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Recherche et validation de marqueurs moléculaire de tolérance de la vigné&atypa lata

Compréhension des mécanismes physiologiques impliqués.

Mots clés: Eutypa lata Vitis vinifera maladie du bois, marqueurs de tolérance, transpsrteur
G 1 K H [ RhyeHages, éliciteurs de défenses.

Les maladies du bois de la vigne, causées par des champignons nécrotrophes, ont un
impact considérable su®  p F R Q R P Lad niwéaw inénRi&. HEn effet, tous les cépages
viniferacultivés actuellement présentent une sensibilité plus ou moins forte a ces champignons.

'DQV OH EXW GTpWDEOLU Xdg IA\sengiitd)de Slbri@sidecvigne D O X D
(nouvellement sélectionnés ou futures obtentions variétal&)typa lata le champignon
UHV SRQVDE QibseGuthe @efi{efde\ de marqueurs moléculaires de tolérance a été
UpDOLVpPH 6X Lidivoptd fit@QGH RQHRER X]DLQH GH FpSDJHV GH V¢t
par E. lata, plusieurs genes candidats ont été identifiés comme marqueurs potentiels de la
tolérance a la maladip SDUWLU GTXQH pWXGH WUDQVFULSWRPLTXH

$ OYDLGH GYXQ V\VWqP i itQ, ERixl@y@viho@dula®d $arsidnREQ
physique entre des disques foliaires\einiferaet OH P\ F p @ UatdPonG&pgalement été
étudiées chez ces douze cépages. Cette étude a permis de mettre en évidenuatdatiéle
d ®liciteurs dans la mise en place des réponses de défenses. DOflLQ IHFR/ laRQ SDU
régule diffStUHQWLHOOHPHQW OfJH[SUHVVLRQ GHV JgQHV FRGDQV
invertases, ainsi que les activités invertasiques associées, chez les cépages de sensibilités
variables.

Les travaux de recherche présentées dans cette thése ont ainsiQ&rimis HQ WesI LFD W LF
marqueurs de tolérance@&ftypioseetla PLVH DX SRLQW G 1 kQitra/difivade GTLQIH
et fiable, permettant de diagnostiquer la sensibilité des futures créations variétales. De plus les

UpVXOWDWY REWHQXV 6esRIRi@WsUWahE 'WmBd]énfhceldss DéteRdds et
de la régulation du transport et du métabolisme des sucres au cdDr$ d& |H FBVa&tR Q SD U

Thése CIFRE financée par le BNIC (Bureau National Interprofession du Cograd)¥1 5
(association nationale recherche et technologie) et le projet CASDAR V1302






Research and validation of molecular markers of grapevine susceptibility tButypa lata.
Studies of physiological mechanisms involved.

Keywords: Eutypa lata Vitis vinifera wood decay diseases, tolerance marker genes, hexose

transporters, invertases, elicitors.

Nowadays, grapevine wood decay diseases cause significant economic losses for the
most sensitive varieties and represent a threat to the sustainability of the wine industry.

This research focuses on the identification of molecular markers of sensitittyytpa
lata, responsible for Eutypiosis that could be used to diagnose the sensitivity of new grapevine
clones or cultivars. Using amvivoandin vitro infection assay, several potential markers genes
for tolerance to Eutypiosis have been identified from a gene expression study on twelve
different cultivars.

Usinganinnovativein vitro infection system, the molecular dialogue (without physical
contact) betweeNitis vinferafoliars discs of anéutypa latahas been studied, leading to the
identification of elicitors that could potentially play a role in induction of defense responses in
the cultivars. In addition, the expression of several sugar transport and invertase genes and their
associated activities were differentially regulated by the infection in tolerant and susceptible
cultivars.

Altogether, this research work led to the identification of several tolerance markers
genes to Eutypiosis and to the development of a new, efficient and réfiakileo infection
system that could be used to diagnose new cultivar susceptibility. Furthermore, the results
obtained demonstrate the importance of sugar transport and defense metabolism regulation

during the infection of grapevine lButypa lata

This research is financially supported by BNIC (Bureau National Interprofessionnel du
Cognac), ANRT (association nationale recherche et technologie) and the project CARDAR
V1302.
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ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique

complémentaire
AIB : acide indole butyrique

ANRT : association nationale de recherche et

technologie

AOC : Appellations d'Origine Contrblées

CWDEs : cell wall degrading enzyme

DAMPs : Damage-Associated Molecular
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DP : degré de polymérisation

AOP: $SSHOODWLRQV GY2ULJLQ BS34Jtravspaltelits de disaccharides
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Vin délimité de Qualité supérieure
ARN : acide ribonucléique

ATP: Adénosine triphosphate
AVR : avirulent

BDA : Black Dead Arm

BNIC : Bureau national interprofessionnel du
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BTH : Benzothiadiazole

CASDAR : compte d'affectation spéciale «

développement agricole et rural »
CC : Cellule compagne

CIFRE : Convention industrielles de la

formation par la recherche
CIN : Cytoplasmic invertase
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pression IPLC)

CNIV : Comité National des Interprofessions

des Vins
COS: chitooligosaccharides

Ct : cycle threshold (cycle seuil)

E. lata: Eutypa lata

EBI : écologie et biologie des interactions
EndoPG : Endopolygalacturonase

ETI : Effector Triggered Immunity

ETS : Effector-Triggered Susceptibility

FAM : 6-carboxyfluorescein ou 6-FAM

FAO IRUPH DFWLYH GH OfR[\JgQH
FDR : False Discovery Rate

Fi IDFWHXU GITLQGXFWLRQ
FT : fraction totale

G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate
déhydrogénase

GTD : grapevine trunk diseases
HR : hypersensitive response
IAA : alcool isoamylique

IC2MP : Institut de chimie des milieux et

matériaux de Poitiers






ICGTD : International Council on Grapevine

Trunk Diseases
IFV : institut francais du vin
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INAO : Institut National des Appellations
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INRA : institut national de recherche

agronomique
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KDa : kilo dalton

KO : knock out

LAR : Local Acquired Resistance
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M : Merlot

MAMPs : Microbial-Associated Molecular

Patten

MAPK : mitogen-activated protein kinases
MDB : maladies du bois

MF : matiére fraiche

MFS : major facilitator superfamily

MMLV : Moloney Murine Leukemia Virus

Reverse Transcriptase

MS : spectrométrie de masse

MSTs : transporteurs de monosaccharides
N/AINV : neutres/alcalines invertase
NBS : nucleotide binding site

OGA : pectin-derived oligogalacturonides

OGM : organisme génétiquement modifié
OGs: oligogalacturonides

OlV : Organisation Internationale de la vigne

et du vin
PAL : phénylalanine@nmonia lyase
Pal : Phaeocremonium aleophilum

PAMPs : Pathogen - Associated Molecular

Patterns
Pch: Phaeomoniella chlamydospora

PCR : amplification en chaine par polymérase

/ Polymerase chain reaction

PDA : potato-dextrose agar

PGIP: LOQOKLELWHXUYV GTHQGRSRO\JD(
PGs: polygalacturonass

PMSF : Fluorure de phénylméthylsulfonyle
PR : Pathogenesis Related

PRRs : pattern recognition receptors

PTI : PAMP Triggered Immunity
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gPCR : quantitative PCR

ROS : reactive oxygen species

RPM : rotation par minute
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SDN : stimulateur de défenses naturelles

SEVE : sucre et échange végétaux

environnement
STP: sugar transport proteins
SUC / SUT: sucrose transporteur

SWEET : sugars will eventually be exported
transporter

TC : Tube criblé

TFA : acide trifluoroacétique

Tm : température de fusion

Tris : Tri-(hydroxyméthyl)-amino méthane
UB : Ugni Blanc

UHPLC : ultra haut pression liquid
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UMR : unité mixte de recherche
UV : ultraviolet
VGT : Vacuolar Glucose Transporter

VIN : Vacuolar invertase
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Figure 1 : Photosde variétés dessousgenresMuscadiniaet Euvitis.
(A) Muscadinia rotundifolia(B) cépage blanqC) cépageouge du sougenreEuvitis
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La Vigne

A. Présentationet description de la vigne

La vigne est une des espeéces fruitieres les plus cultivées au monde avec un enjeu
eéconomique important. Le terme de vigne englabssi bien les especes sauvages que
cultivées Ce sont des Agiosperme Dicotylédona, de la classe des Magnoliopsidadet
I'ordre des Rhannale®Emberger and Chadefaud, 1960; Galet, 20B0¢s fontpartie de la
famille des Vitacéegqui est composée d® genresl'importance différenteont le genrd/itis.

Ce genraegroupe les vigesd'intérétagronomiquepour la production de raisins, comportant
une soixantaine d’espeéces intertiles(Galet, 2000)Le genreVitis est composé de desrus-
genres Muscadiniaet Euvitis

Le sous genrduscadiniase développe uniguement au Skt des Etaténis ou au
Mexique. Les vignes sont caractérisées par la production de petites grappes aveesles bai
possédantin exocarpe (pellicule) épais et desleslsimpleqFigurel, A). L’'écorce est lisse
et comprend de nombreuses lenticellés sont des plantes diploides avecnambre de
chromosomes 2n=40endantles croisements difficiles avec les espéces du gEnxétis
(2n=38). Laprincipale especeultivée estMuscadinia rotundifolia Cette espece est connue
pour étre résistante a de nombreux pathogénes et parasites Bakin@sphaira vitifoliae
(Phylloxéra), Plasmopara vitiola (Mildiou), Botrytis cinerea(Pourriture grise) ou encore
Sphaceloma ampeliurfou Elsinoe ampelindorme paréite de I'AnthracnosefLevadoux,
1956).

Le sous genr&uvitisest celui qui présente I'intérét agronomique le plysortant eest
réparti sur la quastotalité des continentdl comprend les vignes américaines, les vignes
asiatiques et les vignes européennes. Les vignes de egesoasont considérées comme étant
de «vraies vignes», avec des grappes allongéedeasvrilles fourchueqFigurel B et Q. Le
groupe de vignes américaines est composé d’une vingtaine d’especes, la ptigtarites a
de nombreuyathogénes ou aux variationsalunat. Elles sont communément utilisées comme
port greffe sur 85% du vignoble mondikks espéceles plus connues sovitis labruscaet
Vitis riparia (Galet, 2000) Les vignesasiatiqus, comprenant I'espec¥itis amurensissont
peu étudiées et moins connues que les américaines et europ¥@imasurensiest connue
pour étre résistante au froid, a Mthracnose et a®idium(Wanet al, 2008) Le dernier type

de vigneEuvitis est représenté pdéa vigneeuropéennavec une seule espédaétis vinifera
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Figure 2 : Planchereprésentant les caractéristiquesie Vitis vinifera sativg la sous
espéecale vigne cultivée.

(A) Feuille nervurée, (B) détails de la fleur et des organes reproducteurls;)
inflorescence(D) grappede baies etdétailsde la baie,(E) vrille, (F) détails degpépins
(graines)
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(Levadoux, 1956)Il existe deux sousspéeces Vitis vinifera sylvestri®t Vitis vinifera sativa
(Figure2).La premiére correspond aux vignes ditesivages ou lambrusques et la seconde
ala vigne cultivéeC’est enAsie occidentalea I'’Antiquité, que sa culture se met en place, suite
a la découverte du vin (Levadoux, 1956; Vidal, 20@h domestication progressive de cette
plante depuis des siecld@ renduedioique hermaphrodite, ce qafacilité sa cultureElle se
propage plus facilement pamultiplication végétatve que par la reproduction sexuée. Cette
domestication a permis également de sélectionner les plantes praigsmeilleurs taux de
sucre, facilitant la fermentatipet ayantde meilleurs rendements et productignkis et al,
2006).Vitis viniferaest la principale espéceltivéedans les vignobles francais. Elle comprend
différentes variétéappelées cépaggwoduisant des raisins de table ou des raisins depmuwre

la production de vins etpiritueux.Plus de300 cépages différents sont autorisés en France,

mais seule une dizaine représente plus de deux tiers des vignobles.

B. Développement de la vigne

La vigne est une plante pérenne qui effectue dgabes différents sur I'annéeaun cycle
végétatif et un cycle reproducteur, utilisant les ressouteds photosynthése ou des réserves
(Lebonet al, 2008) Chacurde ces cycles correspoadiifferents momestdu développement
de la plante. Lgualité des récoltes dépedds diveses étapes dmdéveloppement.

Le cycle v@étatif débue au printemps, entrenarset avril, et se terminesntre mi-
novembreetdécembrdpour les vignes de ’hémisphére nordjent ensuite leycle hivernal,
le stale de repos de la plande minovembre a mard.e début du cycle végétatif est marqué

par le débourrement des bourgegnss I'allongement des rameaux et I'étalement des feuilles.

pleurs,et ils sont synonymes d’une reprise d’activité du systeme racihaireroissance du

cep dépendles conditions climatiques, notamment la température et les ressources en eau
(Huglin and Schneider, 199&t s’arréte fin yillet/début aolt pour le développemermsd
grappes. La vigne procede alors a une mise en réserve des ressources, sousarfudoe, d’

dans les racines, le c@gprésentant un puits majeuBs bras et les sarments qui se lignifient

c’'est lI'aoltement Les feuilles, quant a elles, vont commencer a changer de couleur
(www.opusvins.com La perte des feuilles en novembre/décembre marque la fin du cycle
végetatif: la seve redescendlatvigne entre en dormance jusqu’au printemps suiGorime

la vigne esune liane, elle doit étre taillgmur produireplus defruits que debois. Cettetaille
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Figure 3 : Représentation des différentstadephénologique dda vigne.

(A) bourgeon d’hiver oweil, (B) bourgeordansle coton,I’ceil gonfle,(C) pointeverte,
ceil gonfleet s’allonge (D) sortiedela jeune pouss€E) sortiedesfeuilles, (F) feuilles
étalées et apparition démutonsfloraux agglomérés(H) boutons florauxséparés(l)
floraison, (J) apparition de petits grains, (K) fermeture de la grappe parle
grossissemertesgrains,(L) grappeformée,(M) véraison(N) maturitédesgrains
(IFV et GislaineD.
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seche est effectuée en hiveret a pour but déliminer 80% des sarments
(www.lavignelevin.com Ces blessuresivernalesreprésentent des portes d’entrée a de
nombreux microorganismes pathogenes, notamment les champignons des maladieseu bois.
cyclede développement de la vigdépenddu cépage, du terroir, du mode de conduite de la
plante (www.lavignelevin.com).

Le cyclke reproducteuse déroule au printemps mtndant’été. Il est composé de deux
phases la premiére est le développement des primordia des inflorescehd@secondde
développement des vraies inflorescences, puis @essflet enfin des baies desmi La
premiére phase est visible quelques jours apres le début du débourethesrprimorda sont
complétement développées autour du mois de mai. Elles correspondent auxgfajyves de
fleurs puis de baies. Il faut deux semaines de plus environ pour que les bourgeons floraux se
séparent et forment les vraies inflorescences. Cette phase va jouer sur té quéntualité
de la future récoltéBlouin and Guimberteau, 1999). Chaque grappe comporte environ 100 a
200 fleurs hermaphrodites qui vont s’autlbmiser (Galet, 2000). Parfois, un phénoméne plus
rare d’allogamie est visible par fécondation croisée augpollen d’'un autre cep olune autre
plante compatibleapporté par le vent ou les insectes. Aprés fécondation, tous les organes
floraux disparaissensauf I'ovaire qui va dever la baie et les ovules, les graines (pépins)
c'est la nouaisonPendant I'aoGtementes baies se développent, changent de couleur et
accumulent les sucres et les substances de réserves (alanmmao), huile) dans la pulpe et
les graines c’est I'étape de la véraison. Apreés caligles baies de raisin vont marétéape de
la maturation) jusqu'en octobre pour certains cépages. Elles vont accumulerntestslé
minéraux, des acides aminés, des composés phénoliques, tels que les tanins, legsuardbmes
anthocyanes, ou encore des sucres. La teneur en acide va alors dineisgeappes de baies
sont vendangées fin septemldrectobre (variable suivant les années et les cépages), puis

viennent les étapes de fermentation et ddigations pour la production de vingigure 3).

C. Importance économique

La filiere mondiale

D’aprés les derniers recensements, prés @@06variétés diffrentes sont cultivées dans

le Monde (OIV, 2013 Le vignoble mondial, comprenles parcelles plantées de vigne,



Espagne
Chine
France
Italie

50% Turquie
reste du monde

Figure 4 : Répartition des surfaces cultivéesnondiales(OlV).

Tableau 1 : Production mondialede raison, classéepar pays (OIV).
Le secondtableau représentla destinationdes différentes récoltes e2014 en trois
catégoriesfruits frais, fruitssecs efruits destinésala production de vins.

Figure 5 : Les principaux producteurs de raisin, répartition par type de production
(Qlv, 2014).
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produisant des fruits ou pasu n'ayant pas encokté vendangées. dlétend sur B millions
d’hectareeen 2016 Cette surface est relativement stable depuis 2010 et 5 pays se partagent la
moitié (Figure4). L’Espagne est le numéro un, avec I ha cultivés, suivi par lahthe
(847000 ha). La France eshtroisiemepositionavec 785000ha. L’ltalie (690000 ha) et la
Turquie (497 000 ha) terminent ce top 5 (données prévisionnelles 2016, OIV

En 2015, la production mondiale de raisin a atteint 76 millions de tgnmigsCest la
Chinequi est le premier producteur mondial de raisin, avec prés de 12,6 million de tonnes
produites en 2015. L’ltalie, le premier producteur européen, a produit 8,2 million de tonnes,
suivi par les EtatdJnis (7 mT) et enfin la Francguatrieme mondial avec 6,3 mTdbleau L

La majeure partieserta produire du vin et des spiritue@8% en 2014)La France
consacre 99% de son vignoble a la production de vin, 'Espadiialee, 85% (Tableau 1 et
Figure5). La production mondiale de vin (hors jus et mo(ts) est de 267 millions d’hectolitres
(hL) en 2016, soit un recul de3®0 hL par rapport a I'année précédeke.2016, 'Italie est
le premier producteur de vin mondi&0@ millions d’hectolitres) suivi par la Franc¢435
millions hL), 'Espagne (393 millions hL) et les EtatdJnis (239 millions hL) La
consommation de vin mondiale en 2016 est de 242 millions d’hL, soit une haus$e de O,
millions d’hL par raport a 'année précédentée sont les amériaas qui en consomment le
plus, avec318 millions d’hectolitrs par an (estimation 2016). La France reste un grand
consommateur avec 27 millions d’hectoktmnsommeés eR016, suivi de I'ltalie avec 232,
millions hLet I'Allemagne (20,2 millions d’hL)La plus grosse progression entre 2015 et 2016
est celle de la Chine, qui a consommeé plus de 17 millions hL, soit une augmentati@fode 6,
par rapport & 2015 (estimation calculée sur le bilan = production +tirrgogoort O1V). Depuis
plusieurs années, on constate que la qualité du vin est devenue le principal critére. deshoix
consommateurs privilégient désormais la qualité a la quantité

Le marchémondial du vin s’éleve a 28,9 milliards d’euros. Eence est le premier
expotateur mondial en valeur ave@8nilliards d’euros exportés en 2016 285 de la valeur
mondiale).Une petie dizaine de pays imporfgus de 70% du marché comme 'Allemagne
(145 millions d’HL), le Royaume Un{135 millionsd’hL) et les EtatdJnis (112 millions
d’hL).



Figure 6 : Lesvignoblesfrancais.
Répartitiondes différenteségionsviticolesfrancais ermétropole.
(www.vignobles-deffancefr).
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La filiere francaise

Les premieres estimationg groductions de vin francgais en 203t de43,5millions
d’hectolitressur 785000 hectaregOIV). Environ 342 variétés différentes sont autoriséas
France (OIV, 201B8dontles 10 principdes qui représentent 70%u vignoble. Les principaux
cépages rouges sont, dans I'ordre, Merlot%ddu vignoble francais), Grenache Noir (@),
Syrah (8%), Cabernet Sauvignon 8%) et Pinot noir (3,7 %), et les cépagedblancssont
essentiellement I'Ugni Blanc (12 %), le Chardonnay5,6 %), le Sauvignorblanc (35 %), le
Riesling, le Chenin et le Sémillomw.vin-vigne.com Reynier, 2003)Les vignobles francais
sont classés en différents catégories : en AP, IGP et vin de tables francais. La quantité
de vin produit pour chacune des émdries est stdd depuis 2010Prés de45 % des vins
produits sont classés AOCAOP et VDQS représentant 22,millions d’hectolitres produits
pour 383 appellations différentes sur 80 départements et 16 grands vigagbésse(2016,
www.vin-vigne.con). La Franceroduit également 2& de vins de pays, b de vin de table
et 16% de vins pour eaux de vie, notamment ceux utilisés pour la production de Cognac.

On compte prés de seize régions viticoles en France réparties sur toutdiegatant
les plusmondidement connues sont la BourgogieBordelais la Champagnet la région
Cognacaisé€Figure §. Le vignoble bourguignon s’étend sur trois départements, sb0@%a
dont 25000 classés en AOC AOP. Il y a plus de 83 appellations AOC AOP et.5LEGP
prodiction est d’environ 6@% de vin blancset 40 % de vins rouges et rosés. Le vignoble
bordelais, quant a lui, &endsur 117500 ha classés AOC AOP sur le département de la
Gironde. Il produit essentiellement du vin rouge ou rosé%3®t seulement 1% de vins
blancs doux et secs. Ce vignoble comporte 40 appellations AOC AOP et 2 IGP. Le vignoble
champenois s’'étend sur 5 départements, sur pres @&®BBa, classés en AOC AOPa
production principale sert a la fabrication de vins mousskug€hampage, avec trois cépages
principalement cultivés le Pinot Noir, le Pinot Meunier et le Chardonnay. La production de
raisin est exclusivement consacrée au Champagrié (B9la production), % sont destinés a
la production de vins rouges et autant pounvies rosés. Ce vignoble comporte 3 AOC AOP
et 2 IGP (www.vin-vigne.com, agresjelLa région Cognacaise se destine essentiellement a la

production d’un spiritueuxle Cognac. Cette région est présentégesisous.
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D. Le vignoble francais

Historigue du vignole francais

La culture de la vigndébutesur le terrioire francais e»60 avant .C. avec I'extension de
la Gréce Atique, sur tout le bassin méditerranéen et notamment par I'actuelle ville de
Marseille. Elle s’est ensuite propageetit a petit dans tout le territoieai fil des différentes
eres historiques, notamment pour la production déwivw.vin-vigne.con). Dans &s années
1800, les vignoblesont menacés d’extinctigrartrois maladies I'Oidium en 1851, dont un
reméde est découvert en 18a6ec lépandage de sou, le mildiou en 1880, qui sera traité
par les sels de cuiviet le Phylloxera vastatriXde 1863 a 1894) importé d’Ameérique et qui
s’étend sur tout le territoire. C’est l'utilisation de pegreffes américais qui vales sauver
(www.vinsdegarde.coln C'est aprés ces épisodes désastreux que se mettent en place les
réglementations connues encore maintepant les appellations des vins, qui vont codifier
chaque région viticole, de I'encépagement aux techniques autorisées ddivimjfigdinissant
avec précision le contour de chaque AOC. Cettaiéier identifie donc un produit ainsi que
l'authenticité et la typicité de son origine géographique. Elle esttgatases qualités et de ses
caractéristiques, de son terroir d'origine dei savoiffaire du producteur. Le terroir est
caractérisé par I'environnement, le sol, le climat dans lesquels la vigssepetugui donnent
un godt particulier et caractéristique au vin. L'AOC est matérialiaéaup étiquetage qui
répond a un cahiedes charges défini par I'NAO (Institut allonal desAppellations

Contrdlées). Trois types d'appellation existent actuellement

x Les Appellations d'Origine Contrbélées (AOC) ou Appellations d’Origine Protégée

AOP) : cette appellation est réservaex plus grands vins mais elle est la plus
contraignante. Elle comprergjalementies vins VDQS (Appellation d'Origine Vin
délimité de Qualité supérieure ou AOVDQS). L’aire de production est bien tidimi
I'encépagement, le rendement maximal a I'hectatajlla de la vigne, et les méthodes

de culture et de vinification sont bien réglementés. La mention d'un cru désigme un vi
particulier, produit dans un terroir encore plus spécifique que I'AOC qui l'entoure. Les

plus grands vins de garde francais sdassés sous cette appellation.



Figure 7 : Le vignoble du cognac.
Répartitiongéographiqueles différents crude cognac
(BNIC)
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X Les vins de table ou vins de Franceest I'appellation la plus libre. Les raisins peuvent

provenir de diverses zones géographiques et le choix des cépages est libre ¢ast qu
derniers sont autorisés sur le territoil@fitais. Les vins de cette appellation sont moins
prestigieux que les AOC mais quelques vins originawpnt se révélentéressants.

X Les vins de pays ou vins IGP (Indication Géographigue Protégee appellation est

plus contraignante que les vins de table dans la mesure ou l'indication géographique et
I'encépagement sont obligatoires et réglementés. C'est un gage de typicité

supplémentaire, mais ils restent bien inférieursvins AOC.

Le vignoble charentast son eau de vide Cognac

Ce vigndle est sité au nord du vignoble bordelais, s’étend sur envirodO80hectarest
produitdifférents vins un vin de liqueuAOC, le pineau des Charentesdeux vins IGPvins
d’appellation Atlantique etin de paysCharentaigwww.vin-vigne.con). Mais il est surtout
réputé pour ses eaux de vie de Cognac. Il est un des grands vignohbies debélaboration
d’alcool. Il s’est d’abord développé dans une région appelée Aunis, autour de La Rethelle
des iles de Ré et d’Oléron, avant de s’étendre dans la réggmacaisesn suivant le fleuvia
Charente au XIVeme siecle. C'akins un besoin de mieux conseneevin que la distillation
est miseen place et’est au XVlleme siecle que se développe la double distillation néeessa
pour la fabrication du Cognac.

Le Cognacest la premiére eatdevie naticnale. Le PoitotCharentes contribue a hauteur
de 70% de la valeur nationale de ce type de produit (Agreste, 2010). Le Cognac est un produit
AOC issu de vin blanc. Carvest distillé et vieilli en flide cléne. Il est produit en Charente
Maritime, une grande partie de la Charente et quelquasncines de Dordogne et des Deux
Sevres. Cette zone géographique est découpée en six crés elagenction des qualités

organoleptiques des eaux desv{gigure?).

x Grande Champagneproduit les eauxievie les plus fines au bouquet a dominante

florale (la fleur de la vigne, les sarments secs ou le tilleul séché), demandang un lo

vieillissement en f(t de chéne.



Figure 8 : Les ardbmesdu Cognac.

Le cognac est un produit parcourant urarge spectre d’arbmessuivant soncru, son
vieillissementet sonassemblage

(BNIC)
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x Petite Champagne eauxde-vie proches de celles de Grande Champagne mais de

qualité moindre (eaux-de-vie moins fines).

L’assemblage des deux crus donne des Cognac R@€&€ Champagnavec au moins

50% de cru Grande Champagne.

X Les Borderies troisieme dans le classentevec la plus petite surface de production
Les eaux de vie sont rondes, bouquetées et douces, caractérisées par un parfum de

violette et de maturité plus rapide que dans les petite et grande champagnes.

X Les Fins Bois concerne la plus grande partie de production des vin®geac(42%
des surface de I'appellation CognacAgrestg, avec des eaux de vie plus rondes,
vieillissant plus rapidement qu'acentre de la région cognacaident le bouquet

rappelle le raisin pressé.

X Les Bons Bois entoure l&zone géographique du cru Fins Bois, produit des eaux de vie

similaires a ce derniemais avec un vieillissement plus rapide.

X Les Bois Ordinaes: les eaux de vie ont un gode terroir prononcé et elles vieillissent

vite.

Le Cognac est une eau de vie riche en couleurs et en aromes qui varient suivant son cru, son

vieillissement et son assemblagédure8) (BNIC).

L’élaboration du ©gnac

C’est environ D00 exploitations cognacaises qui produisent le vin blanc charentais destiné
au CognacToutes les gploitations vendangerit la machine et les fruits sont pressés dés la
récolte. Le jus obtenu est alors mis a fermenter. Le pressage et la fermesutiatioaux étapes
primordiales pour la qualité des eaux de vie. Ce vin est ensuite distillé en deux tameps
premierefois pour obtenir le brouillis (un alcool a 22% vol) puis ce brouillis eshis en
chaudiee pour une seconde distillation, appetda bonne chauffe ffFigure9 B). Les eaux de

vie sont ensuite mises en flt de chéne neuf puis dans de vieux fats, ce qui va définir leur coule

9



Figure 9 : La fabrication du Cognac.

(A) Le principal cépageutilisé estl’'Ugni Blanc qui est tresproductif. Une fois la récolte passée,
les vins sontdistillés deuxfois (B), et les eauxde vies sontvieillies en flts (C). Lassemblage
(D) est I'étapencontournable pour obtenir un Cognac uniqgsg

(BNIC)
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et leur go(t si particuliefFigure9 C). L'étape délicate deassemblagese fait aprés maturité
et elle eskeffectuée par le Maitre de Chgui va réaliser un mélange entre les différentes eaux
de vie de différets ages et difféerents crus pour donner les particularités au Cognac
(www.cognac.fy (Figure9 D et B.

Le principal cépagautilisé pour la production de Cognac est I'Ugni Blanc (a 98%),
épisodiqguement la Folle BlancHe Montils, le Folignamu le ColombardFigure9 A). Il est
utilisé car il produit un vin présentant un taux d’acidité important avec une faibler tene
alcoolique, nécessaire pour la fabrication de I'eau de vie, mais eégalement car c’est an cépag
trés productif avec un rendement d’ordre de 120 a 130 hl Vo{BidIC). Cependant, cette
forte productivité se fait aux dépend des défenses contre certains pathogenesenoiam

maladies du bois, puisqu’elle demande un fort apport énergétique.

Sensibilité de la vigneaux maladies

La domestication de la vigne énhltensification des culturesntpermis de sélectionner
des cépages de plus en plus produetifde meilleugs qualités au détriment parfois de leur
potentiel a se défendre contre dggesseurEn effet, la majorité &s cépages cultivés dans le
monde montre une sensibilité de plus en plus farkeattaques de pathogenes cryptogamiques,
bactéries, viraux ou des ravageurs, tels que le pucer@uactylosphaera vitifoliae(ou
Phylloxera vastatrix responsable du Phylloxer@ette derniere est la maladie la plus connue
pour avoir menacé d’extinction les vignobles francais et europersies années 187 L
phytoplasme responsable de la Flavescence dehgtoplasma spdransporté par la cicadelle
Scaphoideus titanugsosaégalementle nombreux problemgshytosanitaireslans les années
1990, etil nécessite encore aellement denombreuses surveillancéSalet, 2000) Mais ce
sont surtout les champignons phytopathogenes qui représentent la majeudepagiesseurs
de la vigne Deux types de maladiese distinguentles maladies foliaires ou non vasculaires

d’'une part et les maladies du b@idDB) ou vasculaires d’autre part.

A. Les maladies cryptogamiques foliairesle la vigne

Parmi ks maladies cryptogamiques des parties herbadéssvignesse retravent

plusieurs champignons infectant la qui@salité des vignobles mondiawabont les principaux

10



Figure 10 : Symptémessur vigne et cyclede vie de'Oidium .

(A) Ralentissemente la croissance de®ourgeons,(B) feutrage blanchatresur les
feuilles, (C) tachesnoires surles rameaux et feutragaur les baies(D) cycle de vie du
champignon (déroulement teecontamination).

(Dubos, 2002t EphytialNRA)
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sont: Erysiphe necatofou Uncinula necatoy, responsable de I'Oidiur®lasmopara viticola

le chanpignon du Mildioy ces deux premiers étant strictemigiotropheset Botrytis cinerea

agent de la Pourriture grismodele classique deomportement nécrotroph€es agents
fongiques sont tous présents sur le territoire viticole francais et condaipkrs ou moins de
dégatgLarignon, 2012)Elles touchent essentiellement les feuilles et les baies, et affectent la
guantité et la qualité des récoltesnduisant a de la casseydativedes modts (casse brune

résultant de I'oxydation des anthocyanetsjles aromede "pourri” dans les vins et spiritueux

L’Oidium

Cette maladie est causée par I'ascomycete de la famille des Erysipihadéese parfaite
Uncinula necator(Schw) Burr (synomymé&rysiphe necatoSchw.) et de forme imparfaite
Oidium tuckerBerck. C’est un parasite obligatoire de la vigne et de 'ensemble des especes du
genreVitis. Originaire d’Amérique du Nord, c’est la premiere maladie qui a été inteelit
France et en Europe. Cette maladie atteint tous les organes herbacés de émtrajnant un
ralentissement de la croissance des parties jglgse 10 A). Un feutrage gris blanchatre,
d’apparence poussiéreuse, se développe sur les fékitese 10 B) et surles fruits qui vont
éclater. Les rameaux se tachent de brun/eigure 10 C), devenant marron/rouge a
'aoGtement. Urbois mal ao(té peut étre plus sensible aux gelées hivernales. La production et
la qualité des fruits et des jus saaffectées par ce champignon. Il existe deux sources
d’'inoculum : les conidies produites sur les jeunes ramgamyvenantdes bourgeons ayant
hébergé le champignon pendant I'hivelr les ascospores produites par les cléistotheces. Ces
derniers provoquéitiinfection primaire qui va produire a son tour des conidies pour l'infection
secondaire et la propagation. La vigne est tres sensible anedditie apres la nouais@igure
10 D). Certaines especeditis (non vinifera) d’Ameérique présententine résistance a ce
pathogene. Il y a deux types de résistances qui ont été observées. lex psaliant de la
détection de molécules fongiques élicitrices, entrainant des réactions de dé&lsetante
qui va sécréter des molécules antimicrobiennes et un renforcement des pardaisesepour
bloquer la pénétration du champignon. Le second est une résistance gene pour gene (Flor, 1971)
avec la découverte d'un gene de résistaRtéN1chez les vigneRotundifolia Ces différentes
vignes sont utilisées pour créer des hybrides plus résigBotgjuet, 2002; Dubos, 2002;
Gadouryet al, 2012; Larignon, 2012; Pauquedtal, 2001).

11



Figure 11: Symptémessur vigne et cyclede vie du Mildiou .

(A) Décoloration huileusgB) fructificationsblanchatresurles feuilles,(C) inflorescence
recouvertede fructification blanchéatre(D) cycle de vie duchampignon (déroulemedela
contamination).

(Dubos, 2002t EphytialNRA)
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Le Mildiou

Le Mildiou est une maladiqui touche toutes les parties herbacées de la vigne. Elle est
causée par 'oomycet@lasmopara viticolgBerk. et Curt.) Berl. tede Toni., de la famille des
Peronosporacées. Ce pathogene est egdéndu nord de I'’Amérique, etest propagé en
Europe ds les années 1880, avec l'arrivee des portes greffes américains powontterle
Phylloxera Ce chamjgnon, qui fait partieu réegne des Chromistes et non des Champignons,
a deux cycles de vieune phase sexuée eteuphase asexuée. Le cycle sekoéserve le
champignon pendant I'hiver et detpremier foyer d’infectiovia des oospores.u#s vient la
phase asexuée qui contamine les parties herbacggigpetmet & développement épidémique
de la maladie. Cette derniére phase forme des macroconittiaaat naissance a des
zoosporesgui vont développer le mycélium sur les feuillepénétrerdans la plante par les
stomates(Figure 11 D). En se développant sur les feuilles, de légeres marques décolorées
apparaissent’aspect huileuxFigurell A). Ces marquepeuvent se nécreen cas de temps
sec, mais le plus souvent se développent en fructifications blanchatres pdriengeFigure
11 B). Sur les rameaux, ces marqueurs se localisent le plus souvent de part etidiautoeud
et une déforration en S peut étre visible ainsi que sur les rafles et pédoncules des iafioessc
et grappes. Si l'inflorescence est touchée, elle devient brunetgidirtomberou elle devient
grisatre si I'infection alieu aprés la nouaison (Figure 11 Cete maladie affecte la qualité et
la quantité des récoltest peut influencer I'état physiologique de la plante jusque I'année
suivante. Les espéec¥#is américaines et asiatiquesnsi que le genr®luscadiniaprésentent
des niveaux de résistances plus importants que les cuMitersinifera Sur ces plantes, peu
de fructificationdongiquessont observées. Différentes études ont démontré que la résistance a
la maladie est due a une reconnaissance gene pour géne, via le géne de reBigtdnoeet
al., 2001; Merdinogluet al, 2003) Cette reconnaissance induit différents mécanismes de
résistance et de défend@es croisements entre les especes résistantes et les Vdristés
vinifera sont effectuégour limiter la sensibilitéqui est probablement due a un défaut de
perception du pathogeriBubos, 2002; Gesslet al, 2011).

