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Recherche et validation de marqueurs moléculaire de tolérance de la vigne à Eutypa lata. 

Compréhension des mécanismes physiologiques impliqués.  
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Les maladies du bois de la vigne, causées par des champignons nécrotrophes, ont un 

impact considérable sur �O�¶�p�F�R�Q�R�P�L�H���Y�L�W�L�F�R�O�H au niveau mondial. En effet, tous les cépages Vitis 

vinifera cultivés actuellement présentent une sensibilité plus ou moins forte à ces champignons. 

�'�D�Q�V�� �O�H�� �E�X�W�� �G�¶�p�W�D�E�O�L�U�� �X�Q�� �W�H�V�W�� �U�D�S�L�G�H�� �G�¶�p�Y�D�O�X�D�W�L�R�Q��de la sensibilité de clones de vigne 

(nouvellement sélectionnés ou futures obtentions variétales) à Eutypa lata, le champignon 

�U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�(�X�W�\piose, une recherche de marqueurs moléculaires de tolérance a été 

�U�p�D�O�L�V�p�H�����6�X�L�W�H���j���O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��in vivo et in vitro �G�¶�X�Q�H���G�R�X�]�D�L�Q�H���G�H���F�p�S�D�J�H�V���G�H���V�H�Q�V�L�E�L�O�L�W�p���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H 

par E. lata, plusieurs gènes candidats ont été identifiés comme marqueurs potentiels de la 

tolérance à la maladie �j���S�D�U�W�L�U���G�¶�X�Q�H���p�W�X�G�H���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�R�P�L�T�X�H. 

�$���O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q���V�\�V�W�q�P�H���L�Q�Q�R�Y�D�Q�W���G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��in vitro, le dialogue moléculaire sans contact 

physique entre des disques foliaires de V. vinifera et �O�H���P�\�F�p�O�L�X�P���G�¶E. lata ont également été 

étudiées chez ces douze cépages. Cette étude a permis de mettre en évidence le rôle potentiel 

d�¶éliciteurs dans la mise en place des réponses de défenses. De plus, �O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U��E. lata 

régule diffé�U�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���F�R�G�D�Q�W���S�R�X�U���X�Q���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�X�U���G�¶�K�H�[�R�V�H�V���H�W���G�H�V��

invertases, ainsi que les activités invertasiques associées, chez les cépages de sensibilités 

variables. 

Les travaux de recherche présentées dans cette thèse ont ainsi permis �O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q��des 

marqueurs de tolérance à �O�¶Eutypiose et la �P�L�V�H���D�X���S�R�L�Q�W���G�¶�X�Q���W�H�V�W���G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��in vitro efficace 

et fiable, permettant de diagnostiquer la sensibilité des futures créations variétales. De plus les 

�U�p�V�X�O�W�D�W�V���R�E�W�H�Q�X�V���G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W���O�¶�L�P�S�R�U�W�D�Q�F�H��des éliciteurs dans la mise en place des défenses et 

de la régulation du transport et du métabolisme des sucres au cours de �O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U��E. lata. 
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(association nationale recherche et technologie) et le projet CASDAR V1302 

  



 



Research and validation of molecular markers of grapevine susceptibility to Eutypa 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 sensitivity to Eutypa 

lata, responsible for Eutypiosis that could be used to diagnose the sensitivity of new grapevine 

clones or cultivars. Using an in vivo and in vitro infection assay, several potential markers genes 

for tolerance to Eutypiosis have been identified from a gene expression study on twelve 

different cultivars.  

Using an innovative in vitro infection system, the molecular dialogue (without physical 

contact) between Vitis vinfera foliars discs of and Eutypa lata has 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 reliable in vitro 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 by Eutypa 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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Figure 1 : Photosdevariétés dessousgenresMuscadiniaet Euvitis.
(A) Muscadinia rotundifolia, (B) cépage blanc,(C) cépagerouge du sousgenreEuvitis.
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I. La Vigne 

A. Présentation et description de la vigne 

La vigne est une des espèces fruitières les plus cultivées au monde avec un enjeu 

économique important. Le terme de vigne englobe aussi bien les espèces sauvages que 

cultivées. Ce sont des Angiospermes Dicotylédones, de la classe des Magnoliopsida et de 

l’ordre des Rhannales (Emberger and Chadefaud, 1960; Galet, 2000). Elles font partie de la 

famille des Vitacées qui est composée de 19 genres d’importance différente dont le genre Vitis. 

