of 

disease extent were observed on control plants at 21 dpi. Indeed, rates of disease severity 
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reached 57 % and 55% on inoculated plants treated with water alone or with water 

supplemented with the wetting agent Heliosol®, respectively (Table 2). Statistical analyses 

showed no significant difference among these two controls, indicating that Heliosol® did not 

confer any protection against the pathogen. Likewise, PGA, with 62% of diseased leaf area, did 

not show any protection against Z. tritici (Table 2). However, GABA, M1 and 15 other derived 

molecules allowed significant disease reductions, ranging from 19% to 63% compared to 

inoculated non-treated control plants. The thirteen remaining molecules did not display any 

protection on the corresponding treated plants. M1, M2 and GABA are among the molecules 

showing the best protective rates against the pathogen (Table 2). 

 

Functionalized molecules did not exhibit any direct antifungal effect 

All molecules were assessed in vitro for their direct activity towards Z. tritici. In vitro bioassays 

performed on microplates and Petri dishes revealed that none of the tested molecules exhibits 

direct antifungal effect towards Z. tritici, since non-significant difference in the rates of fungal 

growth was observed among treated and non-treated conditions (data not shown). Nevertheless, 

the wetting agent Heliosol® completely inhibited the in vitro mycelial growth of the fungus at 

the approved field concentration (0.2%), while the other wetting agent Cantor® (used further in 

the flowing experiments regarding the cytological and molecular investigations) did not show 

any significant effect on the fungal growth at the approved field concentration (0.15%). 

 

Structure-activity relationship analysis 

A structure-activity relationship investigation was performed in order to identify the chemical 

groups responsible for the activity of the molecule M1. Observations of the protective effects 

of the molecules (Table 2) and their structural features (summarized in Figure 2 and Table 2) 

has inferred some regular outlines of structure-activity relationship. Most of the modifications 

carried out on M1 stabilize, reduce or disappear the activity, except the modification performed 

in position 1 generating the molecule M2 (carboxylic chain extension to C8) which enhanced 

the activity from 55% to 63% disease reduction (Table 2, Figure 2). Cyclisation of the 

carboxylic chain (M5) into a cycle allows to the molecule M1 to keep a significant efficacy, 

while the suppression, shortening or extension of the carboxylic chain, over 12 carbons 

(molecules M9, M7, M8, and M4), leads to a decrease in the activity. This decline of activity is 

also observed when the nitrogen group is substituted by a carbon atom in position 1 (M3). A 
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vinylogous addition in position 2 (M10) induces a complete suppression of the activity. All 

modifications made on position 3, such as the substitution of the carbon by an oxygen, addition 

of an oxime or an enamine (M13, M12 and M11), lead to a decrease in the activity. Finally, 

changes made on position 5 confirmed the importance of the methyl ester since saponification, 

extension, and replacement decreased the activity (M14, M15, and M16) or inhibited it 

completely (M18). Some modifications were made simultaneously on two or three different 

positions (Figure 2, Table 2). The molecules modulated on two different positions showed 

whether a stabilized, reduced (M19, M20, M22, M23 and M24) or completely disappeared 

activity (M21 and M25). Nevertheless, the molecules modified simultaneously in three different 

positions (M26, M27, M28 and M29) showed a total disappearance of the activity. In order to 

examine the effect of the lipophilic properties of the molecules on their activity, a correlative 

analysis between the logP values of the molecules and their efficacy levels (Table 2) was 

performed using the Pearson test. Results revealed a lack of correlation between these two 

parameters (r = 0.20, P-value = 0.20), indicating that the lipophilic property did not explain the 

activity of the molecules. 

 

M1, M2 and GABA confer the best protective rates 

As revealed in the in vitro bioassay, Heliosol® displays a direct effect on Z. tritici development 

on PDA medium, although this wetting agent did not protect the plants against the disease under 

greenhouse conditions. Therefore, for the following experiments, Heliosol® was replaced by the 

other wetting agent Cantor®, deprived of any direct antifungal activity according to the in vitro 

bioassays. Furthermore, an additional experiment in the greenhouse carried out using Cantor® 

(0.15%) as a wetting agent confirmed that GABA, M1 and M2 significantly reduce disease 

extent (29%, 27% and 21% of diseased leaf area, respectively) on the plants treated with these 

molecules, compared to plants treated with water alone (56 % of diseased leaf area) (Figure 3). 

Disease severity reductions by GABA, M1 and M2 treatments reached 48 %, 52 % and 63 %, 

respectively. The rank of the molecules according to their protective effect remained unchanged 

and any discordance was observed compared to the previous assay (Table 2). No significant 

difference was obtained between the disease extent scored on plants treated with Cantor® (55% 

of diseased leaf area) and that recorded on control plants treated with water alone (Figure 2). 
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Table 2. Protection efficacy at 5 mM of γ-aminobutyric acid (GABA), pyroglutamic acid (PGA), M1 (derived from PGA) and 28 molecules functionalized from 

M1 on bread wheat (cultivar Alixan) against Zymoseptoria tritici (strain T02596), and description of the chemical modifications performed on M1 to obtain the 

functionalized molecules. 

Molecule Modifications compared to M1a Modified position Log Pb Diseased leaf 

area (%) 

Protection 

efficacy 

1 2 3 4 5    

Water-treated control        57 0 

GABA       -0.64 ± 0.22 31 44 

PGA       -2.39 ± 0.27 62 -11 

M1  - - - - - -0.70 ± 0.62 26 55 

M2 C8 chain extension X - - - - +3.55 ± 0.62 21 63 

M3 Nitrogen replacement X - - - - +1.71 ± 0.26 34 40 

M4 C14 chain extension X - - - - +6.73 ± 0.62 35 39 

M5 Bulky unit X - - - - -0.58 ± 0.63 39 31 

M6 Chain ramification + Nitrogen replacement  X - - - - -0.05 ± 0.60 42 26 

M7 C1 chain suppression  X - - - - -1.24 ± 0.65 44 23 

M8 C10 chain extension X - - - - +4.61 ± 0.62 49 14 

M9 Chain suppression X - - - - -1.92 ± 0.28 61 -8 

M10 Vinylogous - X - - - +0.70 ± 0.61 56 1 

M11 Enamine - - X - - +0.94 ± 0.65 38 33 

M12 Oxime addition - - X - - -0.38 ± 0.66 47 17 

M13 C replacement - - X - - -0.20 ± 0.65 50 12 

M14 Ester saponification - - - - X -1.24 ± 0.62 33 41 

M15 C2 ester chain extension - - - - X +0.16 ± 0.63 36 36 

M16 Ester replacement - - - - X -1.03 ± 0.62 39 30 
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M17 Ester replacement  - - - - X -1.63 ± 0.63 49 13 

M18 C11 ester chain extension - - - - X +5.14 ± 0.62 58 -1 

M19 Bulky (1) + vinylogous (2) X X - - - +2.62 ± 0.40 31 44 

M20 Bulky (1) + vinylogous (2) X X - - - -1.63 ± 0.63 37 35 

M21 Chain suppression (1) + vinylogous (2) X X - - - -0.06 ± 0.29 46 18 

M22 Chain suppression (1) + C replacement (3) X - X - - -0.33 ± 0.31 41 28 

M23 Chain suppression (1) + C replacement (3) X - X - - -0.65 ± 0.71 46 19 

M24 Chain ramification (1) +Ester saponification (5) X - - - X -1.53 ± 0.62 39 31 

M25 C8 chain (1) + C11 ester chain extensions (5) X - - - X +9.39 ± 0.62 48 16 

M26 Suppression of the substituent (1)+ 1 C ring extension (3 + 4) X - X X - -1.36 ± 0.28 51 11 

M27 Chain suppression (1) + C replacement (2) + Saponification (3) X - X - X -0.79 ± 0.30 48 16 

M28 Chain suppression (1) + C replacement (2) + Saponification (3) X - X - X -1.11 ± 0.71 63 -12 

M29 C1 ring extension (3 + 4) - - X X - -0.14 ± 0.62 57 -1 

a When more than one modification were performed, their positions on M1 are mentioned between brackets 

b Calculated with ACD/Log P software.  

Diseased leaf area and protection values highlighted in bold are significantly different from the water-treated control according to the Tukey test at P = 0.05. 
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Figure 2. Pharmacophore of the molecule M1, showing the structure modifications performed on the 

different positions of the main nucleus of M1. All changes were done separately on all positions of the 

nucleus, except on position 4. Some molecules were modified in several positions simultaneously. 

 

Figure 3. Disease severity on wheat plants (cultivar Alixan) against Zymoseptoria tritici (strain T02596) 

treated with water (control), Cantor® (0.15%), γ-aminobutyric acid (GABA), M1 and M2 molecules at 

5 mM. Disease symptoms were recorded 21 days post-inoculation by scoring the percentage of the third 
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leaf area covered with lesions bearing pycnidia. Means tagged with the same letter are not significantly 

different using the Tukey test at P = 0.05. 

M1, M2 and GABA did not affect in planta epiphytic growth of Z. tritici 

In planta bioassays were undertaken in order to evaluate the effect of M1, M2 and GABA, as 

well as the wetting agent Cantor®, on the epiphytic hyphal growth of Z. tritici. Cytological 

observations carried out at 1 dpi showed no significant difference among the rates of germinated 

spores recorded on the control plants inoculated and treated with water alone and on the plants 

inoculated and treated with Cantor® or with GABA, M1 and M2 molecules (Table 3). Likewise, 

no effect of the treatments with Cantor®, or with GABA, M1 and M2, on the epiphytic hyphal 

development of the pathogen was observed at 5 dpi. Indeed, no significant difference was 

detected among all conditions regarding the different assessed classes of mycelial growth 

(Figure 4). Overall, fungal germ tubes at 5 dpi were randomly oriented on the leaf surface and 

the patterns of mycelial growth were similar in both plants inoculated and treated with water 

alone and plants inoculated and treated with Cantor® or with GABA, M1 and M2 (data not 

shown). 

 

Table 3. Rates of germinated spores of Zymoseptoria tritici at 1 day after inoculation on wheat plants 

treated with water (control), Cantor® (0.15%), γ-aminobutyric acid (GABA), M1 and M2 molecules at 

5 mM. 

Treatments Rate of germinated spores (%) 

Control 74 b 

Cantor® 82 ab 

GABA 83 ab 

M1 87 a 

M2 82 ab 

Means tagged with the same letter are not significantly different using the Tukey test at P = 0.05. 
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Figure 4. In planta effect of γ-aminobutyric acid (GABA), M1, M2 and Cantor® treatments on the 

epiphytic hyphal growth of Zymoseptoria tritici (strain T02596) on the wheat leaves (cultivar Alixan), 

compared to the water-treated control. Four different classes of Calcofluor-stained germinated spores 

were assessed five days post-inoculation (class 1, non-geminated spores; Class 2, geminated spores with 

small germ tube; class 3, geminated spores with developed germ tube; class 4, geminated spores with a 

strongly developed germ tube). Within each class, bars with common letters are not significantly 

different using the Tukey test at P = 0.05. 

 

M1, M2 and GABA induce defense-related mechanisms in wheat 

The expression level of four genes involved in host defense reactions (LOX, PAL, POX2, and 

PR1) were assessed during the early stages of treatment as well as infection in order to evaluate 

the elicitation and priming effects of M1, M2 and GABA on wheat plants against Z. tritici. 

In non-infectious conditions, gene expression profiles in plants non-inoculated and treated with 

M1, M2 and GABA were compared to plants non-inoculated and treated with water amended 

with 1% ethanol and 0.15% Cantor® (Fig. 5A). LOX gene was induced by 2 dpt by all the three 

molecules, with induction levels of 15-, 13- and 2- folds for plants treated with GABA, M1 and 

M2, respectively. GABA-treated plants were the only ones to show a slight up-regulation of 2-

fold at 3 dpt, while GABA and M1 treated plants exhibited an induction of 19- and 4-folds at 7 

dpt, respectively. A down regulation of the LOX gene was observed at 4 dpt on both M1- and 

M2-treated plants. Regarding PAL gene, up regulations of about 3-fold were observed at 7 dpt 

in plants treated with the three molecules. The expression of this gene was down regulated at 4 

dpt in plants treated with M2. Concerning POX2, an up-regulation of this gene was recorded at 

2, 3 and 4 dpt in plants treated with the three molecules, with induction levels varying between 

2- and 18- folds. The highest expression level was obtained for M2 at 2dpt. At 7 dpt, an 
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induction of POX2 was observed only in plants treated with M1, while at the same date, a down 

regulation of this gene was observed in plants treated with GABA. PR1 gene showed high 

induction levels, especially at 2 dpt, in plants treated with the three molecules, with a most 

important induction in GABA-treated plants. Up-regulations of PR1 gene expression in GABA-

treated plants ranged from 18- to 347-folds; the highest value (347-fold) was recorded at 2 dpt. 

In M1-treated plants, PR1 gene was induced at 2 and 7 dpt (by 179- and 3-folds, respectively), 

while a down-regulation of this gene was observed at 3 dpt on the same plants. In M2-treated 

plants, up-regulations of PR1 at 2 and 3 dpt (by 37- and 4- folds, respectively) were noticed, 

while down regulations of this gene were observed in the same plants at 3 and 7 dpt. 

In infectious conditions, the specific effect of inoculation on wheat plants was assessed in order 

to highlight the way by which the fungus alone influences the expression of targeted genes. 

Plants inoculated and treated with Cantor® were compared to plants that have received the same 

treatment but non-inoculated (Figure 5B). An up-regulation of LOX gene expression at 3 and 7 

dpt (corresponding to 1 and 5 dpi, respectively) was observed, while a down regulation of this 

gene was recorded at 4 dpt (2 dpi). PAL gene expression was unchanged compared to non-

inoculated plants throughout the whole time course. By contrast, both POX2 and PR1 gene 

expressions were up-regulated at all studied dates. In order to investigate the priming effect of 

the molecules, plants inoculated and treated with the three molecules were compared to plants 

inoculated and treated with water amended with 1% ethanol and 0.15% Cantor® (Figure 5C). 

LOX gene expression was induced at 3 dpt (1 dpi) by 2-, 6- and 10- folds, and at 4 dpt (2 dpi) 

by 3-, 6- and 2-folds in plants treated with GABA, M1 and M2, respectively. However, down-

regulations of this gene were observed at 7dpt (5 dpi) in plants treated with GABA and M2. 

Regarding PAL, at 7 dpt (5 dpi), this gene was induced in plants treated with GABA and down-

regulated in plants treated with M1. For POX2 gene, few modifications of expression were 

observed compared to the control. Indeed, only an induction of POX2 gene expression (6-fold) 

was noticed at 7dpt (5 dpi) in plants treated with M1, while down-regulations of this gene were 

recorded at 3 dpt (1 dpi) in plants treated with GABA and M2. M1-treated plants showed an 

up-regulation at 7dpt (5 dpi) and a down-regulation at 4 dpt (2 dpi), while M2-treated plants 

exhibited down-regulations of POX2 gene expression at 3 (1 dpi) and 7 dpt (5 dpi). 
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Figure 5. Relative expression of four selected defense-related genes in wheat leaves (cultivar Alixan) 

treated or not with γ-aminobutyric acid GABA, M1 and M2 and inoculated or not with Zymoseptoria 

tritici (strain T02596). (A) non-infectious conditions (ni) where GABA, M1 and M2-treated and non-

inoculated plants are compared Cantor®-treated and non-inoculated plants; (B) Cantor®-treated and 

inoculated plants compared to Cantor®-treated and non-inoculated control plants; (C) GABA-, M-1 and 

M2-treated and inoculated plants compared to Cantor®-treated and inoculated control plants. The color 

scale represents the Log2 values of different relative gene expressions. White color indicates no change 

in the gene expression level when compared to the control plants. Over-expression (> 2x) is highlighted 

with shades of red, while down-expression (< 0.5x) is presented with shades of blue. 

 

Discussion 

The present study allowed us to discover new elicitors bio-sourced from sugar beet byproducts 

that induce resistance in bread wheat against Z. tritici, the major pathogen on this crop. Among 

the 31 studied molecules, GABA, M1 and 15 molecules functionalized from M1 displayed 

significant protection levels on wheat without any direct antifungal affect towards the pathogen, 

suggesting that the protection efficacy coffered by these molecules is due to an elicitation effect 

rather than to a direct activity. Few previous reports have already showed the ability of elicitors 

to protect wheat against Z. tritici. For instance, surfactin, a cyclic lipopeptide from the bacterial 

strain Bacillus amyloliquefaciens S499, was shown to confer protection in wheat towards Z. 

tritici (70% disease reduction) by activating both salicylic acid- and jasmonic acid-dependent 

defense pathways (Le mire et al. 2018). Two commercial elicitors (Vacciplant®, marketed by 

Arysta Lifescience and Bion®, marketed by Syngenta) are registered for the control of Z. tritici, 

but only Bion® was already demonstrated to protect wheat against this pathogen, with up to 69 

% disease reduction (Le mire et al. 2018). On the other hand, cultivar-elicitor interactions were 

highlighted in wheat against Z. tritici, since protection efficacies conferred by three elicitors 

(ion-, microbial extract-, and polysaccharide-based products) against Z. tritici differentiated 

strongly among three wheat cultivars (Alixan, Premio, and Altigo) varying in their resistance 

levels to the pathogen (Ors et al. 2013). Our results complete these findings and provide new 
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family of bio-sourced elicitors conferring resistance in wheat against Z. tritici. GABA has never 

been explored before for its protection efficacy on wheat against Z. tritici, but its ability to 

provide protection in plants against some pathogens has been investigated in previous work. 

For instance, a treatment of pear fruit with GABA induced resistance against the postharvest 

blue mold rot caused by Penicillium expansum (Yu et al. 2014). Few studies were also 

conducted to examine the effect of GABA on reducing abiotic stress on wheat. For instance, 

exogenous application of GABA reduced damages caused by chilling stress in wheat seedlings 

(Malekzadeh et al. 2012). Likewise, foliar application of a GABA-based formulation on wheat 

enhanced grain yield and leaf manganese content associated with an improved tolerance to 

powdery mildew (Kinnersley, 1998). 

Structure-activity relationship study based on changes made on the molecule M1 revealed that 

all chemical groups of the molecule, at all positions, are important for its resistance induction 

activity in wheat. Simultaneous modifications carried out at all positions affected the protection 

efficacy, either by reducing or by completely inhibiting the activity. Likewise, single chemical 

functionalization resulted in a loss or stability of the protection level, except the modification 

performed to obtain the molecule M2 (C8 chain extension) which allowed an enhancement of 

protection efficacy from 55 % (M1) to 63 % (M2) disease severity reduction (Table 2). 

Interestingly, an extension of the carbonic chain into 14 carbons (M4) did not increase the 

activity; but rather, led to a decrease in the activity (Table 2), suggesting that a moderate length 

of the chain (C8 for instance) confer to the molecule an optimal conformation enhancing the 

activity. Surprisingly, LogP of the molecules were not correlated to the protection efficacy. For 

instance, the most hydrophobic molecule M25, with a LogP of 9.39, did not confer any 

protection to wheat towards the pathogen (Table 2). According to Schönherr and Bauer (1996), 

highly hydrophobic leaf cuticles restrict the penetration of hydrophilic agents inside the leaves. 

Since wheat leaves are highly hydrophobic (Massinon and Lebeau 2013), it is more likely that 

hydrophilic molecules used in our study have a low chance to enter inside leaf tissues compared 

to the hydrophobic (lipophilic) molecules, even if the penetration into the leaves may be insured 

through leaf stomata as an alternative. However, the use of the wetting agent Heliosol® probably 

allowed to all molecules, including the hydrophilic ones such as GABA and M1 (with low LogP 

values of -0.62 and -0.7, respectively), to get into the leaves and to confer significant protection 

rates (44 and 55 %, respectively). We can thus suggest that the absence of protective activity 

by the non-active molecules is not due to hydrophilic properties, but more likely to their 

structure and to the non-recognition of these molecules by the plant, resulting in non-activation 
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of defense mechanisms. For the lipophilic molecules, their application with the wetting agent 

has likely improved their penetration, consequently their activity. 

Regarding Heliosol®, although this wetting agent did not show alone any protection in planta 

in the greenhouse, laboratory assays showed that it displays in vitro direct antifungal effect. 

Such difference between in vitro and in planta assays could be the result of a high concentration 

of the product being in contact with the fungus in in vitro conditions when compared to in 

planta conditions. The lack of protection in planta could also be due to a bio-degradation of 

Heliosol® by light, temperature or its possible evaporation, making the in planta concentration 

in contact with the fungus at the leaf surface (inoculated two days later) much lower than the in 

vitro concentration. In order to guarantee an absence of direct effect from the wetting agent, 

Cantor® was chosen for further experiments since no direct activity was recorded in vitro and 

no protective effect was conferred in planta by this wetting agent when applied alone. 

Interestingly, the protection efficacies obtained with GABA, M1 and M2 amended with either 

Heliosol® or Cantor® were overall similar (Table 2, Figure 3), confirming the non-contribution 

of the direct activity of Heliosol® to the protection efficacy of the molecules and suggesting 

that the biological activity of the molecules don’t vary depending on the used wetting agents. 