La pourriture grise

Cete maladie est connue depuisitiquité et est présente sur I'ensemble des vignobles

mondiaux. Elle a une grande incidence sur la qualité desetiméest malheureusement une

12



Figure 12 : Symptdmessur vigne et cyclede vie de la Pourriture grise.

(A) nécrosecaractéristiquesur les feuilles,(B) inflorescencebrunie et flétrie, (C) fruits
contaminégar les fructification, (D) cycle de vie du champignor{(déroulemente la
contamination).

(Dubos, 2002t EphytialNRA)
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maladie peu maisée. La forme parfaite du pathogene responsable de la pourrituregirise
Botryotinia fuckeliana(De Bary) Whetzel, un ascomycéte de la famille des Sclérotiniacée.
Cette forme est tres rarement observée dans la nature, probablement due a ungioeprodu
sexueée rare ou fugace. C’est la forme imparfaite, connue sous le ridotrglés cinereagui

est la plus commune. C’est un champignon de la division des Deutérosyedtefamille des
Moniliacées. C’est un nécrotrophe, polyphage et ubigusiequ’il a la capacité d’infecter de
nombreuses plantes cultivées ou sausage se retrouve partout. Il se situe entre le
saprophytisme et le parasitisppisqu’il va d’abord se développer sur les débris végeétaux,
sous forme de sclérotes, avant de devenir parasite des parties vivantes desafgaturs
(Figure 12 D). B. cinereaprovoque des nécroses brunes couvertes de fructifications sur les
jeunes rameaurt sur les feuillegFigure 12 A). Si l'infection alieu avant la floraison, les
infloresceres vont se desséchdeéggurel2 B). Ce sont les baies, apres la véraison, qui sont
les plus réceptives a la maladie. Une fois infectées, elles vont brunir etrsg(figure12 C).

A terme toute la grappe est affectée. Cette maladie nuit donc amesmtddemande un tri des
vendanges pour ne pas infecter la récolte, et altere la qualité des vins (nificanservation

et qualité gustative). Cependant, certaiseuches sont responsables de la pourriture noble,
recherchée par les producteurs de vin liquoreux, car ellesnemifraine surmaturation des
baies qui vont accumuler du sucre. Le mode d’action de ce nécrotrophe est essesnielle
basé sur l'utilisation d’enzymes dégradant les parois cellulaires et de reslémxiues pour
I'héte, entrénant une mort cellulaire. Il est également capable de détourner les défeass

en place par la plan{®ubos, 2002; Williamsoet al, 2007).

B. Les maladies du bois de la vigne

Le bois de la vigne, et en particulier les parties aériennes, ligneuses eepgéteipn
gue le tronc, les bras et les cordons,veelétre coloniséspar des champignons vasculaires.
Certains d’entre eux peuvent étre pathogdBesez et al, 2013). Parmi ces champignons
pathogenes, quelques-uaffectent préférentiellement les jeunes ceps, en pépinieres et en
vignoble, comme la maladie du Pied noltygnectria liriodendri ou Cylindrocarpon
destructany et d’autres, les ceps plus agés tels que ceux responsables des maladies de
dépérissements : le BDA (Black Dead Arm), I'Esca et I'Eutyp{@sztschet al, 2012; Bruez
et al, 2013; Fontaineet al, 2015; Larignon2012) Ces maladies peuvent exister seules ou

ensemble sur une méme plametrainantine grande variabilité des symptént@esa.parle alors
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Figure 13 : Symptoémessur vigne du Black Dead Arm (BDA).

(A) défoliationcaractéristiquelela formeapoplectique, décoloratiararactéristiquedu
cépageouge(B) etblanc(C), (D) bande brune sou®corceducep infecté

(Dubos, 2002|.ecomtehttps//www.mon-viti.com)
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de syndromele mode d’action de ces maladies de dépérissement est encore pema@inu

de plus en plus étudié.

Black Dead Arm(BDA)

Le Black Dead Arm ou BDA est une deslathes de dépérissement du bdés vigne
probablement d’origine européenidle est causée pplusieurschampignons ascomycetes de
I'espece des Botryosperiacea, qui peuvent affecter de nbreuses plantg&untzmannet
al., 2015; Slippers and Wingfield, 2007ont les principaux sorBotryosphaeria obtusa
(Schweinitz) Schoemaker (aussi appelé par sa forme téléomdpiledia seriat3,
BotryosphaeriastevensiiSchoemaker (dont la forme sexuée Bgtlodia mutilg) ou encore
Botryosphaeria parvéouNeofusicoccum parvuniLarignon and Dubos, 1997; Lecondtieal,
2000). Les symptbmespparaissent tot dans la saison.sistassezdivers, entrainant une
mortalité des bourgeons, le dépérissement des rameaux, d'un cordon oultaxisie. deix
formes de la maladie. La forme séveéreapoplectique, correspantta unedéfoliation rapide
des rameauxXFigure 13 A), et la forme lentequi débute par I'apparition de taches sur les
feuilles rouges en bordure de feuilles qui vont s’agrandir avec le temps paisses u’'une
bande verte le long de la nervure centriaéepourtour de la feuille finit par nécroser et sécher
(Figure13 B et Q. Si l'attaque dieu au moment de I'apparition des inflorescences, celles
vont avorter et se desséchLa présence de nécroses sur les baies est notable, mais ce sont
surtout les nécroses sectorielles dans le bois qui sont remarquablesidsedaria le boisont
infectéeset vont laisser apparaitre une bande brune sous I'écorce du rameau jusqu’au tronc
voire la soudure et le porgreffe (Figure1l3 D) (Larignon, 2012; Lecomte and Bailey, 2015)
Des ponctuations noires sont observables au nideaxyleme en coupe transversalasi
gu’une zone orangeée a c6té de la bande brunévaau des vaisseaux obstruésite maladie
est facilement confondue avec I'Esca car les symptomes foliaires sont sindaec les
décolorations du limbeC’est labande brune au niveau du trana permet de différencier les
deux maladiegLecomte, 2013).
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Figure 14 : Symptdomessur vigne du syndromede I’ Esca

(A) décoloratiordes feuilles entre leservures(B) symptémes déa formeapoplectique(C)
couleur rouge brun autoudes nervures, (D) nécroses enpourtour des feuilles, (E)
dessechement rapidBun grappe,(F) nécroseclaire et centraledansle bois (G) les trois
zones dda nécrose : un@remiere claire et tendrene zone brunet dure, etun liserénoir
séparant legeux.

(Dubos, 2002, Larignoet Dubos, 1997, Ephytitnra, photographies personnelles)
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L'Esca

L’ Esca est connu depuis I'Antiquité puisque des écris grecs et romainsafaia ét
cette maladie. e doit son nom a la présence de pourriture blanche ou amadou dans le bois
malade, nomngesca dans la langue d’Q¢éiala, 1926) C’est une maladie complexe, dont les
symptomesfoliaires ne sont toujours pas reproductibles en laboratBite.s’attaque a la
souche du cep dont elle provoque la mort a plus ou moins court t&lleetouche
essentiellement des ceps agés de 15 a 25 ans (RometralzZ2009).0n ne connait pas avec
certitude tous les agents responsables de la maladie mais les recherches odtipalenides
nécroses du bois trois champignons, dont deux ascomy&¥tasocremonium aleophilum
(Pal), Phaeomoniella chlamydosporéPch) dans des nécroses brunes et dumdsun
basidiomycete Fomitiporia mediterranegFm), dans la pourriture blanche, c'éstlire des
nécroses claires et tendréls sont parfois associés a d’autres champignons pathogenes, comme
E. lataou des especes de Botryosphaeriaceae, qui peuvepio@ingrs de la maladi@ertsch
et al, 2012) Cette maladie présente deux formes avec des symptébmes différents. La forme
lente, avec des décolorations foliaires spécifiggemblables a celalu BDA. Les feuiles
deviennent jaunes entre les nervures qui restent vertes, parfois du rougblewises bords
pour les cépages noirs. Ces décoloratiapmgaraissent d’abord a la base de la plante pour
ensuite se généraliser@toluer progressivement vers un @éesement defeuilles (Figurel14
A C D). Ces symptbmes peuvent étre visibles une année et ne pas apparaitre I'anntse suivan
(Maheret al, 2012). La seconde forme est la forme apoplectiqueest un desséchement
rapide des organes aériens du ceps (feuilles, grappes, rantégur@14 B et B. Cetteforme
entraine la mort rapide du cef@@es symptomes foliaires peuvent étre confondus avec d'autres
maladies similaires, comme le BDA et ladariose due Busarium oxysporurfprésent surtout
en Ameérique duwg) pour la forme lente et la forme apoplectique ressemble aux attaques du
Pourridié Armillariella melleg. Dans le bois dépérissant feement deux types de nécroses
une nécrose centrale et une sectoriellené@ose centrale de couleur clagstcomposée de
trois zones distinctesune premiere claire et tendre, une zone brune et euom liseré noir
séparant les deugFigure 14 F et G. Dans cette nécrose sont généralement retrouves les
champignons Pal et Pdba nécrose sectorielle esbmposée de deux zones, une brune et dure
délimitant une zone claire et tendtans laquelle se retrouve Fm et provoquant la formation

d’amadou (pourriture blanche) (Larignon and Dubos, 1997).
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Figure 15 : Cycle de vie et de contamination d’ Eutypalata, le champignon responsable
de I'Eutypiose.

Le champignonest présent sur du boisnort sous forme de périthecescontenant des
ascosporesLa pluie et le vent permettenta disséminationde cesderniersjusque surdes
plaiesdetaille. Les spores vonalors germer etoloniserlestissusadjacents aux vaisseaux,
en développantine nécrosesectorielle L'apparition dessymptdomedoliaires nécessitein
grandvolume de boisécrosé

(Dubos, 2002)
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L’Eutypiose

Latroisieme maladidu bois est présente dans tous les vignobles mondiaux et cause la mort
de nombreux cepd’Eutypiose. Au méme titre que 'Esca ou le BDA, I'Eutypiose entraee d
nombreuses pertes économiques, notamment chez les cépages trés sensibled,Ugts que
Blanc. En effet, la région du cognacais esteiment touchées depuis plusldeans, impactant
la production du spiritueux, notamment a cause de la forte sensibilité du principal céjsge ut
C’est pour cela que leuBeauNational Interprofessionnel dCognac et'Université de Poitiers
en collaboration aweles membres dorojet CASDAR V1302 0nt mis en place le sujet de these

présente ici. Cette maladie est présedtses la partisuivante.

L’'E utypiose

A. L’agent pathogéne: Eutypa lata

L’Eutypiose esune maladie de dépérissement due au champignon ascoraytgia
lata (Pers. Fr) Tul et Tu{Carteret al, 1985). Son anamorphe, corhe asexuéeast appelé
Libertella blepharis Al Smith. Présente sur 88 espéeces de plantes ligneuses pérennes
dicotylédoneselle est répartisur 52 genres et 27 familléSarteret al, 1985; Carter, 1991)
telsque le pommier, le pécher, I'olividg vigne ou encore I'abricotier. Cette maladie concerne
la quasitotalité des vignobles dans le monde : Alsr@arteret al, 1985) Nouvelle Zélande
(Dye and Carter, 197®tatsUnis (Petzoldtet al, 1981) Brésil(Paradelat al,, 1993) Afrique
(Berraf and Péros, 2005), Chirfelua et al, 2007) Italie (Cortesi and Milgroom, 200])
EspagndMartin and Cobos, 2007), Hongrie (Moller and Lehoczky, 1@8GyancgChapuis
et al, 1998; Dubos, 1987). Elle est reconnue en France en 1974 par Carter eeMmotjdose
a partir de 1978 (Dubos, 1987; Dubos, 20@tte maladieevait probablement exister avant
cette découverte offici@imais bien plus faiblemeiiu épisodiquemergu’actuellement. Elle
est décrite chez 'abricotier péCarter, 1957)sous le nom dEutypa armeniacaet la méme
année sur du bois mort dis viniferaen Australie par le méme autd@arter, 195D). Il faut
attendre 1978 avec les travauxMeller and Kasimatis(1978) pour quée postulat de Koch
soit réalisé et c’est en 1984que (Rappaz, 1984; Rappaz, 198@¢&montre que tous ces

pathogenes sont un seul et méme champignon, alors &ppgha lata
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Figure 16 : Symptémescaractéristiquesde I'Eutypiose.

(A) Nécrose sectoriellelure dansle bois, (B), périthécessur le bois mort, (C) taches
huileuses sules feuilles,caractéristiquese I'Eutypiose, (D) nanismeet chlorose d’unbras
ducep

(photographies personnelles, EphytRA)
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Eutypa lataest un champignon ascomycete I'ordre des Diatrypales et de la famille
des Diatrypacée Son cycle est composé de deux formes : la forme parfaite ou sexuée et la
forme imparfaite ou ageée(Figure15).La forme asexué&onnue sous le nom ddbertella
blepharis produit des pycnides présents dans des stromas. Dans ces pyomicss
(fructifications fongiques)se trouvent des pycnidiospores qui ne semblent pas avoir un réle
dans la propagation du champignon (Cortesi and Milgroom, 2@é&3t b forme sexuée,
Eutypa lataquiest le vecteur principal de la maladie. Elle se présente sous forme de péritheces
globuleuxsur I'écorce du boisnort, qui apparaissent apres les pycnidescdigiennent des
asquesqui vort libérer les ascosporeésséminés par le veot la pluie isque dans les plaies
de tailleet les blessuregPaillassa, 1992fFigure 15). Ces ascospores peuvent rester fertiles
cingans apres libératiomls vont germer au niveau des vaissealgntrainer la contamination
du cepsEn laboratoire, il est possible de cultiver des colonies mycéliennes blanckeamtev
grises, qui peuvent produire des pycnides. Il est cependant encore impossilnie sigofuler
le champignon (Dubos, 2002).

Le développement . latasous forme de mycéliughans le bois entraine des nécroses
bruneset dures,sectorielles bien délimités, daspect de pourriture sech{&igure 16 A)
(Larignon, 2012; Lecomtet al, 2000; Mahoneet al, 2003; Moller and Kasimatis, 1978)
Cette nécrose est liée a la propagataxalisée du champignpet entraine la mort du bras ou
du cep pouvant arriverjusquel0 ans apres l'infectiofPascoe, 1999)La formation des
périthecessur le bois cause l'apparition de zones bosselées noidrastéristiques de la
maladie(Figure 16 B). L’apparition de symptémes foliaires n’est pas régulietedemande
probablenent une part importante de bois nécrosé dans le cep. Un cep peut étre symptomatique
une année et paraitre sain 'année suivdme.symptomeapparaissent au début du printemps
sur les jeunes feuilles avec une décoloration huil@dsder et al, 1974)(Figurel6 O. La
croissance est ralentie, causamt manisme des rameaux qui prennent alors un aspect
buissonnant (raccourcissement des entre nceuds) avec de petites feuilleseserooulé
déformées, légerement chlorosg@bos, 2002; Larignon, 2012;etomteet al, 2000;
Mahoneyet al, 2003; Petzoldet al, 1981) (Figure 16 D). Parfois, les inflorescences se
dessechent ou donnent des grappes avec des baiegeketpdles : le millerandag&utypa
lata est considéré comme pionnier de I'Esca, puisqu’il est souvent présent dans les ceps
présentant les symptomes de cette mal@ietschet al, 2012) Il existe différentes souches
qui ont été caractérisées pRaéroset al. (1997; Péros and Berger, 1994résentat une
agressivitedifférente, c’est-dire qui ont une capacité différente de produire des symptomes

en condition contrdlée. De plus, les cépages ne sont pas tous réceptifs de la mé&necanteni
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maladie. Certains ser@nt moins sensibles que d’autres, comme le Merlot, qui est tolérant, par
rapport au Cabernet Sauvigngni est sensibléBruezet al, 2013; Dubos, 1987; Dubos, 2002)
Ces estimations de sensibilité ont été effectuées par observation deSnsgmph vignoble
(Boubals, 1986; Brueet al, 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2@lPEn serre,
apresnfection artificielle(Chapuiset al, 1998; Munkvold and Marois, 1995; Péros and Berger,
1994; Sosnowslét al, 2007). Mais un comparatikhaustifde la sensibilité des cépagdans
les mémes conditionsst difficile amettre en place.

En débu d’infection, il est difficiled’évaluer I'impact de cette maladie sur la récolte
qui varie suivant le cépage et les conditions culturales.,Maand le taux de mortalité
augmente] impact économique est non négligeable awee baisse du rendement et de la
qualité des vins, dues aux parcelles hétérogénes (une partie recepée) ou trop ¢g=unes. L
désordres physiologiquesngendrées par l'infectigraffectent la maturité des frujtet les
composeés essentiels au vin peuvent ae &re synthétisés, comme les anylanes qui sont
altérés par I'etypine, une toxine produite par le champigriéfifi et al, 2003; Afifi et al,
2004; Defrancet al, 1993; Larignon, 2010; Lorraiet al, 2012; Mahonet al, 2003; Tey
Rulhet al, 1991; Wicks and Davies, 1998)n France, le taux de ceps malades en 2015 varie
entre 2 a 9% suivant les régions. Les différentes régions n'sie pg€me profil de sensibilité,
du fait des cépages utilisés, du clinea peut &e duterroir, du mode de conduite etge
pratiques culturalee sont essentiellement les vignobles d’Aquitaine, du Languedoc, du Pays
de Loire et des Charentes qui sont les pushéegwww.vignevin.com).

Un observatoire national des maladies du Heita vignea étécréé en 2002. Constitué
par Onivin (devenu France Agrimer), ce groupe de travail a permis d’établiatutheétlieux
et d’évaluer objectivement I'incidence des maladies du bois entre 2003 et 2008. Plusieurs
acteurs ont participé a cepévations (Chambres d’agriculture, la DRAF SRAL, la Fredon,
Universités, IFV, INRA,...) en observant pres de 300 ceps sur 700 parcellgsanbra?
cépages différents. Puis des recherches fimsnpéar les CASDAR V908 et V1301, 1302 et
1303 ont continudes recherches des analyses. Pour tous les cépages confondus, 55% des
parcelles ont présenté au moins un cep symptomatique caractéristique geid$agur la
durée de I'étudéBruezet al, 2013 www.maladiedu-bois-vigne.fr)Et on compte environ en
moyenne 2% par an de capalade sur une parcelle. Certainegi@ns sont moins touchées
comme ['Alsace ou le Champagne, probablement di & un climat moins favorable au
développement du champignon. A I'inverse, c’est a I'ouest de la France que les vigoables
les plus atteints avec 20% deps symptomatiques en régimgnacaise en 200BNIC,

commission du vignoble Charerizt614. Méme si le nombre de ceps symptomatiques diminue
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Figure 17 : Impactsde I'Eutypiose sur le vignoble cognacais.
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avec les années dans cette régkigure17 A), le nombre de plants mort reste relativement
stable (entre 5 et 9% sur uparcelle par anjFigurel7 B). Le recepage est une bonne méthode

de lutte de la maladie, mais il produit de nombres ceps improdustis €17 B).

B. Le mode d’actiondu champignon

La compréhension des relations héte/pathogéne est un enjeu oaajellepermetla
mise @ place de nouvelles stratégies de lutte. Les mécanismes développés paix les deu
protagonises de la relation sont étudiés, tast important de comprendre les modes d’action
du pathogenet les réponses des plantes. Les premiers sont décrits iaijvaats dans un
prochain paragraphe.

Comme de nombreux champigrsomécrotrophegutypa latadoit produire des toxines
et des facteurs de virulences pour auoiemaladie et I'apparition de symptdmes sur la plante
hote. Lors de I'attaque fongique, la lignine, la cellulose et I’hémicellulose sorradégs
simultanément entrainant la formation de cavités dans les parois, rendant amsidassant
(Dubos, 2002)Des étude vitro ont démontré la forte activité de lyse des cellules végétales
(des feuilles ou de suspension cellulaires) par les protéines du filtrat du cheampigtamment
des enzymes hydrolytiques, comme des chitinasgés3-glucanases, glycosidasetsxylanases
(Amborabéet al, 2005; Elghazalet al, 1992; Kimet al, 2004; Octavest al, 2006a; Octave
et al, 2006b; Octavet al, 2008; Schmidet al, 1999) Certainetudes onégalemeninisen
avant desnolécules toxiquesécrétéeparle champignoren conditionin vitro, comme des
composés acétyléniques le¢térocycliquesLa principale est Eutypine (1,4hydroxy3 (3
methybut 3enel-ynyl) benzaldehyde). Elle est composée de deux partiese partie
aromatique, issue de laie de biosynthese de I'acide shikimique et d'whaine latérale
provenant de l'acide mévaloniqiEallot et al, 1997; Renauét al, 1989; TeyRulh et al,
1991) Figure 18). C'est un acide faible lipophile qui pénétre dans les cellules végétales par
diffusion passiveet qui s’'insere dans les membranes grace a sa propriephilga Cela
provoque une acidification du cytoplasmeusediminution du transport de leucine. C’est un
agent protonophore, c’eatdire un transporteur mobile de protons, et un agent découplant de
la phosphorylation oxydative car elle joue sur I'oxydation du succielatgur le potentiel
membranairedes mitochondries. Elle est véhiculée par la séve beiteentraine une
hypertrophie des chloroplastes, une dilatation des thylakoides, rétractatiorsmmalptame,

lyse du cytoplasme, vésiculation des endorhranes, causaainsi la destruction des cellules
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Figure 18 : Structure chimique de I’ Eutypine et de ses dérivégproduits par Eutypa
lata.

(1-5) Eutypine, eutypinol O-methyleutypinge O-methyleutypinol,analoguede I'acide
carboxylic de I eutypine, 6-8) 3-(3,4-dihydroxy-3methytl-butynyl)-4-hydroxy-
benzaldehyde?-(3,4-dihydroxy-3methyt1-butynyl)-4hydroxymethylphenol,acide 3-
(3,4-dihydroxy-3methyt1-butynyl)}-4-hydroxy-benzoique, 9%11) 2-iso-propenyl-5-
formylbenzofuransiccayneeulatino| (12 et 17-19 eulatachromene esesdérivés,(13-
14) chromanonegpixydisés (15-16 eutypoxide Bet expoxycyclohexane allénique.
(Andolfi etal, 2011)



Introduction Bibliographique

végétalegDeswarte, Canuet al, 1996; Deswarte, Eychenret,al, 1996; Renaudt al, 1989)
Certaines études démontrent ge#eatoxine est capable de reproduiren conditionin vitro,
les symptémes foliaires de I'Eutypiose sur des feuilles de Cabernet Sau@igrydrulhet al,
1991)et d’autres affirment le contraire(Mahoneyet al, 2005; Rudellest al, 2005)démontre
gue cette toxine n'est pas produite par tous les isolds ldta. En effet, unesouche
californienne ne semble pas por@ de ['Eutypine mais elle produit d’autres
métabolitessecondaires, telles quéclitypinol,le Siccayne, le Benzofuranie, Chromene ...
(Mahoneyet al, 2003; Molyneuxet al, 2002; Renaudt al, 1989) Au total, une quinzaine de
métabolites secondairesynthétisé in vitro par Eutypa lataest découverte et caractérisée
(Andolfi et al., 2011) (Figure 18). Leur productionest donc dépendante de la souche mais
également du milieu de culture utili@dahoneyet al, 2003; Mahonewgt al, 2005) Cesautres
métabolistepeuvent avoidifférentes cibles dans le bpet induire différentes modifications
structurelleset fonctionnellegAndolfi et al, 2011; Mahonewgt al, 2003; Octavet al, 2006b;
Octaveet al, 2006a; Octavet al, 2008) Par exemple, lesomposés polypeptigusgcrétés
par Eutypa latasont toxiqus pourles feuilles etle bois par traitement exogéna vitro, en
entrainat des modifications structurelleomme la réduction d& taille des cellules du
mésophylle, ds espaces intercellulaires, expliquant probablement le nanisme des rameaux
observé£n vignoblgOctaveet al, 2006a) Ce sont notamment les molécules polypeqtids
glycosylées qui induisent les plus forts symptomes sur feuilles détachéeguaitesssynthese
d’anthocyaned,;augmentation de tannins dans la vacuole, la baisse d’andi@as les plastes
qui n'ont plus de grana, la réduction de la taille des mitochonoliiesicore des nécroses et la
mort de suspensigrtellulaires de vigne, visibles par microscopieest connu gLE. lataest
capable dalcaliniserson milieu de culture. Ce sont essentiellement les moléculessglges
qui ont la faculté de diminuer le pH cytoplasmique en inhibant l'activité de I'enzyme
H+ATPase (Octavet al, 2008)dont le réle majeur est de régulempH et le gradient potentiel
électrigue En modifiant ce pH, le champignon se place dans des conditions optimales pour
I'activité de ses enzymes dirigées contre la plante, comme le font de hombreogépats
fongiques, comm®otrytis cinereaou Sclerotinia sclerotiorunfCottonet al, 2003; Manteau
et al, 2003; Penalvat al, 2008).

Ces modifications structurelles enfdionnelles ont également été observées lors
de traitement par des filtrats de deux pathogessmonsablede 'Esca: Pal et Pch. llsécretent
de petitesnoléculeqqui circulent dans laévexylémienne et qui agissent sur les flux ioniques,

inhibent ’TH+ATPase et provoquent degmptomesur les feuilles, mais pas ceux observés en
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vignoble. Elles doivent donc agir en synergie avec d’autres molécules non idsritifié jour
(Luini, 2007; Tabacchet al, 2000; Tavernieet al, 1995).
Eutypa latadispose dond’un arsenal important pour infecter, occuper et dégrader le

bois de la vigne, rendant kdte difficile.

C. Les méthodes de lutte

La progressiomapidede la maladiees derniéres annéest certainemerttue dans un
premier tempsaux modificationgdes pratiques culturales dont la mécanisatiea culture,
puisdans un second tempgsar I'interdiction d’un produit phytosanitaire en 2001, produisant
I'explosion des maladies du boisdans les années suivasiteotammen dans les vignobles
charentais Ce produit, I'arsénite de soudpermettait de lutter cdre lessymptomes des
maladies du bois de la vigngis mettait en danger la santé de I'applicagélienvironnement
Son impact sur Eutypge n'a pas été démontré, mais umggmentationimportante
d’apparitiondes symptomed’Esca, associé avétypa latafait suite a son arrét d’utilisan.
Depuis,aucun traitement chimique n’existe pour lutter conte maladiesUn produit est
autorisé en application au vignoble, I'Esquive®, produit par Agrauxine. D’adrésn cours
d’études, mais aucun n’est encore autorisé, notamment des rasléaplables de véhiculer
dans la plante pour atteindre le pathog@iteolletet al, 2014; Marhadouet al, 2017; Wuet
al., 2016; Wuet al, 2017) Actuelement, seules les méthodes de prophylaxie Imhitur
impactefficacementcomme l'arrachage et la replantation de cepde recepagqui semble
efficace pour limiter les dégats de ces mala@estzmanret al, 2015; Larignon, 2010; Luque
et al, 2009; Suriccet al, 2006) Il est égalerant possible d’enlever la zoneféctée et de
repartirde bourgeon basal a eettone pour qu’ils soient saifse stockage des bois de taille
proche des culturesst proscrit, et il est préférable d’éliminer rapidemenbaie pour éviter
tout entretierd’inoculum.La taille tardivedescépages sensibles peut également étre envisagée
pour avoir des blessures moins réceptives. Differentes méthodes deiqgmetdes plaiesu
des vignoblepar biocontrélesont a I'essai comme l'application deichoderma atroviride
(Esquive®, Bayer)mais I'application locaiée et manuelle de produits est contraignante pour
les professionnel&Christenet al, 2005; Dubos, 2002; Longsat al, 2009; Mutawilaet al,
2017).

Des mesures sanitaires sont aussi prises en pépinieres. En effet, ce sogérdes fo

importants de contamination des futurs ceps (Gramaje and Armengol, RO1irRitement par
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eau chaude des boutures, initialement utilisé pour lutter contre la flavescedeedlar bois
noir, est étudigViguéset al, n.d.) C’est une solution peu colteuse mais certains cépages
résistent mal au traitement, entrainant des péBesez et al, 2017; Crokeret al, 1999;
Gramaje and Armend02012) Pierronet al. (2015) présente une méthode de traitenved
bouturesen pépiniérepar de I'eau ozonée pour contrOler 'Esca. Cette méthode est déja
répondue en agriculture pour des traitements-@ustiite ou en agroalimentaire, pour ses
propriétés antnicrobiennes(Coppengeret al, 1991) Par exemple, il est efficace contre
Botrytis cinerea sur du raisin de talflemilanicket al, 2002)ou contre I'Oidium des feuilles
de concombréFujiwaraet al, 2009; Fujiwara and Fujii, 2002). C’est un produit trés oxydant
et peu rémanent, qui stoppe la germination des sporeisro a 100% et a 50%n planta
(Pierronet al, 2015).

Des études sont menées poomprendre linteractiokutypa lata / Vitisvinifera et ainsi
trouver des solutions rapides et efficaces de lutte contre I'Eutypiose mi@isiégacontre les

autres maladies du bois.

L’interaction héte -champignon chez les plantes supérieures

Lors d’une interaction plantanicroorganisme, différents mécanismes moléculaires et
physiologiques sont mis en place chez les deux protagqrestes réponses de défense de la
plantepeuvent étrectivéesD’un cbté le champignon va produire des molécules toasget
des enzymes jouant sur les défenses des plaotaspermettre sa colonisation et récupérer les
éléments nutritifs nécessaires a sa croissance. De l'autre, la plante va ¢esgedé&fendre
contre I'intrus en activant différents mécanismes physgjet physiologique£e paragraphe
présente les mécanismes mis en jeu lors de la relation-plathtegene, avec dans un premier
temps, ceux de I'attague des pathog@®asaniére non exhaustive, puis dans un second temps,
les différentes réponses de la planteigtdraction. Et pur terminer, un état des lieux des

réponses connues de la vigne aux différentes infectionsEdtypia lata est détaillé

A. Les mécanismes dattaque despathogenes

Les plantes sont attaquées par differéppes depathogenes fongiques, bactériens,

procaryotes ou virus. Chacun possede son propre arpenalcoloniser la plante. Les
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pathogeénes biotrophasilisent leurs mécanismes d’infection pour récupérer les ressources
carbonées dans la plante hote, sans causer sa mort, en supprimant oardé&esrréponses
immunitaires. Au contraireges nécrotrophes vont détruire les cellules de I'héte et réecupérer les
débris pour leur nutritionCertains pathogengseuvent étrades deuxtypesau cours de leur
cycle de vie appelés alordes hémibiotrophegGlazebrook, 2005)En sintéressantplus
précisément aux pathogenes fongiques, on constate que chestuadapté a son héte pour
I'attaquer. lls ont évoluéeurs structures cellulaires de sorte a faciliter iesasion Par
exemple, dférents champignons ont développé un type cellulaire spécifique, un appressorium,
qui leur permet de pénétrer dans les cellules ligtd, commeBotrytis cinerea(Laluk and
Mengste, 2010) D’'autres vont produire deombreuses molécules toxiques et enzypms

aider a la pénétration dans I'h6te et a sa colonisafies molécules, généralement de petites
tailles, peuvent avoir différentes natures chimiques, telles que dbss.ades alcools, des
polysaccharides ou polypeptides (Chevaugeon, 1957; Wétsal, 2004) Ces molécules
peuvent étre spécifiques ou non a I'h6te, et agissent sur les constituantsuties \oediétales
déreglent la physiologie da kellule ou provoquent des nécrodasort cellulaire) Comme
décrit préecédemmenen plus de Eutypine, Eutypa latasécrete desqgbypeptidesentrainant

des changements de structure des feuilles ou du bois de vigne, comme par exenmuier di

la taille du mésophylle, réduire la quantité d’amidon et augmenter le taux dg testeamment

sur les cellules associées aux vaissefmdolfi et al, 2011; Octaveet al, 2006a)
Neofusicoccum parvunin agent responsable du BDA, prodliftérentes molécules vitro,
provoguant des nécroses, telles que la Melleine ou la Terremutine stdéeiwes (Abou-
Mansouret al, 2015) Les champignons nécrotrophes vont produire, en plus des phytotoxines,
des enzymes dégradant les paroistalgs (CWDES) at'autres enzymes extracellulairpsur
permettre la formation et I'expansion des lésions nécrotiques, telles daeasses, protéases,
pectinases, endopolygalacturonases pour dépolymériser la structure pridegetenposants
polysacharidiques de la paroi cellulaire de la plgktigbiceket al, 2014; Laluk and Mengiste,
2010) La cellulose, I'hnémicellulose, les pectines, lignines sont alors altéréesathtayéne
peut pénétrer dans la cellule et se nourrir des ressources carbonées ppafuitetie
dégradation. Des études ont montré Bueinereaproduit des acides oxaliques pour créer un
environnement propice pour son activité enzymaticgtequi entraine desnodifications
physiologiquesians les celluke e laplante causant la mort cellulaire. Certains nécrotrophes
sont capables d’influencer les phytohormones ou de limiter leur actions emtt@grsignaux

de défenses ou en détoxifiant les molécules de la pllaaligk and Mengiste, 2010).
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La plante peut percevoir ces différents mécanismes d’'attaque des pathogeetteet

en place ses défenses pour limiter ou empécher I'infection.

B. Les réponses des plantes a l'interaction

Les plantesnt développ@u cours de leur évolutiaifférents mécanismes de défenses
les défenses passives ou constitutives et les défenses dotiveltensesconstitutivessont
des barriéres physiques telles que la cuticule ou des barrieres chimiques swdbdae de
différentes molécules comme les composés phénoliques. Ces barrieres sont présentes d
maniere naturelle chez la plante. Les défenses actives sont induitesis temps : la
reconnaissance du pathogéne, la signalisation puis la mise en place dessrdadéfenses
(Pieterseet al, 2012).L’ absence de maladie résulte d’'une incompatibilité fondamentale, c'est
a-dire a une résistance de tous les cultivars, soit d’'une résistanfmilthce dépendant des
especespu cultivars d'uneespeceet/ou des biotypes d’'un pathogémgle peut aussi résulter
d’'une compatibilité mais la plante edbrscapable de mettre en place des défenses efficaces.
Dans le cas contraire, si cafehsesie sont pasfficaces|a plantesera alors sensibét malade
(Lepoivre, 2003)Ces différents types de réponses des plantes sont étudiés dans ce paragraphe.