Ce genre regroupe les vignes d’intérêt agronomique pour la production de raisins, comportant 

une soixantaine d’espèces inter-fertiles (Galet, 2000). Le genre Vitis est composé de deux sous-

genres : Muscadinia et Euvitis. 

Le sous genre Muscadinia se développe uniquement au Sud-Est des Etats-Unis ou au 

Mexique. Les vignes sont caractérisées par la production de petites grappes avec des baies 

possédant un exocarpe (pellicule) épais et des vrilles simples (Figure 1, A).  L’écorce est lisse 

et comprend de nombreuses lenticelles. Ce sont des plantes diploïdes avec un nombre de 

chromosomes 2n=40, rendant les croisements difficiles avec les espèces du genre Euvitis 

(2n=38). La principale espèce cultivée est Muscadinia rotundifolia. Cette espèce est connue 

pour être résistante à de nombreux pathogènes et parasites comme Daktulosphaira vitifoliae 

(Phylloxéra), Plasmopara viticola (Mildiou), Botrytis cinerea (Pourriture grise) ou encore 

Sphaceloma ampelium (ou Elsinoe ampelina forme parfaite de l’Anthracnose) (Levadoux, 

1956). 

Le sous genre Euvitis est celui qui présente l’intérêt agronomique le plus important et est 

réparti sur la quasi-totalité des continents. Il comprend les vignes américaines, les vignes 

asiatiques et les vignes européennes. Les vignes de ce sous-genre sont considérées comme étant 

de « vraies vignes », avec des grappes allongées et des vrilles fourchues (Figure 1 B et C). Le 

groupe de vignes américaines est composé d’une vingtaine d’espèces, la plupart résistantes à 

de nombreux pathogènes ou aux variations du climat. Elles sont communément utilisées comme 

port greffe sur 85% du vignoble mondial. Les espèces les plus connues sont Vitis labrusca et 

Vitis riparia (Galet, 2000). Les vignes asiatiques, comprenant l’espèce Vitis amurensis, sont 

peu étudiées et moins connues que les américaines et européennes. Vitis amurensis est connue 

pour être résistante au froid, à l’Anthracnose et à l’Oïdium (Wan et al., 2008). Le dernier type 

de vigne Euvitis est représenté par la vigne européenne avec une seule espèce, Vitis vinifera 



Figure 2 : Planchereprésentant les caractéristiquesde Vitis vinifera sativa, la sous
espècedevignecultivée.
(A) Feuille nervurée, (B) détails de la fleur et des organes reproducteurs,(C)
inflorescence,(D) grappedebaies etdétailsde la baie,(E) vrille, (F) détails despépins
(graines).

A

B

C

D

E
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D
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(Levadoux, 1956). Il existe deux sous-espèces : Vitis vinifera sylvestris et Vitis vinifera sativa 

(Figure 2). La première correspond aux vignes dites « sauvages » ou lambrusques et la seconde, 

à la vigne cultivée. C’est en Asie occidentale, à l’Antiquité, que sa culture se met en place, suite 

à la découverte du vin (Levadoux, 1956; Vidal, 2001). La domestication progressive de cette 

plante depuis des siècles, l’a rendue dioïque hermaphrodite, ce qui a facilité sa culture. Elle se 

propage plus facilement par multiplication végétative que par la reproduction sexuée. Cette 

domestication a permis également de sélectionner les plantes produisant de meilleurs taux de 

sucre, facilitant la fermentation, et ayant de meilleurs rendements et productions (This et al., 

2006). Vitis vinifera est la principale espèce cultivée dans les vignobles français. Elle comprend 

différentes variétés appelées cépages, produisant des raisins de table ou des raisins de cuve pour 

la production de vins et spiritueux. Plus de 300 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 deux cycles différents sur l’année : un cycle 

végétatif et un cycle reproducteur, utilisant les ressources de la photosynthèse ou des réserves 

(Lebon et al., 2008). Chacun de ces cycles correspond à différents moments du développement 

de la plante. La qualité des récoltes dépend des diverses étapes de ce développement.  