In-depth characterization of M1, M2 and GABA allowed a better understanding of the mode of 

action of these molecules. Histopathological observations confirmed the absence of direct effect 

of these molecules as well as Cantor® on both spore germination and fungal hyphal growth on 

leaf surfaces (Table 3, Figure 4), supporting the finding that the activity of these molecules is 

strictly due to plant defense induction. Gene expression monitoring confirmed this result and 

revealed that the three molecules trigger defense responses in wheat against Z. tritici. Overall, 

the expression levels induced by the molecules in non-infectious conditions (Figure 5A) were 

higher than in infectious conditions (Figure 5C), suggesting that the resistance induced in wheat 

by the three molecules relies mainly on elicitation activity. Such a result indicate that the mode 

of action of GABA (as well as M1 and M2) differ from that of its isomer BABA known as a 

priming agent of defense reactions (Ton et al. 2005). On the other hand, gene inductions in 

infectious conditions without treatments (Figure 5B) was much higher than in infectious 

conditions in presence of treatments by the molecules (Figure 5C), reporting that the ability of 

the fungus alone to activate wheat defenses is stronger than that of the molecules. An induction 

of wheat-defense related genes by Z. tritici in absence of treatments, including LOX, PAL, 

POX2 and PR1 genes studied in the present study, were previously reported, with expression 

patterns that vary depending on the resistance level of host cultivars and the time point during 
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the early stages of fungal infection (Ray et al. 2003; Shetty et al. 2009, Rudd et al. 2015; Ors 

et al. 2018). 

Regarding genes induced by the molecules, similarities were found among the three molecules, 

although few differences in the expression level of some genes at some time points were 

observed in both non-infectious and infectious conditions (Figures 5A and 5C). Overall, 

expression levels of LOX gene were higher than PAL gene in plants treated with all molecules. 

LOX activity acts upstream of the octadecanoid pathway, by catalysing the dioxygenation of 

polyunsaturated fatty acid, leading to the downstream biosynthesis of jasmonic acid (Creelman 

and Mullet 1997). PAL activity is involved in the upstream of phenylpropanoid pathway, 

catalysing the non-oxidative deamination of phenylalanine to trans-cinnamate, a precursor 

required for the downstream biosynthesis of phenolic compound-based phenylpropanoids such 

as flavonoids, phytoalexins, lignins, and salicylic acid (La Camera et al. 2004; Vogt 2010). 

Both jasmonic and salicylic acids are essential signals involved in plant defense responses. 

Based on our findings, the mode of action of M1, M2 and GABA molecules seems to rely more 

on jasmonic acid-rather than on salicylic acid-related pathway. On the other hand, the three 

molecules elicit with a strong intensity the expression of PR1 gene. PR1 is a PR protein with a 

non-elucidated function, while most of other PR-proteins are known to be antimicrobials having 

the role of arresting pathogen invasion (Sudisha et al. 2012). Up-regulations of PR1 gene have 

already been reported in wheat plants infected with Z. tritici (Ray et al. 2003; Ors et al. 2018). 

Concerning POX2, marked expression amounts of this gene were also observed in plants treated 

with the three molecules. POX activity is involved in ROS metabolism and use hydrogen 

peroxide (H2O2) as a substrate during defense responses (O’Brien et al. 2012). The 

accumulation of H2O2 has been shown to inhibit colonization by Z. tritici in resistant cultivars 

(Shetty et al. 2007). Our result showing an induction of POX2 gene suggests and accumulation 

of H2O2 in wheat plants treated with the three molecules; it is likely that the plants then induced 

POX activity to reduce the rates of H2O2, since this compound of oxidative stress could display 

a toxicity to the plant when produced at high concentrations. POX gene expression has been 

associated to innate resistance in wheat against Z. tritici. Indeed, Shetty et al. (2003) reported 

that resistant wheat cultivars accumulate POX transcripts and had an important POX activity 

compared to susceptible cultivars when inoculated with Z. tritici. 

In conclusion, the present study reports new elicitors bio-sourced from sugar beet byproducts, 

as well as GABA, that induce resistance in wheat against Z. tritici. These molecules confer 

protection rates of up to 63 % disease severity reduction, without any direct antifungal effect 
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towards the pathogen, indicating that the activity of the molecules results exclusively from plant 

defense elicitation. Structure-activity relationship study revealed the involvement of all 

chemical groups (especially the carbonic chain), at all positions, in the activity of the molecule 

M1 used for functionalization. Gene expression assay confirmed the ability of M1, M2 and 

GABA to trigger defense reactions in wheat, thus confirming the eliciting properties of these 

molecules. However, further experiments are required to decipher the defense pathways 

activated by these molecules in wheat against Z. tritici. Moreover, although PGA, which served 

as a mother molecule to produce the elicitors highlighted in the present study, is a non-toxic 

and non-ecotoxic compound, a verification of the absence of toxicity and eco-toxicity of the 

functionalized molecules is required for any future application in plant protection. 
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Des dérivés conjugués de l'acide salicylique et de l'acide 

pyroglutamique protègent le blé contre Zymoseptoria 

tritici 
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L'acide salicylique (SA) et ses analogues sont bien connus pour leur capacité à induire des 

réactions de résistance chez les plantes contre une large gamme d’agents pathogènes. A 

l’inverse, l’acide pyroglutamique (PGA), un analogue cyclique de l'acide γ-aminobutyrique, n'a 

jamais été étudié sur des pathosystèmes impliquant des plantes. Notre étude vise à tester l’effet 

protecteur de ces deux molécules et de cinq dérivés issus de leur conjugaison sur le 

pathosystème blé-Z. tritici. Des traitements à la dose de 5 mM ont été réalisés par pulvérisations 

foliaires sur des plantules du cultivar de blé sensible (Alixan), 48 h avant inoculation avec la 

souche T02596 de Z. tritici.  

Les meilleurs niveaux de protection, de 33 à 49 % en conditions semi-contrôlées, ont été 

observés avec 4 des 5 dérivés conjugués. Ces niveaux de protection sont supérieurs à ceux 

retrouvés chez les plantes traitées uniquement avec le SA (25 %) ou le PGA (absence de 

protection significative). Les tests d’effet direct sur le champignon des différents composés 

(SA, PGA et conjugués) ont été réalisés in vitro et ont montré un effet antifongique, mais à des 

concentrations beaucoup plus importantes, soit plus de 400 mg/L pour le SA et plus de 1 g/L 

pour le PGA et les autres dérivés. Ces résultats suggèrent que les effets protecteurs observés 

seraient liés majoritairement à une stimulation des réactions de défense de la plante plutôt qu’à 

un effet direct de ces composés sur le champignon. Des expériences complémentaires seraient 

requises afin de caractériser les réactions de défense induites par ces composés et responsables 

des protections obtenues contre la maladie.  
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Abstract 

To promote sustainable agriculture and healthy food, researches towards new generation of eco-

friendly phytosanitary compounds are more than encouraged. The plant hormone salicylic acid 

(SA) is known for its ability to induce resistance in plants against a wide range of pathogens, 

while pyroglutamic acid (PGA), a constrained analogue of γ-aminobutyric acid, has never been 

studied in a context of plant protection. The present study investigated for the first time the 

protection efficacy of these two molecules and five conjugated derivatives on wheat against 

Zymoseptoria tritici, the main pathogen on this crop. SA and four among the derivatives showed 

significant disease severity reductions (up to 49%), while PGA and one derivative conferred no 

protection. In vitro assays revealed that some molecules, including SA, display a slight direct 

antifungal activity, while others, such as PGA, show no effect. This finding suggests that, 

especially for molecules without any direct activity, the mode of action relies mainly on the 

induction of plant resistance. Further investigations are needed to identify defense pathways 

involved in plant resistance mechanisms elicited or primed by the molecules. 
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Introduction 

Zymoseptoria tritici is a fungal pathogen responsible for Septoria tritici blotch (STB), the most 

frequently occurring and damaging disease on bread wheat in Europe and all over the word.1,2. 

Disease control relies mainly on the use of conventional fungicides, but such products are 

currently controversial because of their potential impacts on both the environment and human 

health. Moreover, Z. tritici possesses a high adaptive potential, allowing it to frequently develop 

resistance to fungicides and overcome host plant resistance.3,4 Hence, looking for biocontrol 

products such as biofungicides and elicitors (i.e. plant resistance inducers) is more than ever 

encouraged5 in order to insure a more sustainable agriculture and a better food quality.  

Salicylic acid, (SA), which corresponds to 2-hydroxybenzoic acid (compound 1, Figure 1) is a 

phenolic compound produced by plants, involved in numerous physiological processes such as 

signalization, stomatal closure, seed germination, flowering, and senescence.6 SA is known as 

a phytohormone triggering plant immunity responses and its endogenous accumulation is 

required for the expression of the systemic acquired resistance (SAR).7 SAR is triggered from 

the elicitation site, and long distance signals allow it to occur in spatially distant organs and to 

confer a broad and long lasting protection. Several studies demonstrated that exogenous 

application of SA induces the expression of pathogenesis-related (PR) proteins-encoding genes 

and the accumulation of reactive oxygen species (ROS).8 SA was shown to confer immunity 

towards a wide range of biotrophic and hemibiotrophic fungi as well as other phytopathogenic 

organisms such as bacteria, viruses and insects (Glazebrook, 2005; Vlot et al., 2009).9,10 

Although SA is an effective inducer of plant defense, its rapid glycosylation often leads to its 

reduced efficacy.8 In addition, Molinari & Loffredo (2006)11 reported that SA was not very 

efficient on root diseases caused by nematodes, and assigned this to a low absorption by the 

plant. Moreover, the phytotoxicity of SA observed on monocotyledons12,13 and 

dicotyledons14,15,16 has impaired its development as an exogenous resistance inducer. Hence, 

the interest of researchers then focused on other compounds structurally related to SA, with 

lower phytotoxicity, greater stability and ability to induce resistance. There are more than 39 

different derivatives structurally related to SA and which have been shown to possess the ability 

to induce resistance.17 The SA analogue most frequently used as a synthetic resistance inducer 

was the benzo-(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester (BTH), this compound has 

been shown to possess biological activity on a wide range of plants against biotic stresses.18 

BTH was developed commercially under different trade names (BION® in Europe and 

Actigard® in the United States).19 Other derivatives, such as probenazole (3-allyloxy-1,2-
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benzisothiazole-1,1-oxide; PBZ) and heptanoyl salicylic acid (HSA), were also reported to 

induce resistances against rice blast and wheat powdery mildiou, respectively.20,21 Tayeh et al., 

(2013)21 showed that HSA was more efficient than SA in protecting wheat against the 

biotrophic fungus Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt), by inducing plant resistance mechanisms 

earlier than SA and with a higher intensity.  

An interesting approach to obtain prodrugs of SA with better eliciting properties and probably 

a higher biodisponiblity was to link the acid group of SA with γ-aminobutyric acid (GABA) or 

its analogues. Indeed, GABA is a non-proteinogenic amino acid which was initially known as 

the main inhibitory neurotransmitter in humans and animals,22 before its characterization as a 

compound involved in abiotic and biotic stress signals in plants .23,24 Some studies demonstrated 

that exogenous treatment of plants or fruits with GABA induced resistance against pathogenic 

necrotrophic fungi such as Penicillium expansum in pear fruit, Alternaria alternata in tomato 

fruit and Botrytis cinerea in tomato leaves. 25,26,27 

Pyroglutamic acid (PGA) (compound 2, Figure 1) is a constrained analogue of GABA and to 

the best of our knowledge, this acid has never been studied in the context of plant protection. 

Numerous proteins carrying PGA at the N-terminus are known for their function in the plant 

defense reactions, such as the class of PR proteins.28 Nevertheless, the feature of PGA residue 

for these proteins is not clear. PGA, also known as pidolic acid and as “the forgotten amino 

acid”, is considered as a physiological moisturizer, and is cited in all cosmetology manuals 

thanks to its predominant presence in the natural moisturizing factors (NMF). PGA is frequently 

associated with sodium or potassium which confer humectant properties while acting on the 

intracellular and extracellular water flow. The function of "physiological transporter" was 

attributed to PGA without asking if it does not have any additional biological role to explain its 

presence at high concentrations at the cutaneous level.29 PGA is also considered as a waste from 

the food industry, and more specifically from sugar extraction. Indeed, it is mainly obtained at 

a large scale by cyclization of the glutamine issued from sugar beet molasses. PGA is thus an 

affordable raw material, without any toxicity and possessing important functionalizable units 

(lactam and carboxylic acid groups), therefore allowing access and creation of new structures. 

In the current work, we focused on the evaluation of an unprecedented prodrug between SA 

and PGA to increase the induced resistance of bread wheat against Z. tritici. In addition, several 

derivatives of reference molecules (compounds 3-6, Figure 1) have been designed, synthesized 

and evaluated on the same pathosystem. 
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Figure 1. Structure of salicylic acid, SA (1), pyroglutamic acid, PGA (2) and SA-conjugated target 

derivatives (3-6). 

 

Materials and methods 

Experimental section 

General Remarks. Starting materials are commercially available and were used without further 

purification. Melting points were measured on a MPA 100 OptiMelt® apparatus and were 

uncorrected. NMR spectra were acquired at 400 MHz for 1H NMR and 100 MHz for 13C NMR 

on a Varian 400 MHz Premium Shielded® spectrometer. Chemical shifts (δ) are given in ppm 

relative to CDCl3 (7.26 ppm; 77.1 ppm). Splitting patterns are designed as: s, singlet; d, doublet; 

dd, doublet of doublets; t, triplet; quint, quintuplet; m, multiplet and sym m, symmetric 

multiplet. Coupling constants J are reported in hertz (Hz). Thin layer chromatographies were 

realized on Macherey Nagel silica gel plates with a fluorescent indicator and were visualized 

with UV-lamp at 254 nm and 366 nm. Column chromatographies were performed using a 

CombiFlash Rf Companion (Teledyne-Isco System) and RediSep prepacked columns. IR 

spectra were recorded on a Varian 640-IR FT-IR Spectrometer. Elemental analyses (C, H, N) 

of new compounds were determined by “Pôle Chimie Moléculaire”, Faculté des Sciences 

Mirande, Université de Bourgogne, Dijon, France. 
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Plant growth, treatment and inoculation 

Screening experiments were conducted under semi-controlled conditions in the greenhouse at 

18 °C (± 2 °C) with a day-night cycle of 16 ⁄ 8 h. Grains of the susceptible bread wheat cultivar 

Alixan (Limagrain) were pre-germinated according to Siah et al. (2010a),30 and germinated 

grains were placed into three-liter pots filled with universal loam (Gamm Vert, France). Three 

pots of 12 grains were used as replicates for each condition, and two independent repetitions 

were conducted. Solutions of SA, PGA and derived molecules 3-7 were used as foliar 

treatments three weeks post-sowing (third leaf fully expanded). All molecules were first 

dissolved in 1% (v/v) of ethanol, then diluted in distilled water containing 0.2% (v/v) Heliosol® 

(Helioterpen, France) as a wetting agent. Each pot received 30 mL of a 5 mM treatment solution 

using a manual hand sprayer. Forty eight hours after treatments, plants were inoculated with 30 

mL of spore suspension (106 spores/mL of distilled water) amended with 0.05% 

polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween 20, Sigma Aldrich, USA). After inoculation, 

each pot was covered with a clear polyethylene bag for 72 hours in order to ensure a water-

saturated atmosphere allowing good fungal germination. The Z. tritici strain T02596 isolated in 

2014 from Northern France was used to prepare spore suspension. This later was produced on 

potato dextrose agar medium (PDA), according to Siah et al. (2010a).30 Twenty one days post-

inoculation (dpi), the disease severity was scored by evaluating the percentage of the third leaf 

area covered by lesions (chlorosis or necrosis) bearing pycnidia. 

In vitro antifungal assay 

Direct antifungal effect of molecules 1 to 7 was assessed on PDA medium as described by Siah 

et al. (2010b).31 Petri dishes were filled with medium amended with the corresponding molecule 

at 50°C following autoclaving. Five concentrations obtained by serial dilutions (5, 1.67, 0.55, 

0.18 and 0.06 mM) were tested in order to calculate half-maximal inhibitory concentration 

(IC50) for each molecule; the highest concentration being the same concentration used for the 

treatments in the greenhouse (5 mM). An aliquot of 5 μL containing 5.105 spores.mL-1 of the 

Z. tritici strain T02596 was spotted on each Petri dish. Four replicates were used for each 

condition. Both media without any molecule and with ethanol were used as experimental 

controls. Petri dishes were incubated for eight days at 20 °C in the dark. Colony perpendicular 

diameters were measured for each spot and compared to spots developed on control media. 

Heliosol® was also evaluated for its direct antifungal activity using the field-approved 

concentration recommended by the manufacturer (0.2%), used in the greenhouse. 

 

https://www-sciencedirect-com.bibliopam.univ-catholille.fr/science/article/pii/S0261219410000360#bib27


Article 3 

113 
 

Statistical analyses 

Statistical analysis of protection assays was carried out using the Tukey test at a significance 

level of P = 0.05, with the XLSTAT software (Addinsoft, France). For in vitro assay, IC50 value 

of each molecule was determined from the corresponding dose-response curve, using the 

GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, Inc., USA). 

Results 

Design and chemical synthesis of target molecules 

The synthetic strategy started with the activation of the carboxylic acid of acetylsalicylic acid 

(11) by conversion to acetylsalicylic acid chloride (12) using thionyl chloride (SOCl2) in the 

presence of a catalytic amount of dimethylformamide (DMF) (Scheme 1). In order to obtain the 

conjugated structure between SA (1) and PGA (2), acid chloride (12) was furthermore treated 

with silylated derivative (9) obtained from PGA (2) upon refluxing in hexamethyldisilazane in 

presence of catalytic amount of saccharin. The same synthetic pathway was used to obtain the 

conjugated structure of SA (1) and 2-oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid (8) (compound 4, 

Scheme 1). This product was synthesized in order to evaluate the importance of the pyrrolidin-

2-one unit of heterocycle (3) on wheat protection and thus enrich structure-activity relationships 

of the series. PGA (2) was commercially available while 2-oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylic 

acid (8) was synthesized from reaction between L-cysteine and phenyl chloroformate in 

toluene, by adapting a reported procedure.32 Hybrid compounds 3 and 4 have been thus afforded 

in 50 and 44% yield respectively (Scheme 1) by methanol treatment of silylated esters 13 and 

14 obtained in situ, not isolated. In the case of carboxylic acid (3), the corresponding ortho acid 

(5) was also achieved in 10% yield; however, the same hydration analogue was not observed in 

the synthesis of thiazolidinone (4). Finally, the ring opening of the lactam ring of 3 permitted 

the formation of diacid (6) and the loss of the acetyl protecting group of the phenol unit in good 

80% yield as the unique reaction product (Scheme 1). Diacid 6, a SA-glutamic acid conjugate, 

has previously been described as prodrug of SA, utilizing hydrolysis in rabbit intestinal 

microorganisms.33 
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Scheme 1. Reagents and conditions: (i) HMDS, saccharine cat., reflux, 2-6 h; (ii) SOCl2, DMF, 70-75 

°C, 3 h; (iii) CH2Cl2, 60 °C, 24-48 h; (iv) MeOH, then H2O, rt; (v) MeONa/MeOH, 24 h, reflux. 

 

In order to study the impact of the carbonyl unit in position 2 of heterocyclic ring on biological 

evaluation, proline derivative 7 has also been designed (Scheme 2). This target compound was 

obtained starting from L-proline (16) using a similar synthetic strategy described in Scheme 2. 

Proline derivative 7 has been already reported in the literature only in human therapeutic 

chemistry context and tested for the anti-inflammatory activity.34 
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SA and derivatives protect wheat against Z. tritici 

SA (1), PGA (2) and derived molecules 3-7 were tested in the greenhouse for their protection 

efficacy on the wheat cultivar Alixan against Z. tritici. High levels of disease were observed on 

control plants. Indeed, disease symptoms reached 51.4% of the third leaf area in the non-treated 

inoculated control (Figure 2.). Plants treated with water amended with 1% ethanol and 0.2% 

Heliosol® (showing 52.8% of diseased leaf area) did not exhibit any difference with the control 

plants (Figure 2.). 

 

 

Figure 2. Disease severity level on wheat plants (cultivar Alixan) treated or not with 5mM of SA (1), 

PGA (2) and derived molecules 3-7, at 21 days after inoculation with the Zymoseptoria tritici strain 

T02596. Heliosol® used as adjuvant was also tested as an independent treatment. Means tagged with the 

same letter are not significantly different using the Tukey test at P = 0.05. 

 

Disease scoring at 21 dpi revealed significant protection levels conferred by SA (1) (25% 

disease reduction) and to various extents by four among the five derived tested molecules (3, 4, 

6 and 7), while no significant protections were conferred by PGA (2) and ortho acid (5) (Table 

1). The highest protection level was obtained with molecule 4 (49% disease reduction). 

SA (1), PGA (2), derived molecules 3-7 and the adjuvant Heliosol®, were evaluated for their 

direct effect against Z. tritici using the spotting test on solid PDA medium. The mean value of 

perpendicular diameters of developed colonies in the control was 0.6 mm. Ethanol and PGA 

(2) did not show any direct effect on fungal growth with all tested concentrations. However, 
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SA (1) and molecules 4 and 5 exhibited significant direct activity on Z. tritici, mainly at the 

highest tested concentration. Calculated IC50 values of SA (1) and molecules 4 and 5 were 3.2 

mM, 3.6 mM and 3.9 mM, respectively (Table 1), while the other molecules did not display 

any antifungal effect against the pathogen (IC50 values higher than 5 Mm). Heliosol® adjuvant 

completely inhibited fungal development on PDA medium at the used 0.2% concentration (data 

not shown). Nevertheless, this adjuvant it did not exhibit any protective effect when tested as a 

foliar treatment in the greenhouse at the same 0.2% concentration (Figure 2.).  

 

Table 1. Biological activities (disease reduction in planta and fungal inhibition in vitro) of salicylic 

acid (SA) 1, pyroglutamic acid (PGA) 2 and corresponding derivatives 3-7 against Zymoseptoria 

tritici.  

Molecule 
1 

(SA) 

2 

(PGA) 
3 4 5 6 7 

In planta protection efficacy (%)* 25 12 34 49 14 42 33 

In vitro antifungal activity, IC50 (mM) 3.2 > 5 > 5 3.6 3.9 > 5 > 5 

* Rate of disease reduction recorded in the greenhouse at 5mM, calculated by comparing disease extent 

obtained for each molecule to disease extent highlighted for water-treated inoculated control. 