Lesdéfenses constitutives

Les défenses constitutives des plantes sont de nature physique ou cleimguent
pas partdes défensaaduitesde la plante proprement parl&e sont des mécanismes naturels
jouant ler6le barriereaux agressions extériegraju’elles soient biotiques ou abiotiquEles
peuvent étre wables d’'une plante a l'autre et ell€sultent d’'une adaptation temporelle aux
conditions environnementales et climatiques. La barriere physique, ou strycastala
premiére rencontrépar les pathogenesil s’agit de la protection la plus efficace. Cette
protection est essentiellement due a la cuticulegsfiieés résistante aux agressions, grace a sa
composition chimiqueD’autres mécanismes physiquesistentpour limiter les attques,
comme la formatione poils, appelés trichomedes épines ou aiguillons. Ces formations vont
limiter les attaques des insectes phytophages et donc I'apparition derdd¢Bgnhamou,
2009).Les barrieres chimigues freinent également la progression des pathogénes.des sont

composes de différentes natures, produits pdesoles cellules végétalg®©sbourn, 1996)
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Figure 19 : Modele « zigzag »du systeme immunitaire des plantes (Jonesand
Dangl, 2006).

Dans la premiere phase, les plantes détectent |eMAMPSs/PAMPs
(Microbial/PathogerAssociated Molecular Patterns)via les PRRs (Pattern
RecognitionReceptors qui déclenchda PTI (PAMP-Triggeredimmunity). Dansla
seconde phase, certains pathogenes délivrent des effecteurs capablestdmterf
avec la PTI ou permettentla nutrition et/oula reproduction,entrainantl’ETS
(EffectorTriggered Susceptibility. Dans la phase 3,des effecteurgpeuventétre
reconnus pades protéinedetype NB-LRR, activant ainsi’ETI (EffectorTriggered
Immunity), une version amplifiée de la PTIl pouvant entrainer une réaction
d’hypersensibilité (HR). Dans la quatrieme phase, les pathogenes perdent
acquierente nouveaweffecteurssupprimant’ETI. A nouveauxd’autres protéines
réceptricesde type NB-LRR peuvent reconnaitre ces effecteugs résultant a
nouveal’ETI .
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Ces molécules, appelées phytoanticipines, sont souvent de petites tailles, dehdntligues,
comme le catéchotles flavones ou quinonesy bien de nature alcaloidictone samnine.
Elles peuvent aussi étdes glycosides cyanogéniques ou encore des hhiles.freinent la
germination des spores desampignonssur la croissance myceélienne, ou ena@mxifient
lestoxines (Benhamou, 2009).

Cependant, au cours de I'évolutides pathogenes, dont les champignons ontiscia
capacitée traverser cesbstacls, et réussissent a infecter la plante. d&fenses d&a plante
sont induites s’il y aeconnassance du pathogeaemiseen place un systéme de défense et de

résistance.

La perception eta reconnaissance du pathogene

Les mécanismes de défenses des plamesinduits par deux méthodes de détections des
pathogenes
X la détection du pathogene non spécifigpleénomene appelé PTI (PAMRggered
immunity).
x la détection spécifique du pathogerappelé phénomeneET! (effector triggered
immunity), qui entraine une résistance gene pour géne ou résistance spécifique induite.
Ces deux phénomenes sbiéndécrits padones and Dangl2006)avec leur modelen

zigzagbaseé sur une coévolution des partenaires avec une course a l'arrfféguentl9).

I. La reconnaissance non spécifique

La plante est capable de détecter des éliciteurs généraux, non spediiigoesa de
nombreux récepteurs membranaiRRBRs (pattern recognition receptoBenhamou, 1996).
lIs sont capables de reconnaitre des molécules communes a différentomgarnsms, y
compris les no pathogenes. Ces moléculesont appelées PAMPs ou MAMPs
(pathogen/microbiafssociated molecular patterg)jlessontdedifférentes naturesprotéique,
enzymatique, lipidique, polysaccharidique. Sous l'action des enzymes des pathogeares, la
végétale est dégradée en petits fragmestaivent des oligogalacturonides (OGgui
deviennent a leuour des éliciteurs endogenappelés DAMP¢damageassociated molecular
pattern)(Boller and Felix, 2009; Ferraet al, 2013; Poinssott al, 2003) La perception de

ces molécules induit le premier type de répodsda plant& une infection, appelée résistance
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Figure 20 : Mécanismesde perception despathogenes Boller et Felix, 2009).

Les MAMPs (Microbe-Associated Molecualr Patterns), leBAMPs (Damage
Associated Molecular patterns) et les effecteswst percus pata plante comme des
sighaux de danger Les MAMPs extracellulaires spécifiques aux pathogenedest
DAMPs issus de l'activité de leur enzymessont reconnuspar les PRRs (Pattern
RecongnitionReceptors)Dansla coursede la coévolution,les pathogénegagnentde
nouveauxeffecteursfacteursde virulenceet les plantes évoluenten produisant de
nouveauxPRRset/oude nouvelleprotéinesde résistanc€R) percevant ces effecteurs
Quandles MAMPs, DAMPS et les effecteursont reconnusles défensesle la plante
sont induites.

RLK: receptorlike kinase,RLP: receptorlike protein, NB-LRR: nucleotide binding
site-leucinerich repeat
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basale a PTI (PAMP Trggered Immunity). Cette réponsst d’'intensité moyennet se
manifeste par diverses réactions moléculaires « générales » telles quéficatrmddes flux
ioniquesa travers la membrane plasmique, I'activation de protéines kinases ou la production de
formes réactives d’'oxygeénes (ROS, « reactive oxygen species »), quimhhabgermination
de nombreuses spores de champignongubuenforcent la paroi végétalea PTI permet de
limiter la propagation de nombreux pathogerégures 19 et 2D

Cependant, certains pathogenes peuvent interférer avec la PTI grace a desreffect
ETS (effectottriggered susceptibilityylélivrés dans la cellule végétale quii ont pour but
principal de courtircuiter les voies de défense activées. lls peuvent régaleinhiber
l'activité des PRRs ou étre toxiguepour la cellule végétale, oencore détourner le
métabolisme de la plante a leur pretibloqueres cascades d’évenemeqts suiventa liaison
éliciteur/récepteurLa plante deviet alors sensiblePami ces effecteurs se trouvent des

produits des alleleAVRdugéened’avirulence (Jones and Dangl, 2006).

ii. Lareconnaissance spécifique

Les plantes ont alors évolaé modifiant les cibles de ces effectedisSou en mettant
en place des systémes pour les détecter grdeenauveaux récepteurs intracellulair@&st
la reconnaissance spécifique, appelée ETI (efféaggered immunity)Cette reconnaissance
est basée sur les travaux (ééor, 1956; Flor, 1971), qui décrit une résistance géne pour géne
grace alinteraction entre les produits de deux genes compléures spécifiques de type
résistance- avirulence. Le geneR résistance de la planteode pour une protéine R
(généralement un récepteur membranana),interagit avec la protéine AVR, produite par
l'allele AVR avirulent du pathogéne (Lepoivre, 2003). Quand les deux protéines sont
complémentaires, il y a absence de maladie. En éfepnnexion entre les deyxotéines
R/AVR conduit & une cascade d’événements actles génes de défense. Ces derniersrdode
pour des protéines impliquées dans différents mécanismes physiologiques, camme |
production de forme actives de I'oxygene (FAO), la modification de flux ioniques,sde
mécanismes de phosphorylatibtéphosphorylation par des protéines kinases, entrainant une
réaction d’hypersensibilité (HR), se traduisant par la formation d’'une ®ecésst la mort
programmeée des cellules au niveau du point d’infection, qui a pour but de cenfiedétruire
le pathogénéBenhamou, 2009) 'altération ou I'absence de I'une ou I'autre des protéines (ou

des génes) entraine I'appaitides symptomes de la maladig(re21).
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Lors del'interaction entre lesprotéinescodéegarles geneRR et AVR il y arésistance
dela plante.En I'absencede 'une oul'autre de cesdeuxprotéinesou desdeux,il y a

réactiondetype compatibleet expressiowlela maladie
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La HRet/ou la perception du pathogéne sattompagnée d’'une émission de signaux
d’alerte vers les cellules voisinggour créer une zone de résistance locale acquise (local
acquired resistance ou LAR)iatuirela prodwction de molécules de défenska.propagation
des signaux et la syntheserdeléculespeuvent 8 généralisea la plante entiérgpour obtenir
la résistance systémique acquise (systemic acquired resistance ou SAR)ugeir@sonse
moins intense mais plus durable dans le temps.

En réponse a ces mécanismes de défense, les pathogenes vont a leur tour trouver de
nouvelles armes pour combattre et/ou déjouer les défenses des plantes, goi enetitveau
tout en ceuvre pour trouver une nouvelle parade. t&votution des agents pathogénes et des
plantes entraine donc le développement continuel de nouvelles stratégies d’attdeses\ee

pour les deuyartenaires de l'interaction.

Les réactionsle défensedes plantes

Suite a la perception du pathogene grace aux éliciteurs exo ou endogenes ou par la
reconnaissance gene pour géne, uneacksde transduction du signdieal au niveau du point
d’infection. Ces signaux vont permettre a la plante de répondre a l'infection.

Tout d’abord, hormis en cas de PTI, une zone d’hypersensibilité (HR) se développe autour
de la zone infectée en formant une nécroseort des cellules. Cela permet de limiter la
progressiordu pathogene dans les tissus encore gBiasglet al, 1996; Greenberg, 1997)

Ce sont les FAOs produits qui initieogétte mort cellulaireD’autres signaux peuvent étre
induits par la perception du pathogéne, comme des influx calciques, la production de ROS ou
I'activité de mitogeractivated protein kinasédMAPK) ou de phosphatasese£signaux émis

par les cellules dégradéesnt permettrde renforcement des parois cellulaires végétales par
des dépbts de composés, comme la lignine, la subérine, la callose (Benhamou, 1996;
Benhamou, 2009). Il peytavoir aussi formation de papilles qui sont une barriere physique et
chimique contre la pénétration des champignons (Aist, 1983; Benhamou, 2009; Lepoivre,
2003).Ces signaux vont également permettre d'étendre la zone réactive de la plantet,En eff
en marge de la HR, se développe la LAR, une zone ou les réponses de défenses sonesnportant
mais nes’étendent pas a toute la plafioreyet al, 1998) La synthése et 'accumulation de
métabolitessecondaires antimicrobiens sont trés importantes. Ce sont souvent des dérivés
phénoligues issus de la voie des phénylpropanoides (flavonoides, isoflavonoides,

anthocyanines, coumarines, terpénes) ou des phytoalexines.
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Lors de I'infection, apresla reconnaissanceu pathogénevia les DAMPS, PAMPs,
effecteursou protéinesAVR, différentsmécanismese mettent erplace,commela PTI
(PatternTriggeredimmunity), la HR (Hypersensitive Responseuivi dela LAR (Local
Acquired ResistangeLes phytohormones véhiculertinformation a traversla plante

pour induirela SAR (SystemicAcquired Resistange
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La transduction du signal de la perception du pathogéhégalement activger la
synthése de phytohormongermettant la mise en placedifenses activesystémiques dans
toute la plante la SAR (Lepoivre, 2003)La SAR s’exprimedans toute la plante;gompris
dans les parties non infectées, permettaat téponse plus rapide dans ces zok#s est
efficace lors d’attaques de champignons, de bactéries, de virus, certeatesret nématodes.
Des molécules de défenses sont synthétisées et circulent dans la plante qmégéa potre
des agressiongltérieures telles que des protéines de stress, métabolites secondaires de type
phytoalexines, des composeés structuraux et des enzymgpeaseinhibiteurs enzymatiques
comme des PGIP, des inhibiteurs d’endopolygalacturomasdss pratines PR (pathogesis
related), qui possédent une activité antimicrobienne (chitinase, glucanase, lysozyme,
polysaccharidase ou anti protéasgg)oesteret al, 1998; Van Looret al, 2006; Van Loon
and Van Strien, 1999) es protéines PR ont un rateajeurdans les défenses des plantes contre
les pathogénes ou les stress abiotiques. Il existe 17 familles de proliffiérentesclassées
suivant leur structure ou activitélles sont stables a pH acidesent tres résistantes a lI'action
des protéases produites par la plante ou les pathogenes. Elles peuvent avoivitEs acti
antimicrobiennes, comme dégrader les parois des champignons, des bactériegrerdébe
fragments de chitines qui vont serviéliCiteurs de défenses, pour augmenter le taux de réponse
de la plantgVan Loonet al, 2006).

Ce sont dsphytohormonesgjui permettent la mise en plade la SAR,induisant une
résistance systémique. Ces hormones végétaledande jasmonique, I'éthylene et I'acide
salicylique. Ellesont soit un réle de défense diretiit un réle dans la transduction du signal
en induisant la production de molécules antifongiques comme des enzymes de (f&fpunmses
22).

Le réle deshormones végétales

Lesphytohormones jouent un role ddasnise en place des défenses systémigures,
signalant 'infection dans la plansaite a une réaction d’hypersensibilité ou LAR. Il existe
plusieurs phytohormones avec un role plus ou moins didims les réponses de défenses des
plantes.

Les oxilipines dont font parg I'acide jasmonique(JA) et ses dérivéssont des
molécules issues de I'hydrolyse des lipides par des phospholipasésisanties acides gras

insaturés tels que l'ade linoléique. lls ont des propriétés antimicrobiennes et sont des signaux
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cellulaires. Le JA induit I'expressin de genes de défenses ou la mort cellulaire programmée
(La Cameraet al, 2004) Il est produit par des lipoxygénases (codé par le g€ par
exemple)a partir de I'acide linoléniqueSonactivité est induite par des élieiirs comme le
FKLWRYV D @luRaxesIpaut induire la synthése de certaines protéines PR, telles que les
défensines ou thionines, qui ont des activités antifongiques (Benhamou, I2p68} agir en
combinaison avec I'Efiénequi renforce son activit@urneret al, 2002)

L’éthylene estine phytohormone volatile qui joue un réle importarts la physiologie
de la plante, notamment pourd@nescenceu la maturation des fruits. Il est impliqué dans les
défenses des plantesxairess biotiques et abiotiques. Son réle est différent suivant les plantes,
puisque par exemple, il va induire la maladie cbextainesplantes infectées p&. cinerea
mais il induit une résistance chez la cargi&ad, 1993; Hoffmaret al, 1988) Il stimule
'apparition de la HR oula biosynthése des phytoalexines, notamment en induisant la
phénylalanine ammonia lyase (PAL).

L’acide salicyliqueest une phytohormone étudiée depuis de nombreuses arioigs
le r6le dans la mise en place des défenses n’est plus a prouver. C’est un phénylfgopanoi
dérivant de la synthése de l'acide benzoique, quiréstrépandu dans les plantesgat
s’accumule en cas d’infection pathogéniqliesert de messager secondaime étant véhiculé
par le phloémell est associé a la SAR, et souvent a la HR, mais pas systématiquement. La
corrélation entre la SAR et le SA a été démantlans de nombreuses plantes (tabac,
concombre, Arabidopsis, ..), puisque la SAR est induite par application deeSfcapable
d’inhiber la catalase pour éviter la dégradation @] ce qui favorise la mise en place des
défenses. L'expression des gemescertaines protéines R#t également induite par cette
phytohormone. Le SA peut étre produit par la voie de la PAL a partir du cinn@Dieteet
al., 2009) et la PAL répond a I'accumulation de $8honget al, 2008) induisant la synthése
de molécules de défenses comme les phytoalexines.

Ces différentehhormones peuvent agir en synergie ou par antagonisme, jouant sur
I'issue de la réponse a I'infection (Lepoivre, 2003; Thateal, 2002; Thommat al, 1998;
Xu et al, 1994) Par exemplde SApeutinterféreravec la voie du JA en devenamtinhibiteur
potentiel de sa synthé¢€haleret al, 2002) Les hormones végétales permettent la synthése
de molécules de défenses, telles que les phytoalexines, nécessaires lddasctmtre le
pathogene.
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Figure 23 : Voie de biosynthesedes stilbénes etformules chimiques de ces
molécules

La phénylalanineammonialyase (PAL) est 'enzyme précurseurde cette voie de
biosynthéseet la stilbénesynthasg STS) permetla synthésede resvératrol, précurseur
des autresstilbénes Le tableau présente les différentédsrmules chimiques des
stilbenes, synthétisé@spartir du resvératral

(Coutos-Thévenattal, 2001, Chongetal, 2009).
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Les phytoalexines

Les phytoalexines font partiles molécules synthétisées par les paptair se défendre
contre I'arsenal développé par des pathogénes, ou a différentchirespies ou abiotiques.
Ellesjouent un role d’antibiotiquesar ellesont des propriétés antimicrobienn€ette classe
de molécules est tres diverse et variée, avec plus de 350 molécules diffééparties dans
au moins 30 familles de planteBenhamou, 2009). Elles sont véhiculées dantela plante
et se retrouverdoncaussi bien dans les racin@s le tronc que dans les feuilles et les fruits.
Ce sont des composés phénoliques dérivant de trois voies métabdiitgrentesdont les
précurseursont I'acide shikimique, I'acétate mévalonate atétate malonaté-igure 23).
L’acide shikimique estin précurseur de lphénylalaninequi est convertén acide cinnamique
par la PAL. Cet acide peut donner les acides benzoiquedétordl’acide salicylique ou alors
I'acide p-coumariquevia I'action de la cinnamatd-hydroxylaseCe derniefest leprécurseur
des acides hydroxycinnamiques dont les lignines, les acides caféiqugui&ral sinagique
qui peuvent avoir un rdle inhibiteur des enzymes extracellulaires du pathogene (Corbaz, 1990)
Le p-coumaigue se tranforme en p-coumaroyl-CoAsous l'activité dda 4-coumaroylCoA
ligase.Le p-coumaroyiCoa et le 3nalonylCoa sont les substrats de deux enzymes : la
chalcone synthase et la stilbene synthase. La premiére est le précurseulielddasyathése
des flavonoides, tels que les anthocynes, les flavanols et les tanins, et la secoladeqeur
des molécules non flavonoides : les stilbenes, molécules spécifiques a la \Agtiaidgtes
végeétaux ligneux synthétisant la stilbene synthies stilbénes et lasaflavonoidessont les
principales phytoalexinesynthétisées par les plantes en cas dinfection pathogénique,
notamment fongiquéChonget al, 2009; Lepoivre, 2003; Osbourn, 1998¢s molécules vont
inhiber la germination des spores ou la croissance mycélienne. Certaihesist capables
d’inhiber la synthese de macromolécules fongiques. Les isoflavonpé&le®nt également
servir de signaux oa modérerle transport de I'auxine dans la plar(t€honget al, 2009;
Jeandeet al, 2002; Subramaniaet al, 2006).

Les stilbénes sont tréstudiéscar ils sont produits pas de nombreuses plaetes
notammenthez la vignéLangcake, 1981; Langcake and Pryce, 1976). Ce somhalésules
avecune structure en CG62-C6 (deux cycles benzéniques reliés gaunx carbones doubles
liaisons).Leur princpale fonction est de protéger la plante contre lesafgresseurfChonget
al., 2009; Hart, 1981; Jeandet al, 2010; Langcake, 1981)a régulation des stress par la

biosynthese des stilbemst tres documentée. Il a été constaté que I'expression de la stilbene
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synthaseainsi que la synthése des stilbérsant induies chez la vigne paune infection
pathogénique le Mildiou, I'Oidium et la Pourriture grise(Adrian and Jeandet, 2012; Jean
Deniset al, 2006; Jiacet al, 2016; Langcake and Pryce, 1976; Schetesd,, 2008). De plus
des études démontrieque les stilbenes, synthéssgarVitis vinifera sont capables d’'inhiber
la croissance dB. cinereaou dePlasmopara viticolg Couts Thévenott al, 2001; Hairet

al., 1993; Jeandett al, 2002; Langcake, 1981[n effet, certaines enzymes fongiques sont
sensibles a ces molécules. Les stilbenes affectent également la respirationec@loiaution

de I'absorption du dioxygeneetils alterent aussi la stcture cellulaire du pathogerten effet,

ils dégradat les membranes des organelles et la membrane plasmigifsarganisenie
réticulun endoplasmiqueS’ils sont accumulés dans les tissus ligneux, ils peuvent ralentir la
dégradation du bois par les champignons (Hart, 1981).

Le premier stilbéne identifié suite a une infection par un champjgsginle trans
resvératrol(Langcake and Pryce, 1974) est catalysé par la stilbene synthasal forme
ensuite leautresstilbenedell HV T X Windddin@ (Figure23). Les dérivés du trangesvératrol
varient en fonction du nombre de groupements hydes, des substitions pardes sucres ou
des résidus méthoxy, par leur conformatramset par leur degré d’oligomérisation. Le picéide
résulte de la glycosylation du resvératrol paeglucosyltransferas le ptérostilbéne découle
de saméthoxylationpar OGméthyltransferasdd W-vidifefne par uneligomérisation.

Lors de tesin vitro sur des spores d& cinereala ™iniférine est plus efficacpour
bloquer leur germination gue resvératralLangcake and Pryce, 1976). Il est démontre lgu
resvératrol et la viniférineont naturellement peu présents dans les feuilles et les baies de la
vigne, sauf en cas d'infection fongique, ou leur accumulation importante est symaleym
toléerancgDercks and Creasy, 1989; Kelkdral, 2003; Langcake and Pryce, 19763 dosage
de la production des composés phénoligetsiela production des stilbénesptamment le
resveératrol et la viniférine, peétre utilisé comme marqueurs d’infection et de sensibilité, pour
différencierles cépages résistamtsssensiblesnotamment pour les maladies foliai(€hong
et al, 2009; DouilletBreuil et al, 1999; Sbaghet al, 1995).

C. Lesréponses connuede la vigneaux maladies

De nombreux travaux ont étudié les difféerentes réponses de la vigne a difféesmsts str

notamment aux agressions pathogéniques.
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Muscadinia rotundifoliaest connue pour étre résistante a de nombreux pathogénes
contrairement ¥itis vinifera. Ces résistance sont dug principalemené une résistance gene
pour gene. Des croisements ont été effectués pour récupérer cette redmtanes cépages
cultivés Desétudes ont décrit pres de 233 gedesésistancehez le Pinot noir, codant pour
des potéinesa domaines NBS (nucleotide binding site) ou LRR (Leucin rich repeat),
notamment les gen&JN1letRPV1deV. rotundifoliaresponsables de la résistance au Mildiou
et a I'Oidium(Kortekamp, 2006; Pauquet al, 2001; Velascet al, 2007).

D’autresmécanismes de résistances aux maladies sont impliqués comme l'intabition
certaines toxinesongiques.Par exemple les cellules végétales des cépages peu sensibles
peuvent détoxifier 'Eutypine en Eutypin@Colratet al, 1999) Pour les maladies du bois, la
vigne est capable de répondre a l'infection en bouchant les vaisseaux xyléngengeav
gommes et des thybBdFleuratLessardet al, 2010; Mutawilaet al, 2011) La perception du
pathogene peutgalemense fairevia des éliciteurs. Il en existe de différemtgaturechez la
vigne capabls d'induire des réponses. Par exemple, des éliciteurs de type oligosaccharidique,
F R P P H-1QMdellodextring(Aziz et al, 2007) le cycbdextrine(Bru et al, 2006; Morale®t
al., 1998)ou la laminaringAziz et al, 2003)provoquentine tolérance conti. cinereaouP.
viticola (Trouvelotet al, 2008) En réponse aux traitements par ces éliciteessvbies de
signalisation du SA et du JAaccumulation derotéines PR, lproduction @ ROS ou de CA
sont induites (Gomeés and Coufblsévenot, 2009)L’ergostérol est un éliciteur lipidique
provoquant I'expression du gene ldegorotéine R 14 et I'induction de la voie de biosynthése
des stilbénegGomeéset al, 2003; Laquitainest al, 2006) Poinssogt al, (2003)a démontré
I'effet éliciteur de I'endopolygalacturonade B. cinerealésactivée elle est élicitrice de par
sa nature, son activité n'est pas nécessaire quueitesdéfenses dans la plarge mettent en
place. Il en est de méme avec I'oligandrindPd@ium oligandrumqui induit une tolérance de
la vigne contreB. cinerea(Mohamedet al, 2007; Yacoubet al, 2016) Des fractions
polypeptidiques glycosyléesElitypa lataont la capacité d’augmenter I'agté de la PAL,
alors que I'Eutypine n’a aucun effet (Amborabé, 2000; Ootaat, 2006b) Cette enzyme est
egalement activée par des fractions peptiques des champignons associéawesyadEsca
(Luini, 2007). De nombreuses études se sordlfsées sur les réponses précoces aux maladies
du bois, en travaillant sur des modeéles simplifiés, comme des pla(Raittsret al, 2009)
des faiilles (Campset al, 2010; Campet al, 2014)ou des suspensions cellulaji@énard
Gellonet al, 2015; Limaet al, 2012; Mutawileet al, 2017; Stempieet al, 2017) Ces études

ont démontré l'effet inducteudes fractions élicitrices (polypeptidiques, toxines, enzymes)
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Famille | propriété Fonction / site cible

PR1 antifongique inconnue

PR2 -1,3-Glucanase Paroicellulaire ( -1,3-glucane)

PR3 Chitinasegtype I, II, IV, VI et VII)

Paroi cellulaire (chitine)

PRA4 Chitinasegtype | et II)

PR5 Thaumatindike Membrane plasmique

PR-8 Chitinase(typelll) Paroicellulaire (chitine)
PR-10 Ribonucléasdike) RNA

PR14 Protéinale transfert des lipides Participe aux voie de signalisation difenses
PR15 Production de KD,

PR16 Oxalateoxidase activitéantimicrobienne

Tableau 2 : Différentes classesle protéines PR connueschezla vigne (Enoki etal, 2006).
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fongiques sur des géenes de défenses comme ceux codant pour la PAL, la stilbése syntha
les protéines PRANdolfi et al, 2011; Rolshausest al, 2008).

L’implication des protéines PR dans léponses de défense de la vignest plusa
démontrer Toutes les fartles n'ont pas encore été découvertes ou caractéris@es{Enoki
and Suzuki,(2016) en présete une bonne partielébleau 2 La PR1 qui aune activité
antimicrobienne(Bertschet al, 2003) et joueun réle dans la SAR et la LAR.aLPR 2
(glucanases) (Jacobsal, 1999), les PR 3 et 4 (Chitinases) qui sodtites par 'infection par
P. viticolg E. lataet les maladies du bo{Mutawilaet al, 2017; Roberet al, 2002; Spagnolo
et al, 2017; Stempiest al, 2017), hydrolysent les parois fongiques et la chitiretivité de
la protéine PR5 (thaumtine/osmotine) entraine une rupture osmotique de la nmmenbra
plasmique des champignonsa fraction sécrétée pdf. lata entraine I'expression du gene
codant pour la protéine PR 6, qui est dépendante de la voie de signalisatio(Haag dAal.,
2004; Mutawilaet al, 2017) L’expression de la protéine PR 10 est induite Rsgudomonas
syringae(Robertet al, 2002) Elle a une activité ribonucléase qui lui confere une résistance
importante contre les bactéries, virus et champignons. La plupart de cergr®@& sont
impliquées dans la SA@Busamet al, 1997).

Depuis de nombreuses années, les connaissances sur le métabolisme des
phytoaleines de la vigne ont augmentée gene codant pour la stilbéne synthase a été cloné
pour la premiére fois eh990(Melchior and Kindl, 1990). EA007,Velascoet al, dénombre
la présence de 21 genes putatifs de cette enzyme chez le Pinot noir. Ce génd esiridd
nombreux pathogésecomme Aspergillus, les champignons associés a I'Esosatadies du
bois (Bruno and Sparapano, 2006a; Bruno and Sparapano, 2@6Ghherea(Gableret al,
2003) ouPseudomonas syringéRobertet al, 2002) maisil peut étre dépatantdu cépage.

Ce gene reagit également ali®érents éliciteurs cité alessugAziz et al, 2004; Poinssadt

al., 2003; Trouvelotet al, 2008) ou d’autres comme le benzothiaz@lati et al, 2005)

/I TDFFXPXODWLRQ GHV VWLOEQgQHYV QRWD P-¥tif€ifetans UHV Y p
la vigne est connue depuis de nombesuannées, et elle gsbvoquégar le Mildiou, I'Oidium

ou la Pourriture grise (Langcake and Pryce, 19T#&ite accumulation est nécessaire pour

obtenir une certaine résistance aux migla Les phytoalexines s'accumulent aussi bien dans

les feuilles que dans le bois, autour des zones infepéédes MDB(Amalfitanoet al, 2000;
Amalfitanoet al, 2011; Chapuist al, 1998; Lambert, 2011; Schnetal, 2008) Ellesont un

effet sur la croissance des pathogenes en laboratoire, notafamiatd, B. cierea ou P.

viticola (Adrian et al, 1997; Coutos Thévenet al, 2001; Peze¢t al, 2004) Des plants de
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vignes transgéniques, qui surexprim&iiS1 présentent une résistance accrug. &inerea
(Coutos Thévenott al, 2001) Ces molécules somttentivemengtudiées paules utiliser
comme moyen de lutte contre les MDB.

Les différentes études sur les relations plante/pathogénes démontreatt’dep
infections sur les différentes métabolismes. Des études ont montré I'implidatorelations
carbonées dans l'induction d’une tolérance aux maladies et stress abifAifpuga-Bastien
et al, 2010; Durancet al, 2016; Lemoinest al, 2013; Lemonnieet al, 2014; Mediciet al,
2014; Trouvelokt al, 2014; Veilletet al, 2016) C’est pour cela, que la compétition pour ces

ressources entre la plante et le pathogéne est étudiée.

V. Compétition pour les ressources carbonées dans la plante

Les pathogenes, et notamment les champignattaquent les plantes car ils sont
hétérotrophedls ont donc besoin des réserves carbonées des hotes pour vivre et se développer.
Dans le cas des maladies du bois de la vigne, les pathogenes se développent dangsdes organ
vasculaires, afin d’étre au milieu des échanges entre les organes récupérémndessé
minéraux et ceux synthétisant I'énergie et la matiére organique. Afin de comgpiand
compétition qui prend place entre le pathogéne et I'hdte pour les éléments nutritispein r
sur les différents métabolismes et flux dans la plasteexposénotamment ceux des sucres.

Ensuite, les mécanismes de compétitions sont abordés.

A. Généralitéssur les flux desassimilatsdes plantes vascularisées

Les végétaux sont autotrophes et créés leur propre matiére organique en réuisant |
matiére inorganiqueteninérale. En effet, ils captent la lumiére et le CO2 atmosphépaune
leurs organes photosynthétiques pour produire de I'énergie et de la matanig|weg @tte
activité photosynthétiqueli@u dans les organeggétatifssourcesau niveau des chloplastes
des cellules du mésophylle. L'eau et les substances minérales sont absorb&esnganks
souterrains (principalement les racines). Des échanges de ses él@mbdiets entreousles
types dbrganes grace a des vaisseaux conducteues xyleme, qui véhicule la seve brute
composeée des éléments minéraux et de I'eau, et le phloéme, qui permet a la seve élaborée de

transporter les sucres et les acides amieésles organes de la plajtemoineet al, 2013).
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Figure 24 : Représentation des mécanismede transports des sucressymplastiqueset
apoplastiques dange phloeme(L emoineetal, 2013).

Le saccharosealisponible des cellulesdu mésophyllese diffuse de cellules en cellules
jusqu’au phloem@arenchymateur@P)via les plasmodesmeke chargement du phloeme a
traversle complexecellule compagne/tuberiblé (CC/SE)peutsefaire par diffusion via les
plasmodesmesu partransportactif apoplastiqueCederniersefait graceaux facilitateursie
la famille SWEET qui exportentles moléculesie saccharose&ers|'apoplaste,puis par les
transporteurs symposaccharose/Hyersles cellules compagn€€C). Unefois dansle tube
criblé (TC/SE),les sucres entrainent des changentenpression hydrostatiquattirant I'eau
du xyleme et permettanta la sevephloemienne deirculer Au niveaudesorganes puitsla
sortie des sucrese fait généralementle manieresymplastiquepar les plasmodesmeke
décharnement apoplastigpeutavoir lieu suivantle développement éa naturedel'organes
puits.Le saccharose eghporté parlestransporteurs dsaccharosdetype SUC/SUT,soitil
estclivé englucoseet fructosepar les invertases pariétales et les hexesespris en charge
par destransporteursspécifigues d’hexosed e saccharoseeut aussiétre clivé dansla
cellule puitspar des invertases/toplasmiques ouacuolaires
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La circulation de la seve brute se fait grace a I'anatomie des cellules qubsem le
xyleme (cellulesmorteslignifiées) mais aussi grace a I'évapotranspiration, la forte cohésion
des molécules d’eau, la force capillagteenfin la poussée racinaifi@rodribb, 2001; Kimet
al., 2014).

La séve élaborée a un mouvement inverse, les sucres et autres photoassintilats
produits au niveau des tissus photosynthétiques (organes source) et sont dirigéovgases
puits grace au phloeme. Les feuilles matures sont les principauxesrgaurcg et les puits
sont généralement des organes ayant besoin d’énergie, comme les racinesst@seséou
les fleurs, ou des organes de stockage tels que les fruits ou les tub@esilplsotoassimilats
sontissus de la photosyntbe et du cyclde CalvinBensondont les principaux sotiamidon,
le saccharose, des acides aminés ou des lipides. Le saccharose est la forme enajoritair
transportée par la séve élabof(eéemoineet al, 2013; Turgeon, 2010; Turgeon and Wolf,
2009).

La circulation par le phloéme se fait en plusietapés: le chargement, la circulation et
le déchargemen(Figure 24). C’est la structure des vaissegoixloemiensqui est essentielle
pour cette circulation. lls sont pourvus de cribles, formant des tubes criblés, co@ndetes
cellules compagnes par detasmodesme®ranchus qui permettent le chargement et le
déchargement du phloémee chargement dphloémese fait de maniere passjvdl au
gradient de concentration,via les plasmodesmes, ou parfois avec des transporteurs de
saccharosese chargement des sucyas niveau des sourgesitraine une augmentation de la
pression osmotiquéDelrot et al, 2000; Durandet al, 2016; Lemoineet al, 2013) Grace a
I'eau venue du Xyléme, lairculationest essentiellement faitgadceau gradient de pression
hydrostatige entrees tissues sources puits :la sevese dirige vers les zones bagsession
pour le déchargement dans les cellules puits.déchargement se fait soit de maniere
symplastique soit apoplastiqealondeet al, 2003; Ludewig and Fligge, 2013)ans le
premier cas, e fait dans les tissus puits forts comme les racines, les jeunes flagilleganes
reproducteur§Oparka and Turgeon, 199@pns le second casestpour le stockage des sucres
solubles. Des transporteurs de saccharoses ou d’hexoses associés a des igovettases
nécessairgsour passer les molécules du vaisseau conducteur aux cellules puitglcitbesie
etal. 2004).Nous nous intéressons plus particulierement a ces transpaléesusres ainsi que

ces enzymes qui clivent le saccharose en hexoses
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B. Allocation des sucres dans la plante

Les sucres sont des molécules hydrophiles, elles ne peuvent donc pas passelestravers
membranes cellulaires. Il existe deux types de transpsrpmur faciliter leur passagdes
MFS (major facilitator superfamilyqui représentent la plus grande classe de transporteurs
présents dans tous les organisiireddyet al, 2012)et les SWEET (sugarsihveventually be
exported transporter), présents chez les plantes et les ar(@tenet al, 2010) Chaque type
a ses specificités et se retve sur différentes membraneses transporteurae jouent pas
obligatoirement un réle dans le transport longue distance, mais ils particif@laication des
sucres dans les cellules et influencent les relations source/puits. Les susast @ie
transportés sous forme de disaccharides, -@@€be le saccharose, ou parfois en
monosaccharides apres I'activité des invertaseygiolysent le saccharose en glucose et
fructose intervenanggalement dans la force d’appel des plienoineet al, 2013; Williams
et al, 2000).

Les MFS (major facilitator superfamily)

lls sont présents chez tous les végétaux, et sont représentés darsnudes:fles
transporteurs de disaccharides ou DSTs et les transporteurs de monosacchard€s, @uiv
sont impliqués dans la répartition subcellulaire des sucres, notamment dargaiess puits,
ou leur expression est élev@&iittner, 2007; Delrogt al, 2001).