Le cycle végétatif débute au printemps, entre mars et avril, et se termine entre mi-

novembre et décembre (pour les vignes de l’hémisphère nord). Vient ensuite le cycle hivernal, 

le stade de repos de la plante de mi-novembre à mars. Le début du cycle végétatif est marqué 

par le débourrement des bourgeons, puis l’allongement des rameaux et l’étalement des feuilles. 

La sève se remet à circuler et va perler au niveau des plaies de tailles de l’hiver. Ce sont les 

pleurs, et ils sont synonymes d’une reprise d’activité du système racinaire. La croissance du 

cep dépend des conditions climatiques, notamment la température et les ressources en eau 

(Huglin and Schneider, 1998) et s’arrête fin juillet/début août pour le développement des 

grappes. La vigne procède alors à une mise en réserve des ressources, sous forme d’amidon, 

dans les racines, le cep (représentant un puits majeur), les bras et les sarments qui se lignifient : 

c’est l’aoûtement. Les feuilles, quant à elles, vont commencer à changer de couleur 

(www.opusvins.com). La perte des feuilles en novembre/décembre marque la fin du cycle 

végétatif : la sève redescend et la vigne entre en dormance jusqu’au printemps suivant. Comme 

la vigne est une liane, elle doit être taillée pour produire plus de fruits que de bois. Cette taille 



Figure 3 : Représentation des différentsstadephénologique dela vigne.
(A) bourgeon d’hiver ouœil, (B) bourgeondansle coton,l’œil gonfle,(C) pointeverte,
œil gonfleet s’allonge,(D) sortiedela jeune pousse,(E) sortiedesfeuilles,(F) feuilles
étalées et apparition desboutonsfloraux agglomérés,(H) boutons florauxséparés,(I)
floraison, (J) apparition de petits grains, (K) fermeture de la grappe par le
grossissementdesgrains,(L) grappeformée,(M) véraison,(N) maturitédesgrains.
(IFV et GislaineD).
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sèche est effectuée en hiver, et a pour but d’éliminer 80% des sarments 

(www.lavignelevin.com). Ces blessures hivernales représentent des portes d’entrée à de 

nombreux microorganismes pathogènes, notamment les champignons des maladies du bois. Le 

cycle de développement de la vigne dépend du cépage, du terroir, du mode de conduite de la 

plante (www.lavignelevin.com). 

Le cycle reproducteur se déroule au printemps et pendant l’été. Il est composé de deux 

phases : la première est le développement des primordia des inflorescences, et la seconde, le 

développement des vraies inflorescences, puis des fleurs et enfin des baies de raisin. La 

première phase est visible quelques jours après le début du débourrement, et les primordia sont 

complètement développées autour du mois de mai.  Elles correspondent aux futures grappes 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 la quantité et la qualité 

de la future récolte (Blouin and Guimberteau, 1999). Chaque grappe comporte environ 100 à 

200 fleurs hermaphrodites qui vont s’autopoll iniser (Galet, 2000). Parfois, un phénomène plus 

rare d’allogamie est visible par fécondation croisée avec du pollen d’un autre cep ou d’une autre 

plante compatible, apporté par le vent ou les insectes. Après fécondation, tous les organes 

floraux disparaissent, sauf l’ovaire qui va devenir la baie, et les ovules, les graines (pépins) : 

c’est la nouaison. Pendant l’aoûtement, les baies se développent, changent de couleur et 

accumulent les sucres et les substances de réserves (aleurone, amidon, huile) dans la pulpe et 

les graines : c’est l’étape de la véraison. Après celle-ci, les baies de raisin vont mûrir (étape de 

la maturation) jusqu'en octobre pour certains cépages. Elles vont accumuler des éléments 

minéraux, des acides aminés, des composés phénoliques, tels que les tanins, les arômes ou 

anthocyanes, ou encore des sucres. La teneur en acide va alors diminuer. Les grappes de baies 

sont vendangées fin septembre / octobre (variable suivant les années et les cépages), puis 

viennent les étapes de fermentation et de vinifications pour la production de vins (Figure 3). 