Values in bold are different from the control according to the Tukey test at P = 0.05.  

 

Discussion 

The increasing concern related to the environmental effect of synthetic pesticide use, and the 

ability of Z. tritici populations to overcome control strategies, make urgent the development of 

alternative and more sustainable disease management tools such as elicitors and biofungicides. 

Hence, we assessed here the potential of SA, PGA and new functionalized derivatives 3-7 to 

protect wheat against Z. tritici. The results of greenhouse assays showed that SA and conjugated 

molecules 3, 4, 6 and 7 allowed significant reductions of disease symptoms when compared to 

water-treated inoculated control. Protections ranged between 25% and 49%. The best protective 

molecule was thiazolidin-2-one (4), which can be considered as prodrug of SA. The prodrug 6 

with glutamic acid and SA conjugated moieties was the second most promising compound and 

exhibited 42% wheat protection. PGA-SA conjugate 3 showed diminished elicitor activity 

without direct fungicide activity. The importance of the carbonyl unit of the pyrrolidone ring 

was investigated with compound 7. Indeed, the suppression of the carbonyl unit did not 

influence the resulting biological activity level of proline-SA conjugate 7 (compound 3 vs 

compound 7, Schemes 1 and 2, Table 1).  
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We scored significant direct antifungal activities using the in vitro bioassays. SA and molecules 

4 and 5 inhibited fungal growth at the highest tested concentration (5 mM) and their determined 

IC50 were about 3.2 mM (0.4 g/L), 3.6 mM (1.1 g/L) and 3.9 Mm (1.1 g/L), respectively (Table 

1). These IC50 values are particularly high and highlight a low antifungal activity on Z. tritici 

when compared to other natural compounds tested on the same fungus, such as effusol and 

mycosubtilin which showed IC50 values of 0.009 and 0.001 g/L, respectively.35,36 Previous 

studies have also showed that SA exhibits direct antifungal activities at lower concentrations. 

For instance, SA completely inhibited the germination of Penicillium expansum conidia at 2.5 

mM37 and about 70% of growth on other pathogens such as Fusarium oxysporum, Rhizoctonia 

solani and Phytophthora sp.38,39 The Heliosol® adjuvant, which did not confer any protection 

of wheat in planta, surprisingly displayed a strong inhibitory effect on fungal growth in vitro. 

Such a direct effect can result from a high concentration of the product being in contact with 

the fungus in in vitro conditions. The absence of protection in planta may be due to the 

absorption of the wetting agent by the plant, its degradation by light, temperature or its 

evaporation, making the concentration in contact with the fungus much lower than the in vitro 

concentration. Further analyses are needed to understand the fate of the wetting agent within 

the plant. 

Based on biological results, the molecules obtained and tested here can be categorized as 

follows: i) compounds owning a low direct fungicide activity and providing wheat protection 

(SA and prodrug of SA containing thiazolidin-2-one moiety 4); ii) products owning a low direct 

fungicide activity and no plant protection (ortho acid, 5); iii) molecules without any direct 

fungicide activity and providing wheat protection (prodrugs of SA containing pyroglutamic, 

glutamine and proline moiety, 3, 6, 7); and finally iv) inactive compounds with no direct 

fungicide activity nor protection (PGA). Regarding these results, the protection effect obtained 

in plants treated with SA and the molecule 4, may be due to the induction of plant resistance 

and/or to a direct activity on Z. tritici growth, so both effects may have contributed to the disease 

reduction on wheat plants. On the other hand, we can rule out the possibility that the protection 

of wheat against Z. tritici under greenhouse conditions, in response to the tested molecules (3, 

6 and 7), was only due to the induction of plant resistance mechanisms. Regarding plant defense 

mechanisms induced on bread wheat by SA and derived compounds, Tayeh et al., (2013)21 

highlighted that protection level conferred by HSA on wheat against Bgt is higher than the one 

reached with SA treatment (95% compared to 50%). This difference has been explained by a 

possible differential activation of lipid metabolism by the two compounds.21 Compared to SA, 
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HSA resulted in earlier up-regulations of the gene encoding for phospholipase C2 and it 

specifically affected the expression of the gene encoding for lipid transfer in non-infected 

conditions. After fungal challenge, HSA induced continuous increases of a (lipoxygenase) 

LOX-encoding gene expression and of the corresponding LOX activity when compared to SA-

sprayed leaves. In our work, protection against Z. tritici after SA treatment was lower than the 

one conferred by the SA derivatives 3, 4, 6 and 7. According to Bektas and Eulgem (2015), the 

SA response pathway may involve several receptors, and various SA related molecules would 

probably interfere in different manners.  

Our starting hypothesis based on the increase of SA eliciting activity level with prodrugs has 

thus been confirmed, since compounds 3, 6 and 7 showed an increased plant protection levels 

when compared to parent SA. Further analyses are needed to identify defense pathways 

involved in the resistance induced in wheat against Z. tritici in order to (i) decipher mechanisms 

explaining the different level of wheat protection observed between SA derivatives and the 

parent SA and (ii) understand similarities between the resistance pathways enhanced towards 

biotrophic and hemibiotrophic fungi. Improvements in the studied series of molecules would 

be for particular interest in order to develop a new generation of potent wheat elicitors with 

better efficiency, low toxicity and upgraded absorbance. In order to optimize the biological 

activity of the molecules, it will be necessary to test various concentrations, formulations, 

cadencies of application, and to perform field experimentations. 
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Les lipopeptides cycliques produits par Bacillus subtilis 

protègent le blé contre Zymoseptoria tritici 
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Nous avons étudié l’effet de trois lipopeptides cycliques produits par Bacillus subtilis 

(mycosubtiline, M; surfactine, S; fengycine, F) ainsi que deux mélanges (M+S et M+S+F) sur 

le pathosystème blé-Zymoseptoria tritici. Les traitements ont été réalisés sur deux cultivars 

sensibles de blé (Alixan et Dinosor), 48h avant inoculation avec deux souches pathogènes 

(T02596 et T01193, respectivement). Les meilleurs niveaux de protection ont été obtenus avec 

les traitements contenant la mycosubtiline seule ou en mélange. S et F ont aussi permis d’obtenir 

des niveaux de protection significatifs par rapport au témoin non traité inoculé bien que les 

protections soient inférieures à celles conférées par M. Les tests in vitro et in planta ont montré 

que les formulations contenant M inhibent la croissance fongique. Ces résultats confirment que 

l’efficacité observée in planta est due principalement à l’effet antifongique de M. S et F n’ont 

montré aucun effet direct sur le champignon, ce qui suggère qu’ils agissent comme stimulateurs 

des défenses des plantes plutôt que par une action directe. Cette étude a mis en évidence (i) 

l'efficacité de différents lipopeptides à protéger le blé contre Z. tritici et (ii) leurs modes d’action 

distincts et dépendant des molécules. 
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Abstract 

Innovation towards eco-friendly plant protection products compatible with sustainable 

agriculture and healthy food is today strongly encouraged. Here, we assessed the biocontrol 

activity of three cyclic lipopeptides from Bacillus subtilis (mycosubtilin, M; surfactin, S; 

fengycin, F), and two mixtures (M+S and M+S+F) on wheat against Zymoseptoria tritici, the 

main pathogen on this crop. Foliar application of these biomolecules at a 100 mg L-1 

concentration on the wheat cultivars Dinosor and Alixan, two days before fungal challenge 

inoculation, provided significant reductions of disease severity. The best protection levels were 

recorded with the M-containing formulations (up to 82 % disease reduction with M+S on 

Dinosor), while S and F treatments resulted in lower but significant disease reductions. In vitro 

and in planta investigations revealed that M-based formulations inhibit fungal growth, with 

half-maximal inhibitory concentrations of 1.4 mg L-1 for both M and M+S and 4.5 mg L-1 for 

M+S+F, thus revealing that the observed efficacy of these products may rely mainly on 

antifungal property. By contrast, S and F had no direct activity on the pathogen, hence 

suggesting that these lipopeptides act on wheat against Z. tritici as resistance inducers rather 

than as biofungicides. This study highlighted the efficacy of several lipopeptides from B. 

subtilis to biocontrol Z. tritici through likely distinct and biomolecule-dependent modes of 

action. 

Key words Wheat, Zymoseptoria tritici, Biocontrol, Bacillus subtilis, Lipopeptides, 

Mycosubtilin 
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Introduction 

Septoria tritici blotch (STB) caused by Zymoseptoria tritici formerly known as Mycosphaerella 

graminicola is currently the most damaging foliar disease on wheat crops worldwide, especially 

in regions with suitable climate conditions such as Western Europe (Jorgensen et al. 2014). 

Severe disease epidemics can reduce wheat yields by more than 50% (Ponomarenko et al. 

2011). Because of its economic importance, experimental amenability and growing interest 

within scientist and agronomist communities, Z. tritici has been considered as a model for the 

order Dothideales (Kema et al. 2008) and was recently ranked among the top ten fungal 

pathogens in the area of molecular plant pathology (Dean et al. 2012). Z. tritici is a 

hemibiotrophic fungus characterized by a symptomless period of about two weeks (Palmer and 

Skinner 2002; Fones and Gurr 2015), during which fungal hyphae grow between leaf mesophyll 

cells without inducing any host necrosis, followed by a short necrotrophic phase of only one 

week associated with an increase in fungal biomass, production of cell-wall degrading enzymes, 

necrosis development, and pycnidium formation (Kema et al. 1996; Siah et al. 2010a). Since 

host resistance against Z. tritici is not fully effective in most wheat cultivars, disease control 

relies mainly of the use of conventional fungicides. In Europe, farmers spend every year around 

1.3 billion Euros on synthetic fungicides to protect wheat against diseases, mainly STB 

(Torriani et al. 2015). However, the use of these products is increasingly controversial because 

of their potential negative impacts on both the environment and human health. In addition, the 

durability of chemical and genetic control strategies is regularly compromised in the field since 

Z. tritici frequently develops resistance to fungicides and circumvents host resistance (Cowger 

et al. 2000; Cheval et al. 2017). This is due to its high biological fitness degree resulting very 

likely from its frequent sexual reproduction and genetic recombination in the field (Siah et al. 

2010b, 2013; El Chartouni et al. 2011). 

The development of environment-friendly and less hazardous phytosanitary products is 

currently encouraged, especially in Europe, where several national action plans aiming at 

reducing the use of synthetic conventional fungicides in agriculture were set up (Ravensberg et 

al. 2015). The use of biocontrol agents, also referred as biofungicides, to control plant pests and 

diseases is a promising alternative approach for plant protection. Today, biocontrol products 

hold just 5 % of the worldwide crop protection market (approximately $3 billion in value), but 

this segment of the industry is growing and it is projected to increase by 8.84% annually, 

reaching more than 7 % of the total crop protection market by 2025 (more than $4.5 billion in 

value) (Olson 2015). Various types of biocontrol agents, including beneficial microbes and their 
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metabolites, plant and microbial cell-wall extracts, even minerals and ions, have been reported 

to impair attacks by plant bio-aggressors (Siah et al. 2017). Among beneficial microbes, 

Bacillus spp., one of the commonly isolated endophytic bacteria, have received considerable 

attention since several species of this genera confer several positive effects to the plant such as 

promotion of plant growth and/or enhancement of protection against abiotic and biotic stresses 

(Pérez-Montano et al. 2014). Biocontrol effect of Bacillus species against pathogen attacks is 

mainly attributed to the production of cyclic lipopeptides, which are amphiphilic molecules 

consisting of a short peptide chain linked to a lipid tail (Ongena and Jacques 2008; Raaijmakers 

et al. 2010). Some Bacillus species, such as B. subtilis and B. amyloliquefaciens, may dedicate 

up to 8% of their genetic equipment to the synthesis of a wide array of antimicrobial 

compounds, including lipopeptides (Chen et al. 2009; Rückert et al. 2011). Bacterial 

lipopeptides are synthesized by multi-enzymatic proteins called non-ribosomal peptide 

synthetases, which confers considerable structural diversity to the molecules and results in the 

production of linear, branched or cyclic low toxic compounds (Strieker et al. 2010; Deravel et 

al. 2014). According to their amino acid sequence, cyclic lipopeptides are divided into three 

families: iturins (mycosubtilin, iturin A, and bacillomycin), surfactin and fengycin (Xun-Chao 

et al. 2013; Guo et al. 2014). Members of the iturin family are heptapeptides with a β-amino 

fatty acid, while members of the fengycin family, including the related plipastatin, are 

decapeptides with a β-hydroxy fatty acid (Romero et al. 2007; Jacques 2011). The surfactin 

family consists of heptapeptides containing a β-hydroxy fatty acid. Cyclic lipopeptides display 

a broad biological activity against several phytopathogens through direct antagonistic effect 

and/or the induction of plant immunity system (Ongena and Jacques 2008; Deravel et al. 2014; 

Farace et al. 2015; Chandler et al. 2015). Members of iturin and fengycin families are mainly 

known for their antifungal properties, while molecules from surfactin family are powerful 

biosurfactants also able to induce systemic resistance in plant (Touré et al. 2004; Ongena and 

Jacques 2008). Although bacterial cyclic lipopeptides have already been tested on a broad 

spectrum of pathogens, they have never been assessed against Z. tritici, despite the economic 

and environmental importance of this pathogen. In addition, no biocontrol active substance is 

available to date in Europe as plant protection product against Z. tritici, except laminarin 

(Vacciplant®, Goëmar, France), which is a low-molecular-weight polysaccharide registered as 

plant resistance inducer toward this pathogen. The aim of the present study was thus to 

investigate for the first time biocontrol activity on wheat against Z. tritici of mycosubtilin, 

surfactin and fengycin lipopeptides produced by the B. subtilis strains BBG125, BBG131 and 

Bs2504, respectively, and two mixtures of them (mycosubtilin + surfactin and mycosubtilin + 
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surfactin + fengycin). Furthermore, the mode of action of these lipopeptides was examined by 

assessing their direct activity toward Z. tritici using both in vitro and in planta bioassays. 

 

Materials and methods 

Lipopeptide production, purification and analysis 

The different lipopeptides used in this study were produced and purified using three different 

strains of B. subtilis (Table 1), according to Coutte et al. (2013). All lipopeptides, including 

surfactin, fengycin and mycosubtilin, were produced using a specific corresponding strain. 

These lipopeptides produced by separate strains were then used to reconstitute lipopeptide 

mixtures (Table 1).  

 

Table 1 Different lipopeptides used in this study and their producing Bacillus subtilis strains  

 

Lipopeptide(s)  B. subtilis strain Reference 

mycosubtilin BBG125 Béchet et al. 2013 

surfactin BBG131 Coutte et al. 2010a 

fengycin Bs2504 Ongena et al. 2007 

mycosubtilin + surfactin Mix (50:50 w/w)  

mycosubtilin + surfactin + fengycin  Mix (33:33:33 w/w/w)  

Mix: lipopeptides were first produced by monoproducer strains and then purified and mixed together 

 

After the production and purification process, the different lipopeptides fractions were 

lyophilized and the purity of the powder was determined using reversed phase high-

performance liquid chromatography RP-HPLC according to Coutte et al. (2010b) and Béchet 

et al. (2013) in comparison to external standards of these biomolecules supplied by Lipofabrik 

(Villeneuve d’Acsq, France) and Sigma Aldrich (Saint-Louis, USA). Lipopeptide powders 

were dissolved in 0.1 % dimethyl sulfoxide (DMSO) by taking into account the purity of every 

lipopeptide. For all further bioassays, equivalent volumes of DMSO (0.1 %) were added to 

control treatments. The characterization of lipopeptide powders was carried out using HPLC- 

mass spectrometry (HPLC-MS), according to Hamley et al. (2013). 
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Plant growth, treatment and inoculation 

Grains of the susceptible wheat cultivars Dinosor (Unisigma, Froissy, France) and Alixan 

(Limagrain, Saint-Beauzire, France) were pre-germinated in Petri dishes (12 x 12 cm) on moist 

filter paper, according to Siah et al. (2010a). Germinated grains were placed into three-litter 

pots filled with universal loam (Gamm Vert, France). Six pots of 12 grains were used as 

replicates for each condition. The pots were placed in the greenhouse at 18 °C ± 2 °C with a 

day-night cycle of 16 ⁄ 8 h using supplementary illumination. After three weeks (third leaves 

from the base of plants fully expanded), plants of each pot were treated with 30 mL at 100 mg 

L-1 of each lipopeptide or mixture solution amended with 0.05 % polyoxyethylene-sorbitan 

monolaurate (Tween 20, Sigma Aldrich, USA) surfactant, using a manual hand sprayer. Plants 

treated with epoxiconazole (triazole) at 100 mg L-1 (Opus®, BASF Agro SAS, France) were 

used as a fungicide reference control. Two days after treatments, plants of each pot were 

inoculated using a manual hand sprayer with 30 mL spore suspension (106 spores mL-1) 

supplemented with 0.05 % Tween 20. Dinosor and Alixan cultivars were inoculated with the Z. 

tritici strains T01193 and T02596, isolated in 2009 and 2014 from Northern France, 

respectively. These two strains were chosen because they showed in preliminary experiments a 

high level of virulence on each corresponding cultivar. Spore suspensions were produced on 

potato dextrose agar medium (PDA), according to Siah et al. (2010a). Both inoculated and non-

inoculated control plants were pretreated with sterile distilled water containing Tween 20 

surfactant alone. Immediately after inoculation, each pot was covered with a clear polyethylene 

bag for three days in order to ensure a water-saturated atmosphere compatible with good fungal 

germination. The disease severity was scored at 21 days post-inoculation (dpi) by assessing the 

percentage of the third leaf area covered by lesions (chlorosis or necrosis) bearing or not 

pycnidia. 

 

In vitro antifungal assay 

Direct activity of the lipopeptides was assessed using the strain T01193 in clear and sterile flat-

bottomed polystyrene 96-well-plates (Iwaki, Asahi techno glass, Japan), according to Siah et 

al. (2010c). Lipopeptides and mixtures were added to the medium at 50°C following 

autoclaving. Plate wells were each filled with 150 μL of liquid glucose peptone medium (14.3 

g L-1 dextrose (VWR), 7.1 g L-1 bactopeptone (Difco laboratories) and 1.4 g L-1 yeast extract 

(Merck)) amended with lipopeptides at 100, 33.3, 11.1, 3.7, 1.2, 0.4, 0.14, 0.05, 0.015 and 0.005 

mg L-1 (final concentrations in 200 μL of medium). Aliquots of 50 μL containing 2.105 spores 
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mL-1 (Siah et al. 2010c) of the Z. tritici strain T01193 were added to each plate well. Eight 

wells were used as replicates for each condition. In each microplate, non-inoculated medium 

without lipopeptide, as well as inoculated medium without lipopeptide, were used as 

experimental controls. Two synthetic fungicides, bixafen (pyrazole-carboxamide) and 

epoxiconazole (triazole) (Sigma Aldrich, France), were included in the assay as fungicide 

references. Plates were incubated for six days at 20°C in the dark while being shaken at 140 

rpm, after which fungal growth was measured using a plate reader (MRX, Dynex technologies) 

at 405 nm. 

 

In planta cytological assay 

Monitoring of spore germination and hyphal growth of the strain T02596 on the leaf surface of 

Alixan cultivar was performed using Fluorescence Brightener 28 (Calcofluor, Sigma Aldrich), 

according to Siah et al. (2010a) with few modifications. Briefly, wheat leaf segments (4 cm) 

were harvested 1 and 5 dpi from control and plants sprayed or not with different lipopeptides 

and then immersed for 5 min in a solution of 0.1 % (w ⁄ v) Calcofluor, 0.1 M Tris–HCl buffer 

pH 8.5. Three third-leaf segments from different plants and different pots were used as 

replicates for each condition. Leaf segments were then washed for 1 min with sterile distilled 

water. After drying in darkness at laboratory temperature, they were placed on a glass slide, 

covered with a cover slip and observed microscopically (Nikon, Eclipse 80i) under ultraviolet 

(UV) illumination. Pictures were taken with digital camera (DXM1200C) using image capture 

software (NIS-ELEMENTS BR). The percentage of germinated spores was calculated at 1 dpi 

on 100 different fungal spores on each leaf segment. The effect of lipopeptides on fungal hyphal 

growth was assessed at 5 dpi. Five classes of fungal growth events were recorded from 100 

fungal spores on each leaf segment (class 1, non-germinated spore; class 2, germinated spore 

with small germ tube; class 3, germinated spore with developed germ tube; class 4, germinated 

spore with a strongly developed germ tube; class 5, germinated spore giving a strong hyphal 

growth). 

 

Statistical analyses 

Comparisons between rates of disease severity, in planta spore germination and in planta 

hyphal growth were carried out with the Tukey test at a significance level of P = 0.05 using the 

XLSTAT software (Addinsoft, France). For in vitro assay, a half maximal inhibitory concentration 
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IC50 value was calculated from dose-response curve of each lipopeptide, mixture, or fungicide 

reference using the GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, Inc., USA). Correlation 

between protection efficacies found on the cultivar Dinosor inoculated with the strain T01193 

(percentages of disease severity reduction compared to the non-treated inoculated control 

plants), and IC50 values obtained in vitro for tested lipopeptides or mixtures using the strain 

T01193, were assessed with the principal component analysis (PCA) based on the Pearson test, 

using the XLSTAT software. All experiments were repeated twice in two independent assays, 

except the in planta hyphal growth bioassay which was performed in one biological experiment. 