I. Les transporteurs de disaccharides

Le saccharose peut entrer dans les cellules soit par la voie symplasgtes
plasmodesmes, soit par la voie apoplastigizedes transporteurs. Ces transporteurs sont
appelés SUT ou SUC (ché@zabidopsis thaliana Ils sont rarement associés spécifiguement a
destissuessources ou puits, sauf le transporteur AtSUT2, qui est associé aux organes puits. En
effet, il est exprimé dans les tiges en croissance, les pointes racinaires @aurneC#s
transportars de disaccharides interviennent aussi bien dans le chargement que le désttargem

phloemien.
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ChezVitis vinifera, quatre séquences homologues a celldsthaliana(SUT 2, 11, 12
et 27) ont été décrites et lsuétudes fonctionnellesnt été faites (sauf pour SUT2). Ces
transporteurs sont plus fortement exprimés dans les racines, les pémrsaetdejue dans les
feuilles ou les vrillegDavieset al, 1999) Le déchargememhloemienévolue au cours du
développement en passant d’'un transport symplastique a un transport apop|Zbagget
al., 2006).

ii. Les transporteurs de monosaccharides

Ces transporteurs se situent principalement au niveazahes de déchargements dans
les organes puits. A la fin de son voyage, le saccharose peut étre hydrolyséipasrteses
pour étre absorbé dans les cellules sous forme d’heflcaesdeet al, 2004) Ce passage est
assuré par des transporteurs spécifiques. Le premier transporteur moratigoeha
caractérisé cheArabidopsis thalianaest AtSPT1(Saueret al, 1990) un transporteur de
glucose, ensuite retrouvé dans de nombreusedgs comme le tababli€otiana tabacum
(Sauer and Stadler, 1993). De nombreux aut@ssporteursont maintenant identés et
caractérisés chez Arabidopsis, la tomate, le riz ou encore la(@gtieer, 2007; Diblewt al,
2005; Fillionet al, 1999; Haye®t al, 2007; Toyofukwet al, 2000; Vignaulet al, 2005) lIs
sont tous de type symport/H+ mais leur substrat peut étre différent (gltrootese, galactose,
mannose, ...).

La famille de transportesrde monosaccharide la plus étudiée est celle des STP (sugar
transport proteins)ls sont essentiellement exprimés dans les tissus (Retsot et al, 2001)
sauf AtSTP3, AtSTP4, AtSTP13AtSTP14 qui se retrouvent parfois dans les organes sources
(Buttner, 2010; Buttner, 2010; Poscleetal, 2010; Stdler et al, 2003; Yamadat al, 2011)
lIs se situent sur la membrane plasmi@Béttner, 2010)et ils catalysent le transport des
monosaccharides de I'apoplaste vers la cellule. lls sont de haute affinité wosulbstrat
(glucose généraleemt). Le fructose n’est transporté que par 3 protéirdSTPL, AtSTPS,
AtSTP13 (Buttner, 2010; Schol3tarkeet al, 2003; Stadleet al, 2003).

Il existe d’autres familles de transporteurs, caractésséhezA. thaliang comme
AtVGTs (vacuolar glucose transporter), AtPMT (polpnosaccharide transporter), AtINT
(Inositol transporter), ...

Chez la vigne, septansporteurs de monosaccharides, homolodeda famille des STP,
ont été isolésVvHT1, VVHT2, VVHT3 (ou 7), VVHT4 VVHT5 VVHT6 et VvpGIT (plasmid
glucose transporte(Condeet al, 2006; Fillionet al, 1999; Glissant, 2005; Hayetal, 2007;
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Leterrier, 2002; Terrieet al, 2005; Vignaultet al, 2005). Certains sont bien caractérisés,
comme par exemple, VVHT4 gue transporte que du glucose, alors que VVHT5 transporte
égalementlu fructose. VVHTL1 est essentiellement exprimé dans les baies de raisie@itlles f

au niveau des vaisseauxes ransporteur¥vHT5, VVHT3 et VVHT1 permettent de récupérer
dans le phloeme des monosaccharides pardusolés Les gened/vHT2, VvHT4et VVHT6

sont plutét exprimés dans les organes filtsyeset al, 2007).

Les SWEETs

Ces transporteurs de sucres ont la particularité de fonctienmeftux ou enefflux des
moléculesentre les cellule dépourvues de connexions symplastiques. lls sont indépendants de
la force protomotrice (du pH) et agissent selon un gradient de concentraBanexiste 17
sortes différentes identifiées chAz thaliang se trouvant majoritairement sur la membrane
plasmiqugChenet al, 2010; Doidyet al, 2012; Xuaret al, 2013) lls peuvent jouer un role
important dans le développement de la plante, comme la sécrétion de nectar danssles fleu
d’Arabidopsis thalianadeBrassica rapaet Nicotiana allenuatgLin et al, 2014) Certaines
études ont démontré leur implication dans les relations plantes / pathogénes, notarament a
B. cinereaqui induit AtSWEET4 et VWVSWEET4 chéx thalianaetV. viniferarespectivement
(Chenet al, 2010; Chongpt al, 2014).

Les Invertases

Les invertases sont des enzyrobs dans la répartition des sucres et le développement
GHV SODQWHV $SSHOpHV DXVVL |UXFMWREHG DKRAIB W RO\ V HIQ
maniere irréversible le saccharose en hexoses (glucose et fructose). Ceatgs@ypleut
eégalement étre faite par des saccharoses synthases mais de maniere réversiby/niass
sont fortement impliquées dans l'allocation des sucres et notamment dans ladpped de
puits en créant un gradient de concentration d’hexarsies les cellules des tissus conducteurs
phloemiens et les cellules puits adjacerftesnoineet al, 2013; Ruan, 2014)| existe trois
types d’enzymes différentes, classées en fonction de leur localisation, leur ipHinopt

d’activité, de leur solubilité et du point isoélégtie (Roitsch and Gonzalez, 2004lgs
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invertases pariétales (CWINV), les invertases vacuolaires (VINV ou GINgsenvVertases
neutregalcalines oucytoplasmiquegN/AINV ou CINV).

I. Les invertases pariétales

Ce sont des enzymes stables apoplastiques, associées a la paroi deslerituybts.
optimum est compris entre53,et 5 (Roitsch and Gonzalez, 200@hez Arabidopsis, 6
invertases pariétales ont été identifiéesaractérisée@néme si certainesnb un réle encore
mal définicomme CWINV3 et 6, car elles hydrolyaedes fructanes qui ne sont pas synthétisés
par la plante}De Conincket al, 2005) Leur expression est plus importante dans les organes
puits, au niveau du déchargement phloemien apoplastique (Ruan, 2@i4)expression est
souvent cerégulée avec celle des transparte monosaccharidiques, permettant ainsi de
controler I'entrée des heges dans les cellules pujidayeset al, 2010; Roitsctet al, 2003;
Ruan, 2012; Ruan, 2014).

Chez la vigne\(itis viniferg), seulement une invertase pariétale a été identifiée au cours
des études de leur implication dans le développement ddedettlildes baie@dHayeset al,
2007) Nommeée, VVCWINV1, elle est eexprimée avec les transporteurs d’hexoses VVHT3 et

5, notamment en cadmfection par des champignons biotrophgtayeset al, 2010).

ii. Les invertases vacuolaires

Les invertases vacuolaires sont des enzymes acides solubles pitbopkemal d’activité
est de 5-5,5. Hles sont localisées dans leacuoles, comme leur nom l'indique (Roitsch and
Gonzélez, 2004). Elles jouent unebllans I'accumulation des sucres dans les organes de
stockages, comme les fruits et les tubercules, en régulant la quantité de sacdhasola
vacuole et en remobilisant les hexoses dans les différentes voies métaboliques

Chez la vigne, deux invertasgacuolaires, (appelées VVGIN1 et 2) ont été identifiées.
Elles sont exprimées dans différents organes et leur activité augmenta jasggraison et se

maintient durant la maturation des fryiBavies and Robinson, 1996).

39



Figure 25 : Représentation des mécanismede la compétition pour les sucresentre le
pathogéneet la plante (Lemoine etal, 2013).

Différents mécanismegntrenten jeulors d’'une relation plante/pathogénaptamment pour
I'allocation des sucresLes deux protagonistes vont induirdifférents transporteurs pour
absorberes sucresapoplastiquesJTPs SWEETs SUT et équivalents chele pathogéne)
Les sucres absorbés alimenteiet métabolismeet participenta la signalisation, pouvant
entrainer chez les plantémduction de génesde défenseou la modification d’expression de
genesphotosynthétiques odes organeguits. L'absorptiondes sucres paa plante peut
égalemenpermettrede lutter indirectementontrele pathogenesn I'affamant
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li. Les invertases cytoplasmiques

Elles sont localisées dans le cytoplasmede&tutres compartimentsubcellulaires
(mitochondrie, cytosol, noyau, chloroplastes) et leur pH optirdiattivité est compris entre
6,8 et 8 (Roitsch and Gonzéalez, 2004; Xiaigal, 2011). Ce sont les invertases les moins
stables car elles n'ont pas de groupement glycosylé, au contraire des desiky/pes. De plus,
leur activité est faile et leur réle est peu caractéri€®ependant, larésence non négligeable
en glucose dans le cytosol est importante pour de nombreux mécanismes métaboliques, donc
ce role n'est pas insignifiaflRuan, 2014).

Chez la vigne, 9 invertases neutres / cytoplasmiques ont été identifiées. dblles s
exprimés dans de nombreux organes (feuilles, fleurs, racines, pépins) mais aventdiffér
profils. Par exemple, les genessdlevertases/vCINV1et VVCIN\W2 sont exprimées dans les
premieres phases du développement de la plante, puis a la véraison, c’est tasemver
VVCINV3,VVCINM et VVCINVS qui sont le plus exprimées (Ruan, 2014).

C. Compétition pour les ressources carbonées

Lors d’'une infection pathogénique, les ressources carbonées de lasplainteiss en
compétition entre la phte qui les mobilise pour se défieg et le pathogeéne, hétérotrophe, qui
en a besoin pour sa croissance et son arsenal d’attaque. Cette compétition prenchace
des organes puits, mais altere I'allocation générale des sucres dans toute (Bielaett and
Sonnewald, 200GFigure25). Les niveaux de sucres solubles diminuent lors de I'infection par
un champignon nécrotrophe, tel gBecinerea par exemple, chez la tomgtergeret al,

2004) ou le tournesolDulermoet al, 2010) La baissedes taux de sucres solubles peut étre
expliquée par un détournement de ces derniers par le pathogéne pour son développement
personnel et augmentaainsi sa force de puitpar un maintien dgradient de concentration
favorable avec les cellules de la pantette diminution des ressources carbonées peut aussi
étre expliquée par l'utilisation des sucres pour la mise en place des mécatesigésnses de

I'h6te. Les plantes peuvent aussi remobiliser leur saccharose hors du poettidmflimitant

ainsi les activités invertasiques e& lquantité d’hexoses disponibf@ur le pathogéne.
Différentes études ont également démontré que le pathogene peut entrainer dios tiéunsi

organe source a un organe puits (Biemelt and Sonnewald,. 2006yment#ion de I'activité

invertasiquedans certains organes sources peut expliquer cette théorie. Chez la vigne, il a été
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démontré que I'expression des génes de l'invertase paralgVINVlet du transporteu
d’hexosed/vHT5est augmentée dans les feuilles en cas d’infectioR.paecatoretP. viticola
(Hayeset al, 2010) Afin de ne pas alimenter le pathogene, la plante remobilise ses ressources
carbonées, en clivaié sacchayse en hexoses, qui sont stockidés les organes sources
devenus puit§Afoufa-Bastien, 2010)Le méme phénomene est déchiez Arabidopsist son
transporteur d’hexosestST13 homologue d&VvHT5a 83%, ainsgu’une invertase pariétale
AtCWINV1 pourBotrytis cinereaun champignomécrotrophgVeillet et al, 2016; Veillet,
2016) Certains pathogenes ne peuvent pas assimiler le saccharose, ils cherchemnt donc
alsorber les hexoses produits par les invertases de la plante ou des sucres isstadd¢isieg
des parois (Clark and Hall, 1998; Lemoetal, 2013; Schuleet al, 2015; Suttoret al, 1999)

Ces différents besoins énergétiques des deux protagonistes entrainent une enportant
compétition entre les ressources carbonées, influencant I'expressio@ngsseg) les activités

des transporteurs et des invertases.
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Objectifs d’étude de la these

|.  Projets d’études mondiaux et nationaux

Depuis une trentaine d’annédes maladiedu bois de la vigne sont préoccupantes.
Différents organismes ont décidé fileance des projets de recherches en Emren Europe
ou dans le Monde, créant ainsi des groupes de trguajppermettent aux recherchesdancer
ensemble.

La recherche internationaleur les maladies du boisst coordonnée par 'NCGTD
(International Council on Grapevine Trunk Diseasgs),fédére les principales équipes au
niveau internationalSon premier congres s’est tenu en 1998 en Californie, puis en 1999 en
Italie (Sienne)et cette rencontre, qui a lieu tous les deux ans, a pour but de promouvoir les
contacts entre les chercheurs et les différents partenaires povésiréer des collaborations
et des échanges d’informations sur les recherdessmaladies du bois de l&ggwe. Les
principaux sujets abordés lors des congrés sbétude des pathogenes, tepidémiologie,
I'étude des relations hétepathogénes et/ou environnement ainsi que des études sur les moyens
de lutte testés(http://icgtd.ucr.edu/).En Europe, il existe un groupe sur le méme
fonctionnement, le COST FA 1303, intitulé « sustainable control of grapevine trunk diseases
ou d’'autres projets financés comme les projets « winetwork », « programeneg 1V
Bacchus » et « microarray projectwww.maladiedu-bois-vigne.f).

En Frane, les principales thématiques étudiées dans les travaux de rectsnches
I'épidémiologie des maladies, I'écologie microbienne, I'étude des interagiiante héte avec
les pathogenes et la gestion des maladies au vignoble. Le groupe naticeciatde des
maladies du bois, qui regroupe des universités, des instituts de recherche, dasoassalgs
interprofessions et des chambres d’agricultures, permet de nombreuses callabbinaincées
par différents organisme®ar exemplele projet CASDARV908, intitulé « Recherche de
marqueurs physiologiques et moléculaires impliqués dans la tolérance igedawertains
champignons des maladies de dépérissemenétéfinancé en 2008. Ces recherches étaient
basées sur I'étude des trgancipalesmdadies du bois, notamment la caractérisation des
mécanismes impliqués dans l'expression des symptomes, lidentification de®stoxin
caractérisation du microbiote colonisant le tronc, recherche de marqueurpuéaplans la
tolérance et impacts des praiig culturales. D’autres projets sont financés par la fondation
Poupelain : « healthy grape » et « microflore et épidémiologie dedi@sldu bois », ou
financés par I'académie des sciences (fondation de la maison Louis Pastemgore des

projets de recherches sur les biocontrdles.
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En 2016,trois projets CASDAR(V1301, V1302 et V1303¥e sont terminés. lls ont
financédes recherchesur tout leterritoire francaisdans différents organismegsour étudier
I'agressivité des champignons impliqués dassrialadies du bois de la vigne, mais aussi pour
comprendrdes modes d’action de l'arsénite de sodium. Le but egirdposer de nouveaux
moyens de lutte efficacen étudiantes microflores pathogenest protectrices du bois de la
vigne etles répasesadaptatives de la planém recherchardes marquegrde tolérance et de
diagnostic. L’étude déimpact des techniques agricoles et des facteurs environnementaux
permet également geévoir etdelutter contre és maladies du bois de la vigfwevw.maladie
du-boisvigne.fr). En 2017, sous la coordination du CNiMge plateforme collaborativeternet
a été lancée comme support au plan national de dépérissement de la vigne. Laebjesitié
plateforme estl’agir pour limiter lesdépérissements en travaillant avec ‘aggulteurs, les
pépiniéristesles interprofessions, les chambres d’agricultures et les laboratoireshéeche.
Suite a un appel a projet de rechercteifs projets pluridisciplinaires ont été sélectionnés pour
continuer les avancééatesjusque maintenant (www.plateperissementigne.fr).

C’est dans le cadre du CASDAR V1302 que se sont dé&oldé études de cette these
CIFRE financée par le Bureau National mi®fessionnel du Cognac (BNJ@t 'ANRT. Les
partenaires de ce projstnt: 'INRA de Bordeaux (UMR SAVE), le BNIC, I'Université de
Poitiers (UMR EB]J équipe SEVE), UMR BIOGER (AgRarisTech), la chambre d’agriculture
de Gironde, le lycée agricole et viticole d’Amboise et TUMT IFV GenaMigCe projet,
intitulé « Microflores pathogenes et protectrices du bois de la Vignpatsés adaptatives de
la plante. Développement de marqueurs de tolérance et de diagnostic», avait peifidebjec
découvrir les microflores associées au bois sain ou malade. Ce projet adeecmisprendre
leur mode d’action, de caractériser les modifications physiologiques aink gysteme de

défenses de la plante

Objectifsde la these

En I'absence de moyen de lutte curative, une stratigikitte envisageableorire les
maladies du bois est la sélection de cépages ou de clones plus tolérants aux agentepathoge
Cette sélection nécessite dsposer d’'un test basé sur des marqueurs en relation avec la
sensibilité de la plante a son agresseur. Pour cela, il s’agit préalablentgtegheiner des
criteres simples et pertinents, permettant de suivre les réponses physesdagiignoléculees

de la plante a linfection. lls doivent étre dépendashiniveau de tolérance des différents
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cépages. Pour cela, il est donc nécessaire de mieux comprendre les répa@isieg)ijues et
moléculairs de la vigne a l'infectionLes travaux de cette the€#FRE ont été effectuéa
I'Université de Poitiers dans 'UMR EBI (équifgEVE), et sont soutenupar le BNIC et

I'associationnationale de recherche et technobo@NRT).

Son objectifprincipal estd’aboutir al'identification des marqueurs deensibilitéservant
d’outils moléculairegpour la réalisation d’'un tesfaide a la sélection et de diagnosticuiné
de cesnaladies : 'Eutypiose

Pour cela, plusieurs genes candidkst le choix a été fortement influencé par les résultats
des projets précédentmt été étudiéglans un premier tempsur des échantillons de feuilles
et de bois de bouturede différents cépagesmfectéesartificiellement parEutypa lataet
cultivées en serre a I'INRA de Bordeauxes échantillonsnt été préleves sur trois campagnes
d’infection entre 2014 et 2016, a différents temps d'infect@es génegsandidatsont été
retenus suite auetude réalisés lors de la thése de Céline Camps (2008) et du projet CASDAR
V908 (Gomes, 2013; Guéribubranaet al, 2013) En plus de I'analyse de ces génes, des
observations symptomatiques ont été effectuées un an post infeaitish quedes tests
d’identification etde quantificatiordu pathogéne dans le bois infeot# été réalisés, afin de
mettre au point, pour le BNIGine méthode de diagnostic de la présence du champémon

absence de symptémes foliaires.

Suite auxpremiersrésultatsd’expressions de genees échantillons infectéin planta

différentes questions se sont posées :

x Peuton réaliser un test d'infection plus rapide, plus répétable, indépendant des
conditions de cultures, tout en gardant le champignon sépaféuiléss répondant
I'infection (mimétisme de l'interaction sur bouture et en vignoBle)

X Estce que ce test permet de comparer les réponses de plusieurs cépages dans un méme

temps?

Pour tenter de répondre a ces questiomsest d’'infedion in vitro a étémis en placgpour
eviter tout stress supplémentapeuvant agir sur les résultags surtout raccourcir au strict
minimum le temps entre interaction et réponse des g&eite méthodedéja utilisée au
laboratoire SEVE, lors de linteracticdkrabidopsis thaliana / Botrytis cinereg/eillet et al.,
en soumission; Veilleet al, 2016) estparfaitement adaptéa la problématiquelLes génes
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marqueurs candidats sont donc étudiés a travers ce nouveau systeme d’intaastemmtact
physique entre le champignon X2 cépages différents classés en fonction de leur tolérance

estimée

Les travaux dealseconde partie de la theset pour but une approche plus fonctionnelle
dans le but de comprendreplaysiologie de I'interaction depuis la perception (identificatien
signauy jusqu'a la réponse (expression des geénes codant pour des protéines PR, des

phytoalexires,ou impliqués dans le transport de ss¢etde répondrauxquestions suivantes:

x Pourquoi certains cépages sont plus sensibles que d’adlrggsction ?

X Quels sont les mécanismes de défenses mis en place lors de l'intevéctiomifera/
Eutypa lata?

x Comment réagit le métabolisme des sucres, et notamment I'expression des gamies cod
pour un transporteur de sucre et des invertases, ainsi geedtivités, au cours de
I'infection in vitro et ontils un lienavecla résistance basale de la plante comme c’est
le cas dans le pathosystermeabidopsis / botryti<inerea (Lemonnieret al, 2014;
Veillet et al, 2016) ?

C’est le troisiéme chapitre qui tente deadgre en partie a ces questions. Les réponses de
défenses des feuilles infectées sandlyges en étudiariks expressions de géenes marqueurs
de défensedDes phytoalexines synthétisées lors de I'interacmnt quantifiés. Des activités
enzymatiques w sécrétum du champignon et de la feuille infectée lors de l'interastinoh
mesurées, notammerés activités des endopolygalacturonases fongiques gine les
invertases végeétales. L'étude préliminaire des réponses des feuities la stimulation par
divers éliciteurs ont permis d’apporter quelques hypotheses suédasiismes de défenses mis

en place par le cépage toléranka cascade de transductamsignal potentiellement impliquée
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Cépages Clone Type de boutures Sensibilité
Merlot 181 AB Tolérant
Sémillon 380 B Tolérant
Cot 596 B Peu sensible
Gamay 509 B Peu sensible
Colombard 695 B Peu sensible
Chardonnay 415 A (2016 seulement) B Moyennement sensibje
Pinot Noir 115 B Moyennement sensible
Cabernet Franc 409 B moyennement sensible
Sauvignon 241 Sensible
Cabernet Sauvignonn 169 AB Sensible

RV 4

A (en 2014 et 2015) B

Sensibilité inconnue

RV 5

A (en 2014 seulement) B

Sensibilité inconnue

Tableau 3 : Cépages utilisés au cours des différents essais classés suivant leur sensibilité
connue(Dubos, 2002 Grosman et Doublet, 2012, Bruetzal, 2013).

Vitis viniferacv. Malaga seedling Muscadinia rotundifoliacv. G2

2

Hybride F1 VRH NC-6-15
Hybride RV1 VHR 8628

g x\Vitis viniferacv. Grenache noir
Hybride RV2 VRH 5-16-79

g  xVitis viniferacv. Merlot noir
Hybride RV3 VRH 1-11-82

‘v x Vitis viniferacv. Aubun
Hybride RV4 VRH 3084-2-56

' x Vitis viniferacv. Grenache noir
Hybride RV5 VRH 3176-21-11

x Vitis viniferacv. Cabernet Sauvignon

Figure 26 : Généalogie des hybrideRV4 et RV5 (Bouquet, 2002).
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|. Matériel biologique

A. Les boutures de vignes

Cépages étudiés

Deux types de boutures de vigne enracinées et cultivées en pot sont utilisés pour ces
travaux de thése. Certaines boutures, appeléssiboutures A, sont enracinées, infectées et
cultivées en serre a Bordeaux (INRA, UMR 1065 SAVE) pendant trois camp@gn2814 a
2016) ou a Poitiers (Université de Poitiers, UMR 7267 EBI) en serre ou phytotron pour quelques
plantes en 2015 et 2016. D’autres boutures, appelées boutures B, sont enracinéesreirsaines (
infectées) et cultivées en serre aitiers. Les boutures A sont utilisées pour des analyses de
biologie moléculaire ou de phénotypage suite a une infeictiplantaen serre, et les boutures
B sont utilisées pour produire des disques foliaires qui sont infectés en comdititho en
laboratoire.

Plusieurs cépageate 'especeVitis viniferasont étudiés au cours de ces travaisxont
chacun une sensibilité plus ou forte a I'Eutypidq@@ableau 3). Cette sensibilité a été
diagnostiquée a partir de différentes études d’observation d’apparitionngebgyes en
vignoble et sur des boutures enracin@esoncultivées en serr@Bruezet al, 2013; Dubos,

2002; Grosman and Doublet, 2012; Péros, 199&8 cépages Merlot, Cabernet Sauvignon et
Ugni Blanc sont les principaux cépages utilisés dans les différents essais camtil
principalement cultivés dans la région Nouvelle Aquitaine dans les vignohigsl&e (Merlot

et Cabernet Sauvignon) et Charentais (Ugni Blanc). Les autres variétésida@sspour avoir

un large panel de sensibilité connue a I'Eutypiose pour valider les marqueurs nrelgcula
Deux nouvelles obtentions INRA de sensibilité inconnue sont également analysgasda
premier tempssur la demande du BNJ@n vue d’'une podsie utilisation pour I'appellation
Cognac. En 1974, les programmes de sélection ont croisé une variété de Nespaodfera
avec une variété de I'espedduscadinia rotundifolia La descendance a été croisée avec
différents cépages détis viniferajusqu’a obtenir les deuxybridesRV4 et RV5, utilisés dans
les différents essais de cette th@@euquet, 2002)Kigure26).
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Figure 27 : Production de boutures enracinées.

(A) Boutures de deuxQ ° X @ahns du sable autoclavé humide, (B) boutuess
chambrede culture a Poitiers dans du terreau humideeapm traitement AIB, (C)
bouturesen pot en phytotron a Poitiers, bouturesn potsen serre a Poitiers (D¢t &
Bordeaux (E).

(Photographies personnelles).
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Productioret culture des boutures a Bordeauzr Boitiers

hY

Toutes les boutures sont produites a partir de sarments de vignes récoltés I'hiver
(décembre / janvier) précédent la culture sur différentes parcelles desleggBoldelais et
Cognacais. Des sarments de bois d’'un an sont taillés et récupéres, espentigar le BNIC.

Une fois prélevés, les bois sont humidifiés et stockés en chambre froide avamrégares.

Au moment du bouturage, les sarments sont désinfectés alégavel (4% de chlorure actif
pendant 1h) ou aur@ptonol® (Sulfate double d'oxyquinoleine et de potassium, Syny€ata
mL.L-1). Ruis, ils sont rincés et réhydratés dans de I'eau au moins une heure avarbantilisat
Les sarments sont découpés en trongendeux entr@ceuds, ou seul le bourgeon apical est
conservé. Certaines boutures sont cultivées a Bordeaux et d’autres a Poitiers.

Les boutures cultivées a Bordeaux sont plantées dans du sable autoclavé maintenu humide
grace a une brumisation régulieraintenant un taux d’humidité de 80%. Les boutures sont
maintenues sur couche chauffante pendant un mois et demi pour favoriser I'enracinement et
obtenir des boutures au stadefeuillesétaléesFigure27 A). Laserre a Poitiers ne disposant
pas de couche chauffante, les boutures sont incisés a la base, a 'emplacementedes futur
racines, et trempés dans une solution d’Acide Hbddyrique (AIB [0.19.100mkl]) pour
favoriser I'enracinement. Elles sont dans un premier temps misent ea tiiierrea(Substrat
5®) et placées dans une chambre de culture de photopériode de 10h de jour a 22°C et 14h de
nuit a 18°C, avec un fort taux d’humidit@igure27 B). Une fois les boutures enracinées (6 a
8 semaines) lorsque les premieres feuilles se sont développées, toutes les Isoatures
rempotées individuellement dans du terreau (Substrat 5®) et elles sont installéese
(Bordeaux ou Poitiers) et quelques-unes en phytotron (Poitiegeir€27 GE).

Chaque année, 150 boutures inoculées (boutures A) et 100 plantes témoins par cépages
sont cultivées a Bordeaux pendant plusieurs jours, semaines ou mois suivantjaecaént
d’étre prélevées et analysées. Six plantes par cépages et par condition témeutéesanit
prélevées a 3, 15, 30, 60 et 120 jours apres l'inoculation. Les plantes restantes sont cultivées
ensuite sous tunnel extérieur pendant 8 mois jusqu’au débourrement de I'année suivante. A
Poitiers, seulement dix plantes par condition et par cépages sont cultivéeg e @eytotron
par manque de place. Une vingtaine de boutures B saine par cépage est cultivéesal®astier
les mémes conditions qu’en serre pour produire des feuilles qui sont utiliséesspofedtions
in vitro. Toutes les boutures sont régulierement arrosées et wrt ajpngrais azoté

hebdomadaire est effectué (Peters®, 21.L
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Figure 28 : Vitroplants de vignes, cultivés en chambre climatique dans des
bocaux de milieu gélosklc Cown A.
(Photographie personnelle).

SouchesGHutypa lata Entretien

Bx 1-10 (tres agressive) | prélevée en vignoble et entretenue par JP. Peros

Bx 1- 5 (peu agressive) | prélevée en vignoble et entretenue paP&ros

Bx 1-10 Poitiers entretenue par Eoutos Thevenot et G. Mappa

Bx 1-10 Bordeaux entretenue par P. Lecomte (Nommée aBgsi-10 R3)

Tableau 4 : Les différentes souchess § ( X Wat§ milisées.
Mise a partBx 1-5, elles sont toutes issues ldanéme ascospore, mdesmycélium

a été entretenu depuis plusieurs années dans différents laboratoires, pouvant entrainer
des modifications.
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B. Lesvitroplants de vigne

Par manque de boutures saines en bon état sur certaines périodes de I'annsaisdes es
ont été effectués a partir de feuilles détachéestplantsde Merlot et d’Ugni BlancRigure
28) présents au laboratoire SEVE de Poitiers. vitegplantssont entretenus en bocaaur
milieu gélosé Mc Cown A stérile (Mc Cown woody plant medium®, Duffecha bioa). Ils
sont cultivés en chambre de culture sous éclairagewsneephotopériode de 16h de jour et de
8h de nuit a 21°C. lIs sont repiqués par nHooniturageen condition stériléous les deux mois
en prélevant un nceud comportant uurigeon effeuillé. Cesitroplantsont été généré au
laboratoire en 2015, a partir de jeunes pousses vertes de boutures cultivées epastirrdea
sarment de Merlot et d’'Ugni Blanc. Les bourgeons ont été récupéres letéstatans de
I’éthanol 70% puis dans de I'’hypochlorite de sodium (7%, pendant 10 min) avant d’étre plantés
sur du milieu gélosé Mc Cown A ANA (0.2 mgtLAgar Kalys 7,5 g.13).

C. Les souches dEutypa lata

Culture de la souche BXx10

L’ascomyceteEutypa lataqui fait partit de I'ordre des Diatrypales et a la famdks
Diatrypacées est responsable de la maladie du bois I'Eutypiose. La sotudh£0BI'Eutypa
lata utilisée pour les différents essais provient du vignoble Bordelais, préavEgOQ(Péros
and Berger, 1994()Tableau 4). L'isolaf été obtenu a partir d’'une ascospore provenant d'un
périthece récupéré sur un cep de vigne infecté placé dans de Bedal & suspension
d’ascospore a été diluée et répartie sur des boites de Pétri de PDA-@eatabse agar, Difco
laboratoire). Aprés 24 heures d’incubation a 25°C, les ascospores qui ont germées sont
repiquées sur de nouvelles boites. Elle a étéétymaiPéros and Berge1994)et caractérisée
comme étant agressive. Le myceélium est conservédyeothéque, a 4°C dans de 'eau stérile.
Cette souche est maintenue en culture a 22°C a I'obscurité sur du milieu PDA (PatedeeDe
Agar, Difco®). Tous les quinze jours, elle est repiquée en prélevant un disque de mygeélium
1 cm de diamétre qui eséposé sur de nouvelles boites de Pétri de PDA. Cette souche est

utilisée pour toutes les infections vitro. Une mycothéque est entretenue avec du mycélium
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Figure 29: L esdifférentes étapesG T L Q | HES/MauRif@s A.

(A) Pelotedemycélium, (B) bouture percée acin sousle bourgeon, (C) insertiode
la pelote danda bouture, (D) bouchage du trou avee la paraffine fondue, (E)
cultureenserre des boutures A infectées.

(Photographies personnelles).
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conserveé dans de I'eau stérile en chambre froide a 4°C. Tous les 20 repiquagesglaweultur
champgnon repart de cette mycotheque.

Autres souches Butypa lata

Pour s’assurer gu'’il n’y a pas eu de modification dans I'agressivité etdait&@glicitrice
de la souche utilisée pour infecter les boutures, les disques foliaire$eetilles détachées de
vitroplants des tests d’infectioim vitro sont effectués avec différentes souché&utjpa lata
. la souche d’origine Bx-10, une souche caractérisée comme moins virulente BMbisy
et al, 2017; Pérost al, 1999)et deux souches issues de la souche BX inais entretenues
par repiquage régulier a Bordeaux et Poitiers depuis plusieurs années, appdldégsmittiers
et BX 1-10 Bordeaux. Le repiquage successif du myceélium pourrait avoir entrainé uree dériv
génétique de la souche par mutations ou variations épigénétiques entraimaotifieations
dans la virulence ou la capacité élicitrice des molécules sécrétées par ces derniéres souches
(Tableau 4). Ces souches sont cultivées a Poitiers de la mémerergue pour la souche Bx
1-10. La souche Bx-10 Bordeaux a été utilisée pour infecter les boutures A lors des campagnes
d’infection 2014 et 2015. C’est la souche d’origine BAQLqui est utilisée pour la derniere

campagne en 2016.

Analyses des bouturemfectées selon la méthode Péread al
(1994), modifiée par P. Lecomte

A. Infection in planta des boutures A

La méthode développée aéros and Bergef1994)et modifiée paP. LecomtdCamps
et al, 2010)est utilisée pour infecter les boutures A alors agées de 7 semainesade;dest
boutures ont un systéme racinaire assez développé et présentent trois ou gliesréttdées.
Elles sont infectées une semaineegpavoir été rempotées individuellement. Chaque bouture
est percée jusqu’au cylindre central a I'aide d’'un foret de 4 mm de diametre et efceese
a main a 1 cm en dessous du bourgeon. Dans chacun des trous est déposée une pelote de
mycélium dE. lataadgée de 15 jours, récupérée en raclant la surface entiere d’'une boite de Pétri

de 9,5 mm de diamétre avec 100 ul d’eau. Les témoins sont inoculés avec 100 ul d’eau stérile.
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Figure 30 : Classement des symptomesG T ( X W\ SdeR Yidtitures
infectées parEutypa lata(Lecomte).

(A) plante asymptomatique, (B) symptdme faible, (C) symptdome moyen, (D)
symptémes forts, (E) plante morte ou non débourrée.

(Photographies personnelles).

Figure 31 : Mesure des nécroses autoude la zone GTL Q| HgE W-L R Q
isolementdu champignon.

(A) mesurede la nécrose,(B-C) découpage du boign buchetteet ré-
isolement du champignon sur malt agar.

(Photographies personnelles).
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Les trous sont rebouchés avec de la paraffine fondue pour empécher la contamination par
d’autres pathogénesa la plaie ouvertéFigure29). Chaque année, 90 plantes sont infectées et

60 témoins sont préparés pour chaque cépage a Bordeaux.

B. Prélevements et analyses

Sur les boutures A sont prélevées environ 4 feuilles réparties sur toute laaplantgie
le bois au niveau de la zone d’infection (3 cm de part et d’autre du point d’injedtem
préléevements sont faits sur 6 plantes indépendantes par conditions pour chaque cépage et a
différents temps 3, 15, 30, 60 et 120 jours aprés l'infection. Les échantillons sont congelés a
I'azote liquide et stockés au congélate®0°C. Ils sont ensuite broyés au broyeur a billes (30
vibrations/secondes, pendant 30 secondes) (TissueLyser Il, Quiagen®) pour less aralyse
RT-gPCR.