C. Importance économique 

 La filière mondiale 

D’après les derniers recensements, près de 6 000 variétés différentes sont cultivées dans 

le Monde (OIV, 2013). Le vignoble mondial, comprend les parcelles plantées de vigne, 



13%

11%
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9%
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50%

Espagne
Chine
France
Italie
Turquie
reste du monde

Figure 4 : Répartition des surfaces cultivéesmondiales(OIV) .

Tableau 1 : Production mondialede raison, classéepar pays (OIV) .
Le secondtableau représentela destinationdes différentes récoltes en2014 en trois
catégories,fruits frais, fruitssecs etfruits destinésà la production de vins.

Figure 5 : Les principaux producteurs de raisin, répartition par type de production
(OIV, 2014).
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produisant des fruits ou pas, ou n’ayant pas encore été vendangées. Il s’étend sur 7,6 millions 

d’hectares en 2016. Cette surface est relativement stable depuis 2010 et 5 pays se partagent la 

moitié (Figure 4). L’Espagne est le numéro un, avec 975 000 ha cultivés, suivi par la Chine 

(847 000 ha). La France est en troisième position avec 785 000 ha. L’Italie (690 000 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 tonnes (mT). C’est la 

Chine qui est le premier producteur mondial de raisin, avec près de 12,6 million de tonnes 

produites en 2015. L’Italie, le premier producteur européen, a produit 8,2 million de tonnes, 

suivi par les Etats-Unis (7 mT) et enfin la France, quatrième mondial avec 6,3 mT (Tableau 1).  

 La majeure partie sert à produire du vin et des spiritueux (48% en 2014). La France 

consacre 99% de son vignoble à la production de vin, l’Espagne et l’Italie, 85% (Tableau 1 et 

Figure 5).  La production mondiale de vin (hors jus et moûts) est de 267 millions d’hectolitres 

(hL) en 2016, soit un recul de 9 300 hL par rapport à l’année précédente. En 2016, l’Italie est 

le premier producteur de vin mondial (50,9 millions d’hectolitres), suivi par la France (43,5 

millions hL), l’Espagne (39,3 millions hL) et les Etats-Unis (23,9 millions hL). La 

consommation de vin mondiale en 2016 est de 242 millions d’hL, soit une hausse de 0,9 

millions d’hL par rapport à l’année précédente. Ce sont les américains qui en consomment le 

plus, avec 31,8 millions d’hectolitres par an (estimation 2016). La France reste un grand 

consommateur avec 27 millions d’hectolitres consommés en 2016, suivi de l’Italie avec 22,5 

mill ions hL et l’Allemagne (20,2 millions d’hL). La plus grosse progression entre 2015 et 2016 

est celle de la Chine, qui a consommé plus de 17 millions hL, soit une augmentation de 6,9 % 

par rapport à 2015 (estimation calculée sur le bilan = production + import - export, OIV). Depuis 

plusieurs années, on constate que la qualité du vin est devenue le principal critère de choix. Les 

consommateurs privilégient désormais la qualité à la quantité.  

 Le marché mondial du vin s’élève à 28,9 milliards d’euros. La France est le premier 

exportateur mondial en valeur avec 8,2 milliards d’euros exportés en 2016 (28,5 % de la valeur 

mondiale). Une petite dizaine de pays importe plus de 70 % du marché comme l’Allemagne 

(14,5 millions d’hL), le Royaume Uni (13,5 millions d’hL) et les Etats-Unis (11,2 millions 

d’hL). 