 

Results 

Lipopeptide characterization 

HPLC-MS analysis was carried-out on the different samples of lipopeptides used in this study 

(Fig. 1). Results showed that surfactin is composed of different isoforms with fatty acid chain 

length from C12 to C16 carbons ([M+H]+ : 994.64 = C12 ; [M
+H]+ : 1008.66 = C13 ; [M

+H]+ : 

1022.67 and [M+Na]+ : 1044.66 = C14 ; [M+H]+ : 1036.69 and [M+Na]+ : 1058.67 = C15). 

Mycosubtilin is composed of different isoforms with fatty acid chain from C15 to C18 carbons 

([M+H]+ : 1057.57 = C15 ; [M
+H]+ : 1071.58 = C16 ; [M

+H]+ : 1085.60 = C17 ; [M
+H]+ : 1099.61 

= C18). Fengycin is composed of different isoforms of fengycin A and B with saturated fatty 

acid chain from C14 to C18 carbons ([M+H]+ : 1435.79 = A-C14 ; [M
+H]+ : 1449.79 = A-C15 ; 

[M+H]+ : 1463.81 = A-C16 [M
+H]+ : 1477.83 = A-C17/B-C15; [M

+H]+ : 1491.84 = A-C17/B-C16 ; 

[M+H]+ : 1505.84 = B-C17). Fengycin contains also isoforms of fengycin A and B with 

unsaturated fatty acid chain with one double bound from C14 to C18 carbons ([M+H]+ : 1433.79 

= A-C14 ; [M
+H]+ : 1447.81 = A-C15 ; [M

+H]+ : 1461.82  = A-C16 ; [M
+H]+ : 1475.84 = A-C17/B-

C15 ; [M+H]+ : 1489.85 = A-C17/B-C16. These findings are in accordance with previously 

published analysis of the lipopeptides isoforms produced by these B. subtilis strains (Hamley 

et al. 2013; Béchet et al. 2013). 
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Fig. 1 HPLC-MS analysis of the lipopeptides powder produced and purified from the Bacillus subtilis 

strains BBG131 for surfactin (A); BBG125 for mycosubtilin (B) and Bs2504 for fengycin (C). Peak at 

[M+H]+ : 1505.84 was also observed in the total spectrum of the fengycin analysis, but was voluntarily 

not presented in this figure in order to improve its quality. 
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B. subtilis lipopeptides confer protection to wheat against Z. tritici 

Three B. subtilis lipopeptides (mycosubtilin, surfactin and fengycin) and two mixtures 

(mycosubtilin + surfactin and mycosubtilin + surfactin + fengycin) were tested in the 

greenhouse for their protection efficacy on two wheat cultivars (Dinosor and Alixan) against Z. 

tritici. High disease levels (chlorosis and necrosis bearing or not pycnidia) were observed on 

control plants from both cultivars, although those from Alixan inoculated with the strain 

T02596 showed overall a slightly higher level of symptoms (57.4 %) when compared to those 

from Dinosor inoculated with the strain T01193 (50.8 %) (Fig. 2).  

 

 

Fig.2 Disease severity level on wheat plants of the Dinosor (a) and Alixan (b) cultivars treated or not 

with different Bacillus subtilis lipopeptides 48 h before challenge inoculation with the Zymoseptoria 

tritici strains T01193 and T02596, respectively. Disease symptoms were recorded 21 days post-

inoculation by scoring the percentage of the third leaf area covered with lesions bearing or not pycnidia. 

Within each cultivar, means tagged with the same letter are not significantly different using the Tukey 

test at P = 0.05. M, mycosubtilin; S, surfactin; F, fengycin; M+S, mycosubtilin + surfactin; M+S+F, 

mycosubtilin + surfactin + fengycin. 

 

Disease scoring at 21 dpi revealed significant protection level by all tested lipopeptides or 

mixtures (Fig. 2 and 3). Disease reductions conferred by lipopeptides vary depending on the 

molecule or mixture and the cultivar used (Fig. 2). Disease amounts of lipopeptides-treated 

plants ranged from 9.4 % to 46.3 % on Dinosor and from 22.4 % to 40.0 % on Alixan. 

Interestingly, the highest disease reductions were obtained with treatments containing 

mycosubtilin, alone or in mixture with the other lipopeptides, on both cultivars (Fig. 2 and 3, 

Table 2).  
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Table 2 Protection efficacy of Bacillus subtilis lipopeptides at 100 mg.L-1 on the two wheat cultivars 

Dinosor and Alixan inoculated with the Zymoseptoria tritici strains T01193 and T02596, respectively. 

* Percentage of disease reduction compared to the non-treated inoculated control of each cultivar. 

 
Lipopeptide(s) *Protection on Dinosor *Protection on Alixan 

mycosubtilin  67 %  58 % 

surfactin  35 %  30 % 

fengycin  28 %  48 % 

mycosubtilin + surfactin  82 %  56 % 

mycosubtilin + surfactin + fengycin   68 %  61 % 

 

 

 

Fig. 3 Representative leaves of the Dinosor wheat cultivar treated or not with different Bacillus subtilis 

lipopeptides and the Opus (epoxiconazole) reference fungicide 48 h before challenge inoculation with 

the Zymoseptoria tritici strain T01193. M, mycosubtilin; S, surfactin; F, fengycin; M+S, mycosubtilin 

+ surfactin; M+S+F, mycosubtilin + surfactin + fengycin. NI, non-inoculated; I, inoculated. 

 

Mycosubtilin-based treatments exhibited higher protections on Dinosor (up to 82 % disease 

reduction with the mycosubtilin + surfactin mixture) compared to Alixan (up to 61 % disease 

reduction with the mycosubtilin + surfactin + fengycin mixture) (Table 2). Surfactin and 

Fengycin alone also induced significant protection efficacies, but they did not exceed 35 % on 

Dinosor and 48 % on Alixan. 
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Mycosubtilin-based formulations display an in vitro antifungal effect against Z. tritici 

All lipopeptides and mixtures, as well as the two reference fungicides epoxiconazole and 

bixafen, were evaluated for their direct activity against Z. tritici using 96-well plate assay. A 

dose-response curve was determined for each compound tested; it presents the optical density 

averages obtained with different concentrations (Fig. 4). As expected, both fungicide references 

inhibited fungal growth by low concentrations, although bixafen was the most active one in 

fungal growth inhibition compared to epoxiconazole. The effect of lipopeptides on fungal 

growth varies depending on the product and the concentration. Mycosubtilin alone or M-

containing mixtures were the most active lipopeptides, which completely inhibited fungal 

growth at the concentration 3.7 mg L-1 for mycosubtilin and mycosubtilin + surfactin, and at 

the concentration 11.1 mg L-1for mycosubtilin + surfactin + fengycin. Interestingly, surfactin 

and fengycin did not show any antifungal effect when tested separately. On the other hand, 

surfactin increased fungal growth at the highest concentration 100 mg L-1 (Fig. 4). 

 

 

Fig. 4 In vitro dose-response curves obtained with different Bacillus subtilis lipopeptides and the bixafen 

and epoxiconazole reference fungicides using the Zymoseptoria tritici strain T01193. S, surfactin; M, 

mycosubtilin; F, fengycin; M+S, mycosubtilin + surfactin; M+S+F, mycosubtilin + surfactin + fengycin. 

 

From the dose-response curves, IC50 values were determined for each compound (Table 3). 

Both fungicide references showed low IC50 values. Mycosubtilin-based formulations showed 

slightly higher but still low IC50 values, up to 1.4 mg L-1 when tested alone or in mixture with 

surfactin. This value was 2.33- and 14-fold higher than those of epoxiconazole and bixafen, 
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respectively. The mixture Mycosubtilin + surfactin + fengycin displayed relatively higher IC50 

value, while surfactin and fengycin tested separately showed each a IC50 value higher than 100 

mg L-1 (Table 3). 

 

Table 3 In vitro half maximal inhibitory concentration (IC50) values obtained with Bacillus subtilis 

lipopeptides using the Zymoseptoria tritici strain T01193. 

Lipopeptide(s) or reference fungicide IC50 (mg L-1) 

mycosubtilin 1.4 

surfactin >100 

fengycin >100 

mycosubtilin + surfactin  1.4 

mycosubtilin + surfactin + fengycin  4.5 

Epoxiconazole 0.6 

Bixafen 0.1 

 

Mycosubtilin-based formulations reduce Z. tritici hyphal growth on the leaf surface 

Hyphal growth of Z. tritici on the leaf surface of wheat plants treated or not with different 

lipopeptides was revealed using Calcofluor. Microscopic observations revealed that fungal 

spores formed germ tubes from their ends (Fig. 5). At 1 dpi, 58.8 % of spores germinated in 

non-treated and inoculated control plants (Table 4).  

Both surfactin and fengycin did not significantly reduce the rate of germinated spores. All 

treatments containing mycosubtilin significantly reduced the rates of germinated spores (Table 

4), thus agreeing in vitro results. The highest reduction was obtained with mycosubtilin alone 

with only 19.6 % of germinated spores, corresponding to 67 % reduction when compared to 

control plants (Table 4). 

Table 4 Rates of germinated spores at 1 day after inoculation in plants of the cultivar Alixan treated or 

not with Bacillus subtilis lipopeptides at 100 mg L-1 and inoculated with the Zymoseptoria tritici strain 

T02596.  

Lipopeptide(s) Rate of germinated spores (%) 

Control 58.8 a 

mycosubtilin 19.7 b 

surfactin 68.7 a 

fengycin 60.9 a 

mycosubtilin + surfactin 32.0 b 
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mycosubtilin + surfactin + fengycin  32.2 b 

Means tagged with the same letter are not significantly different using the Tukey test at P = 0.05. 

At 5 dpi, fungal germ tubes were often branched and oriented randomly on the leaf surface 

without specific orientation towards stomata and no possible chemotropism or thigmotropism 

could be noticed. Fungal hyphal growth displayed different patterns on wheat leaves treated or 

not with the lipopeptides (Fig. 5). On control plants, only 13.7 % of spores did not germinate 

and 72 % of spores formed developed or strongly developed germ tubes (classes 3, 4 and 5). 

Treatments with formulations containing mycosubtilin strongly and significantly reduced 

fungal growth on the leaf surface, with more than 30 % (35.2 %, 31.6 % and 35.1 % for 

mycosubtilin, mycosubtilin + surfactin and mycosubtilin + surfactin + fengycin, respectively) 

of spores remained non-geminated on leaves treated with mycosubtilin-based formulations 

(Fig. 5). Drastic reductions of hyphal growth were also observed, with only 8.4 %, 15.4 % and 

11.3 % of germ-tubes belonging to the 4 and 5 classes in plants treated with mycosubtilin, 

mycosubtilin + surfactin and mycosubtilin + surfactin + fengycin, respectively, when compared 

to control plants (46.7 %) (Fig. 5). In addition, treatments with mycosubtilin-based formulations 

significantly increased the rates of geminated spores with small germ tube (class 2). The other 

lipopeptides (surfactin and fengycin) did not show marked effect on the hyphal growth of Z. 

tritici on the leaf surface when compared to control plants. 

 

Fig. 5 Effect of different Bacillus subtilis lipopeptides on hyphal growth of the Zymoseptoria tritici 

strain T02596 on leaves of the wheat cultivar Alixan pretreated or not with different lipopeptides. Five 
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different classes of Calcofluor-stained germinated spores were assessed five days post-inoculation from 

100 different spores on each leaf segment for each condition. Class 1, non germinated spore; class 2, 

geminated spore with small germ tube; class 3, geminated spore with developed germ tube; class 4, 

geminated spore with a strongly developed germ tube; class 5, germinated spore giving a strong hyphal 

growth. M, mycosubtilin; S, surfactin; F, fengycin; M+S, mycosubtilin + surfactin; M+S+F, 

mycosubtilin + surfactin + fengycin. Within each class, bars with common letters are not significantly 

different using the Tukey test at P = 0.05. Scale bar = 10 µm. 

 

Correlation between protection efficacy and in vitro antifungal activity  

Correlative analysis using PCA revealed strong negative correlation (r = 0.99) between the 

protection efficacy levels highlighted on the cultivar Dinosor inoculated with the strain T01193 

and the IC50 values recorded in vitro using this strain (Fig. 6). 

 

 

Fig. 6 Principal component analysis (PCA) to assess correlation between protection efficacies obtained 

with Bacillus subtilis lipopeptides on the cultivar Dinosor inoculated with the Zymoseptoria tritici strain 

T01193 (percentages of disease severity reduction compared to the non-treated inoculated control 

plants) and IC50 values found in vitro for the lipopeptides using this strain. 

 

Discussion 

Z. tritici control strategies rely mainly on chemical fungicide applications, and to a lower extent 

on adequate cultural practices and the use of partially-resistant cultivars (Goudemand et al. 

2013). However, the current controversy on the wide use of conventional pesticides and the 
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frequent adaptation of fungal population either to applied fungicides (Goudemand et al. 2013) 

or host resistance, make urgent the finding of new alternative control strategies compatible with 

sustainable agriculture and healthy food. Here, we investigated the use of lipopeptides from B. 

subtilis as natural control products on wheat against Z. tritici, since such compounds were 

demonstrated to be much less ecotoxic when compared to chemical fungicides (Deravel et al. 

2014). Our results revealed that all tested lipopeptides or mixtures displayed significant disease 

reduction on the two used cultivars. The best protection levels were obtained with the treatments 

containing mycosubtilin alone or in mixture with surfactin or with both surfactin and fengycin 

(up to 82 % disease reduction with the mixture mycosubtilin + surfactin on Dinosor), although 

these efficacies were lower than those found with the Opus® reference fungicide. This 

protective effect of mycosubtilin is likely due to its antifungal activity highlighted in vitro and 

confirmed in planta. Indeed, a strong negative correlation was detected between IC50 values 

and protection efficacies scored on the cultivar Dinosor, indicating that the more the lipopeptide 

or mixture possesses a direct antifungal effect, the more the biomolecule confers protection 

against Z. tritici, regardless the cultivar. Nevertheless, a contribution of plant resistance 

induction effect to lipopeptide efficacy cannot be excluded, at least for surfactin and fengycin, 

for which significant disease reductions were observed without any direct antifungal effect 

against the pathogen under tested conditions. Mycosubtilin, as other lipopeptides from iturin 

family, has been shown to confer protection against a broad range of plant pathogens. For 

instance, treatment of tomato seedlings with a B. subtilis mutant strain overproducing 

mycosubtilin allowed a significant protection against Pythium aphanidermatum when 

compared to wild-type strain (Leclère et al. 2005). Besides, supernatant from this mutant strain 

containing high amounts of mycosubtilin showed in vitro antagonistic activity against several 

phytopathogenic fungi, including P. aphanidermatum, Botrytis cinerea and Fusarium 

oxysporum, with growth inhibition zones significantly larger than those induced by the wild-

type supernatant (Leclère et al. 2005). When applied on lettuce, purified mycosubtilin from B. 

subtilis at 100 mg L-1 strongly reduced the incidence of downy mildew caused by Bremia 

lactucae, by resulting in about seven times less diseased plantlets compared to the control 

samples (Deravel et al. 2014). Interestingly, Farace et al. (2015) demonstrated in grapevine, for 

the first time, that mycosubtilin has not only a direct activity on spore germination, but also 

triggers plant defense mechanisms and long-lasting enhanced tolerance to B. cinerea. Other 

iturins have also been reported to be effective against plant pathogens, either via direct 

antifungal activity, such as iturin A from B. amyloliquefaciens against Rhizoctonia solani (Yu 

et al. 2002), iturin A and bacillomycin from B. subtilis against Podosphaera fusca (Romero et 
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al. 2007) and iturin A from B. subtilis against Colletotrichum gloeosporioides (Kim et al. 2010), 

or through the induction of plant resistance such as iturins from B. amyloliquefaciens on 

strawberry against C. gloeosporioides (Yamamoto et al. 2015) and on cotton against 

Verticillium dahlia (Han et al. 2015). 

Similar levels of protection were obtained with mycosubtilin alone at 100 mg L-1 or when tested 

in mixture with surfactin (50:50 mg L-1) or with surfactin + fengycin (33:33:33 mg L-1) (Fig. 

2). Likewise, mixing mycosubtilin with surfactin at 50:50 mg L-1 conferred on lettuce the same 

effect against B. lactucae as mycosubtilin alone at 100 mg L-1, while surfactin did not impact 

B. lactucae development and did not reduce disease severity, thus suggesting that the presence 

of surfactin can improve the biological activities of mycosubtilin (Deravel et al. 2014). Two 

hypotheses were launched to explain the increased performance of mycosubtilin when it is 

mixed with surfactin (same performance with a lower concentration), since surfactin is not 

antifungal per se (Deravel et al. 2014). First, surfactant property of surfactin can enhance foliar 

penetration, foliar retention, and coverage, as reported for common organic surfactants used in 

crop protection (Stock and Holloway 1993). Second, synergy between surfactin and 

mycosubtilin could be due to the formation of mixed micelles, since bioactive single 

lipopeptides such as surfactin and mycosubtilin may interact together by forming mixed and 

potentially active or even more active micelles (Jauregi et al. 2013; Deravel et al. 2014). 

However, these hypotheses should be confirmed by further analyses. 

Surfactin and fengycin tested separately significantly reduced disease severity on both wheat 

cultivars, despite an absence of direct antifungal effect by these biomolecules in both in vitro 

and in planta assays under tested conditions (Fig. 2, 4 and 5). These findings suggest that these 

lipopeptides confer protection to wheat against Z. tritici via the elicitation or priming of plant 

defense responses rather than by direct antagonism or combined effect (direct and indirect) as 

previously reported on grapevine for mycosubtilin (Farace et al. 2015). Surfactin and fengycin 

interact with lipid layers of the plasma membrane and modify cell membrane permeability and 

structure leading to a cascade of molecular events within the plant cells activating a response 

of defense (Ongena et al. 2007; Henri et al. 2011). Hence, these two molecules play a key role 

in the induction of plant immunity driven by beneficial microorganisms, such as induced 

systemic resistance (ISR) (Raaijmakers et al. 2010). For instance, Farace et al. (2015) found 

that purified surfactin from B. subtilis activates salicylic acid-based defense pathway in 

grapevine leaves against B. cinerea, without any direct antifungal activity against the pathogen. 

By contrast, they found that plipastatin, belonging to the fengycin family, conferred a low 
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protection efficacy which was assigned to direct antibiosis effect rather than to elicitation 

properties. In bean, purified B. subtilis fengycins and surfactins, applied as soil drenching, 

provided a significant protective effect against B. cinerea and activated similar ISR response to 

that induced by living cells of the used producing B. subtilis strain, thus concluding for the first 

time that fengycins and surfactins are a novel class of compounds from non-pathogenic bacteria 

that can be perceived by plant cells as signals to initiate defense mechanisms (Ongena et al. 

2007). Likewise, surfactin from B. amyloliquefaciens triggered ISR on strawberry plants, 

resulting in the reduction of the severity of anthracnose disease caused by C. gloeosporioides 

(Yamamoto et al. 2015). Addition of surfactin, but not fengycin or iturin, to tobacco cell 

suspensions, induced a battery of plant defense-related events, including extracellular medium 

alkalinization coupled with ion fluxes, reactive oxygen species production, stimulation of 

phenylalanine ammonia-lyase and lipoxygenase activities and modification of the pattern of 

phenolics produced by elicited cells (Jourdan et al. 2009). Interestingly, surfactin and fengycin 

conferred significant protections in rice against R. solani and triggered the expression of several 

defense genes in rice cell-suspension cultures, while mycosubtilin did not give any protection, 

suggesting the involvement of both fengycin and surfactin in mediating induced resistance in 

rice against R. solani (Chandler et al. 2015). 

 

Conclusion 

The present study demonstrated the potential of lipopeptides from B. subtilis to be used as 

biocontrol agents on wheat against Z. tritici. Mycosubtilin, alone or in mixture with surfactin 

or with both surfactin and fengycin, provided the highest protection levels (up to 82 % and 61 

% disease reduction on the cultivars Dinosor and Alixan, respectively). These strong efficacies 

may result mainly from the significant biofungicide activity of this biomolecule highlighted 

both in vitro and in planta, thus corroborating previous results on other pathosystems (e.g. 

Deravel et al. 2014). Nevertheless, the protection efficacy of mycosubtilin as well as 

mycosubtilin-containg mixtures was lower than that found for the Opus® reference fungicide. 

Therefore, the efficacy of mycosubtilin or its mixtures could be improved with formulation by 

using adapted adjuvants allowing better lipopeptide foliar application. Fengycin and surfactin 

showed also significant levels of protection, but to a lower extent compared to mycosubtilin. 

According to the antifungal assay, the mode of action of these two molecules relies on the 

induction of plant resistance mechanisms rather than on direct activity. Further investigations 

are needed to confirm this hypothesis and to identify defense pathways involved in such 
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resistance. Such investigations will also be performed with mycosubtilin for which combined 

direct and indirect (elicitation or priming) activity is suspected.  
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Conclusions 

La lutte contre Z. tritici repose sur l’application des fongicides conventionnels, et dans une 

moindre mesure sur l'utilisation de cultivars partiellement résistants. Toutefois, les effets 

potentiels de l'utilisation excessive des pesticides sur l’environnement et la santé humaine, ainsi 

que l'adaptation fréquente du champignon aux fongicides appliqués et aux résistances de l'hôte, 

impliquent une urgence à trouver de nouvelles alternatives pour son contrôle. Ces alternatives, 

qui doivent être compatibles avec une agriculture durable, une alimentation saine et une 

production de qualité et en quantité, sont peu nombreuses sur le pathosystème blé-Z. tritici.  

L’objectif majeur de la thèse était donc d’identifier ou de créer des SDP bio-sourcés afin de 

répondre à la demande du marché agricole en produits de protection des plantes efficaces, 

compatibles avec une agriculture durable et innovante. Nous avons également évalué 

l’efficacité de certaines molécules ou produits connus déjà comme SDP ou comme 

biofongicides et n’ayant jamais été testés sur le pathosystème blé-Z. tritici.  