C. Phénotypagereé-isolement du champignon et mesures de nécrose dans

le bois

Cinquante plantes des boutures A sont conservées en tunnel pour observer I'apparition
des symptdmes un an apres linfection. Des symptémes caractéristiquespid&ritgont
visibles sur les jenes feuilles au débourrement au printemps suivant. Ces symptémes sont notés
suivant un classement établi par P. LecofiN®A, UMR SAVE, Villenave d’Ornonkn cing
catégories : plantes asymptomatiques (croissance forte et moyenne), désrasiégers (L
feuille touchée avec une tache caractéristique), moyens (deux feuilletosyatigues ou
plusieurs taches) ou séveres (plus de deux feuilles eutypiosées avec des rnécdses sur
les feuilles) et les plantes mortes ou non débourfagarg30).

Une partie des boutures A restantes un an aprés l'infection est utilisée gmurenla
taille des nécroses dans le bois autour du point d’infection en fonction du type de symptémes
observés. Le bois est découpé dans le sens de la longueur au niveai dinpection et la
nécrose est mesurée de part et d’aukigufe 31 A). La mesure des nécroses a été faite
seulement sur les plantes infectées en 2014. Afin de vérifier la présencengégcioa dans le
bois et pour s’assurer qu'’il est bien responsdetesymptémes, un-igolement du champignon

est fait en découpant de petits troncons de bois (au niveau des points d’infecedrmnCeans
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Figure 32 : Récupération du mycélium GHutypa lata sur PDA pour le
mettre en culture liquide dans les puits G 1 Xplague.

(A) Pelotede mycélium sur milieu gélosé PDA, (B) culture liquide myceélium
GPltypa latadans du milieu Gamborg Saccharose dans une plaque 6 puits.
(Photographies personnelles).
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sont désinfectés (hypoclorite de sodium, 3% pendant 15 secondes) et déposés sur des boites d
Pétri contenant dmilieu malt agar. Une notation des microorganismes se développant sur le

milieu est effectuée entre 15 jours et 3 semaines de cufigia¢31 O).

lll.  Mise en place d’'un systéme innovant d’infectioim vitro de
disques foliaires

Suite aux résultats obtengsir les plantes entieres infectées peu concluante®t
dépendants des conditions de cultures et autres stress biotiques et abiotiquesmen syste
d’infection in vitro est développé. Il a déja été utilisé lors d’études au laboratoire sur
I'interaction enre Botrytis cinereaet Arabidopsis thaliangVeillet et al, en soumissiorgt il a

étée adapté a l'interaction enwéis Vinifera etE. lata

A. La pré-culture du champignon

Le mycélium dE. lataest récolté sur une boite de Pétri de PDA aprés 15 jours de culture
a I'obscurité a 21°C. La surface de la gélose est raclée avad 1d@au stérile et 'amas de
mycélium est mis en suspensidans 50 mL de milieu liquide Gamborg @516 9.L?, suivant
les instructions du fournisseur, Duchefa Biochemie) supplémenté de sac¢Bargde’). La
solution est bien agitée avant étre tamisée sur un tamis cellulaire en inox deh4@adpm,
Belco Glass® pour homogénéiser la solution et enlever les gros amas de mycélium. Elle est
répartie dans une plague de culture 6 puits (RYravec 3ml par puits. La condition témoin
utilise ce méme milieu de culture sans mycélium. Les boites de culturensaiteenises sous
agitation permanente a 50 rpm (agitation tridimensionnelle, Gyro rocker®t)Séuat°C, a la
lumiére, avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit pendant 4 jours. Cela va permettre
au champignon de croitre dans le milieu pouenly de meilleurs résultats d'infectioRigure
32).

53



<+— Puits

Insert de culture Millicell®

«— (Milipore®)

T = Disque foliaire
<— Membrane poreuse
I I B Milieu de culture liquide (Gamborg-

saccharose)

\ 0\F p O L KRyt fata

Figure 33 : Schéma représentante systeme G L Q | HFWifd dR Qisques foliaires.
/9 L Q ddtultwe poreux permede garder les échange moléculaires erdréeuille et
le mycélium, touten empéchantun contact direct.Ce systtme mimeet simplifie
O TL QW Hhtrd EltypaRIQaet les feuilles de vignesn vignoble, F  Havdite a
distanceO de@ D XWUH

(SylvainLa Caméra).

Figure 34 : Infection in vitro de disques foliairesde vigne en plaque 6 puits avec
insert de culture.
(Photographie personnelle).
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B. Infection in vitro des disques foliaires ou de feuilles detroplants via

un nouveau systeme d’interaction la Millicell®.

Ce nouveau systeme d’infection consiste a utiliser un insert de cultureeh®li
(millipore®) dans les puits de la plague contenant la solution de mycélium et en sarddui
un disque foliaire découpé dans une feuille de vigne saine (boutures B) cultivée en serre a
Poitiers ou une feuille détachée dé&oplants Cet insert comprend une membrane poreuse
(0.4um) a sa base qui permet de séparer physiquement le champignon dans le feitdlde la
dans linsert, mais elle permet de conserver un dialogue moléculaire entreeues d
protagonistesHigure 33). Cesyseme va mimer les interactions entre le champignon présent
dans le bois de vigne et les réponses induites dans les feuilles, ou le champigntvauwe se
pas(Larignon, 2012).

Les feuilles devitroplantssont détachées au niveau du pétiole et elles sont directement
déposées dans linsert de culture contenant 3 mL de milieu Garsdorhgarose neuf. Les
disques foliaires soruant a eux, découpés dans des feuilles de rafigde3boutures B
désinfectées a la javel (0.5%) et rincées plusieurs fois a I'eau stérilet lstaille de I'insert,
c’esta-dire 30 mm de diametre. lls sont déposés dans les inserts qui contiermela @ilieu
liquide Gamborg saccharose nefigure 34). La plaque est ensuite fermée au sparadrap
(Micropore™, 3M™) et mise sous agitation 3D (Gyro rocker®, Stuart) pendant 3 jours, en
chambre de culture sous photopériode de 16h de jour et 8h déDesifpuits contenant
uniquement du milieu Gamborg saccharose et des disques foliaires sont les cadditns

de nos analyses.

C. Préléevement et préparation des échantillons pour les différentes

analyses

Apres trois jours de eoulture, les disques foli@s sont récupérés et regroupés par 6 en
un échantillon. lls sont congelés dans I'azote liquide et broyés au broyeur ®hibgedn).
Cette poudre est utilisée pour des analyses eqAROR mais aussi pour doser les stilbénes
produits et mesurer l'actité des invertases végétales. Le milieu d’'incubation est également
récupéré pour des études d’activité de I'endopolygalacturonase du champignderaeéga

pour étudier le pouvpéliciteur de cette solution.
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Figure 36 : Schéma expliquantle principe de la méthode TagMan™ (Verweij et
al, 2014)
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Analyses de biologie moléculaire

Les différentschantillons prélevés au cours des essais sont principalement analysés
en RTFgPCR. Différentes analyses sont alors mises en pldicee part pour quantifier le
champignon présent dans le bois, et d’autre part, pour étudier I'expression de genes

marqueus de défenses ou de sensibilité de la plante ed'icésction (Figure 35).

A. Quantification du champignon présent dans le bois infectgar la
méthode TagMan™

Principe de la quantification d’ADN par RJPCR Taiylan™

Comme toute RIPCR, cette méthode est basée sur la détection d’une fluorescence qui
permet la quantification des doubles brins d’ADN produits par la réaction de BICRe$t
I'hydrolyse d’'une sonde Tadan™ spécifique a une séquence cible par lactivité 5’
exonucléase de la Taq polymérase qui permet I'’émission de la fluorescence deétetdée p
machine. Le fluorochrome utilisé dans les essais détaitsssious est undarboxyfluorocein
(FAM) fixé a I'extrémité 5’ de la sonde d’hyidation (appelé aussi sonde TaqNV4n La sonde
libre ensolution n’émet aucune fluorescence. Elle s’hybride au double brin ainsi que les
amorces spécifique a la séquence. Lors de I'étape de I'élongation du nouveda Beq
polymérase se déplace depuis 'amorce en 5’ et va hydrolyser la sonde éygjuiidéalors
fluorescente et aux amorces qui limite ainsi I'émission de fluorescence rudfigsigédue aux
diméres d’amores ou aux mauvais appariements (Poitras and Houde, 2002; Verweij and
Stensvold, 2014)Higure 36).

Extraction d’ADN génomiques de bois de vigne et fongique

Les ADN génomiques du bois de la vigne eEudypa latasont extraits suivanie
protocole décrit par le Kit NucleoSpin® Plant Il Midi (Machefgggel). Les échantillons de

bois utilisés sont prélevés en méme temps que le bois pour les analyses de badémgikire.

55



Geénes Amorce F Amorce R Sonde référence
-tubuline CTGGCAATGCTA | CGAGGAACATAC | TTTCTTTTCCAAC | Moisy et al,
ACTCGCCGCT TTGTTGCCGGAC | TGTAGGC 2017
Endopolygalacturonase| GACTGCCTCGCCA| TACACCGTCTTGA | GCGACGACAACA | Gene ID:
TCAACTC TGCGCAC CGGTGAAGG 19228988
Actine TGCTCGACTCTGG | CGACCAGCCATA | CTTCCCCACGCC | Gene ID:
TGATGGT TCGACACG ATTGCC 19224937

Tableau 5 : Amorceset sondes TagMariM des trois génes utilisés pour quantifiede

champignon.

Les amorces di&a -tubuline ont été fournies par C. Moisy (Moisyal, 2017).

Extraction ADN

Dilution a 20
pg.uL 1 et 2

Mesure de la
concentration au
nanodrop (Multiskan Go®)

Hg.uL

gPCR

Report des Ct
des
échantillons
sur la courbe
étalon

Gamme étalon des
Ct en fonction du
nombre de
copies.uL 1

Dilution en série
(par 4, 12 fois)

Figure 37 : Principe de la quantification G $' bar la méthode TagMan™
(Vralstadetal, 2009)
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Seule la zone inoculée est utilisée ici pour améliorer la dgétedti champignon dans le bois.
L’ADN de la plante est extrait avec les tampons PL2 et PL3 du kit. De I'g&Mdmique du
champignon est aussi extrait a partir de mycélium cultivé sur boite, a I'aideothcqle
utilisant le tampon PL1, pour permettre d’établir une courbe étalon de concentration

décroissante afin de quantifier TADN fongique présent dans le bois infecté

Quantification du champignon par RJPCR

La méthode utilisée pour quantifier le champignon dans le bois infecté est celie décr
par (Vralstacet al, 2009).

L’ADN génomique fongique est utilisé pour établir une gamme étalon demwation.
Il est d’abord concentré a 2@y.uL* puis dilué en série 10 fois & partir d’'une concentration
mere mesurée au nhanodrop (multiskan GO®). L’ADN génomique du bois est dilué pour avoir
une concentration a 20 ng.jilet a 2 ng.ut! pour la RFgPCR. Dans un volume de réactif
gPCR final de 25 uL par échantillon, des amorces des génes spécifiques dgebaram00
mM concentration finale sont utilisées ainsi qu'une sonde BafMspécifique au géne a
200mM (Tableau 5), 125 pL de TagMaf” environmental Master Mix 2.0 (Life
technologie8"), 5 uL d’ADN génomique de I'échantillon ou de la gamme &t |il. d’eau
MilliQ. La qPCR s’effectue sur différents cycles cycle de 2s a 95°C, 50 cycles comportant
deux étapes, une de 15s a 95°C puis 60s a 60°C. Les genes utilisés, spécifiques au champignon,
codentS R X Utubuline et pour I'endopolygalacturonase. Les résultats obtenus par la gamme
de dilution permettent d’obtenir une courbe étalon a laquelle les résultashadedillons sont
référés pour déterminer la quantité d’ADN fongique compris dans clibeux. Pour cela, il
faut d’abord calculer le nombre de copie d’ADN dand_1A partir de la taille de I'amplicon,
on obtient son poids moléculaire en g.mol# faut ensuite convertir en moles:hqui sera
multiplié par le nombre d’Avogadro. Avec tancentration en ADN mesurée par le nanodrop
(Multiskan GO®), on obtient une estimation du nombre de copie par puL. On divise catte vale
en fonction des différentes dilutions sériées effectuées (divisée par HloOke ¢e logarithme
en base 10 du nombre de copie et on établit |la courbe étalon en fonction du nombre de Ct obtenu
par chaque dilution par la qPCR. Ensuite, en analysant les échantillons en gPCBbteas
sont reportés sur la courbe étalon et une estimation du nombre de copie d’ADivirest d
(Figure37).
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B. Analyse d’expression de génes par RGPCR dans les échantillons de
feuilles, de bois et de disques foliaires

Extraction des ARN de plantes

I.  Extraction des ARN des feuilles de boutures A de 3 a 60 jours
post infection

Les ARN totaux deteuilles de 3 a 60 jours des échantillons prélevés dans les serres et le
phytotron sont extraits a I'aide du kit «Spectfifrplant total RNA kit» (Sigma), en suivant les
instructions du fournisseur. Ce kit permet d’obtenir une quantité suffisante d’Adiémeent.

Cette méthode n’est utilisable que sur les feuilles des plantes jeunes. A 60 jtairs ce
échantillons n’ont pu étre exploités par cette méthode car les feuiilest giabablement plus

coriaces. Une autre méthode d’extraction des ADN est atdisée.

ii.  Extraction des ARN des feuilles de boutures A et des disques
foliaires selon la méthode Chang

Pour les ARN totaux des feuilles a 120 jours des boutures A de Bordeaux et Poitiers
(phytotron et serre), ainsi que ceux des disques foliaires igfiectétro, une extraction au
CTAB est effectuée(Changet al, 1993; Valtaudet al, 2009). Ainsi un nombre suffisant
d’ADN est extrait permettant toutes analyses de biologie culaies effectuées par la suite.
Environ 100 mg de poudre de feuilles congelées est mélangé a 1 mL de solution contenant un
tampon d’extraction préchauffé (CTAB, Tris HCI 1 M, EDTA 0.5 M ph 8, Spermidine 0.03 M
et NaCl 1.95 M), 0.02 g de PVPP (Polyvinyd S\UUROLGRQH HW —O GH P
Le mélange est incubé 10 minutes a 65°C sous agitation toutes les 2 minutes qidisstefr
glace 5 minutes. Un volume (1 mL) de chloroforme/alcool isoamylique (I1AA) (24X2), &5t
ajouté au mélange qui eslors remué par inversion énergique pendant 2 minutes. Les tubes
sont centrifugés 10 minutes a 14 000 RPM4&8g) a 4°C pour obtenir deux phases. La phase
agueuse est récupérée dans un nouveau tube et I'extraction au chloroformeriokoshiite.
Apres la nouvelle centrifugation, la phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et
I’équivalent d’'un quart du volume de la phase aqueuse est ajouté en LiCl 10 M. Lansedtiti

mise a précipiter dans de la glace en chambre froide une nuit.

57






Matériel et méthodes

Les acides mcléiques sont récupérés par centrifugation pendant 30 minutes a 4°c a 15
000 RPM (20 627g). Le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 150 ul de SDS 0.5%.
Un volume (150 uL) de phénol / chloroforme / alcool isoamylique (24/24/1, viviv) e$€ ajou
puis la solution est mélangée vigoureusement avant d’étre centrifugée a 15 000rRiaNt pe
10 minutes a 4°C pour obtenir a nouveau deux phases. Cette phase est répétée en ajoutant cette
fois un volume de chloroforme IAA. La phase aqueuse est prélevéélangée a 1/10 du
volume d’acétate de sodium 3 M et 2.5 volume d’éthanol a 96%. La solution est homogénéisée
avant d’étre placée au moins 2h-20°C pour précipiter les ARN. Les échantillons sont
centrifugés 20 minutes a 14 000 RPM a 4°C. Le surnagkamé et le culot lavé avec 500 ul
I'éthanol 70% froid puis centrifugé 10 minutes a 14 000 rpm a 4°C. L'éthanol est éitlané
culot séché 15 minutes en bain sec a 37°C. Le culot est repris dans 30 ou 50 ul daavesut

suivant la concentration dése.

ii.  ARN de bois des boutures infectées

L’extraction des ARN totaux est plus complexe sur bois que sur les feDiéddait de la
grande quantité de matiere lignifiée et autres grosses moléculestrdanplarfication difficile
(polyphénol, polysacchales, ...), c’est la méthode développée Ghanget al, (1993) et
ameliorée qui est utilisée, augmentant les quantités de matieres fraiches et en ajoutant une
étape. En effet, le protocole est le méme que décrit précédemment migiséapplr 500 mg
de matiere fraiche broyée dans des tubes de 15 mL, avec 4 mL de tampon d’extraction
(identique a c® XL XWLOLVp SRXU OHV IHXLOOHV HW GHIHOXOHYV
mercaptoéthanol. Les étapes de centrifugation se font a 7 000 RPM (6 300g) ad #e€206e
RPM. Dans la seconde partie du protocole aprés une nuit de précipitation et apres la
centifugation de 30 minutes a 10 000 rpm (12857 @), le culot est d’abord repris dans 1 mL de
LiCl 2 M puis transféré dans un tube eppendorf de 1.5 mL puis centrifugé a 15000 rpm pendant
5 minutes a 4°C avant d’étre repris dans 150 pl de SDS 0.5% et 150 ul de phénol chloroforme
IAA. La suite du protocole est identique a celui décrit précédemment. Les @tRI tainsi
extraits sont repris dans 30 pl d’eau.
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Traitement DNAse et synthese d’ADN complémentaire

Pour les trois types d’extraction, les ARN totaux obtesard dosés au Nanodrop 1000
(Thermo Scientific) ou au Multiskan GO® (Thermo scientific) et déposés sdiaggirose 1%
pour veérifier leur qualité. lls sont conservés au congélateur -80°C.

Environ 2 pg d’ARN (gsp 16 pL d'eau autoclavée) vont servir gaurétro
transcription pour obtenir des ADN complémentaires. Avant cettetrétmecription, une étape
d’élimination de 'ADN génomique contaminant, présents dans I'échantillonffestuge en
utilisant 2 pL de tampon et 2 uL de DNase (SIGMA ALDRICH) qui sont ajoutés aux B&N
solution est incubée 30 minutes a 37°C g¢tl2de tampon stop (SIGMA ALDRICH) sont
ajoutés et les échantillons sont placés a 70°C pendant 10 minutes pour arrétepta béssct
échantillons sont refroidis sur la glace pendant 2 minutes.

La rétratranscription se fait avec I'ajout d’'une solution contenant 2 pL de réactif MMLV
retrotranscriptase® (Promega), 10 pL de tampon MMLV 5X, 2.5uL dNTP 10 nM, 4 uL
oligodT 10 uM et gsp 28 pL d’eau autoclavée. Une fois le mélange bien Boéisg, il est
placé 1h30 a 37°C au bain marie sec. Les ADNc obtenus sont dilués au dixieme et stockés au

congélateur20°C.

Amplification des ADNc par RTgPCR

Les ADN complémentaires obtenus sont analysés en PCR quantitative enéentiR% r
gPCR). Sur o fonctionnement similaire a celui d’'une PCR classique, cette méthode permet de
mesurer la quantité d’amplicons formés a la fin de chaque cycle a l'aide d’undicataori
de fluorescence dépendante de la quantité d’ADN double brin. Pour cela, darsuldisei
(SYBR® Green, Promega) se trouve du tampon, une enzyme et du SYBER Green, une
molécule intercalante de 'ADN double brin fluorescente a 530 nm apres une exci@dn a
nm. Cette molécule va s’insérer de maniere aléatoire dans I’ADN double brin extidorfors
de la phase d’élongation. La fluorescence est alors proportionnelle aHassydes amplicons.

Sile nombre de copies initiales est élevé, la fluorescence est détectée grrmeapet permet

de quantifier les fragments présents al@ment. La spécificité de cette méthode repose sur les
amorces speécifiques a la séquence cfbigure 38) (Poitras and Houde, 2002). En effet,
I'amplification des fragments d’ADN se fait a I'aide d’un couple d’ares spécifiques au gene

cible, défini a l'aide de logiciels ou dans la littérature. Ces amorces doiveirnt une
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Matériel et méthodes

température diusion (Tm) d’environ 60°C pour éviter la formation de diméres ou de structures
secondaires (enroulement des brins) et avoir une proportion de nucléotides GC d’environ 50%.
Leurs spécificité et efficacité sont testées au préalable a I'aide d’'une gantitatide des

ADNCc (1; 1/5; 1/10; 1/100). Dans cette étude, différents genes sont étudiés : tout d’abord, 10
couples d’amorces sont utilisés, dont 9 correspondant a des génes potentiellementrsnarque
de sensibilité exprimés dans le bois ou les feuillessboutures A. Un géne sert de référence ou

de géne de ménage dont I'expression ne varie pas dans les conditions d’études. Cegene a ét
sélectionné parmi un panel de 4 génes. Ces 9 génes sont étudiés spécifiqaesieatiduilles

et/ou dans le bois. Ensuite, 15 autres genes plus spécifiques a I'analyse detiintptaoct
pathogenes sont étudiés, comprenant des genes du métabolisme des sucres ou dedaéfense et
genes codant pour des PR protéines. Les expressions de ces derniers génesuséas m
seulement dans les disques foliaires des boutures B infectéesiowipas(Tableau 6).

L’amplification se fait a I'aide d’un thermocycleuRealpleX » pour plaques & 96 puits
(Eppendorf). Dans chaque puits, 15 pL de milieu réactionnel composg jde de Mastermix
Gotaq PCR (Promega), 0.5 pl des amorces a 10 uM et 5 pL d’ADNc d’échantillon a @tudier
10X et gsp H20 autoclavée (1.5 pL) sont ajoutés. Le programme d’amplification cempert
étape initiale d’activation des enzymes de 5 minutes &,9ajis 40 cycles d’amplification a
deux étapesune étape de dénaturation de 15 secondes a 95°C puis d’hybridation des amorces
d’'une minute a 60°C. A la fin de I'amplification, une courbe de fusion (melting reste
réalisée en ayant une phase de déatibn de 15 secondes a 95°C, puis d’hybridation des
fragments d’ADN de 15 secondes a 60°C et enfin une phase de dénaturation progressive allant
de 60°C a 95°C en 20 minutes pour vérifier la spécificité de I'amplification et le sombr
d’amplicons.

Les réultats sont obtenus sous forme de cycle seuil Ct (Cycle threshold) qui
correspondent au nombre de cycles d’amplifications nécessaire pour cbtbnaréscence
seuil (threshold) déterminée par le logiciel. Chaque échantillon est amalysélicat ou
duplicat technique qui sont moyennés par condition pour calculer I'expression relative de
chaque géne par rapport au géne de ménage par la far@di&{Schmittgen and Livak,
2008a).

/H 0&W F R U ladi¥e8eRm@ Gexpression entre le géne d’intérét et celle du géne de
référence ou de ménage (GAPDH) dans les mémes conditions. Lors de chagjue npchbre
GIDPSOLFRQV HVW PXOWLSOLp SDU GHX[ XGR®H DBBV#H&EW NI
pouquoi la formule 24 ¥st utilisée pour obtenir une expression linéairkest I'expression

relative.
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2 o&w 2[(Ct moyen du gene d'intérét en condition X} (Ct moyen du géne de ménage en condition X)]

Le facteur d’induction des génes est calculé pgL U GH OD P pWikeReGaH G X 00 &)\
1999) avec cette formule 2 °%&YElle correspond & la différence d’expression d’'un géne
d’intérét entre les conditions ptante témoin»> et «plante inoculée>, toujours normalisée a

I'expression du géne de ménage. Ce facteur d’induction est donc calculé parcatte:fo

2 00&\&/2> 0&W SODQWH IR BXDEHVH WpPRLQ @

V. Analyses biochimiques sur les échantillons infectés vitro

A. Dosage des stilbenes par HPLC

Extraction des polyphénols au méthanol

Une partie des échantillons sains ou infe@tégitro via I'insert de culture est utilisée
pour comparer la production de phytoalexines en cas d’infection et suivant la sénddsili
cépages. Une extraction méthanolique est effectuée sur environ 200mg de nwtibee fr
broyée. Pour cela, 250 pL de méthanol pur sont ajoutés sur les poudres des échantillons pour
100 mg de matiere fraiche, qui sont ensuite fortement mélangés et centbifugéstes a
température ambiante a 15 000 RPM (20 000g). Le surnageant est récupéré didiersac
refaite avec un méme volume de méthanol sur le culot. Les deux surnageants emtiéass
Cette solution est filtrée sur une colonne -Par® C18 phase inverse (Waters) : une mini
colonne de silice greffée C18, pour éliminer les molécules trés hydrophobes,gtet la
chlorophylle. Cette colonne est au préalable équilibrée en passant ImLhd@aoh@ur suivi
de 2 a 3 mL de méthanol a 90%. Le surnageant d’extraction est percolé sontecet le
filtrat (non retenu) contenant les stilbénes &stke au congélatey?20°C avant d’étre analyseé
en HPLC. Les 500 pl de solution sont centrifugés pour éliminer tout éventuglifgrétisont

placés dans des vials congus pour les passeurs d’échantillons de la machine.
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Quantification du resvératrol eeda viniférine produits dans les
disques foliaires

Pour quantifier certains stilbenes dans les échantillons, une analyse partcbrapiae
liquide a haute pression (CLHP ou HPLC) est nécessaire. Pour cela, 180 pL d’é@chsotitl
injectés sur une colonne de silice en phase inverse grefféee C18 (Thermo Quesil Hyp
Division, 5 uM, 250x4.6 mm). La chaine d’analyse comprend un injecteur automatique équipé
d’'une boucle de 200 pl, d’'une pompe quaternaire a mélangeur basse pression et deur détect
UV/visible mono longueur d’onde (PerkinElmer Serie 200 Uv/Vis Detector). Une fois
I’échantillon injecté dans la boucle d’analyse, la détection UV est suaviégibsorbance a
305 nm, optimum d’absorption du noyau phénol du resvératrol. La chromatographiteest fai
un débit de 0.8 mL.mihet I'élution se fait suivant un gradient linéaire d’acétonitrile croissant
en utilisant deux tampons. Le tampon A, est composé de 98.9% H20O, 0,1% TFA (acide
trifluoroaceétique) et 1% aceétonitrile et le tampon B, comporte &ases composés mais a des
concentrations différentes : Acétonitrile / TFA / H20 (90% / 0.1% / 9.9%). @diegrt est
formé en suivant plusieurs étapede 0 a 35% de tampon B en 10 min apais a 50% de
tampon B entre 10 et 20 min d’analyse, et enfin & 80% de tampon B de 20 & 30 min d’analyse.
Les teneurs en stilbénes (trabkH V Y p U BvivferiR€) sbhivtalzulées en intégrant l'air
des pics obtenus par rapport & une garétan de concentration connue établie avec des

composés pursommerciauXSigma3.

B. Analyse des activités invertasiques

Extraction des invertases pariétales et intracellulaires

L’extraction des invertases est effectuée a partir de 150 mg de poudre congedgeete di
foliaires. Les échantillons sont mélangés a 1,4 mL de tampon d’extraction (50ERESA 1
mM EDTA, 5 mM DTT et 1 mM PMSF) et ils sont conservés sur glace. lls sont ensuit
centrifugés a 2000g pendant 15 min a 4°C. Le surnageant, appelé aussi fraction soluble, est
récupéré pour les mesures des activités des invertases intracellulaibdessaliesta-dire

cytoplasmiques et vacuolaires. Le culot, appelé fraction insoluble contenantdesmses

62






Matériel et méthodes

pariétales, qui sont liées a la paroi cellulaire, est lavé 3 a 4 fois avec larsdletitraction et
est resuspendu dai60 pL.

Mesure des activités invertasiques

Les activités des invertases pariétales et vacuolaires sont mesurées aupadtiicdot
de 50 pL de fraction ajouté dans 400 pL de tampon d’incubation. Ce tampon contient une
solution d’acétate 0.1 M concentration finale a différents pH 4 (invertase pariétale) ou pH
5 (invertase vacuolaire), et une solution de saccharose, qui sert de substrat, a 188lmM fi
Pour les invertases cytoplasmiques, un milieu d’'incubation a pH 7 contenant une solution
d’'HEPESa 25 mM final et 100 mM final de saccharose gisée Les échantillons sont
incubés a 30°C, dans un premier temps a différents temps (cinétique de 30,120, &80
minutes) pour établir le temps optimum pour nos analyses. Le temps de 60 miorsétgé
pour les répétitions. La réaction est stoppée par I'ajout de 500 pL de solution (0.5 M de KOH,
1% DNSA et 1 M de sodium potassium tartrate). Tous les échantillons sont aldrésiid
minutes a 95°C puis laissés a température ambiante quelques minutes pour refroidir.
L’absorbance a 560nm est mesurée avec le lecteur de plaque Multiskan GO (Thearo Fish
Une gamme étalon de Glucose/Fructose est utilisée pour convertésldsats obtenus en
qguantité de saccharose dégradée (ou Glucose/Fructodaitp) par unité de temps. Les

résultats sont normalisés en fonction de la quantité de matiére fraiche utilisée.

C. Traitement exogéne des disques foliairesu Benzothiadiazole

Afin d’analyser les différentes voies hormonales induites lors de l'iniena¢tgne/E.
lata, des disques foliaires sont cultivés dans une plaque six puits avec 6ml d’une solution de
milieu Gamborg/saccharossontenant 80mgL™' de Benzothiadiazole (BTH, analogue de
I'acide salicylique 5,8 M final) par puits. Aprés 3 jours de culture sous agitation 3D (45 rpm)
en salle climatisée a 21°C, a la lumiére avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit, les
disques sont prélevés et broyés pour analyser I'expression des gene=unsalige deux voies

hormonales par RT-qPCR.
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D. Elicitation par le sécrétome dEutypa lata

Récupération de différentes fractions par ultracentrifugation

Aprées une infectiom vitro classique paE.lata, le milieu dans lequel ont été cultivés les
disques foliaires est récupéré pour caractériser les moléodlesant les réponses de défenses
de la vigne. Pour cela, ce milieu est récupéré et filtré deux fois sur du pap@bant a la
pompe a vide pour éliminer le mycélium du milieu. La solution est centrifugée 10 min a
température ambiante a 8 000 rpmO@®) g), puis filtrée sur des colonnes d'ultrafiltration
Macrosep® (PALL) pour obtenir des fractions contenant des moléculesldestgiérieure a
30 KDa et 10 KDa, supérieure et inférieure a 1 KDa. Chaque fraction est ramenée au volume

de départ pour gard&x méme concentration d’origine dans le milieu de culture.

Elicitation par les fractions

Des disques foliaires sont inoculés avec des différentes fractions obtenudspréeat.
Pour cela, les disques foliaires sont mis en culture en plaque six puits contenantrbil&ude
Gamborg/saccharose et 50% de milieu réactionnel comportant une des quatnesffairte
(supérieur a 30 KDa, supérieur a 10 KDa supérieur et inférieur a 1 KDa) odilanfammpléte
non filtrée (mais débarrassée du champignon). Les échantillons sont mis en petidant 3
jours sous agitation 3D (4pm) a 21°C avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit.
Les disques sont ensuite récoltés et les expressions de génes marqueutmsirgeat
analysées en RGPCR.

E. Mesure des activités de I'endopolygalacturonase fongique

L’activité de I'endopolygalacturonaseklitypa lataest mesurée en présence ou non de
disques foliaires de différents cépages (Merlot et Ugni Blanc). Apres Jjjmfiectionin vitro
classique de disques foliaire, les solutions sont récupérées, filtréestia @iutilisées pour
mesurer I'activité de I'enzyme fongique. Un témBintypa latacultivé sans disque foliaire est
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utilisé ainsi qu’un témoin positif utilisant une pectolyase commerciale (Sigspergillus
japonicug a 100 mgnL* dans duampon MesEns’inspirant du protocole deoinssot, (2002),

dans un volume réactionnel final de 350 pL, 132 pL de solution d’'infection sont ajoutés a une
solution contenant un tampon MES a 100 mM concentration finale et 2,5% p/v d’acide
polygalacturonique (soit 218 ul d’'acide polygalacturonique a 4%) servant de subssrat. L
solutions sont incubées a 30°C a différents temps de la cinétique choisie (T Oh, T 6h et T 24h).
Les réactions enzymatigsisont ensuite stoppées a l'aide d’'une solution comportant|49

tampon Borate 1M a pH 9 et 25Q d’une solution de-2yanoacétamide 1% (p/v). Elles sont
incubées a 100°C au bain marie pendant 10 minutes. Tous les échantillons sont dilués au 1/25
avecde I'eau pour mesurer I'absorbance a 274 nM au multiskan GO en plaque 96 puits. Une
gamme étalon de concentration en acide galacturonique décroissante (dilué avec du Tampon
MES) est utilisée pour quantifier dales échantillons les acides galacturonigpesduits par

I'enzyme fongique dégradant I'acide polygalacturonique.
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Tous les cépages cultivés en France et dans le m@nmieas la méme sensibilité aux
maladies et aux ravageurs. Cette sensibilité est dépendante des conddidhseks du terroir,
du climat ou de I'dge du ceps, mais elle est essentiellement régit par des caréntiigeas
(Dixon, 2001; Eibactet al, 2009; Fischeet al, 2004; Péros, 1995; Weltet al, 2007)
Différentes méthodes existent pour évaluer la sensibilité aux maladies. Latiphée est
I'évaluation phénotypique des symptdmes qui peut étre pratiquée au vignoble daestd#fé
régions mais également sur boutures infectées artificiellefBenischet al, 2012; Bruezt
al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012gLial., 2003; Péros, 1995; Péros and
Berger, 1994; Pess et al, 2016; Spagnolet al, 2011). L’'observation de symptomes est
souvent accompagnée d'un-isdlement sur milieu de culture du ou des pathogenes
responsables des différentes malafizarlucciet al, 2015; Lecomtet al, 2000; Luquest al,
2009; Pérost al, 2008; Péros and Berger, 1994). Pour les maladies du bois, des mesures de
nécroses dans le bois sont également effectuées pour vérifier s’il existeréraion entre la
taille des lésions et le dépérissemgatrignon and Dubos, 1997; Mugretial, 1999).

Dans ce chapitre de thése, la sensibilité de différents cépages cultives en France dans
les vignobles Bordelais, Cognacais et Champenois, ainsi que deux nouveaux ngdistkasts
au Mildiou et a I'Oidium d’obtention INRA (croisements enlescadinia rontundifoliaet
Vitis vinifera (Bouquet, 2009) nommeés RV4 et RV5, est évaluée. Pour cela, une observation
de l'apparition des symptémes sur boutures (bouture A) est effectuée un an apnésctioa i
artificielle parEutypa lataen serre. Cette évaluation est accompagnée d:isolegment du
champignon présent dans le bois sur boite de Pétri et de mesures de nécroses au niveau du point

d'infection.