Figure 6 : Les vignoblesfrançais.
Répartitiondes différentesrégionsviticolesfrançais enmétropole.
(www.vignobles-de-france.fr).
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 La filière française 

 Les premières estimations de productions de vin français en 2016 sont de 43,5 millions 

d’hectolitres sur 785 000 hectares (OIV). Environ 342 variétés différentes sont autorisées en 

France (OIV, 2013) dont les 10 principales qui représentent 70% du vignoble. Les principaux 

cépages rouges sont, dans l’ordre, Merlot (14 % du vignoble français), Grenache Noir (11 %), 

Syrah (8 %), Cabernet Sauvignon (5,3 %) et Pinot noir (3,7 %), et les cépages blancs sont 

essentiellement l’Ugni Blanc (10,2 %), le Chardonnay (5,6 %), le Sauvignon blanc (3,5 %), le 

Riesling, le Chenin et le Sémillon (www.vin-vigne.com, Reynier, 2003). Les vignobles français 

sont classés en différents catégories : en AOC-AOP, IGP et vin de tables français. La quantité 

de vin produit pour chacune des catégories est stable depuis 2010. Près de 45 % des vins 

produits sont classés AOC - AOP et VDQS, représentant 22,3 millions d’hectolitres produits 

pour 383 appellations différentes sur 80 départements et 16 grands vignobles (agreste, 2016, 

www.vin-vigne.com). La France produit également 28 % de vins de pays, 11 % de vin de table 

et 16 % de vins pour eaux de vie, notamment ceux utilisés pour la production de Cognac.  

On compte près de seize régions viticoles en France réparties sur tout le territoire, dont 

les plus mondialement connues sont la Bourgogne, le Bordelais, la Champagne et la région 

Cognaçaise (Figure 6). Le vignoble bourguignon s’étend sur trois départements, sur 29 500 ha 

dont 25 000 classés en AOC AOP. Il y a plus de 83 appellations AOC AOP et 5 IGP. La 

production est d’environ 60 % de vin blancs et 40 % de vins rouges et rosés. Le vignoble 

bordelais, quant à lui, s’étend sur 117 500 ha classés AOC AOP sur le département de la 

Gironde. Il produit essentiellement du vin rouge ou rosé (89 %) et seulement 11 % 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 près de 33 350 ha, classés en AOC AOP. La 

production principale sert à la fabrication de vins mousseux : le Champagne, avec trois cépages 

principalement cultivés ; le Pinot Noir, le Pinot Meunier et le Chardonnay. La production de 

raisin est exclusivement consacrée au Champagne (90 % de la production), 5 % sont destinés à 

la production de vins rouges et autant pour des vins rosés. Ce vignoble comporte 3 AOC AOP 

et 2 IGP (www.vin-vigne.com, agreste). La région Cognaçaise se destine essentiellement à la 

production d’un spiritueux : le Cognac. Cette région est présentée ci-dessous. 
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D. Le vignoble français 

 Historique du vignoble français 

La culture de la vigne débute sur le territoire français en 560 avant J.C. avec l’extension de 

la Grèce Antique, sur tout le bassin méditerranéen et notamment par l’actuelle ville de 

Marseille. Elle s’est ensuite propagée petit à petit dans tout le territoire au fil des différentes 

ères historiques, notamment pour la production de vin (www.vin-vigne.com). Dans les années 

1800, les vignobles sont menacés d’extinction par trois maladies : l’Oïdium en 1851, dont un 

remède est découvert en 1856, avec l’épandage de soufre, le mildiou en 1880, qui sera traité 

par les sels de cuivre et le Phylloxera vastatrix (de 1863 à 1894) importé d’Amérique et qui 

s’étend sur tout le territoire. C’est l’utilisation de porte-greffes américains qui va les sauver 

(www.vinsdegarde.com). C’est après ces épisodes désastreux que se mettent en place les 

réglementations connues encore maintenant pour les appellations des vins, qui vont codifier 

chaque région viticole, de l'encépagement aux techniques autorisées de vinification, définissant 

avec précision le contour de chaque AOC. Cette dernière identifie donc un produit ainsi que 

l'authenticité et la typicité de son origine géographique. Elle est garante de ses qualités et de ses 

caractéristiques, de son terroir d'origine et du savoir-faire du producteur. Le terroir est 

caractérisé par l'environnement, le sol, le climat dans lesquels la vigne pousse et qui donnent 

un goût particulier et caractéristique au vin. L'AOC est matérialisée par un étiquetage qui 

répond à un cahier des charges défini par l'INAO (Institut National des Appellations 