La saccharine, connue pour ses propriétés élicitrices des défenses naturelles de plusieurs 

plantes, a été testée pour la première fois sur le blé et a montré des taux de protection marquants 

contre Z. tritici. Le niveau de protection obtenu (77 %) est due exclusivement à un effet 

éliciteur, confirmé par l’absence d’activité antifongique directe, in vitro et in planta. Ces 

propriétés élicitrices de la saccharine ont été démontrées auparavant sur le haricot contre la 

rouille (Boyle et Walters, 2005a; Srivastava et al., 2011) et l’orge contre l’oïdium (Boyle et 

Walters, 2005b). Chez l’orge, une potentialisation due à l’application de la saccharine a été 

également mise en évidence par Walters et al., (2009). Dans notre travail, l’étude de l’évolution 

de l’expression de quatre gènes étudiés (LOX, PAL, POX2 et PR1) connus pour leur implication 

dans les réactions de défenses a été réalisée à différentes dates post traitement en conditions 

inoculée ou non inoculée. L’expression relative de ces gènes a montré que le gène LOX semble 

être le plus impliqué dans la protection observée dans la mesure où il a été fortement surexprimé 

aux différentes dates en conditions inoculée et non inoculée. Le gène PAL testé dans cette étude 

ne semble pas être impliqué dans la protection observée, étant donné qu’aucune modification 

de son expression n’a eu lieu aux différentes dates étudiées et aux différentes conditions 

inoculée et non inoculée, sauf à 4 jours post-traitement (jpt) correspondant à 2 jours post-

inoculation (2 jpi) où une légère surexpression a été observée. Les gènes POX2 et PR1 avaient 

quant à eux deux profils d’expression similaires en condition non inoculée, où on a observé une 

répression de l’expression à 2 jpt, suivie par une surexpression aux jours suivants. En conditions 

inoculées, les plantes traitées avec la saccharine n’ont montré aucune différence d’expression 
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du gène POX2 en les comparant aux témoins, tandis qu’une surexpression de PR1 a été observée 

à 4 et 7 jpt. 

On peut conclure à partir des résultats obtenus dans le cadre de ce travail que la résistance 

observée est liée en partie au gène LOX dépendant de la voie de l’acide jasmonique. L’acide 

jasmonique est généralement caractéristique des réactions systémiques induites (ISR) en 

réponse à des champignons pathogènes nécrotrophes mais également en réponse à des 

microorganismes non-pathogènes (Browse, 2009; Van der Ent et al., 2009). L’acide jasmonique 

joue également un rôle important dans la croissance et la sénescence de la plante. L’étude 

d’autres gènes impliqués dans les réponses de défenses est nécessaire afin de mieux comprendre 

les voies impliquées dans cette résistance induite chez le blé par la sacharine.  

Dans le cadre du projet Optistim, 31 molécules ont été testées pour leur efficacité à protéger 

le blé contre la septoriose. Ces molécules sont l'acide γ-aminobutyrique (GABA), le PGA, la 

molécule M1 issue du PGA ainsi que 28 molécules fonctionnalisées à partir de M1. Sur 

l’ensemble des composés testés, le GABA, la M1 et 18 molécules étaient capables de réduire 

la sévérité de la maladie de façon significative (P < 0.05), et les protections étaient comprises 

entre 19 % et 63 % en comparaison avec le témoin non traité inoculé. Etant donné que les 

biotests in vitro ont confirmé l’absence d’effet fongicide direct des différentes molécules, nous 

avons pu conclure que la protection était due à une stimulation des défenses naturelles de la 

plante. L’étude de la relation structure activité nous a permis d’identifier l’importance des 

différents groupements chimiques situés aux niveau des différentes positions du noyau central 

de la molécule M1. Les différentes fonctionnalisations effectuées au niveau de ces positions ont 

entrainé, suivant les cas, une baisse ou une suppression totale de l’activité. Seule la molécule 

M2 était plus efficace que la molécule mère M1. 

Au départ, lors de la préparation des différentes molécules pour le traitement, notre choix 

d’adjuvant s’est porté sur l’Heliosol® qui est un mélange d’alcools terpéniques et qui est utilisé 

en agriculture biologique. Bien que la notation visuelle a confirmé que cet adjuvant n’a pas 

conféré de protection contre la septoriose, les tests in vitro ont montré, quant à eux, une forte 

activité directe, entrainant une inhibition totale du développement du champignon, ce qui nous 

a amené à choisir le Cantor® comme adjuvant pour les tests suivants. 

Nous avons effectué des analyses plus poussées sur les trois meilleures molécules, à savoir le 

GABA, la molécule M1 ainsi que la molécule M2. Ces trois molécules ont donc été testées à 

nouveau en serre en utilisant le nouvel adjuvant Cantor® et les résultats ont montré des taux de 

protection similaires à ceux obtenus dans l’essai avec l’Heliosol® (48 %, 52 % et 63 % 
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respectivement). Les observations microscopiques effectuées sur les 3èmes feuilles des plantes 

traitées avec le Cantor®, le GABA, la M1 et la M2 et inoculées ainsi que les témoins non traités 

inoculés ont confirmé l’absence de tout effet direct sur le développement mycélien, supportant 

donc l’hypothèse que la protection observée est exclusivement due à l’élicitation des défenses 

de la plante. 

L’étude de l’expression relative des gènes (LOX, PAL, POX2 et PR1) a montré l’activation et 

l’implication de certaines voies de défenses par rapport à d’autres. En effet, en conditions non 

inoculées, les différentes molécules ont induit l’expression du gène LOX à 2 jpt, du gène PAL 

à 7 jpt, du gène POX2 à 2, 3 et 4 jpt ainsi que du gène PR1 à 2 jpt. En conditions inoculées, 

nous avons observé une induction de l’expression du gène LOX à 3 et 4 jpt correspondant à 1 

et 2 jpi. Nous avons également observé un effet priming pour ce gène dû à l’application des 

molécules M1 et M2 aux deux dates (1 et 2 jpi) ainsi qu’à l’application du GABA à 2 jpi. 

Cependant, des analyses complémentaires sont requises afin de mieux identifier les voies de 

défense activées et cerner l’ensemble des mécanismes impliqués. 

Toujours dans le cadre du projet Optistim, nous avons testé l’acide salicylique (SA), le PGA 

ainsi que cinq molécules « filles », « pré-élicitrices » ou comme nous les avons qualifiées dans 

le papier 3 de « prodrugs » (molécules 1-5), ces dernières ont été obtenues en conjuguant le SA 

au PGA. Les travaux présentés sont les résultats d’un screening effectué en serre et d’un test in 

vitro. Les résultats nous ont permis d’identifier des molécules « filles » dont certaines se sont 

avérées plus protectrices et moins fongicides que les molécules mères. Sur la base des résultats 

biologiques obtenus, les molécules testées ont pu être classées en quatre catégories :  

i) Les molécules avec une faible activité fongicide directe et permettant une 

protection intéressante du blé (SA) et les molécules filles contenant un groupement 

thiazolidin-2-one (molécule 4);  

ii) Les molécules possédant une faible activité fongicide directe et ne procurant 

aucune protection phytosanitaire (acide ortho, molécule 5);  

iii) Les molécules sans activité fongicide directe et assurant la protection du blé 

(les molécules filles contenant une fraction PGA, glutamine et proline, molécules 3, 

6, 7);  

iv) Les molécules inactives ne possédant, ni activité fongicide directe, ni 

capacité à assurer une protection de la plante (PGA). 
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Etant donné que ces résultats n’ont pas été approfondis, des analyses complémentaires sont 

requises afin d’identifier les molécules dotées de propriétés strictement SDP ou de propriétés à 

la fois SDP et biofongicide, et de caractériser les voies de défense potentielles impliquées dans 

la protection conférée par ces molécules. 

D’autres travaux ont porté sur l’efficacité de trois lipopeptides cycliques (mycosubtiline (M), 

surfactine (S) et fengycine (F)) synthétisés par B. subtilis comme produits de biocontrôle sur le 

blé contre Z. tritici. Ces lipopeptides seuls ou en mélange (S+F, S+M et S+F+M) ont été 

appliqués comme traitement foliaire préventif sur deux variétés de blé tendre (Dinosor et 

Alixan) inoculées avec deux souches virulentes de Z. tritici (T01193 et T02596, 

respectivement) et ont permis de réduire significativement les symptômes de la maladie par 

rapport au témoin non traité inoculé. Les meilleurs taux de protection ont été obtenus avec la 

mycosubtiline seule ou en mélange et les tests in vitro et in planta ont montré que ces 

protections sont dues principalement à une activité antifongique directe de ce lipopeptide. La 

surfactine ainsi que la fengycine, tous deux dépourvus d’activité directe, ont permis également 

de protéger significativement le blé contre Z. tritici, mais de manière moins intéressante que la 

mycosubtiline. Les mélanges S+M (50:50 w/w) et S+F+M (33:33:33 w/w) étaient aussi 

efficaces que M toute seule sur les deux variétés et vis-à-vis des deux souches ; ce résultat peut 

être expliqué par un cumul de l’effet antifongique de la mycosubtiline avec l’effet surfactant de 

la surfactine ou avec l’effet éliciteur ou potentialisateur conféré par la surfactine et la fengycine, 

et probablement par la mycosubtiline aussi. Lemire et al., (2018) ont mis en évidence l’effet 

éliciteur de la surfactine produite par Bacillus amyloliquefaciens permettant la protection de la 

variété de blé tendre Avatar contre Z. tritici. Les auteurs ont identifié que son mode d’action 

dépendait à la fois de la voie de l’acide salicylique et de celle de l’acide jasmonique. Etant 

donné que les modes d’action d’un éliciteur donné dépendent pour une même espèce du cultivar 

utilisé (Walters et al., 2011 ; Ors et al., 2013), des tests supplémentaires sont requis afin de 

confirmer les résultats obtenus et de soutenir ou non nos hypothèses concernant les modes 

d’action des lipopeptides étudiés. 

Perspectives 

Nous avons testé dans le cadre de cette thèse des produits provenant de différentes origines 

(biomasse industrielle, micro-organismes vivants et produit de synthèse) et nous avons pu 

identifier de nouvelles molécules dotées d’un pouvoir éliciteur, biofongicide ou combinant une 

double activité (élicitrice et biofongicide). Bien que ces résultats soient innovants et constituent 

un début prometteur pour la recherche de méthodes alternatives de lutte contre Z. tritici, 
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plusieurs questions ont été soulevées et sont restées sans réponses, nécessitant d’être reprises. 

Nous les citons donc ici comme perspectives indispensables pour la confirmation des résultats 

que nous avons obtenus et pour la continuité des travaux. 

Lorsqu’on parle de SDP, on évoque des molécules dépourvues de phytotoxicité répertoriée, 

n’ayant pas ou très peu de toxicité environnementale, et facilement biodégradables (Benhamou 

et Rey, 2012). Dans le cadre de nos travaux, nous avons mis en évidence le pouvoir éliciteur ou 

biofongicide des molécules testées. Cependant, nous n’avons pas vérifié les paramètres liés à 

la phytotoxicité, à la toxicité et à la biodégradation de ces molécules. Bien que ces composés 

ne semblaient pas impacter les plantes traitées en les comparant visuellement aux plantes 

témoins non traitées, nous ne pouvons pas confirmer l’absence totale de phytotoxicité. Il est 

donc important d’effectuer des expériences supplémentaires sur des plantes traitées non 

inoculées afin d’identifier et de suivre tout effet engendré par les traitements. A titre d’exemple, 

il serait intéressant de suivre l’évolution de la biomasse végétale, la vigueur et le tallage des 

plantes à différentes dates post traitement. Il faudrait également voir les effets de ces traitements 

à des stades plus tardifs du développement de la plante, en comparant des paramètres tels que 

l’épiaison et le remplissage des grains à ceux des plantes témoins non traitées. Cependant, il 

pourrait y avoir une confusion entre l’effet de la phytotoxicité et le coût énergétique que ces 

molécules pourraient entrainer chez les plantes traitées. Ces plantes qui mobiliseront une partie 

de leur énergie pour activer la résistance induite pourraient être limitées dans leur 

développement et in fine présenter un rendement plus faible par rapport à leur potentiel. Ainsi, 

si on identifie un impact sur les différents paramètres de croissance de la plante, il faudra trouver 

les bons moyens de distinguer l’effet phytotoxique de celui du coût énergétique, tout en sachant 

que la phytotoxicité de certaines molécules élicitrices peut être considérée comme un coût 

énergétique (réaction d’hypersensibilité exagérée de la part de la plante) (Heil, 2014). Il serait 

également intéressant de suivre le devenir de la molécule à l’intérieur des tissus de la plante, 

afin de savoir à quel niveau cette molécule est perçue et reconnue (niveau membranaire ou 

cytoplasmique). La question de la toxicité en santé humaine peut également être posée 

notamment pour les molécules fonctionnalisées. Des études de toxicité pourraient être menées 

afin de vérifier l’innocuité de ces produits.  De même, un marquage des différents groupements 

constituant la molécule quand cela est possible pourrait nous permettre de suivre sa dégradation 

et de savoir s’il existe des risques de retrouver une partie ou la totalité de ces molécules dans le 

produit agricole final destiné à la consommation. 
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Les feuilles du blé sont connues pour leur forte hydrophobie (Massinon and Lebeau 2013), 

ainsi toute molécule appliquée dans une solution aqueuse a des chances limitées pour adhérer à 

la surface foliaire. Dans le cadre de nos travaux, nous avons opté pour l’utilisation d’un adjuvant 

dans le but d’améliorer l’adhésion et la pénétration des molécules testées au niveau des feuilles 

du blé. Nous avons donc testé dans un premier temps l’adjuvant Heliosol® utilisé en agriculture 

biologique et qui n’a procuré aucune protection du blé contre Z. tritici. Cependant, un effet 

direct important a été observé pour cet adjuvant in vitro. En effet, l’Heliosol® a complètement 

inhibé le développement du champignon ce qui nous a amené à le remplacer par Cantor® pour 

lequel nous avons démontré l’absence de toute activité directe in vitro et in planta. Toutefois, 

on ne sait pas s’il existe des interactions entre les molécules et les adjuvants testés. Des analyses 

sont donc requises afin d’identifier si ces interactions existent réellement et si l’adjuvant serait 

capable de diminuer ou au contraire de booster l’activité de la molécule élicitrice appliquée.  

Un autre point important nécessite d’être étudié. En effet, nous avons traité les plantes au stade 

3 feuilles (4ème feuilles sortantes), la notation de la sévérité de la maladie, les observations 

microscopiques ainsi que l’étude de l’expression relative des gènes ont été faites uniquement 

sur les 3èmes feuilles. Les résultats obtenus et présentés dans les papiers 1 et 2 confirment la 

présence d’une stimulation des défenses de la plante prouvée par des niveaux d’expression de 

gènes différents de ceux des témoins. Toutefois, nous ne pouvons pas affirmer si la protection 

observée est due à une résistance systémique induite ou à une résistance locale acquise. Des 

travaux supplémentaires, au niveau des étages foliaires supérieurs qui se sont développés 

postérieurement au traitement et à l’inoculation, pourraient nous apporter plus d’informations 

quant à la nature de cette résistance, son étendue spatiale et temporelle. Autrement dit, ces 

analyses nous permettront de savoir si le « signal d’alarme », si on peut le qualifier ainsi, se 

transmet vers les nouveaux organes développés après l’application de l’éliciteur en vue de les 

protéger, et si oui, pendant combien de temps.  

Dans les études d’expression de gènes, nous nous sommes limités à des dates allant de 1 à 7 

jours post traitement et de 1 à 5 jours post inoculation. En condition infectieuse, ces dates se 

situent durant la phase de latence du champignon. Il serait donc intéressant d’explorer les voies 

de défense étudiées, ainsi que d’autres à des dates postérieures, notamment aux alentours du 

switch entre la phase biotrophe et la phase nécrotrophe du champignon où ces voies pourraient 

être exprimées différemment. 

Il serait également pertinent de tester d’autres méthodes d’application des éliciteurs que nous 

avons évalués dans ce travail et voir si ces applications pourraient optimiser la protection. A 
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titre d’exemple, la saccharine appliquée en traitement racinaire était beaucoup plus efficace 

qu’en traitement foliaire chez le haricot contre la rouille (Srivastava et al., 2011). Un traitement 

des semences avant le semis pourrait être exploré ; et dans le cas où une élicitation ou un 

priming sont mis en place, cela permettrait de supprimer l’application au champ et aurait un 

impact moins important sur le plan économique (temps de travail pour l’agriculteur) et sur le 

plan environnemental (consommation de carburant). 

Parmi les freins majeurs qui s’opposent à l’homologation de nouveaux SDP, on retrouve 

souvent la discordance entre les résultats obtenus au laboratoire qui sont souvent prometteurs 

et les résultats observés au champs où le produit perd une grande partie, si ce n’est la totalité, 

de son efficacité. En effet, en conditions contrôlées ou semi-contrôlées la minutie attribuée à la 

préparation des molécules, à l’homogénéité des traitements, au stade de leur application et aux 

conditions environnantes (lumière supplémentaire, absence de pluie et donc de lessivage des 

molécules, etc.), font que les quantités pulvérisées sont potentiellement proches de celles qui 

sont assimilées par les plantes, ce qui est différent de ce que l’on peut observer au champ avec 

une pulvérisation mécanique à ciel ouvert où il serait indispensable d’augmenter les doses. De 

même, dans le cas des essais sous conditions de laboratoire, bien que l’inoculum virulent est 

sélectionné et bien que la germination des spores est favorisée (en couvrant les plantes avec des 

sacs polystyrènes pour garantir l’humidité idéale), on constate que le pathogène reste confiné 

aux étages foliaires les plus bas de la plante (pas de propagation à cause de l’absence du 

phénomène de splashing). De même, sa reproduction sexuée est absente, étant donné qu’une 

seule souche est utilisée. Au champ, il n’en est pas de même ; on constate une dynamique de la 

propagation de la maladie vers les étages foliaires supérieurs et une diversité génétique du 

pathogène. Il serait donc important d’effectuer des tests au champ afin de pouvoir confirmer ou 

non l’efficacité des différentes molécules vis-à-vis de la maladie ciblée. 

Dans le cadre de mes travaux de thèse, plusieurs molécules ont été testées, et chaque criblage 

en serre était chronophage dans le mesure où chaque essai nécessitait un minimum de 7 

semaines. Etant donné que le nombre de molécules testées à chaque fois risque d’être important, 

il serait intéressant de trouver une alternative afin de réaliser ces tests de criblage à haut-débit. 

Un criblage de l’efficacité des molécules potentiellement élicitrices sur cultures cellulaires 

pourrait faire gagner du temps et permettrait de réaliser un screening d’un plus grand nombre 

de molécules. Toutefois, la fiabilité de cette méthode basée sur les cultures cellulaires doit tout 

d’abord être validée en utilisant des molécules SDP de référence. 
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Enfin, la résistance contre Z. tritici est fortement liée au génotype du blé. Dans un contexte 

d’induction de résistance, la protection dépend également de la nature du SDP utilisé. Dans ce 

travail, nous avons testé des SDP différents, mais uniquement sur le cultivar Alixan. Il serait 

donc indispensable de réaliser des tests en utilisant les mêmes SDP mais sur plusieurs cultivars 

de blé, afin de confirmer leur efficacité de protection sur un large panel de génotypes.  

Pour conclure, les produits de biocontrôle représentent le futur de l’agriculture et peuvent 

constituer une alternative concrète aux fongicides conventionnels. Si les molécules de 

biocontrôle sont issues de coproduits provenant des industries agricoles ou agroalimentaires, 

ceci permettrait de faire d’une pierre deux coups, en répondant simultanément à certains enjeux 

environnementaux à savoir la valorisation des coproduits souvent abondants et la réduction 

voire la substitution des intrants phytosanitaires conventionnels, tout en réalisant des économies 

sur le coût de fabrication de ces molécules, qui est souvent un frein à leur utilisation.  
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Annexe 1. Matériels et méthodes 

Matériel végétal et fongique 

Deux variétés sensibles de blé tendre (Triticum aestivum L.) ont été utilisées dans cette 

étude, la variété Dinosor (Unisigma) et la variété Alixan (Limagrain). Ces deux variétés ont été 

inoculées avec les souches pathogènes de Zymoseptoria tritici T01193 et T02596 

respectivement. 

Mise en culture et croissance des plantes 

Les semences de blé sont pré-germées dans des boites de Pétri (12 X 12 cm) sur du papier filtre 

imbibé d’eau distillée. Les boites sont tout d’abord incubées à l’obscurité pendant 24h à 20°C, 

puis placées à 4° pendant 48h et finalement pendant 24h à 20°C. Les graines germées sont 

ensuite repiquées dans des pots en plastique avec 12 graines/pot. Les pots sont placés dans la 

serre en conditions semi-contrôlées avec un éclairage supplémentaire permettant une 

photopériode de 16h/8h et une température de 18°C (±2°C).   

Traitement et inoculation des plantes et quantification des symptômes 

Trois semaines post semi, les plantules de blé arrivées au stade 3-4 feuilles sont traitées avec 

les molécules. Chaque pot reçoit 30ml de traitement à l’aide d’un pulvérisateur manuel. 48h 

après l’application des produits, les plantes sont inoculées par une suspension de spores à 106 

spores/ml. Afin de favoriser l’adhésion du traitement sur les feuilles nous avons choisi d’utiliser 

un adjuvant et pour assurer l’adhésion du champignon lors de l’inoculation, 0,05% de Tween 

20 (Sigma Aldrich) ont été ajoutés à la suspension sporale.  

Suite à l’inoculation et afin de favoriser la germination des spores et l’installation de l’infection, 

chaque pot est couvert par un sac en polystyrène transparent pendant 72 heures post inoculation. 