Dans un objectif de mise au point d’un diagnostic rapide d’infection précoce utile pour
la sélection, demandé par les professionnels de la filiere, une méthode maéculair
d’identification et de quantification du champignon dans le bois estaniptace en serre. Son
but étant également de rechercher un lien possible entre la sensibilité du cépagarditéa qu
de champignon dans le bois qui est liée a la croissance fongique plus ou moins rapide.
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Figure 39: Les différents types de symptémes obtenus sur les différents cépages, un an
DSUqV OTLQIHFWLRQ

(A) Merlot, (B) Cabernet Sauvignon, (C) Ugni Blanc, (D) Chardonnay, (E) RV4 et (F) RV5.
(T) témoin, (AS) asymptomatique, (SL) symptébmes légers (faibles), (SM) symptdmes
moyens, (SF) symptémes forts, (M) mort.
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|. Phénotypage de cépages de sensibilité difféerente infectes gar
lata

La sensibilité d'un cépage est actuellement évaluée par observation plgumityes
symptémes au vignoble ou en serre apres une infection naturelle ou artif®estiechet al,
2012; Bruezt al, 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012gt i, 2003; Luquest
al., 2009; Péros, 1995; Péros and Berger, 199siRaet al, 2016; Spagnolet al, 2011)
Cependant, si pour les maladies foliaires ce phénotypage est relativemeheatdgien plus
compliqué pour les maladies du bois (MDB). Les méthodes d’infection artifscisthat
difficiles a maitriser efcertaines infections artificielles des MDB ne sont pas efficaces
aujourd’hui, ou ne reproduisent pas les symptdmes, comme c’est le cas pou(BiEsz
2013) De plus, peu de cépages sont évalués dans les mémes conditions (culture, terroir,
infection,...), il est donc difficile de les classes lens par rapport aux autres en fonction de
leur sensibilité observée. Les différents classements peuvent étre fartemioversés dans
la communauté scientifigue. C’est pour cela que dans un premier temps, la s&rdskili
cépages de cette étude éshluée en observant I'apparition des symptébmes sur boutures
cultivées et infectées en serre. Elles sont infectées artificiellemeBtpgra lata(souche Bx
1-10 Bordeaux en 2014 et 2015 et Bx 1-10 en 2016, caractérisée pour sa virulence par I'INRA
de Matpellier (UMR 1334 AGAP)Péroset al, 1999; Péros and Berger, 1994t cultivées
pendant un an en serre puis tunnel avant la premiére apparition desOragspau

déebourrement. Cette expérimentation a été répétée trois années de suite, de 2014 a 2016.

Le Merlot, le Cabernet Sauvignon et I'Ugni Blanc ont été suivi de 2014 a 2016, le
Chardonnay seulement sur une année en 2016, et les deux croisementsRRY4est 2014
et 2015. Ce dernier a présenté une mortalité importante au cours des essaignsdilem
plantes ont été observées sur les deux ans. Pour les autres cépages, en mogeaarentaiee
de plantes sont observées par an, et sont classées en fonction de la sévérité degsymptdém
d’Eutypiosesuivant la classification mise en place par P. Lec§@aenpet al, 2010): plantes
asymptomatiques, symptémes légers, symptdomes moyens, symptémes foritestmptates
ou non débourréeigure39). Le pourcentage de plantes présentant les différentes catégories
de symptdmes observés sur les quatre cépages pendant trois ans est donrfdglar<(a
Les tests statistiques ont été effectués en comparant les résultats oleraeu® du Merlot,
servant de cépage de référence peu sensible par rapport aux autres ¢agagpgBréez et

al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012). Sur les 120 plantes observées par cépages
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Figure 40 : Pourcentagede chaque catégoriede symptémes pour les différents cépages
évalués sur 3 ans.

Classement des cépages suivant leur sensibilité obsemwémrre, unan pos-infection.
N=120 sauf Chardonnal=40, RV4=67 et Rv5=18. Test statistique : test de comparaison
multiple Tukeyde chaque catégorigde symptdmes, représenté par rapariMerlot, servant
de référence, * P-value < 0.05; ** < 0,01, *** < 0,001 **** < 0,0001
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de l'ensemble de l'étude, il est remarquable que le Merlot prég@onge de plantes
asymptomatiques (42% des plantes observées) que les trois autres cépdimserhet
Sauvignon (14%), le Chardonnay (8%) et I'Ugni Blanc (5%). Il a également moins desplante
avec de forts symptbmes d’Eutypiose (11%) que les autres céfeages 32 et 41%). A
I'inverse, plus de la moitié des boutures d’Ugni Blanc sont mortes (55%), aldra’gudieu

gu’une seule bouture morte de Merlot sur les trois années d’observation. Les deements

INRA RV4 et RV5 se comportent différemment. Les boutures de RV4 présentent de nombreux
symptdémes moyens et forts (24% et 36% respectivement), mais aussi 22% ds plante
asymptomatiques. A l'inverse, la quastalité des boutures de RV5 n’ont pas survécu (72%),

et un témoin est mort. Ce qui laisse oger une sensibilité forte a la maladie. La croissance
des autres plantes témoins non infectées (inoculation avec de I'eau stéril@)ugs.eoutes

ces plantes témoins, quel que soit le cépage, ont eu une bonne croissance au debourrement. Ce
qui confirme que la blessure due a la méthode d’inoculation eméhee ne fragilise pas les
plantes et que les symptémes observés sont bien dus au champignon.

Cetteévaluation des symptémes permet de classer les cépages suivant un niveau de
sensibilité a I'Eutyppse Figure40). LeMerlot est considéré comme étant un cépage tolérant,
puisqu’il présente de nombreuses plantes asymptomatiques et peu de bouturesPuisrte
vient le Cabernet Sauvignon qui est un peu plus sensible puisqu’il présente un nombretimportan
de boutures avec de forts symptomes (35%). Ensuite, le Chardonnay qui, malgré le peu de
plantes observées, semble étre plus sensible que le Cabernet Sauvignon avee lpléatesd
a symptémes fort le plus important. Et enfin, 'Ugni Blanc est le a@&paglus sensible de
I'étude, avec plus de la moitié de plantes mortes ou non débourrées ainsi que tsox et
symptémes forts. Le croisement RV4 peut étre considéré comme moyenrsemsbte, au
méme titre que le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay. Le croisement Ruhasiement
un cépage sensible, voire tres sensible, mais pas seulement a I'Eutypioset, Hraaif taux
de reprise faible lors de la production des boutures, il est sensible a d’aladieséelles que
I'Erinose et I'Excaiose. Ces deux croisements sont apparemment sensibles a I'Esca, d’apres
les premieres observations au vignoble. En effet, sur une parcelle retattjeome (12 ans),

plusieurs ceps morts sont déja déenombrés (Dumot, 2011; Dumot, 2012).

Ce classement de sensibilité a I'Eutypiose est comparé a ceux publiés des différentes
études en champs et en sdiBertschet al, 2012; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012;
Péros, 1995; Péros and Berger, 1994).
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Figure 41 : « Effet cépage » suta sensibilité a O § ( X W \ 83rtd?iath et Doublet 2012).

Catégorie Cépages

Cépages tres sensibles Cabernet Sauvignon, Chasselas, Chenin, Cinsault, Mauzac,
Muscadelle, Négrette, Sauvignon, Ugni Blanc

Cépages moyennement  Cabernet Franc, Chardonnay, Gewurztraminer, Grenache,
sensibles jurancon rouge, MacabeuOXVFDW G{$OH[Di@EULH O0XV

Pinot Noir, Syrah

Cépages peu sensibles Carignan, Duras, Gamay, Malbec, Mourvedre, Pinot Meunier,
Portugais bleu

Cépages tolérants Aligoté, Grolleau, Merlot, Petit Verdot, Sémillon , Sylvaner

Tableau 7 : Classement des cépages suivant leur sensibilité@{ ( X W \seloR MUHos,
2002.
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Grosman and Doublet (201@ht comparé 21 cépages, suivis dans plus de 700 parcelles
réparties sur I'ensemble du vignoble francais. Les différentes iesldd bois sont observées
et comptabilisées par différents observateurs sur plusieurs années (ét2d&8 de2011).
L’Eutypiose touchait une parcelle sur 3 en 2008, mais au cours des années suivanadiga ma
fut moins présente et donc moins recherchée. En 2008, I'Ugni Blanc est le cépage qui
présentaient le plus de ceps symptomatiques (18% des ceps du vignoble), suivi du Cabernet
Sauvignon (2%), et le Merlot avec moins de 1% de ceps symptomatiques. Le Chardonnay ne
présente pas le méme pourcentage de ceps symptomatiques suivant le déparfeendi@r(C
(21) avec environ 1% et Yonne (89) < 1%igure41l).

Bertschet al.(2012) et Péros (199%¢prennent les étude dBsibos, (1987, 2002). En
1984, un groupe deavail rassemblant les partenaires de la filiére recherche et développement
a classé les principaux cépages cultives en France (32 différents) selon léuilitéeas
observant les symptbmes sur les parties herbacées en vignoble. L'étude guécike
manifestation des symptémes peut étre différente selon les régions pour unépage car
le facteur environnemental est non négligeable sur I'apparition des sympit@notsssement
obtenu comporte 4 catégoriescépages tolérants, cépages peu sensiblegennement
sensibles et trés sensibles. Le Cabernet Sauvignon et I'Ugni Blanossittérés tous les deux
comme trés sensibles et le Merlot comme l'un des cépages tolérant a I'Eeityp@s

Chardonnay quant a lui est classé moyennement sensible (Tableau 7).

Bruez et al. (2013) reprends la suite de ces observatisus sept régions viticoles
francaises entre 2003 et 2008. L’Eutypiose et I'Esca/BDA (Black Dead Amhesregistrées
sur deux périodes différentes dans l'année, l'une en juin et l'autre en aoisepte
respectivement. L'Eutypiose a été enregistrée dans toutes les parcellesalevaparentais.
Entre 42 et 80% des parcelles des vignobles alsaciens, bordelais et de bourggsmaipnt
des symptdmes de la maladie. Seule la région du Jura semblait la moins touchéerevde mo
40% des parcelles dugnoble atteintes. Suite a ces résultats, l'incidence de la maladie a été
comparée aux cépages utilisés dans les régions, ce qui permet d’obtenirsemetasde
sensibilité des cépages. Sur les 14 cultivars observés, I'Ugni Blancespuigirésente la plus
forte incidence de la région, avec environ 209466 des symptémes de la région. Cependant,
la région du cognacais utilise a plus de 98% ce cépage pour la production de Coghndand e
omniprésent dans cette région, ce qui explique ce résumcatrre élevé. Le Sauvignon et le

Cabernet Sauvignon concentrent environ 5% des symptémes dans leur région.
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Toutes ces études ont été réalisées en collaboration avec différents organismes et don
différents observateurs. L'identification des maladies du bois n'esoppmsirs aisée, pouvant
ainsi entrainer des biais dans les diagnostics et donc les résultats. D@npludum présent
dans chaque vignoble peut étre différent, et ne pas avoir la méme viriténeset al, 1997;
Péroset al, 1999; Travadomt al, 2012). Quelques études ont été faites sur des boutures non
enracinées infectées artificiellement et cultivées en serre, notamment celle de (8mgan
(1994) qui note la sévérité des symptdmes, notamment les chloroses et les nécrasses sur |
feuilles, 5 et 10 semaines aprées linoculation. Tous les cépages étudiés eptesiest
symptémes de maladie ais un classement de sévérité est effectué. L’'Ugni Blanc et le Cabernet
Sauvignon sont considérés comme tres sensibles avec entre 77,5% et 87,5% de symptémes a 5
semaines pour I'Ugni Blanc et entre 93,8% et 95% de symptomes a 5 semaireesialimfour
le Cabernet Sauvignon. Le Merlot présente un nombre non négligeable de symptémes, et plus
important qu’en vignoble, avec 57,5% a 5 semaines et 70% a 10 semaines. De mémegdans cett
étude, I'évaluation de la sensibilité du Chardonnay ne reprend pas legatibssreffectuées
en vignoble. En effet, il présente peu de symptémes avec seulement 30% a 5 sem@bbes e
a 10 semaines. Les différences obtenues avec les observations effeaigéles signobles
peuvent étre dues a I'enracinement plus ou moins rapide des boutures, entrainant une vigueur
aidant les cépages a se défendre ou a croitre plus rapidement. Et inversemeatd uteret
I'enracinement peut permettre au champignon de se développer plus vite etphasi sk
dégats en produisant des toxinesieglées dans la plante, entrainant ainsi des biais dans les

estimations de la sensibilité.

Toutes ces études sur la sensibilité des cépages montrent qu'il n'estifasida
I'estimer et de classer les cépages les uns en fonction des autres. Les obsezffatituées
lors de cette these ont permis d’identifier la sensibilité de 4 cépages Iparumpport aux
autres, tout en retrouvant les estimations faites en vignoble. On dispose donc dipdges c
fondamentalement opposés et situés aux extrénhitétassementle Merlot et I'Ugni Blanc,
ainsi que de deux autres cépages intermédiaires, le Cabernet Sauvignon etidmr@lyar
permettant d’envisager une étude physiologique et moléculaire comparasvabseevations
ont également pu faire une @sttion de la sensibilité des deux croisements RV4 et RV5 dont
leur sensibilité est encore incertaines en vignoble. Ce classement va séchielld’ de
sensibilité pour les différentes analyses effectuées dans cette these.
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Point inoculation ——-» — Mesure|de la nécrose

Figure 42 : Nécrose mesurée au niveadu point G {L Q | HdeWdnBo® de bois
prélevé surune bouture infectéeun an plus tot.
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Figure 43 : Taille moyenneen mm des nécroses des bois des différents cépagesuivant

le type de symptémes foliaires

En noir les plantes témoingn vert, les plantes asymptomatiquesn jaune, les plantes
exprimant des symptdémes moyegtsenrouge les symptomes forts, des cépaded/erlot,
Cabernet Sauvignon, Ugni Blarat le croisementRV4. Les barresG { H UrbprEXddtent

O T H WstamtlXrdd des moyennes. Test comparaison multeldukey dela taille de la
nécrose entre les différents types de symptdmes par cépage, n=4 plantes, * pvalue < 0.05 **
p value <0.01.
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Mesure des nécroses du bois

Suite a I'évaluation de la sévérité des symptdbmes des boutures infectées un an post
inoculation, le bois est prélevé. La nécrose formée est mesurée seulemantdarardpagne
2014, sur 4 boutures différentes par cépage et par type de symptomes. La me$iect e
de part et d’autre du point d’inoculation pour le Merlot, le Cabernet Sauvignon, I'Ugrad Blan
et le croisement RV4Hgure 42). Les tailles des nécroses par type de symptdmes sont
comparées entre elles pour un méme cépage, mais aussi avedeseiares cultivars (test de
comparaison multiple de Tukey). Le croisement RV5 est écarté de cette analysa dar p

plantes ont survécu a I'hiver et probablement a l'infection.

Le Merlot et le croisement RV4 ne présentent aucune différence signdickitaille
de nécrose quel que soit la condition ou le type de symptdme. Par contre, en moyemiog le Me
présente une nécrose d’environ 6,5 mm en présence du champignon, qui a tendance a étre
légérement plus grande que chez les plantes témoins. LenoerisRV4 présente des nécroses
plus petites d’environ 3,5 mm dans les boutures avec des symptémes forts ou moyens. Les
nécroses des boutures RV4 asymptomatiques sont de la méme taille que les&pheriess II
est possible que I'inoculation n’ait pas fonctionnée, expliquant 'absence debsyespet la
petite nécrose. Pour vérifier cette hypothese, le champignon doit és@éélu bois. Le
Cabernet Sauvignon a des nécroses plus grandes significativement seuleste@ les
symptémes sont forts, avaae taille de 11 mm en moyenne, et en moyenne de 4,5 mm pour
les autres catégories. L'Ugni Blanc, quant a lui, a des nécroses plusamesdes qu'il est
infecté mais sans différence suivant I'intensité des symptémes, avec degaéer® mm pour

toutes les plantes infectées et de 3,5 mm pour les téentoqe€43).

Ces mesures semblent indiquer que l'intensité des symptémes foliairepasesn
corrélation avec la taille de la nécrose, puisque le cépage sensiblelalynfdt des nécroses
importantes quel que soit I'intensité des symptémes. Cependant, seuls les cépables sens
produisent des nécroses plus grandes significativement en cas de rigutdrsgs que les
plantes non infectées du méme cépage. L'absence ou le peu de différences sigaiéoat
la taille des nécroses chez le Merlot et celles chez I'Ugni Blanc, le Cabernajrigsugou le
croisement RV4 semble confirmer que la mesure des nécroses n’est pas uveunfiadae de
la sensibilité du cépage un an post infectionkpaypa lata Il n'y a donc pas de liaison entre

la taille de la nécrose et la sensibilité.
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De plus, l'efficacité de cette méthode differe suivant I'agressivité de lhsauitisée
et il faut attendre un certain temps avant d’obtenir des nécroses mes{Malidg<et al, 2017)
Par ailleurs, la structure du bois varie d’un cépage a l'autre, doine bouture a l'autre, car
elle est dépendante du développement des cellules, des tissus et des vaissdaaxet®r, i
démontré que la sensibilité a I'Esca est dépendante de la dimension des xaissediet, la
taille des vaisseaux semble étre étye avec lintensité des symptom@ouzouletet al,
2014) De plus, une étude démontre que le taux de subérine et de lignine apres une blessure
d’'une bouture infectée peut également jouer sur la vitesse de propagation du champignon
puisque ce taux semble corrélé @ale sensibilité des cultiva(®Munkvold and Marois, 1995)
Tous ces paramétres rendent l'utilisation de la mesure des nécroses commeumaequ
sensibilité difficile a mettre en place et peu fiable. Le test de diagnostic deilgénaila

maladie dd donc utiliser d’autres moyens d’analyses.

|dentification et quantification du champignon dans le bois

L'identification des pathogenes présents dans le bois est complexe et longue. De
nombreuses méthodes existent et ont été mises en place sur différentes espeées, culti
comme la vigne, l'olivier ou le saule et le peupl{€@arlucciet al, 2015; Hashemi and
Mohammadi, 2016; Luquet al, 2009; Moralet al, 2016; Pérogt al, 2008; Pessinat al,

2016) La méthode traditionnelle consiste aigéler e champignon sur milieu de culture en
boite de Pétri & partir des zones de bois nécrosées ou des structures frictiggess qui

sont produites lors du développement du champignon. D’autres méthodes plus récentes
nécessitant plus de moyens sont égal@rdéveloppées. Par exemple, des méthodes d’'immuno
détection, mais elles sont longues a mettre en place et sont couteusésutapibduire des
anticorps spécifigues du champignon (Clausen, 1997; Hkesastirdet al, 2010) Des
analyses par la méthode de spectrométrie de masse MALDI TOF ont été égaldisées ut
pour détecter des protéines spécifiques produites par différents gragbale la vigne comme
Botrytis, Erysiphe, Plasmoparanais cette méthode reste essentiellement utilisée pour détecter
des pathogenes foliaires, et nécessite I'investissement de matériels ¢Qitalupovéet al,

2014) Ce sont les méthodes de biologie moléculaires qui restent les plustévideles plus
accessibles a mettre en place. Des essais d’identificateutyga latapar PCR ont été
effectués (Lecomtet al, 2000; Pérogt al, 1997) mais la faible quantité d’'organisme cible

fongique dans le bois peut seestimer les résultats etdnire un diagnostic erroné. Pour la
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détection des pathogénes responsables de I'Esca, des analyses par miteoP&&Berraf
Tebbalet al, 2014; Travadost al, 2012) de PCR nichée (nested PGRpagnolaeet al, 2011)
ou de polymorphisme de conformation des simples brins d’ADN (SE&&¢zet al, 2016)

ont gé effectuées.

Dans cette these, la méthode classique deotément du champignon sur boite de Pétri
pour vérifier les résultats obtenus lors des observations de symptémes et de desaoeoses
est effectuées sur les bois prélevés 1 an post infection. Des analyses paraRtiRtige en
temps réel (RIGPCR) ont également été réalisées pour identifier et quantifier le champignon

dans le bois.

A. Ré-isolement du champignon

Une fois les nécroses du bois mesurées, le trongon de bois autour du pointi@hirest
découpé et désinfecté pouriséler le champignon dans le bois sur un milieu de culture malt
agar en boite de Pétri. Le but est de vérifier la présence du champignon efirdeecs’il est
bien responsable des symptomes des feuilles apparus un an apres I'inoculatiord Sunées
d’analysesEutypa latan’est jamais retrouvé dans les boutures témoins, inoculées avec de I'eau
stérile. Le champignon est-igolé dans toutes les boutures inoculées de Merlot, de Cabernet
sauvignon, de Chardonnay du croisement RV4, quel que soit le type de symptémes, méme
dans les plantes asymptomatiques. En moyenne, entre 6 et 11 buchettes sur 15 par plantes
contiennentk. lata En revanche, il est rarementisélé dans les boutures asymptomatiques
d’Ugni Blanc de I'année 2014 (il n'y a pas d’'Ugni Blanc asymptomatique en 2015 et 2016)
(Figure44). Le champignon est identifié en utilisant dans un premier temps sesgstigaes
morphologiques, avec un myceélium duveteux blanc parfois gridéigeré 45). Encas de

doutes, il est ré-isolé sur une nouvelle boite de Pétri pour améliorer sa recm®iISS

L’absence de symptomes chez les boutures d’Ugni Blanc asymptomatiques n’est
probablement due qu’a un probleme d’inoculation. Pour les autres, les plantetasgtiopies
comportent toutes le champignon, donc I'absence de symptémes est certauremeicateur
de sensibilité moins forte. Ainsi, les résultats des évaluations de l'intensiggrdpdmes et
des mesures de nécroses un an post infection sontusiénld présenceButypa latadans les

boutures.
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Cette méthode permet de vérifier le bon fonctionnement de I'infection mais ekatarés
néanmoins des inconvénients. Il est difficile de caractériser la segsd#kt cépages en-ré
isolant le champignon car il peut y avoir de nombreuisoements du champignda lata
avec peu de symptomes foliaires, comme le démontre les résultats obtenusearesixde la
bibliographie(Péros and Berger, 1994). De plus, elle demande de bonnes connaissances sur la
morphologie des champignons, qui sont difficiles a différencier. En effet, l@urdegouleur,
taille sont tres variés. L'observation microscopique des formes de sporulatioet pere
identification fiable mais il faut que le champignon soit sous sa forme sexudée suileu de
culturein vitro. Or tous les champignons ne sporulent pas sur miéilnsé, comme c’est le cas
pour Eutypa lata De plus, certains microorganismes du bois ne se développent pas en dehors
du bois, quel que soit le milieu de culture utilisé. Certains ne sont donc jamais détecté
Plusieurs champignons peuvent également powssenéme temps et rendre le diagnostic
compliqué ou plus long en demandant de repiquer certaines formations sur de nouvedles boite
Par ailleurs, la croissance peut étre différente d’'un champignon a un autrett@etrainsi aux
plus rapides de colonisda boite et empécher les autres de se dévelofiparmaje and
Armengol, 2011)ce qui peut étre le cas aveclataqui a une croissance relativement lente en
conditionin vitro. De plus, cette méthode ne permet pas de quantifier le champignon dans le
bois, mais seulement de prouver sa présence. Cette méthode d’identifisationceutile pour
valider la méthode d’iiection en recherchant le pathogéne inséré dans le bois. Mais elle permet
difficilement d’identifier les autres pathogenes (contamination extérieurgjapb fausser
I'infection artificielle, car ils peuvent croitre plus lentement sur boite de Pétriepas se
développer en conditioim vitro. Identifier tous les pathogénes présents dans du bois prélevée
en vignoble est également difficile avec cette méthode. C’est pour cela, quaithedm
d’identification par biologie moléculaire a été mise en place, en utilisant4gPR. Cette
méthode permet également de quantifier le champignon dans le bois et veelierdsifere

suivant la sensibilité connue du cépage.

B. Mise en place d’'un protocole de détection &utypa latapar RT-qPCR

La quantification par la RHPCR est la méthode la plus appropriée pour mesurer la
biomasse fongique dans la plante, et plus précisément dans by et al, 2017) De
nombreuses études sur lidentification des pathogénes fongiques par cette méthétde ont

menées ces dernieres années, notamment sur la vigne, telle que lidentifidasion
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champignons responsables de la maladie de R&tertonet al, 2004) ou les diférents
pathogenes responsables de I'Heuacaet al, 2008; Besteet al, 2015; Pierroret al, 2015;
Pierronet al, 2016; Pazouletet al, 2014; Rodriguetsalvezet al, 2015; Spagnolet al,

2011) Cependant, I'identification des Diatrypaceae responsables de I'EutypioBE€Raest
moins étudiédLecomteet al, 2000; Moisyet al, 2017; Pouzouleét al, 2017) mais le
séquencage comgidl récent dEutypa latapermet maintenant de développer les méthodes
appliguées sur d’autres pathoge(BkncoUlate et al, 2013). Au cours de cette thése, deux
méthodes de RTPCR ont ét&€omparees 'une utilise la détection par le SYBR® Green et
l'autre le TagMafM. Puis des mesures de quantifications ont été faites sur des échantillons
prélevés sur différentes boutures infectées artificiellement (Boutgres A

Comparaison de deux méthodes-§HCR SYBR® Green /
TagManTM

Dans un premier temps, deux méthodes d’identification et de quantification du
champignon ont été comparées afin de sélectionner la plus efficace et fiable.gPECRTau
SYBR® Green utilise un intercalant fluorescent @&IN qui se lie a I’ADN double brin et qui
fluoresce lors du passage de la Tagpolymérase. La spécificité de la méthaste swples
amorces qui s’hybrident a la séquence d'intérét. C'est la techniqugPRR la plus
économique et la plus facile a mettre en place. LagRTR TagMaf" est basée sur
I'utilisation de sondes fluorescentes en plus des amorces spécifiques au gersentme
spécifiqgue a une séquence du gene d’intérét va s’hybrider acteluelle est hydrolysée lors
du passage de la Taqpolymérase. Cette hydrolyse va déclencher la fluorescence du
fluorochrome de la sonde. La spécificité de cette méthode repose sur les anas@essai sur
la sonde. Elle est cependant couteuse et demande certaines connaissanceggguarde th
sonde (Poitras and Houde, 2002).

Les deux techniques ont été comparées avec trois couples d’amorces spécifiques a 3
génesd’Eutypa lata Ills codent pour une Endopolygalacturonase (UCREL1 4457, NCBI)
SURMHW ODVWHU #@line (UCREXT) #6589, NCBI[Moisy et al, 2017)et
'Actine (UCREL1_ 11410, NCBI). Les deux premiers amie seule copie par génome
haploide. Les échantillons sont les bois provenant de la campagne d’infection de boutures A e
serre a Bordeaux de 2016, prélevés a 60 jours post infection, de Merlot et d’'Ugni Beatésinf
ou non. Les ADN totaux sont extraits, comprenant ainsi '’ADN végeétal et I'ADbjidoie pour
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Figure 46 : Quantification par RT-gPCR SYBR® Greendu nombre de copies des génes
GH] lata dansle boisde Merlot et G § 8 Blahc témoinsetinfectés prélevés 60 jours apres

O 1L QI kois\delsRc@mpagne 2016.

(A) les résultats a partir du géene codant pdafdopolygalacturonase, (B) ceux du gendale
-tubuline et (C) ceux du gene deO | D F Mé LoQattification du champignon dans les
échantillons V § H | | HHIF@Q/)XOde§ Hroites étalon sua gauche réalisées avec I€t des
dilutions G 1 $ ' fbngique pur (de concentrations décroissantes) obtenUBtggEPCR , puisen
rapportant le<t des échantillonsG § $ ' tbtaux aux droitesOn estimele nombrede copiede
chaque géne dans les échantillonsCaf DdeGHY p T X deWa ldR@. Les histogrammes a
droites sont les estimations du nombre de copies des géndseu, les résultats du Merlat

envert ceux deO 1 8 Bl@ric.

N=2 plantes par cépags par condition regroupéesn 1 échantillon.
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les plantes infectées. Dans un méme temps, une gamme de concentration décrofddbinte d’
d’Eutypa latapur (extrait & partir de mycélium cultivé sur boite) est réalisée afin d’étalnner
dosageCete gamme va permettre de quantifier ’ADN fongique présent dans les écimantill

d’ADN totaux, en reportant les Ct obtenus en RT-gPCR sur la courbe étalon.

La Figure46, représente les courbes étalons et les estimations de quantification d’ADN
fongique dans les échantillons de bois en fonctions de 3 gdhatyh lata: (Figure46 A), le
gene de I'endopolygalacturonaggigure46 B) O H Jq Q H-tubidin® Bt(Figure46 O le
gene de I'Actine, obtenus avec la technique ffGR SYBR® Green. Les régressions linéaires
a gauche desigures, correspondent aux droites étalons de concentration en ADN fongique pur
obtenues pour chacun des genes. Ces droites étalons permettent de rappodbtdasilors
de l'analyse des échantillons d’ADN totaux et ainsi de déterminer la conceneatidDN
fongique dans le bois. Ces concentrations sont représentées par les histogrdroiteede la
Figure en indiguant I'estimation du norméde copie des génes pour les quatre échantillons de
bois analysés.

Il est remarquable que le coefficient de détermination ®H OD GURLW-H pWDOF
tubuline Figure46 B) soittrop faible. Ce n’est pas le cas pour les deux autres genes, ce n’est
donc pas did a une mauvaise gamme de dilution. La droite n’est plus linéaire pour les
concentrations les plus fortes en ADN fongiques pur, ce qui permet de penser gu’i
formation de dimeres d’amorces et donc de faux positifs. Pour vérifieuoel@leaophorese
est effectuée pour faire migrer les ADN amplifiés sur gel d’agarose 2&sif¢n le nombre
d’amplicons. La présence de spots de petites tailles permet de confilypethidise de dimeres
d’amorces. L'estimation du nombre de copies est dorssému Pour les deux autres genes, les
coefficients de détermination §Rsont proches de 1, indiquant des bonnes droites étalons
utilisables pour quantifier le champignon dans les échantillons. Les Ct desilkEcisasont
alors reportés sur ces droiteslethombre de copie des génes fongiques sont estimés. Ces
estimations montrent que I'Ugni Blanc infecté présente un nombre de copiesnésspius
importants que le Merlot infecté, quel que soit le gene utilisé (entre 11 fois plus géoelde
I'endopdygalacturonase et 6 fois plus pour le géne codant pour l'actine). Cependant, on
remargue gue les échantillons témoins, qui ne devraient pas contenir de ’ADN degriwempi
sont positifs avec des valeurs non négligeables. Ici encore, une électrophafisetage pour
faire migrer les différents ADN amplifiés par la RPCR. La encore, des diméres d’amorces

sont a l'origine de ces résultats.
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Figure 47 : Quantification par RT-gPCR TagMan™ du nombre de copies des gene<GH]
lata dans le bois de Merlot et G § 8 JBnc témoins et infectés prélevés 60 jours aprés
O 1L QI koiE\elsR@npagne 2016.

(A) les résultats a partir du géne codant pa@fidopolygalacturonase, (B) ceux du géleda -
tubulineet (C) ceux du géne d&© § D FM\ qu@ritification du champignon dans les échantillons
V T H I HFOMDRHES dHoites étalon sda gauche réalisées avec I1€% des dilutionsG $'1
fongique pur (de concentrations décroissantes) obtenuRtpgPCR , puisen rapportant leCt
des échantillonsG 1 $ ' fotaux aux droitespn estimele nombrede copie de chaque géne dans
les échantillons a0  DAeG®If p T X BeWaL dRalte. Les histogrammes a droites sont les
estimations du nombrée copies des gene&n bleu, les résultats du Merl@tt envert ceux de

O 1 8 Bl@ric.

N=2 plantes par cépags par condition regroupéesn 1 échantillon.
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La Figure47 représente les résultats obtenus avec la méthoagPRR TagMaf*.
Tout comme pour l&igureprécéente, a gauche sont représentés les droites étalons obtenues
lors de I'analyse de la gamme de dilution de 'ADN fongique pur, et a droitestiesagons
du nombre de copies obtenues en rapportant les Ct obtenus lors de I'analyses dmishanti
d’ADN totaux extraits des échantillons de boisHigure47A correspond aux données du géne
codant pour I'endopolygalacturonase ,Hgure % ] FHOOHV G XtubuiceHet @H OD
Figure47 C du géne codant pour I'actine fongique. Les coefficemtétermiation () des
droites étalons des trois genes sont tous supérieur a 0,9 indiqguant donc que ces uveités pe

étre utilisées pour quantifier le champignon dans le bois.

Pour les trois géenes, le bois de I'Ugni Blanc infecté contient plus de cogiepross

fongiqgues que celui du Merlot infecté (environ 8 fois plus avec le gene de
OfHQGRSRO\DODFWXURQDVH -tubduiirie\ét &n@iéry1Dfdidus@vec qQ H C
le géne de I'’Actine). Le nombre de copies des genes codant pour I'endopdiygalase et la

-tubuline dans les échantillons de bois témoins sont nuls. Il n'y a donc pas de fadg positi
avec cette méthode. Cependant, un nombre non négligeable, mais plus faible quavec la
méthode au SYBR® Green, est détecté dans les témoins @énelde I'actine. Aprés analyse
bio-informatique (primetblast, NCBI), il s’avere que les amorces et la sonde peuvent
s’hybrider avec le gene de l'actine végétal, pouvant entrainer des estsntimsées et

pouvant expliquer les témoins positifs avec ce géene.

Ces résultats ont permis de constater que I'Ugni Blanc, le cépage semsiipés plus
de copies des différents génes que le Merlot, 60 jours apres l'infection. Ce spisigigposer
gue le champignon se développe plus vite chez le cépage sansithez le tolérant.

La méthode TagMdff semble plus efficace que la méthode au SYBR® Green pour
quantifier TADN fongique présent dans les échantillons de bois. En effetulepdsitifs des
témoins sont probablement dus a la formation de dimeagsadtes. Il est difficile de limiter
ce phénomeéne qui est plus important quand le nombre de séguences cibles des amorces est
faible. De plus, différentes études ont comparé la méthode TaYMamc d’autres analyses
en PCR, et ont démontré que la TaqWaast cent fois plus efficace pour détecter des ADN
en faible quantit¢Arocaet al, 2008). D’autres analyses utilisent les ITS (Internal Transcribed
Spacer) de I'ADN ribosomique comme génes de référence car ils permettent unierdétect

efficace avec de faibles concentrations d’ADN cible mais le nombre pamgévarie et induit
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un biaisde la quantification, surtout en les utilisant sur des échantillons prélevés en cliamps
vignoble (Johnsoet al, 2015; Longeet al, 2013). Ainsi, dans un contexte de haute infection
et de forte variabilité en vignoble due aux aléas climatiques, I'approche gtieatitiu
pathogéne dans les ceps de vigne la plus appropriée est la méthodegRECRTagMam*.

Le choix du gene resta définir et des répétitions et mises au point du protocole sont encore
nécessaires. D’autres cépages ont été ainsi étudiés et les échantillons ogtegés @r

différents temps.

Mise au point du protocole RGPCR TaqMaf

Dans un premier temps, deshéntillons de bois de Merlot et d’'Ugni Blanc prélevés a
différents temps d’infection sont utilisés pour optimiser le protocole de quatiific&ix
plantes, regroupées en 3 échantillons, ont été prélevés a 3 et 120 jours post infection de la
campagne d2016 LaFigure48 représente les estimations du nombre de copies des génes de
I'’endopolygalacturonasd-igure $ OH JqQ+ubdihkt Edire48 B) et le géne de
I'actine (Figure48 C). A 3jours, davantage d’ADN fongique est détecté chez I'Ugni Blanc par
rapport au Merlot (environ 3 fois plus), quel que soit le géne utilisé. Tout commeudatsd
obtenus précédemment, les témoins des échantillons sont positifs avec le geriemdelizac
forte présence de champignon a 3 jours post infection doit étre due a l'insertioe cicéamt
pelote de mycélium, et possiblement une croissance fongique plus rapide cheBlasgni
que le Merlot. Ce dernier doit probablement ralentir le champigapdipers mécanismes de
défenses induits, comme c’est le cas lors de nombreuses interactions plantefpdtraggue
(Chonget al, 2009; Fontainet al, 2015; Poinssadt al, 2003; Pouzouledtal., 2014; Spagnolo
et al, 2017; TrotelAziz et al, 2006). A120 jours, la quantification est nettement plus faible
gu'a 3 jours. Les difféerences entre I'Ugni Blanc et le Merlot infectés, soble$ voire
inversées, avec une quantification plus img@ate chez le Merlot. Une détection non
négligeable dans le bois des échantillons témoins d’Ugni Blanc (aveoitkegénes) et de
Merlot (avec l'actine seulement) est visible. Cette détection de champignotedasis non
inoculé, bien qu’une certaine variation soit notable entre les génes, est pramluama des
contaminations extérieures. En effet, ces analyses ont été faites sur ridssdfioiection
conservant les écorces. Or I'écorce des bois peut contenir des microorgadmmeles
champignons qui peuvent avoir des géenes similaires a cdtuxtypa lata
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Afin de vérifier cette hypothése, de nouvelles analyses sont effectuées demiess
échantillons de boutures infectées présents au laboratigissboutures de Cabernet Sauvignon
cultivés en serre a Poitiers en 2016, prélevés a 120 jours post infection et des échantillons de
Merlot et d’'Ugni Blanc cultivés a Bordeaux de la campagne de 2015, prélevés a 60 jburs pos

infection. Avant I'étape de broyage, I'écorce des points d'infection estémlev

La Figure 49 représente les résultats obtenus avec ces échantillons. A 60 jours, la
quantification de I'enpolygalacturonas®ntre une quantité d’ADN fongique plus importante
chez I'Ugni Blanc que chez le Merlot (2,5 fois plus). Cette diffézeast similaire en utilisant
OH JgQH FRGDQW SRXU OYDFWLQHVIPQ@WVOHOIGH i VAR GSIDQXW
tubuline, le Merlot contient plus de copie d’ADNHiitypa lataque I'Ugni Blanc. Cette
différence d’ordre de grandeur est renconp@er la premiere fois et difficilement explicable
(dégradation de la qualité des ADN lors des étapes d’extraction, de conservaion de

échantillons, soucis rencontrés lors de I'analyse en RT-gPCR, ...).