Le pourcentage des symptômes présentant des pycnides sur la 3ème feuille de chaque plante est 

estimé au 21ème jour post inoculation. 

Analyses histopathologiques 

La germination des spores, la croissance du champignon ainsi que la pénétration du champignon 

dans les tissus foliaires sont évalués en utilisant le calcofluor. La colonisation du mésophylle, 

est quant à elle déterminée par coloration du champignon au bleu de Trypan. Ces observations 

cytologiques sont réalisées sur des segments foliaires de 2cm coupées sur la 3ème feuille de 

plantes ayant subi les différents traitements. 

Révélation du champignon au calcofluor 

Les fragments foliaires sont immergés pendant 5min dans une solution de Calcofluor 

(Brightener 28, Sigma) à 0,1% (w/v) préalablement solubilisé dans un tampon Tris-HCL à 0,1M 

(pH 8,5). Ce marqueur fluorescent révèle le champignon par fixation de la chitine composé 

majeur des parois cellulaires fongiques. Les feuilles sont ensuite rincées à l’eau distillée pendant 

2 min, puis séchées et placées entre lames et lamelles pour une observation sous UV au 
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microscope à épifluorescence (Nikon, eclipse 80i). Des photographies sont prises à l’aide d’une 

caméra (Digital camera, DXM1200C) et d’un logiciel de capture d’image (NIS elements BR). 

Coloration du champignon au bleu Trypan 

Les segments foliaires sont décolorés dans un premier temps dans une solution de décoloration 

(éthanol/acide acétique glaciale, 3 :1, v/v) pendant une nuit. La solution de décoloration est 

changée une fois. Après décoloration complète, les segments foliaires sont réhydratés pendant 

4h dans de l’eau distillée avant de les fixer dans une solution de lactoglycérol (acide lactique/ 

glycérol/eau distillée, 1 :1 :1, v/v/v). 

La coloration du champignon est réalisée en déposant 3 gouttes d’une solution de lactoglycérol 

bleu Trypan à 0,1% sur chaque segment foliaire préalablement déposé sur une lame de 

microscope. Les segments foliaires sont placés sur une plaque chauffante à 70°C pendant 2h 

afin de permettre la pénétration du colorant à l’intérieur des segments foliaires pour colorer le 

mycélium du champignon à l’intérieur des tissus. Après rinçage à l’eau distillée, les segments 

sont hydratés à nouveau dans la solution de lactoglycéol puis placés entre lame et lamelles et 

observés au microscope (Nikon, eclipse 80i) sous lumière blanche. Les photographies sont 

prises à l’aide d’une caméra (Digital camera, DXM1200C) et d’un logiciel de capture d’images 

(NIS elements BR).  

Extraction de l’ARN en utilisant le RNeasy Mini Kit  (protocole du fournisseur avec 

modifications) 

Tampon d’extraction utilisé RLT  

Ajouter 10 µl de β-mercaptoéthanol pour 1 ml de tampon RLT (tampon peut être conservé à 

température ambiante pendant plus d’un mois)  

Rajouter 4 volumes d’éthanol (96-100%) au tampon RPE pour les rinçages. 

DNase I, RNase-Free (lyophilisée) dissoute dans 550 µl RNase-Free Water en faisant attention 

à la poudre de l’enzyme et par la suite on la met dans un tube eppendorf de 1,5 ml (il s’agit de 

l’enzyme pure qu’il faut diluer par la suite par le buffer RDD). Il faut 10µl de Dnase+70µl 

tampon RDD/echantillon 

Etapes d’extraction: 

 Broyage de maximum 100 mg de feuilles à l’azote liquide dans un mortier et ajout de 

450 µl de tampon RLT (récupérer le broyat liquide dans un tube eppendorf) 

 Bain marie à 57°C pendant 2 min  

 Transfert du lysat dans la colonne violette placée dans un tube de collection de 2ml. 

Centrifugation pendant 2 min à vitesse maximale. 

 Transfert du surnageant du tube de collection dans un nouveau tube eppendorf et 

rajouter la moitié du volume en éthanol (96-100%) et mélanger avec la pipette. 

 Transfert de l’échantillon dans la colonne rose puis centrifugation pendant 15sec (1min) 

à ≥8000 G (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 
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 Ajout de 350 µl tampon RW1 à la colonne et centrifuger pendant 15sec (1min) à ≥8000 

x g (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Ajout de 80 µl de l’enzyme (DNase buffer) et laisser agir 20 min 

 Ajout de 350 µl tampon RW1 à la colonne et centrifuger pendant 15sec (1min) à ≥8000 

x g (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Ajout de 500 µl tampon RPE à la colonne et centrifuger pendant 15sec (1min) à ≥8000 

x g (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Ajout de 500 µl tampon RPE à la colonne et centrifuger pendant 15sec (1min) à ≥8000 

x g (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Ajout de 200 µl tampon RPE à la colonne et centrifuger pendant 15sec (1min) à ≥8000 

x g (≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Ajout de 200 µl tampon RPE à la colonne et centrifuger pendant 2 min à ≥8000 x g 

(≥10,000 rpm) et jeter l’élution. 

 Placer la colonne rose dans un nouveau tube de collecte et centrifuger pendant 1 min à 

vitesse maximale pour sécher la membrane (optionnel) 

 Placer la colonne rose dans un nouveau tube eppendorf (1.5ml) et ajouter 30 µl d’eau 

RNase-free (attendre 1 min) puis centrifuger et rajouter 30 µl d’eau RNase-free et 

centrifuger à nouveau à ≥8000 x g. 

 Jeter les colonnes roses et récupérer les tubes qui contiennent l’ARN extrait. 

 Doser la quantité totale d’ARN et stocker à (-80°) (5 µl de l’échantillon + 65 µl eau 

distillée stérile) 

Dosage de l’activité Peroxydase (Mitchell et al., 1994) 

 Solutions mères : 

KH2PO4 1M : 100ml : 13,609 g +H2O 100 ml 

K2HPO4 1M : 100ml : 17,418 g +H2O 100 ml 

ABTS 5mM (10x): à garder à l’obscurité 

274 mg dans 100ml d’ H2O 

Acétate de sodium 250 mM pH 4,4 (10x) : 

2,05 g dans 100 ml d’ H2O 

H2O2 25mM (100x): 

219 µl d’ H2O2 35% dans 100 ml d’ H2O 

 Tampon d’extraction : Tampon phosphate 100 mM, pH 7.0 : 

6,15 ml K2 HPO4 

3,85 ml KH2PO4 

H2O qsp 100 ml 

 Mélange réactionnel (à garder à l’obscurité) : 

10 ml d’ABTS 5 Mm (500 µl final) 

10 ml d’acétate de sodium 250 mM, pH 4,4 (25 mM final) 

1 ml d’ H2O2 25 mM (250 µM final) 

H2O qsp 100 ml 

 Extraction à 4°C 
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Peser 100 mg de fragments foliaires, les broyer dans un mortier avec du sable de 

fontainebleau. Ajouter 1 ml de tampon phosphate 100 mM, pH 7. Transverser le contenu 

du mortier dans un eoppendorf de 2ml. Laisser dans la glace. 

Centrifuger à 12000 G, 5 minutes, à 4°C. 

Dans la cuve spectro, mettre 995 µl du mélange réactionnel, ajouter 5 µl du surnageant, 

homogénéiser rapidement au Vortex et lire la DO rapidement. 

DO mesurée à 412 nm, en autorate car l’activité se mesure en fonction du temps. Dosage 

sur 5 min, toutes les 30 secondes. Expression en nKat, par mg de protéines.  

ε=32,4 103 M-1.cm-1 
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Annexe 2. Supporting Information de l’article 2 

Experimental section 

General Remarks. Starting materials were commercially available and were used without 

further purification. Melting points were measured on a MPA 100 OptiMelt® apparatus and are 

uncorrected. NMR spectra were acquired at 400 MHz for 1H NMR and 100 MHz for 13C NMR 

on a Varian MR 400 spectrometer. Chemical shifts (δ) are given in ppm relative to CDCl3 (7.26 

ppm; 77.1 ppm). Splitting patterns are designed as: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of 

doublets; t, triplet; quint, quintuplet; m, multiplet and sym m, symmetric multiplet. Coupling 

constants J are reported in hertz (Hz). Thin layer chromatographies were realized on Macherey 

Nagel silica gel plates with a fluorescent indicator and were visualized with UV-lamp at 254 

nm and 366 nm. Column chromatographies were performed using a CombiFlash Rf Companion 

(Teledyne-Isco System) and RediSep prepacked columns. IR spectra were recorded on a Varian 

640-IR FT-IR Spectrometer. Elemental analyses (C, H, N) of new compounds were determined 

by “Welience”, Faculté de Sciences Mirande, Université de Bourgogne, Dijon, France. 

γ-Aminobutyric acid (GABA), L-pyroglutamic acid and 2-oxo-1,3-thiazolidin-4-carboxylic 

acid M28 were commercially available. 

General procedure for the synthesis of acylureas M1, M2, M4, M5, M7 and M8 (Scheme 

1).  

Isocyanate (R-NCO) (1-1.2 equiv.) dissolved in toluene was added dropwise with a syringe to 

a stirred solution of methyl pyroglutamate (M9) (1 equiv.) in refluxed toluene (20 mL) (Scheme 

1). The mixture was stirred under nitrogen atmosphere at reflux for 24-48 h. After cooling to 

room temperature, methanol was added to the medium. The mixture was concentrated and 

purified by flash chromatography (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to afford the pure products.  

N
H

O

O

O N

O

O

O

NH O

R

+ RNCO
(i)

M9
M1, M2, M4, M5, M7 and M8  

Scheme 1. Reagents and conditions: (i) 1-1.2 eq. R-NCO, toluene, reflux, 24-48 h. 

 

Methyl 1-[(butylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M1)  



 

161 
 

N

O

O

O

NH O

 

Acylurea M1 was obtained with the same physico-chemical properties as previously described 

in the literature by our group.1. 

Methyl 1-[(dodecylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M2).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using methyl pyroglutamate (M9) (2.82 g, 19.7 mmol, 1 

equiv.) in toluene (20mL) and n-dodecyl isocyanate (5.00 g, 23.6 mmol, 1.2 equiv.) and the 

mixture heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours. After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by 

chromatography on flash chromatography (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M2 as yellow oil in 55% yield, Rf 

(EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.67;  

IR ν cm-1: 3316, 2922, 2853, 1720, 1539, 1438, 1378, 1206, 1043, 596.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH2(CH2)9CH2CH3), 1.26 (br s, 

18H, CH2(CH2)9CH2CH3), 1.54 (quint, J = 13.9, 6.9, 2.0 Hz,  2H, CH2(CH2)9CH2CH3), 2.01-

2.10 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.27-2.40 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-2.62 (m, 1H, CH2CH2CH), 

2.69-2.80 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.20-3.36 (m, 2H, CH2(CH2)9CH2CH3), 3.79 (s, 3H, OCH3), 

4.80 (dd, J = 9.8, 2.7 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.27 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 14.1 (CH3), 21.3 (CH2), 22.7 (CH2), 26.9 (CH2), 29.3 

(CH2), 29.4 (CH2), 29.5 (CH2), 29.6 (3CH2), 29.7 (2CH2), 31.9 (CH2), 32.0 (CH2), 40.0 (CH2), 

52.7 (CH3), 58.0 (CH), 152.2 (C), 172.0 (C), 176.3 (C).  
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Anal. calcd for C19H34N2O4 (354.49 g/mol): C, 64.38; H, 9.67; N, 7.90%. Found: C, 64.76; H, 

9.78; N, 7.87%. LogP: 3.55 ± 0.62. 

Methyl 1-[(octadecylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M4).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using methyl pyroglutamate (M9) (0.97 g, 6.8 mmol, 1 

equiv.) in toluene (20mL) and n-octadecyl isocyanate (2.0 g, 6.8 mmol, 1 equiv.) and the 

mixture heated at reflux under nitrogen atmosphere for 48 hours. After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica prepacked column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M4 as a white solid in 53% yield, Rf 

(EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.65;  

IR ν cm-1: 3336, 2918, 1750, 1716, 1532, 1462, 1242, 1202, 720, 584.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH2(CH2)15CH2CH3), 1.25 (br s, 

30H, CH2(CH2)15CH2CH3), 1.50-1.60 (m, 2H, CH2(CH2)15CH2CH3), 2.01-2.09 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.27-2.40 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-2.61 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.69-2.80 (m, 

1H, CH2CH2CH), 3.20-3.36 (m, 2H, CH2(CH2)15CH2CH3), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.80 (dd, J = 

9.4, 2.7 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.27 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 14.1 (CH3), 21.2 (CH2), 22.7 (CH2), 26.7 (CH2), 29.2 

(CH2), 29.3 (CH2), 29.5 (CH2), 29.5 (CH2), 29.6 (CH2), 29.6 (CH2), 29.7 (7CH2), 31.8 (CH2), 

31.9 (CH2), 40.1(CH2), 52.6 (CH3), 58.0 (CH), 152.1 (C), 172.0 (C), 176.3 (C). 

Anal. calcd for C25H46N2O4 (438.66 g/mol): C, 68.45; H, 10.57; N, 6.39%. Found: C, 68.27; H, 

10.30; N, 6.26%. LogP: 6.73 ± 0.62. 
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Methyl 1-[(1-adamantylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M5).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using methyl pyroglutamate (M9) (4.05 g, 28.0 mmol, 1 

equiv.) in toluene (20mL) and 1-adamantyl isocyanate (5.00 g, 28.0 mmol, 1.2 equiv.) and the 

mixture heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours. After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M5 as a white solid in 53% yield, mp 

147-148 °C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.67;  

IR ν cm-1: 3287, 2900, 1747, 1717, 1546, 1379, 1277, 1200, 768, 609.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 1.65-1.70 (m, 6H, 3CH2), 1.98-2.03 (m, 7H, 3CH2 

+CH2CH2CH), 2.05-2.10 (m, 3H, 3CH), 2.22-2.35 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.49-2.60 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.66-2.78 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.78 (s, 3H, OCH3), 4.76 (dd, J = 9.4, 2.8 Hz, 

CH2CH2CH), 8.20 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 21.0 (CH2), 29.6 (3CH), 32.0 (CH2), 36.3 (3CH2), 41.6 

(3CH2), 51.6 (C), 52.6 (CH3), 57.9 (CH), 150.3 (C), 172.0 (C), 176.3 (C).  

Anal. calcd for C17H24N2O4 (320.39 g/mol): C, 63.73; H, 7.55; N, 8.74%. Found: C, 63.62; H, 

7.91; N, 8.76%. LogP: -0.58 ± 0.63. 

Methyl 5-oxo-1-[(propylamino)carbonyl]prolinate (M7).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using methyl pyroglutamate (M9) (5.09 g, 35.5 mmol, 1 

equiv.) in toluene (20mL) and n-propyl isocyanate (3.63 g, 42.7 mmol, 1.2 equiv.) and the 
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mixture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 26 hours. After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M7 as a yellow solid in 56% yield, mp 

50-51 °C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.54;  

IR ν cm-1: 3299, 2960, 2875, 1747, 1714, 1681, 1537, 1461, 1258, 1205, 993, 544. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.94 (t, J = 7.5 Hz, 3H, NHCH2CH2CH3), 1.58 (sext, J = 

14.5, 7.4 Hz, 2H, NHCH2CH2CH3), 2.02-2.10 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.29-2.40 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.53-2.62 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.70-2.80 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.19-3.33 (m, 

2H, NHCH2CH2CH3), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.80 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.30 (br 

s, 1H, NH). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 11.3 (CH3), 21.3 (CH2), 22.9 (CH2), 31.9 (CH2), 41.6 

(CH2), 52.7 (CH3), 58.0 (CH), 152.2 (C), 172.0 (C), 176.3 (C).  

Anal. calcd for C10H16N2O4 (228.25 g/mol): C, 52.62; H, 7.07; N, 12.27%. Found: C, 52.49; H, 

7.19; N, 12.38%. LogP: -1.24 ± 0.62. 

Methyl 5-oxo-1-[(tetradecylamino)carbonyl] prolinate (M8).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using methyl pyroglutamate (M9) (1.79 g, 12.5 mmol, 1 

equiv.) in toluene (20mL) and n-tetradecyl isocyanate (3.0 g, 12.5 mmol, 1 equiv.) and the 

mixture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours. After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ 

ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M8 as a white solid in 26% yield, mp 44-45°C, 

Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.68;  

IR ν cm-1: 3338, 2917, 2848, 1743, 1721, 1535, 1462, 1341, 1206, 989, 721, 596.  
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2(CH2)11CH2CH3), 1.25 (br s, 

22H, CH2(CH2)11CH2CH3), 1.49-1.57 (m, 2H, CH2(CH2)11CH2CH3), 2.01-2.10 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.27-2.39 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-2.61 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.69-2.80 (m, 

1H, CH2CH2CH), 3.20-3.36 (m, 2H, CH2(CH2)11CH2CH3), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.80 (dd, J = 

9.4, 2.7 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.27 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 14.1 (CH3), 21.2 (CH2), 22.7 (CH2), 26.8 (CH2), 29.2 

(CH2), 29.3 (CH2), 29.5 (CH2), 29.6 (5CH2), 29.7 (CH2), 31.8 (CH2), 31.9 (CH2), 39.9 (CH2), 

52.6 (CH3), 58.0 (CH), 152.1 (C), 172.0 (C), 176.3 (C).  

Anal. calcd for C21H38N2O4 (382.55 g/mol): C, 65.94; H, 10.01; N, 7.32%. Found: C, 66.26; H, 

10.30; N, 7.48%. LogP: 4.61 ± 0.62;  

1-Hexanoyl-5-oxo-pyrrolidine-2-carboxylic acid methyl ester (M3) 

N

O

O

O

O

 

A mixture of methyl pyroglutamate M9 (5.0 g, 34.9 mmol), hexamethyldisiloxane (HMDS) 

(5.63 g, 34.9 mol), saccharine (0.08 g, 0.70 mmol) and hexanoyl chloride (1.2 eq.), in 

dichloromethane (30mL) was stirred under nitrogen atmosphere at reflux for 24 h. The residue 

was partitioned between water and ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous 

MgSO4 and then filtered and concentrated. The residue was separated by flash chromatography 

on silica pre-packed column, eluting EtOAc/n-heptane 5:5 to generate pure product M3 as a 

white solid in 40% yield, mp 78-80 °C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.65; 

IR ν cm-1: 2951, 1736, 1684, 1645, 1541, 1494, 1399, 1242, 1209, 1155, 1018, 698, 421.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 1.30-1.36 (m, 4H, 2CH2), 

1.59-1.68 (m, 2H, CH2), 2.03-2.11 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.27-2.39 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-

2.60 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.67-2.77 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.82-3.01 (m, 2H, CH2), 3.77 (s, 

3H, OCH3), 4.76 (dd, J = 9.5, 2.8 Hz, 1H, CH2CH2CH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.9 (CH3), 21.3 (CH2), 22.4 (CH2), 23.6 (CH2), 31.2 

(CH2), 32.0 (CH2), 36.5 (CH2), 52.6 (CH3), 57.8 (CH), 171.6 (C), 174.2 (2C).  
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Anal. calcd for C12H19NO4 (241.29 g/mol): C, 59.73; H, 7.94; N, 5.80%. Found: C, 59.60; H, 

7.80; N, 6.26%. LogP: 1.71 ± 0.26.  

L-Methyl pyroglutamate (M9) 

L-Methylpyroglutamate (M9) was obtained by esterification of pyroglutamic acid following a 

described procedure.2 The reaction is carried out in a mixture of refluxing methanol and 

chloroform which, in the presence of a catalytic amount of methanesulphonic acid, via a soxhlet 

filled with 3Å molecular sieves, allows the removal of water formed during the reaction 

(Scheme 2). Methyl ester M9 was thus obtained with the same physico-chemical properties as 

described in the literature.2. 

N
H

OH

O

O
(i)

M9

N
H

O

O

O

pyroglutamic acid
 

Scheme 2. Reagents and conditions: (i) methanesulfonic acid, molecular sieves 3Å, 

MeOH/CHCl3, reflux, 98%. 

General procedure for the synthesis of vinylogous acylureas M10 and M20 and of bicyclic 

molecule M19 (Scheme 3).  

Isocyanates (1 equiv.) dissolved in toluene were added dropwise with a syringe to a stirred 

solution of methyl 5-(2-methoxy-2-oxoethylidene)prolinate (M21) (1 equiv.) in refluxed 

toluene (20 mL). The mixture was stirred under nitrogen atmosphere at reflux for 48 h. After 

cooling to room temperature, methanol was added. The mixture was concentrated and purified 

by flash chromatography (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ethyl 

acetate: 0/100) to afford the products M10, M19 and M20 (Scheme 3). 
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Scheme 3. Reagents and conditions: (i) 1 eq. R-NCO, toluene, reflux, 48 h. 
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Methyl 1-[(butylamino)carbonyl]-5-(2-methoxy-2-oxoethylidene) prolinate (M10) 

O

O

NH O

N
O

O

 

The general procedure was followed using methyl 5-(2-methoxy-2-oxoethylidene)prolinate 

(M21) (3.00 g, 15.0 mmol, 1 equiv.) in toluene (20mL) and n-butyl isocyanate (1.49 g, 15.0 

mmol, 1 equiv.) and mixture was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 48 hours. After 

cooling to room temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and 

separated by flash chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 

80/20 → n-heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M10 as yellow oil in 24% 

yield, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.3;  

IR ν cm-1: 3311, 2955, 1743, 1655, 1599, 1435, 1209, 1073, 801, 554.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.91 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.32-1.42 (m, 2H, CH2), 

1.48-1.56 (m, 2H, CH2), 2.01-2.19 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.24-2.35 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.09-

3.22 (m, 2H, CH2CH2CH), 3.24-3.32 (m, 2H, CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 

4.45 (dd, J = 9.2, 5.3 Hz, 1H, CH2CH2CH), 9.07 (s, 1H, CH), 11.79 (s, 1H, NH) . 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.8 (CH3), 20.3 (CH2), 25.5 (CH2), 31.7 (CH2), 35.1 

(CH2), 38.8 (CH2), 50.6 (OCH3), 52.6 (OCH3), 60.9 (CH), 88.1(CH), 169.8 (2C), 171.6 (C), 

173.5 (C).  