En revanche, le bois du Cabernet Sauvignon infecté, prélevé a 120 jours sur des boutures
cultivées en serre a Poitiers, contiendrait autant de champignon que dans le borfotle Me
prélevé a 60 jours ou prélevé a 120 jolrigre48) avec le géne de I'endopolygalacturonase.

Le nombre de copies des génes bo@ W-ubuline et I'actine sont assez similaires avec celui
estimé avec le gene de I'endopolygalacturonase. Les échantillons non infectés sona@ nouve

positifs avec le gene codant pour I'actine mais ils sont bien négatifs aveuieaudres.

En erevant I'écorce des échantillons, on élimine un biais potentiel dans I'estimation de
la quantité de champignon dans le bois. Cette modification du protocole est donc adoptée pour
les analyses suivantes. Les temps longs semblent plus intéressants aséitidigrpour un
diagnostic en vignoble. Ainsi pour se rapprocher des conditions en vignoble, des awoalyses s

faites sur des boutures infectées depuis plus de un an.

Quantification du champignon dans le bois de quatre cépages
infectés depuis un an

La mise au point des différents protocoles (extraction ADN en quantité suffisante et de
bonne qualité, quantification par RJPCR avec et sans écorces, ...) a utilisé le peu
d’échantillons de bois infectés restant au laboratoire de Poitiers en début d’année 2617. Ai

lors de I'observation des symptomes sur les plantes un an post infection de la campagne 2016,
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Figure 50 : Quantification par RT-gPCR TagMan™ du nombre de copies des génesGH] lata

dans le bois sans écorcesle Merlot, G 8 JE)anc, de Cabernet Sauvignonet de Chardonnay

témoinsetinfectés prélevés a 1 an apre®© L Q | ldriHdMdtien@es symptdmes observés lome la

campagne 2016.

(A) montre les résultats a partir du gene codant p@midopolygalacturonase, (B) ceux du geleda
-tubuline et (C) ceux du genale O § D FAMJa@ht les résultats obtenus avec les échantillons de

concentratiorenADN totaux de 20 ngiL* eta droite de concentration 2 pd. 2.

La quantification du champignoen estimante nombre de copide chaque géne dans les échantillons
G 1 $'fotaux a O § Dde @M p T Xd2 W&/ dréit® étalon effectuée précédemment (réalisée a partir des

Ct des dilutions G 1 $' fongique purde concentrations décroissantegn rouge, les résultatde

quantification dans les plantes mortesn jaune les plantes symptomatiquesn vert les

asymptomatiquest ennoir les plantes témoins.

N=2 plantes/cépage/types de symptomes regroup@k£chantillon.
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certains points d’infection sont utilisés pourigséler le champignon sur boite de Pétri et
d’autres sont utilisés pour quantifier le pathogéne. Les quatre cépad&s é&n 2016 sont
compares: le Merlot, le Cabernet Sauvignon, I'Ugni Blanc et le Chardonnay. Leemssnt

faites & deux concentrations d’ADN, 20 ngluét 2 ng.uk!. La concentration la plus faible
permet de vérifier si les résultatstebus a 20 ng.pt.ne sont pa au seuil de détection de la
RT-gPCR et donc de les valider. Cela permet aussi d’éliminer d’éventueltes td’ADN
contaminant, provenant d’autres pathogénes de la vigne pouvant s’étre développés pendant

'année écoulée.

La Figure50 représente les quantifications du nombre de copies des genes fongiques
dans les différents échantillons de bois, mesurées suivant le type de symptoemedsobs
(Figure 50 A, quantification du nombre de copies du géne codant pour
I'endopolygalacturonsasé&jgure % GX JgQH FR Gub@ive eHdreS500d) le
géne de l'actine). A gauche, sont représentés les résultats obtenus avec ungationce
d’ADN totaux de 20 ng.ut et a droite une concentration de 2 nglpgt confirment les
estimations obtenues avec la concentration précédente. En effet, si fegléobhaont positifs

a la concentration la plus faible, alors les résultats sont bien ceux attendus.

Dans I'ensemble, les résultats obtenus entre les trois génes sont du mémeeord
grandeur, et les différences entre les échantillons sont aussi simile@ssplantes
asymptomatiques comportent peu d’ADN fongique. A I'inverse, les bois des ésuafligni
Blanc mortes contiennent un nombre important de copies des gdbetypd lata. Le
champignon est donc présent en forte quantité. Le Merlot symptomatique @résequantité
équivalente d’ADN fongique que I'Ugni Blanc, le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay
symptomatiques, sauf avec l'estimation du nombre de copies du geliaectige. La
quantification par le gene Actine semble donner des résultats erronés, puisque que
I'identification dans les témoins est positive et les plantes asymptonsficggentent aussi un
nombre non négligeable de copies du géne, probablementeadealisybridation de la sonde
et des amorces sur la séquence de l'actine de la vigne. Ce qui induit en erreurthds résul

obtenus. Il n’est donc pas utilisable pour la quantificati@utypa latadans le bois.

En comparant les estimations du nombeecopies des deux autres genes dans les
échantillons des différents cépages et suivant le type de symptémes oblsestéenstaté que
les cépages symptomatiques comportent une quantité non négligeable de champignon et le
plantes mortes en contiennemt nombre important. A l'inverse, les plantes asymptomatiques

en contiennent peu.
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Le nombre important d’ADN fongique dans les plantes mortes peut étre biaisé par
I'absence d’ADN de vigne non dégradé. On se retrouverait alors avec un échaotitkmaat
quasiment que de I’ADN fongique car ’ADN de vigne dégradé sera mal extrait, incaissi
en erreur I'estimation de la quantification en surestimant la quantificatidredgoggnon. Pour
remeédier a ce probléeme, il faudrait créer des amorces spécifidusBN de la vigne pour
obtenir un ratio ADN fongique sur ADN de vigne non dégradé, permettant ainsi dervésif
estimations. En utilisant le gene de I'endopolygalacturonase et les éonargifmptomatiques
a2 ng.uk?, les cépages peuvent étre ssen fonction de la quantité de champignon présente
le Merlot en contient peu puis le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay sont intermétliaires
I'Ugni Blanc est celui qui en contient le plus. Ce classement reprend laikgEnsiiservée sur
les boutwes infectées et celles des différentes ét(Blegezet al, 2013; Dubos, 2002; Grosman
and Doublet, 2012; Péros and Berger, 1994).

Conclusion

Différentes méthodes ont été utilisées pour caractériser la sensibilité deesép
I'Eutypiose, en passant par des méthodes diteslitionnelles> et des méthodes plus récentes

de biologie moléculaire.

L’observation de I'apparition des symptdbmes un an aprés l'infection de boutures
cultivées en serre reste une trés bonne méthode d’identification de la sérdgsilitepages. Il
faut cependant un certain nombre de plantes, au moins une centaine (70 infectées, 30 témoins),
qu’il faut infecter artificidlement et cultiver sous serre pendant un an. L’évaluation des
symptdémes demande aussi une bonne expérience pour reconnaitre les marquegsesgecifi
I'Eutypiose, qui sont bien plus Iégeres sur boutures qu’en vignoble. Cette méthode est donc
facile a mettre en place, mais demande du temps, de la place et de la main d’ceuvre. Le ré
isolement du champignon permet de vérifier si le champignon est toujours présentluass |
au moment des notations de symptémes mais il ne permet pas de classer les cépagasien

de leur sensibilité, ni de quantifier le champignon présent dans le bois.

La mesure de nécrose est souvent utilisée lors des études des maladied_duidpoisn
and Dubos, 1997; Mugnat al, 1999)mais ici, elle ne semble pas permettre de caractériser la

sensibilité des céepages.
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La méhode de quantification du champignon paréPACR SYBR® Green a déja fait
ses preuves dans l'identification des espéces responsables de I'Eutyfmaseet al, 2017;
Pouzoulett al, 2017). Cependant, les résultats obtenus ici laissent penser que la formation de
diméres peut entrainer des surestimations des résultats et de faux. issifgpour cela que
la méthode RTGPCR TagMah" peut étre la meilleure technique de biologie moléculaire pour
quantifier et identifier le pathogene présent dans le bois. De plus, cette quzonifest
différente suivant les cépages, ce qui laisse penser qu’il est possible de &rssci@ssit leur
sensibilité avec cette technique, et que le pathogéne se développe plus rapidemest dans |

cépagesensibles.

Des études ont montré que la composition du bois peut varier d’une bouture a I'autre et
d’'un cépage a l'autre, entrainant ainsi une progression plus lente du chamigmdwold
and Marois, 1995; Pouzoulet al, 2014) Cette croissance peut aussi étre limitée par des
réponses de défenses des plantes, comme la production d’enzymes ou moléfangxjaes
entrainant ainsi des biais dans la quantification pagRTR TagMaf™. Il sera alors possible
d’identifier le pathogenelans le bois mais I'estimation de sa quantification sera-isait
biaisée. De plus, des études ont constateEqugpa lataa une croissance lente et que sa
guantification n’est possible qu’a partir de 60 jours apres l'infe¢twmisy et al, 2017) Ces

données sont a prendre en compte lors des futurs essais en vignoble.

Des répétitions somécessaires pour confirmer les premiers résultats obtenus et valider
la méthode. Des tests en vignoble doivent étre mis en place afin d’utiliser en condiitess
le test de diagnostic d’'infection. Le géne codant pour I'Endopolygalacturonase et/ou la
tubuline fongique peuvent étre utilisés comme marqueurs de quantificafimndrait mettre
en place un protocole de prélevement des échantillons, en utilisant des cepslégyant
manifestés des symptomes de la maladie et en prélevant au niveau étumserou d’'une
ancienne plaie. Le prélévement peut se faire de maniere destructive ou en pnéhevant
« carotte» de bois du tronc. Des amorces spécifiques a la vigne doivent aussi étre utilisées
comme par exemple celles de I'actine décritesMaisy et al(2017)afin d’obtenir un ratio
ADN fongique/ADN de vigne non dégradé. La mise en pédda validation de ce test pourra
contribuer a comprendre I'étiologie des maladies du bois et a mettleacendes stratégies de

management en vignoble.
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Chapitre I

Depuis l'interdiction du seul produit phytosanitaire efficace contre les realdd bois,
I'arsénite de soude, des financements de recherches sont mis erpgiaceomprendre
I'étiologie de cesnaladiesdont 'Eutypioseetpour trower des alternativede lutte. Certains
travaux ont débuté avec la these de Céline Camps financée par le Conselil inteopirodéti
vin de Bordeaux (CIVB), soutenue en 2008 (Camps, 2063 ti@vaux de thegmrtaent sur
une étude transcriptomique globale de la réponse de la vighgypa lata Des études
comparatives des réponses de plantes infectées symptomatiques ou noréeginfect
artificiellementcultivées en serreudes échantillons prélevés vignoble) et des plantes saines
ont permis d’identifier plusieurs génes réagissant differemment chexbbrrigt Sauvignon a
E. lata(Camps, 2008; Campat al, 2010; Campet al, 2014; Rotteet al, 2009). Le projet
CASDAR V908 a ensuite conting@srecherche, apportant des pistes qui sont développées
dans le projet CASDAR actuel V13{&rminé en début 2017), coordonng pENRA de
Bordeaux (Patrice Rey, UMR SAVE 1065) dans lequel collabore le laboratog 8&
'UMR EBI de I'Université de Poitieret le Bureau national interprofessionnel du Cognac
(BNIC, Cognac) qui finance cette these CIFRE. L’objectif premier de cette collaboration est
de mettre en place un systéme de diagnostic rapide et non destructif de sedsbiepages,
hybrides ou clones en utilisant des marqueurs molécul@itest apartir des résultats obtenus
lors de la thése de Céline Cani@amps, 2008; Camp al, 2010; Campst al, 2014)et des
analses moléculaires du projet CASDAR V908 (Gomes, 2@@) les travaux de lhese
CIFREcherche a mettre en évidence des genes différentiellement exprimés entre des boutur
infectées artificiellement pdt. lataet des plantes saines non infectées, et dont I'expression
serait corrélée a la tolérance aé&pages. Pour cela, des variétés présentant un phénotype de
sensibilité bien marqué, essentiellement en vignoble, sont étudiées. Une fdisrsdds et
validés, ces génes pourraient représenter des marqueurs moléculairesipdestasibilité
dans lebut d’étre utilisés pour la sélection précatmdividus tolérants parmi les différents
clones existants ou dans une future descendance. Ces outils molécula@ssntepient un
avantage dans les protocoles de sélection futurs.

Ce deuxiémechapitre dethése porte sur I'étude et la validation de ces geénes
potentiellement marqueurs. Les études se sont basées dans un premier tengpsépages
de sensibilité différente demis campagnes d’infection artificielle, entre 2014 et 2@és
cépages sontlentiques que ceux étudiés dans le premier chapitre;aetit :

- les tois cépages étudiés pendant 3 ans, le Merlot, le Cabernet Sauvignon et I'Ugni

Blanc
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- les dewhybrides RV4 et RV5, de sensibilité inconnuaudiésen 2014 et un seul
en 2015RV4).
- le Chardonnay, seulement en 2016.

Le Merlot, le Cabernet Sauvignat I'Ugni Blancsont des cépages cultivés en région
bordelaiseet charentaise. Le premier est connu pourtétézant a I'Eutypiose, en présentant
raranent des symptdomes de maladiesecond est sensible, entrainant des pertes conséquentes
de production et I'Ugni Blanest le cépagke plussensible a la maladie entrainant d’énormes
pertes de production et économique pour la régies. sensibilités ont été confirmées lors des

études pénotypiques décrites dans le chapitre .

Dans un premier temps, des feuilles asymptomatiques et le bois sont praleless s
boutures infectées artificiellement utilisées précédemment (chapitre |, appeldeses A), a
différents temps posghfection compris entre 3 et 120 jourdne dizaine de genes ont été
sélectionnés suite aux études précédentes et leurs expressions sont analySég3GR én
comparant les conditionspantes saines et «plantes infectées pour les différents cépages.

Cependant, ces premiéres analys®# longuesgu fait de lacinétiquede prélevement
des échantillons. De plus, les boutures, cultivées en serre, sont surjettent atsliffétees
stress biotiques et abiotiquédéveloppement d’oidium notamment observé tous les ans)
interférant dans les résultats d’analyse transcriptomique. C'est pourquoi uhedenét
d’infectionin vitro, testée au laboratoire SEVE de 'UMR EBI 7267 de I'Université de Poitiers
lors de linteraction entreArabidopsis thalianaet Botrytis cinerea (Veillet et al, en
soumission)a été adaptée pour infecter des disques foliaires de vigiaupgua lata Cette
méthoded’infection permet ddbtenirdes réponses a I'infection, en condition contrdlées, plus
rapides et répétables que celles obtenues sur les boutures infectéate cette infectiorin
vitro permet de mimer le dialogue moléculaire entre le champigneas &ssus foliaires, sans
contact physique entre les deux organismes, puisque le champignon n’est jamais defmeuvé
les parties herbacées de la plghtrignon, 2012)Ainsi, dans un second tempss lexpressions
des genes marqueurs des disques foliaires sont étudiées en réponse a cedgpertintro.

Les résultats des réponses transcriptionnelles des échantillons de feuilles
asymptomatiques et des disques foliaires dewx typesinfections snt présentés dans ce
chapitre.
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Etudes des réponses transcriptionnelles de I'infectiom planta
de boutures A parEutypa lata

A. Panel de genes potentiellement marqueurs lors des travaux de

recherche précédents

Apres la prophylaxie encadrée par les professionnels, une des princiaksgedrde
lutte contre I'Eutypiose et des maladies du bois de la vigne est la sélectépatges ou de
clones plus tolérants a ces ageptathogénes. Cependant, les stratégies de transformation
génétique chez la vigne étant particulierement difficiles a mettre en place dolejglifbérents
projets de recherche souhaitent déterminer des criteres simples et perigsenatss Féponses
physiologiques et moléculaires de la plante a linfection, et reliés a la todéranmx
champignons impliqués dans le dépérissement du bois de la vigne. Ainsi, les réponses de
plusieurs génotypes de vigne inoculées artificiellemenEpkatasont comparéeEn 2008, la
thése de Céline Campgmgrtant sur la réponse transcriptomique globale du Cabernet Sauvignon,
a permis d’identifier des genes potentiellement utilisables comme outils de diagnéstices
et non destructifs de sensibilité a I'Eutypiosecemparant les expressions de différents genes
étudiées en microarray, de plantes infectées avec ou sans symptdmes et desgilaages
cultivées en serre et en vignoble. Une vingtaine de genes sont communs auXiteaesde
culture et sont exprimésfthiremment par la plante infectée asymptomatique par rapport a la
plante saine. Ces génes peuvent étre associés a la réponse a l'infection ou éel'dbsen
symptémes. Les observations en vignoble montrent qu’en dépit de la progtestiode la
maladie, quinécessite plusieurs mois ou années avant |'extériorisation des premiers
symptémes, elle conduit inévitablement a la mort des ceps a plus ou moins long@reé&che
(Dubos, 2002; Larignon, 2010)n diagnostic précoce doit donc se faire avant I'apparition des
symptébmes. D’ou I'intérét de distinguer les genes induits lors de I'absengengémes et
associés a la réponse a l'infection. En 2012, se terminait le projet CASDAR V908, quis per
d’étudier en RTIgPCR les genes retenus a l'issue de la thése de Céline Camps. Ces genes font
partis de différentes catégories fonctionnelléls peuvent intervenir dans le métabolisme
(lipides, sucre, phénylpropanoides et acides aminés), mais aussi pour demntElém
extracellulaires, les voies d’information cellulaire (transcription, syntleéségulation des
protéines), les réponses aux stimuli (transduction du signal, réponse de défdasedion

avec I'environnement), le transport, la biogénése des constituants aedluddirénergie (génes
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Chapitre I

codantgour la phase photochimique et fixation du carbone de la photosynthese) (Camps, 2008;
Campset al, 2010). Lors du projet CASDAR V908, une étude de la photosynthése n’a montré
aucune corrélation entre la sensibilité et les difféerents criteres physimsgide la
photosynthese pouvant étre utilisés pour la sélection de génotypes, tels queld@ssioe

CO,, la conductance stomatique, la transpirationleetontenu pigmentaire des feuilles
(chlorophylle et flavonoides totaux) (Gomes, 20B3r contre, les études moléculaires ont
permis de sélectionner un géene de ménage stable quel que soit le cépage natitieasco
d’infection, ainsi qu'une dizaine de genes potentiellement marqueurs de sengiailgdes
feuilles asymptomatiques et le bois. Le géne de ménage a été sélectionné apcesnpare
I'expression du gene chez la plante infectée par rapport a la plante saine. Plusiesrs g
généralement utilisés comme genes de ménage, tels que le gkame pour le facteur
GIpORQJDWLRQ () . OH IDFWHXU GTpORWDQHLRY QH JOoB H ¢
pour la glycéraldéhydd-phosphate déhydrogénase (GAPDH), ont été testés lors du CASDAR
V908 sur des feuilles issues de boutures infegt@pmatiques, asymptomatiques ou témoins
(Figure 51). Ces différents genes ont egalement été testés sur les échantilloris de bo
boutures infectées de la campagne 2014 du CASDAR VE@are52 A et B). Le géne codant

pour la GAPDH est celui dont I'expression varie le moins au cours de I'expérimmenéattre

les différents cépages, temps ou types d’échantillons (feuilles ou bois). &ssgatilisé pour
sélectionner les marqueurs potentiels parmi le panel de génes retenus paebiss travayx
notamment auf genegjui ont étudiés dans cette these comme étant de potentiels marqueurs
de sensibilité a I'Eutypiosgcf. Tableau 6, partie Matériel et Méthodefing sont
essentiellement exprimés dans les feuilles et les quatre derniers dansik\igise.

Geénes exprimés dans les feuildsymptomatiques

Le premier gene étudié est le gdhdHTS qui code pour un transportetde typesymport
H*/hexoses, essentiellement exprimés dans les feuilles matures de vignécifieparix flux
de sucres danla plante, notammedans le déchargement phloémi&foufa-Bastien,2010;
Hayeset al, 2007; Hayet al, 2010). Ce transporteur est souvent associé a une invertase
pariétale dont le gene fait également parti du panel de géenes étudiés ici,\afipaAENV1
Cette invertase clive le saccharose apoplastique en hexoses, notamment en gluateseet f
(Hayeset al, 2010; Ruan, 2014). Un gene, codant probablement pour un transporteur de haute

affinité d’azote ou de peptides app&eNTR1.4 est également étudié. L’expression de la
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fructose biphosphate aldolase 2vFBAJ est analysée dans les différentes conditions de
traitement. Elle intervient dans la glycolyse, nataent dans la synthése de glycéraldéR3«de
phosphate (G3P) et dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Le dernier\g&ieHG code
pour une NADH déshydrogénase (NADH plastoquinone oxidoreductase subuohit 6
chloroplaste),une enzyme membranaire qui permet teemsfert d’électrons (issude la
photosynthese) entrainant un influx de protons dans les thylakoides.

Geénes exprimés dans le bois

La pectate lyaseV{yPL) est exprimé dans le bois, ainsi que la GDSL estérase (lipase
proteine like) YVGELB. Elles intervénnent dans I'élimination et la dégradation des pectates
en oligosaccharides ou des enzymes possédant une séquence GDSL\M\elBénede pour
une jacalin related lectin like, qui est une protéine qui peut se lier aux gluckdestriier gene
du panel @&tudier code pour un transporteur ABC (ABC transporter G family member 32 like),
appeléVvABCTPR C’est une protéine membranaire jouant un réle apassage de molécules
a travers la membrane cytoplasmique en hydrolysant 'ATP.

B. Profils d’expression deggenes potentiellement marqueurs

Les réponsefranscriptionnelles de ces gergesinfection de différentes boutures ont été
analysées. Les feuilles asymptomatiques et le bois de chacune des bouturésscalt
Bordeaux en serre ou a Poitiers en serre ou phytotron ont été prélevés a diférpsts, 15,

30, 60 et 120 jours post infection) pour analyser I'expression des dix genes poteatiellem
marqueurs. Ces analyses d’expressions de géenes ont pour but de discriminer egsdiffér

cépages par leur réponse face a I'infection, traduisant leur sensibilité atiemal

Analyses d’expression des genes dans les feuilles asymptomatiques
de boutures infectéas planta

Les expressions de cing genes sont comparées dans les feuilles asymptomatiques d

bouturesinfectées des différents cépages sur les trois années de campagnes d’itfestion.

boutures sont cultivées en serre et infectées artificiellemeriytgpa lata Les feuilles sont
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Figure 53 : Heatmap des facteursG L Q G XIéswlitidRe@Qts génes étudiés dans les feuilles

de boutures de différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2014.

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélewtpant
an), Vert : répression du gene lorsdaglante est infectée (FI<0,5Rouge: induction du gene
lorsquela plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre Témeitplante inoculée

(FI=1).

Test statistique: teste comparaison multiple avda méthode FDRle Benjaminiet Hochberg,
avec ajustement des p-value: aucune différence.
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prélevées entre 3 et 120 jours apres l'infection et les études dessgeives par RIGPCR.

Les résultats de ce paragraphe préssitas facteurs d’induction moyens des trois campagnes
d’infection de chacun des genes exprimés dans les cépages éties expressions relatives
desconditions témoin et infectée des échémmi. Les facteurs d’'inductions sont représentés
sous forme de heatmap, aves Esultas enrouge correspondant a une induction du géne dans
les plantes infecté€B1>2), et envert, la répression du géiiel<1). Un facteur d’induction égal

a 1 indique qu’il N’y aucune différence entre les conditions témoin et ir(factélanc). Pour
identifier des genes potentiellement marqueurs de sensibilité, il faueguexpression soit
différente entre le cépage tolérant et le cépage sensible. Les expreskitimesrsont
représentées sous forme d’histogrammes pour apporter plus de prédismrdifférents
résultats des genes sont normalipar le gene de ména@APDH Un test statistique de
comparaison multiple (méthode FDR de Benjamini et Hochberg) esitwdf 1l permet de
comparer les deux conditions témoin et infectés de chaque cépage mais aussi desaépense
les cépages. Pour faciliter la lecture des résultats, le seuil de significasitvidéfinit a partir

d’'une p-value inférieure a 0,0001, siseules les données tres différentes sont notées.

I. Campagne d’infectiom planta2014a Bordeaux

En 2014, les cépages étudiés sont le Merlot, le Cabernet Sauvignon, I'Ugni Blasc e
deux obtentions INRA, RV4 et RV5. Les facteurs d’induction des @negsont détaillés dans
la Figure53. La plus forte induction de gene de la campagne est celle dWVg@WaNV1chez
I'Ugni Blanc a 120 jours, a 2,32. La seconde est celle du\ged&5chez le Merlot a 120 jours
(F1: 2,28). Les facteurs d’inductions dgnes sont faibles, quel que soit le géne, le cépage ou
le temps de prélévement et aucune différence significative n’est remarquée euneligsns.

De maniere générale les expressions relatives sont faibles dans les deux soddition
traitements pautous les génes, sauf pour le g&hd-BA2 (Figure 54). Le geneVVvHT5 est
fortement exprimé 120 jours posinfection. C’est également a anips que son expression
est différenteentreles cépagest conditions de traitemente Merlot infecté et le Cabernet
Sauvignon témoin et infecté, induisent fortement ce gene par rapport a I'Ugni Blesideux
obtentions RV4 et RV5. L’analyse statistique démogtreseul le Merlot réagit differemment
a linfection a 120 jourentreles deux conditions de traitement, témoin et infece gene
VVCWINV1 codant pour l'invertase pariétal,est jamais exprimé différemment par les
cépages entre les deux conditions de traitement, sauf par le Merlot a 15 et 30 jouest ou il

fortement éprimé par la condition infectée. Les analyses statistiques du\gevieR1,4

90






expression relative

expression relative

Merlot

m e
emoin VVHTS
= Merlot
infecté 0.5
m Cabernet Sauvignon
témoin
= Cabernet Sauvignon
infecté PN
>
Ugni Blanc =
/. K
témoin o
Ugni Blanc c
| o
infecté o
RV4 o
= s
témoin x
RV4
|
infecté
RV5
[
témoin
RV5
|
infecté
VVCWINV1 VVNTR1.4
0.25 0.20
C
d
0.20
0.15 ac
[0}
>
0.15 =
2
S 0.10
2 b
0.10 4
C 2
c bc ab a ab
bc ab x ab
ab <y 0.051 ab
- X | | ‘ I |
0.00- I I
) o ) o o ) o o < < o
5 & o N N A < <
N > N o 2
N
VVNDHG VVFBA2
0.005 1 8
abd  ad
0.004 1
6
[0}
>
©
0.0031 -
2 ac
s 4 abc ac
»
0.0021 § |
: \
x
[0} -
24 T
0.0014
0.000- 0-
9 9 9
.o“\ vo& & o . 0@ . Q,\c) . 0@ . 0@
o> oD o o N N N N
~ ) v N oD D

~

Figure 54 : Expressions relatives des différents génes étudiés dans les feuitledoutures A

de différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2014.

(N= 6 plantes par conditions (témodu inoculée) par cépage par dateprélevement)

Test statistique: test de comparaison multiple aeanéthode FDR de Benjamirit Hochberg,
avec ajustement des p-value. Selékignificativité : p-value <0,0001. Les données sans marque
de significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.



VWHTS | WCWINVIL VWNTR1j4  VWFBA2 VN
Merlot 1,25 1,18 1,44

3jrs Cabernet Sauvignon 0,92 1,26 0,89 1,02 1,06
Ugni Blanc 0,81
RV4 0,75 0,78 1,05 0,83 1,05
Merlot 0,75 0,79 0,89
15irs Cabernet Sauvignon 1,12 1,15 1,17 1,24
Ugni Blanc 0,71 0,73 0,74 0,81
RV4 1,50 1,17
Merlot 1,41 1,11 0,96 0,78
30jrs |Cebemet Sauvignon 150 2050 079 0,82 1,43
Ugni Blanc 0,94 1,06 1,05 0,98 1,31
RV4 0,82 1,13 0,93 1,03
Merlot 0,81 0,91 1,18
60jrs Cabernet Sauvignon 0,88 0,72 1,08
Ugni Blanc 1,50
RV4 1,14 1,10 0,86 1,43
Merlot 1,23 0,91 0,87 0,91 0,69
120jrs Cabernet Sauvignon 1,06 0,95 0,98 0,70
Ugni Blanc 1,05 0,97
RV4 1,15 1,35 0,92 1,07 1,08

Figure 55 : Heatmap des facteurs G L Q G Xdes\differénts genes étudiés dans les
feuilles de boutures de différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2015.

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de préleetpant
an)

Vert : répression du géene lorsgleplante est infectée (FI<O,5Rouge: induction du géne
lorsque la plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre témoat plante
inoculée (FI=1). Test statistique: test de comparaison multiple tvewéthode FDR de
Benjamini et Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence, saufepgene
VVNDHGa 120 jours chefe Cabernet Sauvignon.
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démontrent qu'’il y a peu de différences d’expressions du gene entre lesocsndiétude. Ce
n'est qu'a 120 jours chez le Cabernet Sauvignon, que le géne présente deux profils
d'expressions distincts entre les conditions témoin et infedegene est fortement réprime
lors de l'infection. Les autres cépages n’expriment pas differemmeénke entre les deux
conditions, notamment I'Ugni Blanc alors gu'il est sensible, au mé@nmeeque le Cabernet
SauvignonLes deux derniers gendsyNDHGet VVFBA2 ne sont pas exprimés differemment
par les cépages dans les deux traitements. Le premier est exprimé de mangilaerétsties
variable, laissant supposer un role peu impordanis les feuilles de la plard@ moment du
prélevementA l'inverse, le second a un niveau d’expression plus élevé, mais il estipeté af
par l'infection. Aucun cépage, a aucune datexprime differemment céerniergéne entre les
conditions témointanfectée.

Globalement, la premiére année d’infection permet d’identifier le §&h€T5 qui est
differemment expriméncondition infecté par rapport a la conditic@moina 120 jours post
infection chez le cépage tolérame Merlot. En effet, I'infetion in plantaparE. latava induire
son expression dans les feuilles asymptomatiques des boutures. De mémeyieCyE eV 1
est réeprimé a 16t 30joursseulemenpar ce méme cépage lors de l'infection. Les autres genes
ne permettent pas de différendies cépages entre eux quel que soit la date de prélévement.

Suite a ces résultats, la campagne d’infection 2015, va se focaliser sur les dates de
prélevement, en rajoutant un temps a 60 joursipéesttion. L’obtention INRA RV5 est écartée
des analysepour un gain de temps d’analyse et de place dans les serres de Eirteféet,
cet hybride n’a présenté aucune différence d’expression des genes que d¢eedel dates ou

entre les conditions témoin et infectée.

ii. Campagne d’infectiom planta2015a Bordeaux

La campagne d’infection 2015 s’est déroulée de la méme maniére que celle de I'année
précédente. Suite aux analydes facteurs d’inductiotes genes, différentes constatations sont
faites Figure 55). Hormis une exception, le géeNeNDHG a 120jours chez le Cabernet
sauvignon (Ft 12,25), les génes sont faiblement exprimés une fois de plds/HESqui est
toujours Iégerement exprimeés lors de I'infection par tous les cépages a 120 joumggptisn,
mais plus faiblement que lors de la cagpe 2014 (FI 2015 1,23/ FI 2014: 2,28). En
revanche, le genévCWINV1a tendance a étre réprimé en 2015 a 120 jours, sauf par RV4,

alors qu’il était majoritairement induit par tous les cépages en 2014. De méme penel

91



VVHTS5
Merlot

=
témoin 1.59
Merlot
I .
infecté
Cabernet Sauvignon
m 20C 9
témoin 2
Z 1.01
Cabernet Sauvignon <
LI ¢ 3
infecté =
U iBlanc S
ni Qo
m %" >
témoin n
b
= Ugni Blanc 2 05
infecté @
RV4
=
témoin
RV4
I .
infecté 0.0-
&7 & Sy Sy Sy
8 8 < 8 0
> “ N N N
N > © Vv
~
VVCWINV1 VVNTR1.4
0.1574 0.5
a
o [
Z o0.10 >
= =
2 @
c <
2 o
3 ‘o
4 3
I bl
2 0.05 o
5 b b b b x
VVNDHG VVFBA2
0.0044 4017
b C
0.0031 30
2 2
z c 3
o ©
f= j=
S 0.0027 o 207 be
2 %2}
ac
® ac| ac ®
s s b abji§_ab
) aﬁ )
0.0014 a
a a
al a < -
0.000-
& & & & <2
$° < s s s
> K o S -

Figure 56 : Expressions relatives des différents génes étudiés dans les feuiliesboutures A

de différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2015.

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de préléevemsnt), Te
statistique: testle comparaison multiple avela méthode FDR de Benjamimt Hochberg, avec
ajustement des p-value. Seuil de significativité : p-value <0,0001. Les données sans dwrque
significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.
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VVNRT1,4qui était induit & 15 et 30 jours en 2014 et qui est réprimé en 2015. Les résultats de
la campagne précédente ne se répetent pas dans cette campagne d’infection.

En analysant les expressions relatives des cing génes, on constate que ks profil
d’expressions des cinq genamt différents de ceux de la campagne précedeigaré 56).

Par exemple, il n'y a aucune différence d’expression entre les cépages dtteatds dates

de prélevements pour le geveHT] alors qu'il présentait un profil intéressant en 2014. Le
geneVVCWINV1n'est jamais exprimé de maniére différente entre les conditions témoin et
infectée d’'un méme cépage sur une date de prélévement, malgré la présence de quelques
différences significaties d’expressions. Pour le géne du transporteur d’'azeiéTR 1,4 seul

le Cabernet Sauvignon réprime de maniére significative son géne a 60 jotirdqmbistn, par

rapport au Merlot et BUgni Blanc, comme I'année précédente, mais a 120 jours cefieifoi

Le géneVvNDHGest fortement réprimé par I'Ugni blanc a 120 jours et fortement induit par le
Cabernet Sauvignon au méme temps. Or les deux cépages sont sensibles, ce qui nespermet pa
de valider ce gene comme marqueur potentiel. Le dernier YeR8A2, ne présente pas de
variations d’expressiorntre les conditions témoin et infeetdes cépages, malgré quelques
différences entre cépages, probablement di a la physiologie de lad@petelantéa variéte.