Anal. calcd for C14H22N2O5 (298.34 g/mol): C, 56.36; H, 7.43; N, 9.39%. Found: C, 56.51; H, 

7.39; N, 9.70%. LogP: 0.70 ± 0.61. 
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Methyl 1-[(cyclohexylamino)carbonyl]-5-(2-methoxy-2-oxoethylidene)prolinate (M20) and 

methyl 2-cyclohexyl-1,3-dioxo-1,2,3,5,6,7-hexahydropyrrolo[1,2-c]pyrimidine-7-carboxylate 

(M19). 

N
O

O
NH O

O

O

  

O

O
O

N

NO

 

                                                      M20         and               M19 

The general procedure was followed using methyl 5-(2-methoxy-2-oxoethylidene)prolinate 

(M21) (3.00 g, 15.0 mmol, 1 equiv.) in toluene (20mL) and cyclohexyl isocyanate (1.88 g, 15.0 

mmol, 1 equiv.) and heated at reflux under nitrogen atmosphere for 48 hours. After cooling to 

room temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated 

by flash chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure products M20 and M19. 

Product M20: white solid; 56% yield, mp 120-122 °C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.33. 

IR ν cm-1: 2935, 1741, 1703, 1649, 1524, 1412, 1199, 1100, 796, 552. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 1.18-1.33 (m, 4H, 2CH2), 1.33-1.46 (m, 2H, CH2), 1.66-

1.77 (m, 2H, CH2), 1.86-1.97 (m, 2H, CH2), 2.11-2.21 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.25-2.37 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 3.10-3.28 (m, 2H, CH2CH2CH), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.78-

3.90 (m, 1H, CH), 4.46 (dd, J = 11.4, 6.0 Hz, 1H, CH2CH2CH), (d, J = 7.6 Hz, 1H, CH), 11.80 

(s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 24.8 (CH2), 25.5 (CH2), 25.8 (CH2), 33.1 (2CH2), 35.1 

(2CH2), 47.5 (CH), 50.6 (CH3), 52.6 (CH3), 60.9 (CH), 88.0 (CH), 168.9 (C), 169.8 (C), 171.6 

(C), 173.5 (C).  

Anal. calcd for C16H24N2O5 (324.38 g/mol): C, 59.24; H, 7.46; N, 8.64%. Found: C, 59.43; H, 

7.69; N, 9.00%. LogP: 0.70 ± 0.61. 

Product M19: yellow oil; 10% yield, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.6; 

IR ν cm-1: 2933, 1709, 1637, 1363, 1150, 848, 601, 421.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 1.17-1.41 (m, 4H, 2CH2), 1.68-1.74 (m, 2H, CH2), 1.74-

1.94 (m, 4H, 2CH2), 2.38-2.44 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.89-2.94 (m, 3H, CH2CH2CH), 3.68 (s, 
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3H, OCH3), 4.54-4.63 (m, 1H, CH), 4.72 (dd, J = 9.0, 5.3 Hz, 1H, CH2CH2CH), 5.76 (s, 1H, 

CH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 22.4 (2CH2), 26.7 (CH2), 30.9 (2CH2), 31.6 (CH2), 35.1 

(2CH2), 34.9 (CH2), 52.5 (CH3), 54.6 (CH), 59.0 (CH), 100.9 (CH), 168.9 (C), 150.2 (C), 162.0 

(C), 164.4 (C), 172.5 (C).  

Anal. calcd for C15H20N2O4 (292.34 g/mol): C, 61.63; H, 6.90; N, 9.58%. Found: C, 61.90; H, 

7.11; N, 9.94%. LogP: 2.62 ± 0.40. 

 

Methyl 1-[(butylamino)carbonyl]-4-[(dimethylamino)methylene]-5-oxoprolinate (M11) 

N

O

O

O

NH O

N
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(i)

M1 M11  

Scheme 4. Reagents and conditions: (i) Bredereck’s reagent (2 equiv.), toluene, reflux, 4h. 

A mixture of compound M1 (1 equiv.), and Bredereck’s reagent (3 equiv.) was heated at reflux 

for 4 h (Scheme 4). Volatile components were evaporated in vacuo, dichloromethane was then 

added (200 mL) and the solution was washed with distilled water. The organic phase was dried 

with anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate concentrated in vacuo. The residue 

was concentrated and separated by flash chromatography on silica column (elution with n-

heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M11 

as a white solid in 25% yield; mp 117-118 °C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.56.  

IR ν cm-1: 3311, 2960, 1752, 1692, 1599, 1528, 1437, 1334, 1248, 1115, 630, 459.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.33-1.42 (m, 2H, CH2), 

1.50-1.57 (m, 2H, CH2), 2.89 (dd, J = 15.0, 2.9 Hz, 1H, CH2CH), 3.03 (s, 6H, 2CH3, N(CH3)2), 

3.22-3.37 (m, 3H, CH2 + CH2CH), 3.76 (s, 3H, OCH3), 4.72 (dd, J = 10.8, 3.5 Hz, 1H, CH2CH), 

7.07 (s, 1H, CHN(CH3)2), 8.63 (s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 20.0 (CH2), 26.0 (CH2), 31.8 (2CH2), 39.4 

(2CH3), 52.4 (CH3), 55.0 (CH), 91.5 (C), 146.1 (CH), 153.8 (C), 172.0 (C), 172.7 (C). 
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Anal. calcd for C14H23N3O4 (297.36 g/mol): C, 56.55; H, 7.80; N, 14.13%. Found: C, 56.90; H, 

8.11; N, 14.53%. LogP: 0.94 ± 0.68. 

 

Methyl 1-[(butylamino) arbonyl]-4-(hydroxyimino)-5-oxoprolinate (M12). 
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Scheme 5. Reagents and conditions: (i) CH3COOH, NaNO2, H2O, 0-5°C, 3h. 

A cold solution (0-5°C) of sodium nitrite (460 mg, 66.6 mmol, 1 equiv.) in water (3 mL) was 

added to a stirred solution of enamine M11 (500 mg, 16.8 mmol, 4 equiv.) in acetic acid for 3 h 

(Scheme 5). The solution was neutralized with saturated aqueous NaHCO3 (50 mL) and was 

extracted with dichloromethane (2×100 mL). The combined organic layers were dried over 

MgSO4 and then evaporated, to generate pure product M12 as white powder in 83% yield; mp 

(Et2O) 119–122°C; Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.20; 

IR ν cm-1: 3244, 2930, 1752, 1715, 1651, 1524, 1386, 1244, 1179, 950, 730, 532.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.33-1.43 (m, 2H, CH2), 

1.53-1.60 (m, 2H, CH2), 2.91 (dd, J = 19.8; 3.0 Hz, 1H, CH2CH), 3.13 (dd, J = 19.8; 9.9 Hz, 

1H, CH2CH), 3.27-3.41 (m, 2H, CH2), 3.80 (s, 3H, OCH3), 4.88 (dd, J = 9.8, 3.0 Hz, 1H, 

CH2CH), 8.32 (s, 1H, NH), 9.15 (s, 1H, NOH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 19.9 (CH2), 24.4 (CH2), 31.5 (CH2), 39.9 

(CH2), 53.0 (CH3), 53.8 (CH), 150.2 (C), 151.8 (C), 163.8 (C), 170.9 (C).  

Anal. calcd for C11H17N3O5 (271.28 g/mol): C, 48.70; H, 6.32; N, 15.49%. Found: C, 49.06; H, 

6.67; N, 15.90%. LogP: -0.38 ± 0.66. 
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Methyl 3-[(butylamino)carbonyl]-2-oxo-1,3-oxazolidine-4-carboxylate (M13). 
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Scheme 6. Reagents and conditions: (i) 1.2 eq. n-butyl isocyanate, toluene, reflux, 24h. 

n-Butyl isocyanate (1.64 g, 16.5 mmol, 1.2 equiv.) was added to a mixture of methyl DL-2-oxo-

1, 3-oxazolidine-4-carboxylate M22 (2.00 g, 13.8 mmol, 1 equiv.) in toluene (20mL) and the 

medium was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours (Scheme 6). After cooling 

to room temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated 

by flash chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

hexane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M13 a yellow oil in 54% yield, Rf 

(EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.36; 

IR ν cm-1: 3358, 2958, 1753, 1700, 1538, 1396, 1206, 1101, 763, 609.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CH2CH2CH3), 1.32-1.42 (m, 

2H, CH2CH2CH2CH3), 1.51-1.59 (m, 2H, CH2CH2CH2CH3), 3.25-3.37 (m, 2H, 

CH2CH2CH2CH3), 3.83 (s, 3H, OCH3), 4.34 (dd, J = 9.4, 3.9 Hz, 1H, SCH2CH), 4.56 (t, J = 9.4 

Hz, 1H, SCH2CH), 4.94 (dd, J = 9.4, 3.9 Hz, 1H, SCH2CH), 7.68 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.6 (CH3), 19.9 (CH2), 31.5 (CH2), 39.9 (CH2), 53.2 

(CH3), 55.2 (CH), 64.8 (CH2), 150.7 (C), 154.7 (C), 169.5 (C).  

Anal. calcd for C10H16N2O5 (244.25 g/mol): C, 49.18; H, 6.60; N, 11.47%. Found: C, 49.27; H, 

6.22; N, 11.90%. LogP: -0.20 ± 0.65. 

1-Butylcarbamoyl-5-oxo-pyrrolidine-2-carboxylic acid (M14) 
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Scheme 7. Reagents and conditions: (i) 1.5 equiv. Cs2CO3, H2O, reflux, 6h, 89%. 
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Methyl 1-[(butylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M1) (1 equiv.) was mixed with a 2N aqueous 

solution of cesium carbonate (Cs2CO3) (1.5 equiv.) and then refluxed for 6 hours (Scheme 7). 

After complete solubilization and cooling the medium at rt, concentrated HCl was added till a 

white precipitate formed. The precipitate was washed with water and dried to provide pure 

carboxylic acid M14 as a white solid in 89% yield. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 0.85 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CH2CH2CH3), 1.17-1.27 

(m, 2H, CH2CH2CH2CH3), 1.41-1.49 (m, 2H, CH2CH2CH2CH3), 1.64-1.74 (m, 1H, 

CH2CH2CH2CH3), 1.87-1.97 (m, 1H, CH2CH2CH2CH3), 2.25-2.32 (m, 2H, CH2CH2CH), 3.20 

(dt, J = 7.08, 2.36 Hz, 2H, CH2CH2CH), 4.05 (t, J = 6.68 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.22 (s, 1H, 

NH), 12.23 (br s, 1H, CO2H).  

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 13.9 (CH3), 19.8 (CH2), 27.4 (CH2), 29.5 (CH2), 30.0 

(CH2), 37.7 (CH2), 55.8 (CH), 157.2 (C), 174.1 (C), 174.5 (C).  

Anal. calcd for C10H16N2O4 (228.25 g/mol): C, 52.62; H, 7.07; N, 12.27%. Found: C, 52.19; H, 

6.79; N, 12.49%. LogP: -1.24 ± 0.62. 

General procedure for the synthesis of derivatives M15, M16, M17 and M18, analogues 

of M1 with different substitutions in position 5 (Scheme 8).  

To a stirred solution of substrate (1 equiv.) in refluxed toluene (20 mL), was added dropwise 

with a syringe n-butyl isocyanate (1-1.2 equiv.) dissolved in toluene. The mixture was stirred 

under nitrogen atmosphere at reflux for 24-48 h (Scheme 8). After cooling to room temperature, 

methanol was added. The mixture was concentrated and purified by flash chromatography on 

silica pre-packed column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ethyl 

acetate: 0/100) to afford the products.  

N
H

O R2
+ N

O

(i)

N
O R2

NH O

M15-M16-M17-M18  

Scheme 8. Reagents and conditions: (i) 1-1.2 equiv. n-C4H9NCO, toluene, reflux, 24-48 h. 
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Allyl 1-[(butylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M15).  

N

O

O

O

NH O

 

The general procedure was followed using allyl 5-oxoprolinate (3.0 g, 17.73 mmol, 1 equiv.) 

in toluene (20mL) and n-butyl isocyanate (2.26 g, 18.0 mmol, 1.02 equiv.). The mixture was 

heated at reflux under nitrogen atmosphere for 48 hours. After cooling to room temperature, 

methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ 

ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M15 a yellow oil in 48% yield, Rf (EtOAc/n-

heptane 50/50) = 0.73.  

IR ν cm-1: 3317, 2960, 1717, 1539, 1459, 1368, 1255, 1193, 734, 595.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.29-1.41 (m, 2H, CH2), 

1.45-1.57 (m, 2H, CH2), 2.07-2.18 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.32-2.37 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.46-

2.53 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.76 (s, 2H, CH2), 2.92-3.01 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.21-3.33 (m, 

4H, NHCH2CH2CH2CH3 + OCH2), 4.70 (dd, J = 8.6, 1.3 Hz, 1H, CH2CH2CH), 6.7 (br s, 1H, 

CH), 8.47 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 20.0 (CH2), 28.4 (CH2), 30.6 (CH2), 32.2 

(CH2), 38.3 (CH2), 59.3 (CH), 65.4 (CH2), 118.3 (CH2), 132.2 (CH), 156.2 (C), 169.6 (C), 169.9 

(C).  

Anal. calcd for C13H20N2O4 (268.32 g/mol): C, 58.19; H, 7.51; N, 10.44%. Found: C, 58.26; H, 

7.39; N, 10.68%. LogP: 0.16± 0.63. 

 

N-Butyl-2-cyano-5-oxopyrrolidine-1-carboxamide (M16). 

N
O
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N
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The general procedure was followed using 5-oxopyrrolidine-2-carbonitrile (3.0 g, 27.2 mmol, 

1 equiv.) in toluene (20mL) and n-butyl isocyanate (2.7 g, 27.2 mmol, 1 equiv.); the mixture 

was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours. After cooling to room temperature, 

methanol (20 mL) was then added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M16 as a yellow oil in 71% yield. 

IR ν cm-1: 2957, 1739, 1692, 1437, 1364, 1208, 1040, 596.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.91 (t, J = 7.2 Hz, 3H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.34 (sext, 

J = 15.2, 7.5 Hz, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.52 (quint, J = 14.2, 7.2 Hz, 2H, 

NHCH2CH2CH2CH3), 2.33-2.45 (m, 2H, CH2CH2CH), 2.59-2.70 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.82-

2.95 (m, 1H, CH2CH2CH), 3.29 (dd, J = 7.5, 2.1 Hz, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 5.02 (dd, J = 

7.7, 3.4 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.04 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.6 (CH3), 19.9 (CH2), 22.7 (CH2), 31.5 (CH2), 31.7 

(CH2), 39.8 (CH2), 46.4 (CH), 117.6 (C), 150.9 (C), 174.7 (C).  

Anal. calcd for C10H15N3O2 (209.25 g/mol): C, 57.40; H, 7.23; N, 20.08%. Found: C, 57.78; H, 

7.06; N, 20.43%. LogP: -1.03 ± 0.62. 

N1-butyl-N2,N2-dimethyl-5-oxopyrrolidine-1,2-dicarboxamide (M17).  

N
O

NH O

N

O

 

The general procedure was followed using N,N-dimethyl-5-oxoprolinamide (5.0 g, 32.0 mmol, 

1 equiv.) in toluene (20mL) and n-butyl isocyanate (3.17 g, 32.0 mmol, 1 equiv.); the mixture 

was heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours. After cooling to room temperature, 

methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M17 as a white solid in 45% yield, mp 

48-49 °C.  

IR ν cm-1: 2957, 1739, 1692, 1437, 1364, 1208, 1040, 596.  
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (dt, J = 7.2, 1.2 Hz, 3H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.32 

(m, J = 15.0, 7.4 Hz, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.48 (quint, J = 14.2, 7.5 Hz, 2H, 

NHCH2CH2CH2CH3), 1.85-1.93 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.13-2.26 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.48 

(dd, J = 17.5, 8.2 Hz, 1H, CH2CH2CH), 2.85 (quint, J = 18.6, 7.8 Hz, 1H, CH2CH2CH), 2.95 

(s, 3H, N(CH3)2, 3.10 (s, 3H, N(CH3)2, 3.12-3.22 (m, 1H, CH2CH2CH2CH3), 3.23-3.33 (m, 1H, 

CH2CH2CH2CH3), 5.12 (d, J = 9.2 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.36 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 20.0 (CH2), 21.3 (CH2), 31.6 (CH2), 32.0 

(CH2), 36.0 (CH3), 36.8 (CH3), 39.6 (CH2), 59.2 (CH), 152.6 (C), 171.1 (C), 177.0 (C). 

Anal. calcd for C12H21N3O3 (255.32 g/mol): C, 56.45; H, 8.29; N, 16.46%. Found: C, 56.73; H, 

8.36; N, 16.24%. LogP: -1.63 ± 0.63. 

 

Dodecyl 1-[(butylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M18).  
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The general procedure was followed using dodecyl 5-oxoprolinate (5.0 g, 16.8 mmol, 1 equiv.) 

in toluene (20mL) and n-butyl isocyanate (1.99 g, 20.0 mmol, 1.2 equiv.) and the mixture was 

heated at reflux under nitrogen atmosphere for 48 hours. After cooling to room temperature, 

methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M18 aa a yellow oil in 78% yield, Rf 

(EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.7.  

IR ν cm-1: 3317, 2960, 1717, 1539, 1459, 1368, 1255, 1193, 734, 595.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.93 (t, J = 7.4 Hz 3H, CH3), 

1.26 (s, 18H, 9CH2), 1.30-1.41 (m, 4H, 2CH2), 1.50-1.57 (m, 2H, CH2), 2.00-2.08 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.28-2.39 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-2.60 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.68-2.78 (m, 

1H, CH2CH2CH), 3.24-3.34 (m, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 4.12-4.22 (m, 2H, OCH2), 4.79 (dd, 

J = 9.8, 2.7 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.28 (br s, 1H, NH).  
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13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 14.0 (CH3), 20.0 (CH2), 21.3 (CH2), 22.6 

(CH2), 25.7 (CH2), 28.4 (CH2), 29.2 (CH2), 29.3 (CH2), 29.4 (CH2), 29.5 (CH2), 29.6 (2CH2), 

31.6 (CH2), 31.8 (CH2), 31.9 (CH2), 39.6 (CH2), 58.1 (CH), 65.7 (CH2), 152.1 (C), 171.5 (C), 

176.3 (C).  

Anal. calcd for C22H40N2O4 (396.58 g/mol): C, 66.63; H, 10.17; N, 7.06%. Found: C, 66.98; H, 

10.30; N, 7.32%. LogP: 5.14± 0.62. 

5-Methoxycarbonylmethylene-pyrrolidine-2-carboxylic acid methyl ester (M21)  

The synthesis of M21 is presented in Scheme 9 and was realized starting from the pyroglutamic 

acid and was described previously by our team.3 
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Scheme 9. Reagents and conditions: (i) MeOH, CHCl3, 3Å molecular sieves, ZrCl4, reflux, 48h; 

(ii) (a) (MeO)2SO2, 60°C, 12h (b) TEA, rt, 5h; (iii) (a) MeONa, MeOH, reflux, 24h (b) HCl, rt;3 

 

Methyl 2-oxo-1,3-oxazolidine-4-carboxylate (M22) and  

2-Oxo-1,3-oxazolidine-4-carboxylic acid (M27) 

The synthesis of M22 was realized following a two-steps procedure, described in Scheme 10. 

The first step was the synthesis of 2-oxo-1,3-oxazolidine-4-carboxylic acid M27 starting from 

commercially available serine by using the classical conditions described in the literature.4 

Carboxylic acid M22 was then esterified in a mixture of methanol and chloroform at reflux in 

presence of thionyl chloride and catalytic amount of DMF. Final product M22 was obtained as 

pure compound with the same physico-chemical properties as described in the literature.5 
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Scheme 10. Reagents and conditions: (i) phenyl chloroformiate, NaOH, toluene/H2O; (ii) 

thionyl chloride, DMF, MeOH/CHCl3, reflux. 

Methyl 2-oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylate (M23) 
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Scheme 11. Reagents and conditions: (i) thionyl chloride, DMF, MeOH/CHCl3, reflux, 51%. 

2-Oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid (M28) (1 equiv.) was added to a solution of thionyl 

chloride (1.4 equiv.) and treated with catalytic amount of N,N’-dimethylformamide (DMF, 100 

µL) in MeOH (50 mL) at 80 °C (Scheme 11). The mixture was heated during 24 h under 

nitrogen atmosphere, then concentrated in vacuo. Dichloromethane was added to the crude and 

extracted with water. The organic layers were dried on MgSO4 and concentrated in vacuo to 

provide the pure compound M23 in 51% yield with the same physico-chimical properties as 

described in the literature.2 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 3.61 (dd, J = 11.3, 4.9 Hz, 1H, SCH2CH), 3.72 (dd, J = 

11.3, 3.2 Hz, 1H, SCH2CH), 3.83 (s, 3H, OCH3), 4.48 (dd, J = 8.3, 4.7 Hz, 1H, SCH2CH), 6.88 

(br s, 1H, NH). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 31.8 (CH2), 53.2 (CH3), 56.1 (CH), 170.7 (C), 174.8 (C). 

LogP: -0.65 ± 0.71. 