De maniere générale, cette campagne ne pigrasede valider un géne potentiellement
marqueur de tolérance ou de sensibilité a I'infectiongpdata. De plus, cette campagne ne
répete pas les résultats obtenus I'année précédente. Le peu de différence entdbtie@ssco
témoin et infectée, laisseupposer un souci d’agressivité du champignon inséré dans les
boutures. La pathogénicité de cetien’est pas affectée puisque lors des observations de
symptoémes un an apres l'infection de cette campagne, on retrouve bien des syrmmt8&mes
sur les cépges sensibles (cf. Chapitre 1). Afin de retrouver des inductions de génes plus
importantes, la derniere campagne d’infection est effectuée avec la souchaa(@Kl-10),
qui n'a pas éte repiquée plusieurs fois au cours des dernieres années, caassiagenome

ou l'agressivité d’origine.

iii. Campagne d’infectiom planta2016a Bordeaux

La derniére campagne d’infection s’est focalisée sur la validation de geéenes
marqueurs a partir de cépages dont la sensibiitél@aest connue. Ainsi I'hybrid&V4 est
remplacé par le Chardonnay, un cépage moyennement sensible, permettant diolsigedtre
plus large de sensibilité a la maladie avec le Merlot tolérant, le Chardden@gabernet

Sauvignon qui est sensible et I'Ugni Blanc trés sensible. Csetient de sensibilité est
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VWHT5 | WCWINVIL VWNTR1j4 VWFBA2  VWND
Merlot 1,49 1,24 1,54 1,12 0,80
3jrs Cabernet Sauvignon 0,81 1,46 1,38 0,93 0,97
Ugni Blanc 1,07 0,81 0,85 1,06
Chardonnay 0,93 1,52 1,21 1,02 1,08
Merlot 1,28 1,03 1,23 0,97 0,69
15jrs Cabernet Sauvignon 0,75 0,96 1,16 1,10 1,34
Ugni Blanc 1,28 1,49 1,25 1,40 0,66
Chardonnay 0,84 0,67 1,20 1,07 1,08
Merlot o2 131 1,44 1,12 0,75
30jrs Cabernet Sauvignon 0,95 1,14 0,96 0,96 _
Ugni Blanc 1,06 1,03 1,05
Chardonnay 0,80 0,76 0,66 0,75 0,86
Merlot 0,83 1,02 1,41 1,18
60 jrs Cabernet Sauvignon 1,01 0,73 0,78 0,81 0,99
Ugni Blanc 1,30 0,85 0,96 0,72
Chardonnay 0,98 0,76 1,26
Merlot 0,87 1,67 1,35
120 jrs Cabernet Sauvignon 0,81 1,40 1,13
Ugni Blanc 0,82 08 | 060 070
Chardonnay 0,68 1,37 1,18

Figure 57 : Heatmap des facteurs G | L Q G Xdesvdifierénts génes étudiés dans les
feuilles de boutures de différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2016.

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage paidégteslevementt par
an),Vert : répression du gene lorsdaglante est infectée (Fl<0,5Rouge: induction du géne
lorsquela plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre témeitplante inoculée
(FI=1). Test statistique: teste comparaison multiple avda méthode FDR de Benjamirgit
Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative.
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Figure 58 : Expressions relatives des différents genes étudiés dans les feuidedboutures Ade
différents cépages cultivéesn serre a Bordeauxen 2016.

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélévement)

Test statistique: teste comparaison multiple avda méthode FDRle BenjaminietHochberg, avec
ajustement des p-value. Seuil de significativité : p-value <0,0001. Les données sans dwrque
significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.
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confirmé par les résultats d’observation des symptémes décrits danpiteechd.e point 60
jours postinfection est conservé. Tout comme précédemment, les analyses traomsuelfss
des échantillons de feuilles asymptomatisjont permis de calculer les facteurs d’induction
des cing genes mais aussi leur expression relative normalisée par I6ARDE dans les
conditions témoin et infectée.

La Figure57 représente les différents facteurs d’'inductions des génes aux fféren
temps d’infection pour tous les cépages. Cette année encore les valeursbtem)tedaec un
facteur d’induction le plus élevé a 3,27 (Ugni Blanc a 120 jours pour le \§&@dBHG).
Certains genes ont des profils a 'opposé de ceux des années précédentesle gengvHTS
qui est réprimé a 120 jours par tous les cépages, alors qu’il était induit lesautées. De
méme pour le gen®¥vNDHG qui est induit par les cépages a cette méme date sur cette
campagne d’infection alors qu’il était réprimé en£2@1 par certains cépages en 2015. Le gene
VVNTR1est induit & 15 jours postfection par les quatre cépages comme en 2014 alors qu'il
était réprimé en 2015. Aucun facteur d’induction de genes ne différencie lgesépeavant
leur sensibilité.

L’analyse des expressions relatives montrent que globalement, les génes n’ont pas
les mémes profils d’expressions que lors des deux années précébauess58). Le gene
VVHT5ne montre aucune différence significative entre les conditions témoinfeeten de
chaque cépages. On ne retrouve pas non plus l'induction plus forte du géne a 120 jours post
infection observée en 2014. L’expression de base est également plus faible que lous des de
autres campagnes. Le gevieCWINV1ne présente aucune différence significative quel que
soit la condition. L’expression du geMeNTR1,4diminue moins en condition infectée que lors
des précédentes campagnes. Le niveau d’expression le plus faible est a & joest
probablement di a la méthode d’infection, qui fragilise la plante et doit perturber spotirans
de nutriments. L’expression relative du gane@NDHG diminue le long de la cinétique de
prélevement, sauf pour I'Ugni Blanc. Le gevie-BA2est relativement stable tout au long de
la campagne et les différences d’eegsion significatives sont anecdotiques.

Pour résumer cette derniére campagne, les expressions relatives et les facteurs
d’inductions sont plus faibles et ont moins de différences significatives entre elotgjdes
campagnes précédentes. Des varigticentre répétitions biologiques sont également
remarguables. Malgré le changement de souche infectieuse, les résultats de cetfeecaenpa

permettent pas de valider un ou plusieurs genes marqueur de sensibilité.
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VVHT5 | WCWINVL VWNTR1L)4  VVFBA2  VVNC
Merlot 0,69 0,93 0,72 1,16
30jrs Cabernet Sauvignop 1,15 1,39 1,25 _ 1,80
Ugni Blanc 1,29 1,25 0,72 0,80
Chardonnay 1,01 1,08 1,05
Merlot 0,78
60jrs CabernetSauvignoi 1,46 0,77 _
Ugni Blanc 1,62 1,39
Chardonnay 0,88 0,94
Merlot 1,11 1,14
120jrs Cabgrnet Sauvigno 0,99
Ugni Blanc
Chardonnay

Figure 59 : Heatmap des facteursG § L Q G XI&sWwlitfdreQts genes étudiés dans les feuilles
de boutures de différents cépages cultivéegn phytotron a Poitiers, moyennés sur deux
campagnesG L Q | HIONGERTL6).

(N= 4 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage pardegigtlevementt par

an), Vert : répression du gene lorsdaglante est infectée (FI<0,5Rouge: induction du géne
lorsquela plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre Témeitplante inoculée
(FI=1). Test statistique: teste comparaison multiple aveda méthode FDR de Benjamirt
Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative, sauf pour Ugni Bla
avecle géneVvCWINV1a 120 jours.

VWCWINVL VWNTR1)4

Merlot

60jrs [Cabernet Sauvigno
Ugni Blanc

Merlot

120jrs [Cabernet Sauvigno
Ugni Blanc

Figure 60 : Heatmap des facteursG { L Q G XI&swlitidRe@ts genes étudiés dans les feuilles
de boutures de différents cépages cultivéesn serre a Poitiers (en 2015).

(N= 4 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage padégtetlevement), Vert :
répression du géne lorsqleeplante est infectée (FI<0,5Rouge: induction du gene lorsqlee
plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre témahplante inoculée (FI=1).
Test statistique: teste comparaison multiple avda méthode FDRle Benjaminiet Hochberg,
avec ajustement des p-value: aucune différence significative.
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iv.  Bilan des campagnes d’infectionplantaaBordeaux

En bilan des analyses transcriptionnelles des échantillons foliaires de ises tro
campagnes d’infection planta de boutures asymptomatiques cultivées a Bordeaux, les
expressions des cing genes ne se répetent pas d’'une année sur l'autranedeaivariations
importantes sur le bilan global (facteurs d’'induction moyennés sur les troisaansxe ).
Aucun géene ne se démarque clairement pour étre retenu comme genes marqueubslitis sens
sauf peutre les gene8vHT5et VVCWINV1qui sontexprimés differemment entre les deux
conditions de traitement témoin et infectée mais aussi entre les cépages serisibbésrant,
en 2014 seulement. Les variations de réponses sont probablement dues a diffésmnts str
biotiques et abiotiques que les plantes ont subis en serre, comme une sécheresse en 2014
accompagnée d’'Oidium, maladie également signalée en 2015. Ces difféegspstivent
jouer sur les expressions des genes, rendant la validation des marqueurlengoss la
campagne 2015, deplantes ont été cultivées en conditions contrblées a Poitiers en serre et
phytotron, afin d’avoir un point de comparaison sur l'influence des conditions de culture sur

les résultats.

v. Campagnes d’infectiom plantaa Poitiers

Donc, dande but de renfarer les résultats obtenus en serre a Bordeaux et de valider les
genes dans différentes conditions, des bouinfestéesn plantaont été cultivées a Poitiers.
Les feuilles asymptomatiques ont été prélevées en phytotron sur lesdaeggpde culture pos
infection (30, 60 et 120 jours) pendant deux années (2015 et@0dbserre a 60 et 120 jours
post infection sur une année (2015¢s cépages Merlot, Cabernet Sauvignon et Ugni Blanc
ont été utilisés, ainsi que le Chardonealitivé enphytotron en 2016.

Les facteurs d’induction des échantillons prélevés en serre de Poitiedetllés
dans laFigure59 et ceux prélevé dans le phytotron danBitmre 60. Peu deésultats sont
similaires entre ces deux types de cultures a Poitiers et ils ssndéterents avec les facteurs
d’induction des genes des échantillons prélevés a Bordeaux. Par exemple, \leldéhest
réprimé en phytotron et en serre par les cépages (sauf le Cabernet Sawvit@ijurs post
infection alors que ce gene avait tendance a étre induit lors des différenteagcasp
d’infection de BordeauxX.e géneVvCWINV1lest induit & 120 jours dans les feuilles infectées
et cultivées a Bordeaux en 2014, alors qu’il est réprimé par les échantillonéscalBordeaux

en 2016 et danle phytotron a Poitiers. De maniere générale les facteurs d’induction des
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Figure 61 : Différents stresset symptdmes observés sur les boutures cultivées serre
(A aG) et enphytotron (H etl).

(A B et C) décoloration ou coloration des feuilles (anthocyannées ou chlojpd&Bs
oidium, (E) érinose, (F) Botrytis, (G) feuilles nécrosées (dessécleéeésces noiratres
G 1 R w GuLnXilBiou (vieille infection), (H) boursoufflures inconnues(l) dépérissement
rapide inconnu.

(Photographies personnelles).
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échantillons du phytotron et de la serre de Poitiers sont faibles et sansdéfsignificative,
sauf pour I'Ugni Blanc en serre & 120 jours qui induit fortement le Ye@&VINW lors de

I'infection (FI : 10,27). Il difficile d’évaluer la sensibilité des cépages avec ces résultats.

vi. Bilan des études transcriptomiquisfeuilles
asymptomatiques de boutures infectégdanta

Les expressions des genes semblent trés dépendastesrdiitions de cultures. De
plus, lors des différentes campagnes, différents stress biotiques et abiotitjgas observés,
entrainant des biais dans les résultats des analyses molécutairefet, une dégradation
générale de I'état des plantes, qued soit le cépage, se remarque aprés quelques semaines de
cultures, que ce soit pour les plantes infectées ou témoins, et a chaque campaggim®ilinf
Ce phénomeéne est surtout visible-dela de 30 a 60 jours pasfection de culture avec
I'apparition de feuillesanthocyanées-{gures 61 A et B) ou chloroséekigure61 C). De plus,
différentes maladies foliaires ont été observées, comme I'Oidium, gai @gbgervé chaque
année fFigure61 D), ainsi que de fortes attaques d’Erindsgyre61 E). Poules dates les
plus courtes, quelques symptémes de pourriture grise ont été Rigge 61 F). Tous ces
stress entrainant des dégats sur les feuilles, comme des nécroses ippéiigure 61 G),
empéchant l'analyse transcriptionnelle des génes sur ces échantillons. Loestalees
campagnes, des soucis d’arrosage ont egalement été signalés ainsi queatiessvdg
températures importantes en serre. En phytotron, ou les conditioncaundlées, un
dépérissement rapide des plantes a été observé, ainsi que I'apparition de bourssufflese
feuilles (d’origine inconnue)Higures 61 H et I). Tous ces problénw# probablement entrainé
des modifications physiologiques de la plagjteiant ainsi sur les réponses des boutares

I'infection parEutypa lata

Dans lI'ensemble, les résultats obtenus sur les feuilles asymptomatiques sont pe
concluants. En analysant les facteurs d’induction des différents genemdd®ons témoin et
inoculée, une diminution de l'inductiorau cours dedifférentes campagnes laisse supposer
guelques modifications de la soudiEutypa latautilisée. En effet, l&igure62 représente les
facteurs d’induction du genévHT5analysés lors du CASDAR V908 et@aurs de cette these,
lors des trois campagnes d’infection sur le Merlot et I'Ugni Blanc. Une diromdg ce facteur
est constatée au cours des annéeshampignon semble avoir de moins en moins d’effet sur

les plantes. De méme sur le niveau des agpras relatives, qui est de plus en plus faible au
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Figure 62 : Facteurs G L Q G XduvganB\WYNTS5 dans les feuilles prélevées sur des
boutures de Merlot et G §8JBlanc infectées depuis 120 jours au cours des
différentes campagnesG L Q | HIE X012RQ016et différentes conditionsde cultures

a Bordeaux et a Poitiers. Pour des facilitede lecture, les facteurs sont représentés sous

une forme logarithmiquen base 2 pour analyser les répression des genes N=16
plantes/condition/ année polarserre de bordeauat N=4 pour les plantes de Poitiers.
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Figure 63 : Expressions normaliséesiu geneVVvHTS5 dans les feuilles prélevées sur des
boutures de Merlot et G {8JBlanc infectées depuis 120 jours au cours des
différentes campagnesG 1 L Q | HHE R012RQ016et différentes conditionsde cultures
a Bordeauxet a Poitiers.

N= 6 plantes/condition/ année pola serre de bordeaurt N=4 pour les plantes de
Poitiers.
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cours des annéebifure63). Le faible niveau en 2012 peut étre expliqué par des séquences
d’amorces du géne dont 'efficacité était trop faible, ce qui a été corrigéban de cette these.

Les résulats obtenus sur les différentes campagnes (Bordeaux ou Poitiers) permette
difficilement de valider des genes marqueurs de sensibilité. En effet, enaabalys
expressions relatives des cinq genes marqueurs, on constais qgéenes sorfaiblement
exprimés par rapport au gene de ménageforte expression de ce dernier peut entrainer des
difficultés a valider des marqueurs de sensibiliggourrait étre possible de changer le gene de
ménage et de choisir un géne moins exprimé, mais les études préliminaiess gémds de
ménage ont démontré gu’il est compliqué de sélectionner un géne stable chezdépades,
dans toutes les conditions de cultures et aux différents temps de I'aalydes cinq genes
étudiés dans les feuilles, le gémeNDHG est le plus faible et ne peut donc probablenpast
étre sélectionné comme géne marqueur. L'analyse des expressions relateedastalirs
d’'induction dugéneVvFBA2montre qu'il est fortement exprim@ais sans variation entre
cépages ni entre les atitions d’expérimentation. Il ne peut donc pas étre utilisé pour
différencier les cépages suivant leur sensibilité. Les gévid3s5 VVCWINV1etVVNTR1,he
peuvent pas étre écartés puisqu’ils ont, au moins une fois au cours des différentes étude
montrésdes résultats différents entre les conditions de traitement et entre les cédesges

feuilles asymptomatiques des boutures A infectées artificielleimgtanta

En parallele deesanalyses moléculaires sur les feuilles asymptomaticaegs,
autres gnes potentiellement marqueurs ont été étudiés dans le bois de chaque bouture.

Analyses d’expression des genes dans le bois de boutures infectées
in plantade Bordeaux

En raison du temps de traitement des échantillons plus long que sur les feuilles
asymptanatiques et les résultats peu concluants obtenus sur les feuilles asymptanktigue
analyses moléculaires sur le bois ont été effectuées seulement lorsatiymegne d’infection
(2014) sur les cépages Merlot, Cabernet Sauvignon, 'Ugni BldiyetideRV4, a 3, 15, 30
et 120 jours post infection. Cinq genes potentiellement marqueurs ont été révelés lors des
précédents travaux de recherchen transporteur de nitraty (NTR1.4 déja étudié dans les

feuilles asymptomatiques), un géne codant pour déafelyase\(vPL), un géne codant pour
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VVHT5 | WCWINVL VWNTR14 WP

Merlot 1,07 0,88
Cabernet Sauvigno 0,77
Ugni Blanc 1,45 0,86
RV4 0,84 0,98

3jrs

Merlot

Cabernet Sauvigno
Ugni Blanc

RV4

15jrs

Merlot 1,02
Cabernet Sauvigno 0,87
Ugni Blanc
RV4

30jrs

Merlot | 1,19
Cabernet Sauvigno
Ugni Blanc 1,06
RV4

120jrs

Figure 64 : Heatmap des facteursG L Q G XdesMlff&r€nts génes étudiés danke
bois de boutures de différentes cépages cultivéegn serre a Bordeaux, lorsde la
campagne GTLQ I H2BMW.LRQ

(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cégdgar date de prélevement),
Vert : répressiomlu géne lorsquéa plante est infectée (FI<0,5Rouge: inductiordu gene
lorsquela plante est infectée (FI32Blanc : aucune différence entre Témahplante
inoculée (FI=1). Test statistique: test de comparaison multiple Eve@thode FDR de
Benjaminiet Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative.
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une GDSL estérase (protéine lyad&)GELP, un autre pour une jacaline proche d’une lectine
(VVJRL et un géne codant pour un ABC transporteur (ATP Binding Cassette transporteur)
(VVABCTB. Les gened/vHT5et VVCWINV1sont rajoutés a I'analyse pour étudier I'effet de
I'infection sur les genes intervenant dans les flux de sucre dans la plante.

Seuls facteurs’induction sont représentés sous forme de heatmap. Tout comme pour les
résultats précédents, Fagure 64 rapporte le facteur d’induction des génes exprimés dans les
plantes infectées par rapport aux plantes témoins, normalisé avec le géne deGwdiabe
aux difféerents temps de prélevemdetla campagnpour les cépages étudiés. Les réponses en
rouge correspondent a l'induction du géne dans les plantes infe(fée®), et envert, la
répression du gen&l<1). Un facteur d’induction égal a 1 indique qu’il réycune différence
entre les conditions témoin et infed@n blanc) Pour identifier des genes tpatiellement
marqueurs de sensibilité, il faut que leur expression soit difféerentel@ctpage tolérant et le
cépage sensible.

La plupart des genes sont réprimés 3 jours apreés l'infectimh que soit le cépage, sauf

le geneVVABCTR C’est probablement dd a une activité forte du champignon qui se trouvait
jusqueka dans des conditions idéales de croissance sur milieu de culture malt &§gouks
post infection, le géne codant pour la GDSL estérds&ELP est induit par le Merloet
réprimé par les deux cépages sensibles Cabernet Sauvignon et 'UgniBighdde RV4 se
comporte dans ce cas comme le Merlot. A 30 jousgidaes VVHT5et VVGELPsont également
induits par le Merlot et réprimés par les deux autres cépages. L¥ geWdNV1se comporte
a l'inverse du transporteur d’hexoses. Mais la tendance s’inverse a 120 jours, ou isest plu
induit par le Merlot et le Cabernet Sauvignon gae I'Ugni Blanc etRV4. Le transporteur
d’hexoses est lui plus exprimé par I'Ugni Blanc et RV4 a 120 jours que par letMerle
Cabernet Sauvignon qui le répriment. Les gévieBL et VVABCTPprésentent des profils
d’expression différents entre le cépage tolérant et les sensibles, I'épmster par le Merlot
et l'autre induit,respectivenent. Malgré ces tendances d’expression, le test statistique ne
permet pas d’'affirmer qu’il y a des différences d’expressions entre les cépagesféerents
temps d’infection.

Ces quelques résultats obtenus lors des analyses sur le bois ne perngetient pa
mettre en avant un géne marqueur de sensibilité. Les réponses dans le boépétatardes
de la quantité de mycélium introduite, de I'état des boutures et du bois, du percage, de la
cicatrisation de la blessure, les résultats sont donc variables d’une dléaiére. Méme si
c’est le lieu d’infection,’Utilisation du bois pour identifier des genes marqueurs n’est donc pas

idéale, d’autant plus que le traitement des échantillons est bien pour long queeniléss f
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C. Bilan

Les analyses moléculaires effectuées surféeslles asymptomatiques et l®is des
boutures infectéem planta artificiellement et culvées en serre ou en phytotrear trois
campagnes d’infection ne permettent pas de valider des marqueurs de senskiltidpise.

Les plantes subissent plusieurs stress au cours de la culture qui peuvent inflegencer |
expressions des différents genes et donc fausser la validbs genes marqueurs puis du
diagnostic de sensibilité. Les résultats obtenus 3 ou 15 jours aprés l'infectioaussnt
perturbés par le stress du rempotage et du percage récent des plantes, pouvarri greine e

les analysesu entrainer des variations de réponses importantes entre les.dlendesai de

120 jours postinfection permet de se rapprocher au plus prés des temps long d’infection du
champignon en vignoble, mais les boutures sont fragiles et se retrouvent eisataiva

dela de 60 jorsde cultureen serre. Une installation en phytotron peut étre envisagée mais le
nombre de plante est limité et elles ne semblent pas s’'acclimater correctement dans cet
environnementil faut donc mettre en place un protocole de culture de bouturegroedans

ce type d’installation.

De plus, la diminution des facteurs d’induction pour un méme, ganeanéme temps
d’infection, sur les mémes cépages d’'une année a l'daisse supposer une variabilité du
pouvoir pathogéne de la souche utilisée pour infecter les boutures. En effenscertai
microorganismes vont dérivés au cours des repiquages successifs entmagndiapparition
de variantes génétiques oweyserte de certaines propriétes.

Ainsi, pour limiter I'influence des facteurs extérieurs loesld validation des marqueurs
moléculaires, mais aussi lors du diagnostic de sensibilité, une méthode d'iniiedtitno par

Eutypa latade disque foliaire de différents cépages de vagtenise en place.
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lI.  Mise en place d’un test d’infectionin vitro de disques foliairede
vigne

Suite aux résultats obtenus en analysant les feuilles asymptomatiquestdessiinfectées
artificiellement, une alternative est proposke. effet, les interactions avec d’autres stress
biotiques ou abiotiques et la cinétique de réponse trop longue sont un frein dans la naise en pl
d’'un test rapide et efficace de diagnostic de sensibilité des cépages a la maladie.

De nombreuses méthodes d’interactiomitro entreVitis viniferaet différents pathogéne(s)
existent et permettent d’analyser les réponses a l'infection rapidemeexdpaple, des études
sont effectuées a partir de cals cellulaires ou de suspensions cellulafféseinciées de vigne
(BénardGellonet al, 2015; Mutawileet al, 2017; RamireSueroet al, 2014; Stempiest al,

2017) Cependant, lors de linteraction, les deux protagonistes réagissent en réponse a la
perception de I'autre. Or avec des cellules indifférenciées, sans tissubplgapat peut réagir
moins fortement qu’en présence de tissus végétaux, notamment les champignons nésyotroph
et donc entrainer une perte d’informations possible avec ce modéle d’étude. De plds, lor
I'infection d’'un cep de vigne par les MDB, le pathogene est présent seulement dars le
(Larignon, 2012)or les feuilles réagissent a l'infecti@ampset al,, 2010; Campst al, 2014;
Rotteret al, 2009). Il y a donc un dialogue moléculaire qui s'établit entre le tronc et Idegeuil

Ce dialogue peut étre perdu lors de I'utilisation de cellules indifférenciékrs de I'utilisation

de sécrétum d’éliciteurs du pathogene. Il faut donc mettre en plaggsteme d’infectiom

vitro, conservant le tissu foliaire et le mycélium, tout en les séparant physiquengm®@nma
gardant une communication moléculaire entre eux.

Une méthode d’infectiom vitro de disques foliaires et de cellulef\thbidopsis thakna
par Botrytis cinereaest utilisée au laboratoire de Poitiévillet et al, en soumission)Cette
meéthodepermet une infectiodu matériel végétal sans contact direct avec I'agent pathogene.
Un insert de culture comportant une membrane poreuse, permet de séparer phgsigseme
deux protagonistes tout en gardant un dialogue moléculaire entre eux. Cette mpéthumtale
contrdler’infection mais aussi de réduire les temps de l'infection et des réponses laioéscu
Elle est donc testée pour valider les marqueurs moléculaires de sensibtliéeé mEthode
d’infection a été utilisée dans un premier temps au début de I'année 2Qd6/duifier
I'agressivitéde la souche, notamment sa capacité a étre reconnue par la plante, pour sélectionner

la soucheutilisée pour infecter les boutures de vigne de la derniére campagne d’infection
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(2016). Ensuite, elle a été adaptée a l'infectioridgues foliaires de vignaeour valider les
marqueurs moléculaires de sensibilité et étudier I'interadfitin vinifera/Eutypa lataDes

mises au point ont été faites pour optimiser l'infection.

A. Choix de la souche utilisée pour les infections

La diminuion des réponses a linfectian plantades boutures (A) a entrainer des
doutes sur la pathogéniciédla capacité élicitricele la souche &utypa latautilisée. Avant
d’infecter les boutures de la derniere campagne d’infection en 2016, la souctée uili
Bordeaux (Bx 110 Bordeaux) est comparée a celle entretenue a PoitiersIB»¥Pbitiers) et
la souche originelle (Bx -10). Les souches de Bordeaux et de Poitiers proviennent de
repiquages systématiques de la souche-B& &t sont entretenues aux laboratoires de Bordeaux
et de Poitiers respectivement depuis de nombreuses abm&esouche connue pour étre peu
agressive (entrainant peu ou pas de symptoémes) est aussi utilised)(Bxetost al, 1997)

La comparaison est dans un premier temps effectuée sur des feuilles de vitrdg@lacihées

de Merlot, infectées en utilisant le systeme de I'insert de culture, ou elles scmemisdtue

avec le mycélium pendant 3 jours, sans contact direct. Les vitroplants sons wldis® un
premier temps par manque de temps pour produire du matériel végétal a partir des bouture
saines joutures B) avant le début de la campagne 2016. Ensuite, les résultats sont comparés
avec ceux obtenus quelques temps plus tard avec des disques foliaires issus sledéeuille
boutures de vignes sain@) cultivées en serre a Poitiers, prélevées entre les rangs foliaires 2
et 5 en partant du haut de la plaihfenfe ction avec les disques foliaires se déroule de la méme
maniere, avec un prélevement des échantillons trois jours apres le déebut deokinfecti
L'utilisation de disques foliaires est privilégiée pour la méthode de diagnodtcsdasibilité

car un plus tgand nombre de cépages peut étre étudié.

La vérification de la capacité élicitrice du champigrest basée sur l'induction des
défenses de la plante en quantifiant par HPLC deux stilbénes produits pgndaewi cas
d’infection fongique, le resvératroMg ©viféfine (Coutos Thévendadt al, 2001) Les feuilles
de vitroplantgle Merlot sont détachées et déposées dans I'insert de culture se tdaunsane
solutionde milieu deculture liquidecontenant du mycélium Hutypa latades différentes
souches en croissance depuis quatre jours. Aprés trois jours d’incubation,illes $eunt

récupéréset les composés phénoliques sont extraits et étudiés par HPLC.
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Figure 65 : Quantification du resvératrol et de ™iniférine dans les feuilles
détachéedie vitroplants de Merlot apres 3 jours G T L Q | HhRWlitféRe@Qtes souches
GHutypa latapar HPLC.

(A) chromatogramme obtenu lode O 1 D Q BPduaktification dda concentratioren
stilbenes dans les feuilles infectéasfonction des différentes souches utilisées : rouge,
la souche G 1 R U Bd L-Q bleu,la souche de Bordeaux, vert, celtie Poitiers, en
marronla souche peu agressivgx 1-5 et ennoir, la condition témoin non infectée,
histogramme uni,™iniférine (tempsderétention 24 minutesgt histogramme hachuré,
resveratrol (temps de rétention 22 minutes).
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peu agressiveBx 1-5 et en noir, la condition témoin non infectée, histogramme urii
viniférine (tempsde rétention 24 minutesgt histogramme hachuré, resvératrol (temps de
rétention 22 minutes).
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La Figure65 A représente le chromatogramme obtenu lors de I'analyse par HPLC de
ces composés phénoliques. Les pics aux temps de rétention 22 minutes et 24 minutes
corres,RQGHQW UHVSHFWLY HP H QANifébine. Auvdd/iplsbud/déRpcsHaV j OD
concentration des molécules par milligramme de matiére fraiche (MF) est edkiglére 65
B). La concentration en stilbénes synthétisés est plus importantes danglEsde vitroplants
infectées par la souche d’origine BxLQ. Les deux souches entretenues a Bordeaux-EXx 1
Bordeaux) et Poitiers (Bx-10 Poitiers) induisent moins leur synthése dans les vitroplants de
Merlot. Les réponses de défense de la planté moins induites par la souche peu agressive
(Bx 1-5). Il y a donc une différence de réponses a l'infection suivant la souche utilésée.
souche entretenue a Bordeaux, utilisée pour infeti@antales boutures lors des campagnes
2014 et 2015 doit avouariéavec les repiquages sucsés

Afin de vérifier ces résultats, les trois souches sont utilisées poureintixs disques
foliaires de Merlot et d’Ugni Blanc issus de boutures saines cultivéssremlLa Figure 66
représente les chromatogmmes obtenus lors des analyses HPLC, aveEigure 66 A les
résultats du Merlot et dfigure66 B ceux de I'Ugni Blanc. Les histogrammes représentent les
concentrations calculées des deux stilbénes a partir des aires sous les présulias
précédanse répétent avec ce matériel végétal. C’est bien la souche d’origine qui indiust le p
la synthése de composés antifongiques. De plus, I'Ugni Blanc semble beaucoup agpins ré
que le Merlot. En effet, il N’y a pas de différences de réponses aux diéfesznuches #. lata
Cette constatation apporte peut étre une hypothése sur la forte sensibilité afmge &
I'Eutypiose avec une faible perception du pathogene par exemple, entrainant une synthése
faible de molécules de défenses

Ces resultats préfiinaires ont permis d’identifier une diminution de dapacité
élicitrice de la souche utilisée pour infecter les boutures a Bordeaux. La souchd®Bx 1
d’'origine a été utilisée pour infecter les plantes de la campagne R@&6observations
phénotypiquesde I'apparition des symptémes des boutures des campagnes d'inifie pli@mta
de Bordeaux permettent de confirmer que malgré la diminution de la capacit&célae la
souchek. latade Bordeaux au cours des derniéres années, la pathogénicité n’est pas altérée. En
effet, la souche Bx-10 Bordeaux permet toujours d’obtenir des symptémes. Les observations
de la @mpagne 2016 ont méme identifius de symptomes forts que I'année précée,
probablement da a l'infection avec cette souche d’origine-B8 (chapitre 1)C’est également
cette soucheriginellequi est utilisée pour infecter les disques foliaires par le systewiieo.

Ces résultats ont également mis en avant une pencejot champignon par les disques foliaires

en utilisant l'insertde culture. Ce systeme d’infection est donc utilisable pour valider des
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Figure 67 : Quantification des stilbénes synthétisés (Agt facteurs GILQG XIEWLRQ
génede la stilbéne synthaseau cours de la cinétique G 1 L Q | HIE faulilIBsQiétachées

de vitroplants de Merlot prélevées a 2, 3t 4 jours post infection.

(A) quantification par HPLC des stilbenes fonction du temps deo-culture entrela

feuillée etle mycélium GButypa latade souchd3x 1-10.

(B) facteur G 1 L Q G dug@nk BoQant poua stilbéne synthase//STS)enfonction des
différents tempsde la cinétique.Le facteur G L Q G Xdt WotrRa(lsé pale génede
ménageGAPDH.

Figure 68 : Photos des feuilles détachéede vitroplants de Merlot a 3 jours de co-
culture avecle mycélium GHJ lata de soucheBx 1-10.

(A) Témoin non infecté(B et C) infectéegB et C) ou non (A) a 3 jours deo-culture.

A partir de 4 joursG T L Q | HEsWelilRQinfectées commencent a dévelopeegrosses
nécroses ou sedécolorer.
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marqueurs moléculaires de sensibilité. En paralléle de ces essais d'infecti@saliffiérentes
souches, d’autresgais ont été mis en place en effectuant différentes cinétiques de prélevement,

afin d’optimiser I'infection et de choisir le bon temps de prélévement.

B. Mise en place de la cinétique d’infectiomn vitro

CommeEutypa latane sporule pas en boite de Pétigstle mycélium qui est utilisé
pour infecter les disques foliaires. Ce champigaame croissance lente en milieu de culture
il lui faut donc un certain temps avant de coloniser son milieu. Pour homogénéiser & quanti
de mycélium déposé dans chaque puits, le champignon est mis en culture en boite de Pétri
pendant 15 jours, afin qu’il colonise toute la boite. Le mycélium est récupégdagtga dans
du milieu de culture liquide. Pour obtenir de meilleures réponses des disques foliattEs)
il est mis en culture dans les puits 4 jours avant l'infection, pour lui permettre de coleniser |
puits avant d’ajouter l'insert de culture avec le disque folieirdu milieu neuf. Tout comme
pour le choix de la souche, les essais ont été effectués darnsmiergemps sur des feuilles
détachées de tvoplantde Merlot, puis sur des disques foliaires de Merlot et d’Ugni Blanc.
Cette foisci, en plus du dosage des phytoalexines, I'expression du gene codant pour la stilbéne
synthes&/vSTSlenzyme précurseur de la synthése des stilbenes, est étudiégBPCRT

Les feuilles détachées de vitroplastnt prélevées a 2, 3 et 4 jours d’incubation. La
Figure $ UHSUpVHQWH OD TXD Q Wihif&rme @Gesutékl paYy piIBLCW.BSR O H W
stilbenes sont quasimeimiexistantsdans les feuilles de vitroplant non infectées. En revanche
on constate une augmentation de leur concentration au cours de la cinétiqueda Bgdurs
de coculture avec lenycélium. C’est apres 4 jours d’'incubation que les molécules sont le plus
synthétisées dans la feuille de vitroplant. Cependant, dés 4 jours, les feuillesrmmnta se
nécroser ou a développer des chlorofégufe68). L’'analyse du facteur d’'induction du gene
de la stilbene synthesEigure67 B), montrequ’il est irduit dés 2 jours d’incubation, puis cette
induction diminue a 3 et 4 jours. Le décalage entre l'induction du gene et la synthase de |
molécule est normal puisque la biosynthese des molécules n’est pas instdd¢ameaiere
générale, les résultats a partir des feuilles détachées de vitroplant laissart quené
dépérissement des feuillag-dela de 3 jourapparitions de nécrosepiut fausser les résultats
obtenus eRT-gPCR ou HPLC. De plus, ces nécroses entrainent une diminution de la quantité

demateérielbiologique disponiblecausahdes difficultés d’extraction demolécules.
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