 

1-tert-Butylcarbamoyl-5-oxo-pyrrolidine-2-carboxylic acid (M24) 
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Scheme 12. Reagents and conditions: (i) 1.2 equiv. NaOH, H2O, reflux, 4h, 47%. 
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1-tert-Butylcarbamoyl-5-oxo-pyrrolidine-2-carboxylic acid methyl ester (1 equiv.) was stirred 

at reflux with a 2N aqueous solution of sodium hydroxide (1.2 equiv.) for 4 hours (Scheme 12). 

After complete solubilization and cooling the medium at rt, concentrated HCl was added till a 

white precipitate formed. The precipitate was washed with water and dried to provide pure 

carboxylic acid M24 as a white solid in 47% yield; mp (H2O) 110-113°C; Rf (EtOAc/n-heptane 

1/1) = 0.56. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 1.36 (s, 9H, C(CH3)3), 2.16-2.34 (m, 2H, CH2CH2CH), 

2.51-2.60 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.70-2.81 (m, 1H, CH2CH2CH), 4.78 (dd, J = 9.4, 2.7 Hz, 1H, 

CH2CH2CH), 8.38 (s, 1H, NH), 8.38 (br s, 1H, CO2H). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 20.7 (CH2), 28.8 (3CH3), 31.9 (CH2), 51.3 (C), 57.9 (CH), 

151.4 (C), 175.1 (C), 176.4 (C). 

Anal. calcd for C10H16N2O4 (228.25 g/mol): C, 52.62; H, 7.07; N, 12.27%. Found: C, 52.40; H, 

7.33; N, 12.28%. LogP: -1.53 ± 0.62. 

 

Dodecyl 1-[(dodecylamino)carbonyl]-5-oxoprolinate (M25). 

N
H

O

O

O

N
O

O

O

O

NH

(i)
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Scheme 13. Reagents and conditions: (i) 1.0 eq. n-dodecyl isocyanate, toluene, reflux, 24h. 

 

Dodecyl 5-oxoprolinate (3.0 g, 10 mmol, 1 equiv.) in toluene (20mL) was treated with n-

dodecyl isocyanate (2.13 g, 10 mmol, 1 equiv.) and the mixture was heated at reflux under 

nitrogen atmosphere for 24 hours (Scheme 13). After cooling to room temperature, methanol 

(20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash chromatography on 

silica pre-packed column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-heptane/ethyl 

acetate: 0/100) to generate pure product M25 as a white solid in 75% yield, Rf (EtOAc/n-

heptane 50/50) = 0.7; 

IR ν cm-1: 3334, 2919, 1721, 1686, 1537, 1465, 1248, 1225, 721, 634, 597.  
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.88 (t, J = 6.3 Hz, 6H, 2CH2(CH2)9CH2CH3), 1.26 (s 

large, 36H, 2CH2(CH2)9CH2CH3), 1.52-1.57 (m, 4H, 2CH2(CH2)9CH2CH3), 2.01-2.07 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.28-2.39 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.52-2.60 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.69-2.78 (m, 

1H, CH2CH2CH), 3.22-3.31 (m, 2H, NHCH2(CH2)9CH2CH3), 4.14-4.19 (m, 2H, 

OCH2(CH2)9CH2CH3), 4.78 (dd, J = 9.2, 2.0 Hz, 1H, CH2CH2CH), 8.28 (br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.5 (2CH3), 20.7 (CH2), 22.1 (2CH2), 25.2 (CH2), 26.3 

(CH2), 27.9 (CH2), 28.6 (CH2), 28.7 (4CH2), 28.9 (2CH2), 29.0 (7CH2), 31.3 (2CH2), 39.4 

(CH2), 57.6 (CH), 65.2 (CH2), 151.6 (C), 170.9 (C), 175.7 (C).  

Anal. calcd for C30H56N2O4 (508.79 g/mol): C, 70.82; H, 11.09; N, 5.51%. Found: C, 71.11; H, 

11.42; N, 5.82%. LogP: 9.39 ± 0.62. 

Methyl 6-oxopiperidine-2-carboxylate (M26). 

N
H

O

O

O

 

6-Oxopiperidine-2-carboxylic acid (1 equiv.) was added to a solution of thionyl chloride (1.4 

equiv.) and treated with catalytical amount of N,N-dimethylformamide (DMF, 100 µL) in 

MeOH (50 mL) at 80 °C. The mixture was heated during 24 h under nitrogen atmosphere. The 

mixture was concentrated and dichloromethane was added. The organic layers were dried on 

MgSO4 and concentrated in vacuum to provide the pure compound M26 in 51 % yield with the 

same physico-chimical properties as described in the literature.6  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 1.74-1.95 (m, 4H, CH2CH2CH2CH), 2.30-2.47 (m, 2H, 

CH2CH2CH2CH), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.10 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CH2CH2CH2CH), 6.23 (br s, 1H, 

NH). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 19.5 (CH2), 25.3 (CH2), 31.0 (CH2), 52.7 (CH3), 54.7 

(CH), 171.2 (C), 171.5 (C).  

Molecular formula: C7H11NO3 (157.17); LogP: -1.36 ± 0.28. 
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Methyl 1-[(butylamino)carbonyl]-6-oxopiperidine-2-carboxylate (M29). 

NO
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Scheme 14. Reagents and conditions: (i) 1.2 equiv. n-C4H9NCO, toluene, reflux, 24 h, inert 

atmosphere. 

 

N-butyl isocyanate (1.89 g, 19.0 mmol, 1 equiv.) was added to methyl 6-oxopiperidine-2-

carboxylate M26 (3.0 g, 19.0 mmol, 1 equiv.) in toluene (20mL) and the resulting mixture was 

heated at reflux under nitrogen atmosphere for 24 hours (Scheme 14). After cooling to room 

temperature, methanol (20 mL) was added. The residue was concentrated and separated by flash 

chromatography on silica pre-packed column (elution with n-heptane/ethyl acetate: 80/20 → n-

heptane/ethyl acetate: 0/100) to generate pure product M29 as a yellow oil in 44 % yield.  

IR ν cm-1: 3280, 1745, 1700, 1655, 1525, 1390, 1202, 1091, 581.  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.31-1.41 

(m, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.48-1.57 (m, 2H, NHCH2CH2CH2CH3), 1.65-1.83 (m, 2H, 

CH2CH2CH2CH), 1.92-2.02 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 2.20-2.29 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 

2.45-2.56 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 2.58-2.67 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 3.21-3.35 (m, 2H, 

NHCH2CH2CH2CH3) 3.76 (s, 3H, OCH3), 5.10 (dd, J = 6.0, 3.5 Hz, 1H, CH2CH2CH2CH), 9.33 

(br s, 1H, NH).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 13.7 (CH3), 17.6 (CH2), 20.0 (CH2), 25.4 (CH2), 31.4 

(CH2), 33.7 (CH2), 40.2 (CH2), 52.5 (CH3), 55.8 (CH), 154.6 (C), 172.0 (C), 174.1 (C).  

Anal. calcd for C12H20N2O4 (256.30 g/mol): C, 56.24; H, 7.87; N, 10.93 %. Found: C, 56.28; 

H, 7.99; N, 11.32%. LogP: -0.14 ± 0.62. 
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Annexe 3. Supporting Information de l’article 3 

General procedure for the synthesis of bistrimethylsilylpyroglutamate derivatives 

(compounds 9-10). A stirred mixture of 1 eq. of pyroglutamic acid (2) or 2-oxo-1,3-

thiazolidine-4-carboxylic acid (8), hexamethyldisilazane, HMDS (2 eq.), and saccharine cat. 

(1,1-dioxo-1,2-benzothiazol-3-one) (0.02 eq.) was heated at 120 °C under nitrogen atmosphere 

for 2 up to 6 hours. The excess of HMDS was then evaporated from medium, and 

dichloromethane (30 mL) was added, providing crude compound 9 or 10 in 99% yield. 

Bistrimethylsilylpyroglutamate (9). The general procedure was followed using pyroglutamic 

acid 2 (12.9 g, 100 mmol), saccharine (0.21 g, 1.9 mmol) and HMDS (32.24 g, 200 mmol) was 

heated at 120°C under nitrogen atmosphere for 2 hours. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 

0.23 (s, 9H, 3CH3), 0.27 (s, 9H, 3CH3), 2.04-2.12 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.21-2.28 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.30-2.41 (m, 2H, CH2CH2CH), 4.11 (dd, J = 6.7, 2.3 Hz, 1H, CH2CH2CH).  

Bistrimethylsilyl-2-oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylate (10). The general procedure was 

followed using L-2-thiazolidinone-4-carboxilic acid 8 (5 g, 34.0 mmol), 1,1-dioxo-1,2-

benzothiazol-3-one (saccharine) (0.18 g, 1.7 mmol) and HMDS (10.96 g, 68.0 mmol) was 

heated at 120 °C under nitrogen atmosphere for 6 hours. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 

0.30 (s, 9H, 3CH3), 0.32 (s, 9H, 3CH3), 3.53 (dd, J = 11.3, 1.6 Hz, 1H, SCH2CH), 3.71 (dd, J = 

11.3, 2.6 Hz, 1H, SCH2CH), 4.30(dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H, SCH2CH). 

General procedure for the synthesis of 2-acetoxybenzoyl chloride (12). Compound 11 (1 

eq.) was added to a solution of thionyl chloride (1.4 eq.) and treated with catalytic amount of 

N,N’-dimethylformamide (DMF, 100 µL). The mixture was refluxed for 3 h, then excess of 

thionyl chloride was removed under high vacuum. Upon cooling to rt, the residue was dissolved 

in dry dichloromethane CH2Cl2 (DCM) (25 mL) to give acid chloride 12, which was used 

without further purification in the next step with the same physico-chemical references as 

described previously.1  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 2.34 (s, 3H, CH3), 7.16 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, CH, ArH), 

7.41 (td, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, CH, ArH), 7.67 (td, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H, CH, ArH), 8.22 (dd, J = 

8.0, 1.6 Hz, 1H, CH, ArH).  

General procedure for the synthesis of compounds (3), (4) and (5). A stirred mixture of 

compounds (9 or 10) and 2-acetoxybenzoyl chloride (12) in refluxing DCM (30 mL) under 

nitrogen atmosphere for 24 up to 48 hours. Then solvolysis of the silyl ester was easily realized 

by stirring in methanol. The residue was partitioned between water and ethyl acetate. The 
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organic layer was dried over anhydrous MgSO4 and then filtered and concentrated in vacuo. 

The crude was separated by flash liquid chromatography on silica gel prepacked columns, to 

generate pure products (3-5). 

1-[2-(Acetyloxy)benzoyl]-5-carboxypyrrolidone (3). The general procedure was followed 

using compound 9 (12.5 g, 4.57 mmol), 2-acetoxybenzoyl chloride 12 (9.08 g, 4.57 mmol), in 

refluxing DCM (30 mL). The crude was purified by flash liquid chromatography on silica gel 

prepacked columns, eluting EtOAc/n-heptane 5:5 to generate pure product 3 as a white solid in 

50% yield; mp (EtOAc/n-heptane) 145-147°C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.73; IR ν cm-1: 

3279, 1750, 1731, 1682, 1608, 1453, 1323, 1205, 1152, 1025, 736, 503. 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm: 1.97-2.08 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.36-2.44 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.52-2.61 (m, 2H, CH2CH2CH), 4.72 (dd, J = 9.3, 4.0 Hz, 1H, CH2CH2CH), 7.18 

(dd, J = 8.2, 0.8 Hz, 1H, CH, ArH), 7.30 (dt, J = 7.4, 1.2 Hz, 1H, CH, ArH), 7.40 (dd, J = 7.8, 

1.6 Hz, 1H, CH, ArH), 7.52 (dt, J = 7.8, 1.9 Hz, 1H, CH, ArH), 13.13 (s, 1H, OH). 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 21.1 (CH3), 21.6 (CH2), 31.6 (CH2), 58.3 (CH), 123.3 (CH), 

125.9 (CH), 129.2 (C), 129.2 (CH), 131.9 (CH), 166.4 (C), 169.1 (C), 172.7 (C), 174.0 (C).  

Anal. calcd for C14H13NO6 (291.26 g/mol): C, 57.73; H, 4.50; N, 4.81%. Found: C, 57.36; H, 

4.30; N, 11.26%. Predicted LogP: -1.68 ± 0.65. 

 

NO

O

OH

O

O

O

3



 

184 
 

 

  



 

185 
 

2-{[2-Oxo-5-(trihydroxymethyl)pyrrolidin-1-yl]carbonyl}phenyl acetate (5). By-product 

from the synthesis of compound 3; white solid isolated in 10% yield; mp (EtOAc/n-heptane) 

163-166°C, Rf (EtOAc/n-heptane 50/50) = 0.82; IR ν cm-1: 3434, 3285, 3218, 1736, 1697, 1667, 

1451, 1318, 1188, 1016, 912, 624, 501. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 2.27 (s, 3H, CH3), 

2.27-2.41 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.49-2.60 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.82-2.95 (m, 2H, 

CH2CH2CH), 4.76 (br s, 2H, 2OH), 4.85 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H, CH2CH2CH), 7.19 (d, J = 8.2 

Hz, 1H, CH, ArH), 7.30 (d, J  = 7.6 Hz, 1H, CH, ArH), 7.44 (d, J  = 7.8 Hz, 1H, CH, ArH), 7.51 

(t, J  = 8.2 Hz, 1H, CH, ArH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 21.0 (CH3), 22.0 (CH2), 

31.8 (CH2), 58.6 (CH), 122.4 (CH), 125.6 (CH), 127.9 (C), 128.9 (CH), 132.0 (CH), 147.5 (C), 

167.3 (C), 169.2 (C), 171.9 (C), 173.4 (C). Anal. calcd for C14H15NO7 (309.28 g/mol): C, 54.37; 

H, 4.89; N, 4.53%. Found: C, 54.17; H, 4.62; N, 4.92%. Predicted LogP: -2.13 ± 0.68. 
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3-[2-(Acetyloxy)benzoyl]-2-oxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid (4). The general 

procedure was followed using compound 10 (4.5 g, 15.4 mmol), 2-acetoxybenzoyl chloride 12 

(3.06 g, 15.4 mmol) in DCM (30 mL). The crude residue was purified by flash liquid 

chromatography on silica gel prepacked columns, eluting EtOAc/n-heptane 5:5 to generate pure 

product 4 as a white solid in 44 % yield; mp 153-155 °C; IR ν cm-1: 3350, 1738, 1686, 1610, 

1453, 1316, 1141, 858, 643. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 2.18 (s, 3H, CH3), 3.53 (dd, J 

= 11.6, 3.1 Hz, 1H, SCH2CH), 3.74 (dd, J = 11.7, 8.5 Hz, 1H, SCH2CH), 4.30 (s, 1H, OH), 5.30 

(dd, J = 8.3, 2.8 Hz, 1H, SCH2CH), 7.21 (d, J = 8.3 Hz, 1H, CH, ArH), 7.30 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 

CH, ArH), 7.49-7.55 (m, 2H, 2CH, ArH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 20.3 (CH3), 

27.9 (CH2), 31.0 (CH2), 58.7 (CH), 122.6 (CH), 125.7 (CH), 127.1 (C), 129.2 (CH), 132.4 (CH), 

147.7 (C), 165.9 (C), 168.9 (C), 169.6 (C), 171.7 (C). Anal. calcd for C13H11NO6S (309.30 

g/mol): C, 50.48; H, 3.58; N, 4.53. Found: C, 50.71; H, 3.30; N, 4.80%. Predicted LogP: -0.83 

± 0.78. 
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Procedure for the synthesis of compound 6. A stirred mixture of 1 eq. of compound (3) and 

3 eq. of sodium methoxide, 30% solution in methanol was heated at 80°C under nitrogen 

atmosphere for 24 hours. The solution was washed with water and the aqueous residue was 

acidified with HCl until pH 4-5. The solution was extracted with ethyl acetate (100 mL), and 

the combined organic phases were washed with brine, dried on anhydrous MgSO4, and then 

concentrated in vacuo to give compound 6. 

N-[2-(Acetyloxy)benzoyl]glutamic acid (6). The procedure was followed using 1-[2-

(acetyloxy)benzoyl]-5-carboxypyrrolidone (3) (1 g, 3.43 mmol, 1 eq.) and sodium methoxide, 

30% solution in methanol (0.55 g, 10.2 mmol, 3 eq.) heated at 80 °C under nitrogen atmosphere 

for 24 hours. The solution was washed with water and the aqueous residue was acidified with 

HCl until pH 4-5. The solution was extracted with ethyl acetate (100 mL), and the combined 

organic phases were washed with brine, dried on anhydrous MgSO4, and then concentrated in 

vacuo to give compound 6 as a beige solid in 80% yield; mp 162-164°C, Rf (EtOAc/n-heptane 

50/50) = 0.67; IR ν cm-1:  3410, 3047, 2763, 1722, 1650, 1593, 1446, 1373, 1251, 1180, 757, 

528. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 1.87-1.99 (m, 1H, CH2CH2CH), 2.05-2.15 (m, 1H, 

CH2CH2CH), 2.30 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH2CH2CH), 4.42 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H, CH2CH2CH), 

6.82-6.90 (m, 2H, 2CH, ArH), 7.37 (dt, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, CH, ArH), 7.89 (dd, J  = 8.3, 1.7 

Hz, 1H, CH, ArH), 8.87 (d, J  = 7.5 Hz, 1H, NH), 12.12 (s, 1H, OH), 12.46 (br s, 1H, OH). 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 26.4 (CH2), 30.6 (CH2), 52.1 (CH), 115.7 (C), 117.7 

(2CH), 119.2 (C), 128.9 (CH), 134.3 (CH), 159.9 (C), 169.1 (C), 173.4 (C), 174.2 (C). Anal. 

calcd for C14H15NO7 (309.28 g/mol): C, 54.37; H, 4.89; N, 4.53%. Found: C, 54.70; H, 4.98; 

N, 4.88%. Calculated LogP: -0.95 ± 0.56. 
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1-[2-(Acetyloxy)benzoyl]-L-proline (7). A mixture of L-proline 16 (5 g, 43.4 mmol, 1 eq.), 

1,1-dioxo-1,2-benzothiazol-3-one (saccharine) (0.24 g, 2.22 mmol, 0.05 eq.) and HMDS (14.02 

g, 86.8 mmol, 2 eq.) was heated at 120 °C under nitrogen atmosphere for 2 hours. The HMDS 

excess was evaporated from the above solution, and dichloromethane CH2Cl2 (20 mL) was 

added, giving compound 17 in a 95% crude yield. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ ppm: 0.36 (s, 

9H, 3CH3), 0.38 (s, 9H, 3CH3), 1.82-1.93 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 1.93-2.01 (m, 1H, 

CH2CH2CH2CH), 2.15-2.24 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 3.09-3.20 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 

3.35-3.49 (m, 2H, CH2CH2CH2CH), 4.01 (dd, J = 8.6, 5.4 Hz, 1H, CH2CH2CH2CH). 
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To the resulting medium, was added acetylsalicylic acid chloride (12) (1.2 eq.). The mixture 

was stirred under nitrogen atmosphere at 120°C for 24 h. The residue was partitioned between 

water and ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous MgSO4 and then filtered 

and concentrated. The residue was separated by flash liquid chromatography on silica gel 

prepacked columns, eluting EtOAc/n-heptane 5:5 to generate pure product 7 as a yellow oil in 

47% yield; IR ν cm-1: 2980, 1737, 1594, 1436, 1370, 1186, 911, 731. 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm:, 1.82-1.93 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 1.93-2.01 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 2.15-

2.24 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 2.26 (s, 3H, CH3), 2.28-2.37 (m, 1H, CH2CH2CH2CH), 3.35-

3.49 (m, 2H, CH2CH2CH2CH), 4.68 (dd, J = 8.4; 4.7 Hz, 1H, CH2CH2CH2CH), 7.15 (d, J = 8.2 

Hz, 1H, ArH), 7.27 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.37 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.44 (dt, 

J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, ArH), 9.70 (s, 1H, OH). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ ppm: 20.9 (CH3), 

24.7 (CH2), 29.1 (CH2), 49.4 (CH2), 58.8 (CH), 117.7 (CH), 125.3 (CH), 126.8 (CH), 129.9 

(CH), 135.5 (C), 149.5 (C), 166.3 (C), 170.6 (C), 174.7 (C). Anal. calcd for C14H15NO5 (277.28 

g/mol): C, 60.65; H, 5.45; N, 5.05%. Found: C, 60.33; H, 5.37; N, 5.22%. Calculated LogP: -

0.91 ± 0.29. 
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Annexe 4. Dosage de l’activité enzymatique de la peroxydase pour le traitement 

Saccharine 

 

Activité enzymatique de la Peroxydase (POX) mesurée sur des plantes traitées ou non avec la 

saccharine ou l’adjuvant cantor® à 2, 3, 4 et 7 jours post traitement en condition inoculée ou 

non inoculée. Les résultats présentés sont la moyenne de deux répétitions indépendantes. 

L’activité POX a été mesurée selon le protocole Mitchell et al., (1994).  

La saccharine ainsi que l’adjuvant entrainent l’augmentation de l’activité peroxydase 

principalement en condition inoculée aux différentes dates bien que cette augmentation n’a été 

significative qu’à J 3 post traitement correspondant à J 1 post inoculation. 
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Annexe 5. Test in vitro sur boites de Petri 

 

Effet in vitro de l’acide pyroglutamique (PGA), l’acide salicylique (SA) ainsi que 5 molécules 

conjuguées à partir de SA et PGA sur le développement de Z. tritici  
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Annexe 6. Effet des deux adjuvants utilisés sur le développement de Z. tritici in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

Effet des deux adjuvants utilisés (Heliosol® et Cantor®) sur le développement de Z. tritici in 

vitro.  
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