Contrôlées). Trois types d'appellation existent actuellement : 

 

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

(AOP) : cette appellation est réservée aux plus grands vins mais elle est la plus 

contraignante. Elle comprend également les vins VDQS (Appellation d'Origine Vin 

délimité de Qualité supérieure ou AOVDQS). L’aire de production est bien délimitée, 

l’encépagement, le rendement maximal à l'hectare, la taille de la vigne, et les méthodes 

de culture et de vinification sont bien réglementés. La mention d'un cru désigne un vin 

particulier, produit dans un terroir encore plus spécifique que l'AOC qui l'entoure. Les 

plus grands vins de garde français sont classés sous cette appellation. 

 



Figure 7 : Le vignobledu cognac.
Répartitiongéographiquedes différents crusdecognac.
(BNIC)
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�x Les vins de table ou vins de France : c'est l'appellation la plus libre. Les raisins peuvent 

provenir de diverses zones géographiques et le choix des cépages est libre tant que ces 

derniers sont autorisés sur le territoire français. Les vins de cette appellation sont moins 

prestigieux que les AOC mais quelques vins originaux peuvent se révéler intéressants. 

 

�x Les vins de pays ou vins IGP (Indication Géographique Protégée) : cette appellation est 

plus contraignante que les vins de table dans la mesure où l'indication géographique et 

l'encépagement sont obligatoires et réglementés. C'est un gage de typicité 

supplémentaire, mais ils restent bien inférieurs aux vins AOC.  

 Le vignoble charentais et son eau de vie : le Cognac 

Ce vignoble est situé au nord du vignoble bordelais, s’étend sur environ 80 000 hectares et 

produit différents vins : un vin de liqueur AOC, le pineau des Charentes, et deux vins IGP : vins 

d’appellation Atlantique et vin de pays Charentais (www.vin-vigne.com). Mais il est surtout 

réputé pour ses eaux de vie de Cognac. Il est un des grands vignobles destinés à l’élaboration 

d’alcool. Il s’est d’abord développé dans une région appelée Aunis, autour de La Rochelle et 

des iles de Ré et d’Oléron, avant de s’étendre dans la région Cognaçaise, en suivant le fleuve la 

Charente au XIVème siècle. C’est dans un besoin de mieux conserver le vin que la distillation 

est mise en place et c’est au XVIIème siècle que se développe la double distillation nécessaire 

pour la fabrication du Cognac. 

Le Cognac est la première eau-de-vie nationale. Le Poitou-Charentes contribue à hauteur 

de 70% de la valeur nationale de ce type de produit (Agreste, 2010). Le Cognac est un produit 

AOC issu de vin blanc. Ce vin est distillé et vieilli en fût de chêne. Il est produit en Charente-

Maritime, une grande partie de la Charente et quelques communes de Dordogne et des Deux-

Sèvres. Cette zone géographique est découpée en six crus classés en fonction des qualités 

organoleptiques des eaux de vies (Figure 7). 

 

�x Grande Champagne : produit les eaux-de-vie les plus fines au bouquet à dominante 

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

vieillissement en fût de chêne. 

 



Figure 8 : Les arômesdu Cognac.
Le cognac est un produit parcourant unlarge spectre d’arômessuivant son cru, son
vieillissementet sonassemblage.
(BNIC)
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�x Petite Champagne : eaux-de-vie proches de celles de Grande Champagne mais de 

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

 

L’assemblage des deux crus donne des Cognac AOC Fine Champagne avec au moins 

50% de  cru Grande Champagne.  

 

�x Les Borderies : troisième dans le classement avec 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 vins de Cognac (42% 

des surfaces de l’appellation Cognac, Agreste), avec des eaux de vie plus rondes, 

vieillissant plus rapidement qu’au centre de la région cognaçaise dont le bouquet 

rappelle le raisin pressé. 

 

�x Les Bons Bois : entoure la zone géographique du cru Fins Bois, produit des eaux de vie 

similaires à ce dernier, mais avec un vieillissement plus rapide. 

 

�x Les Bois Ordinaires : les eaux de vie ont un goût de 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 assemblage (Figure 8) (BNIC). 

 L’élaboration du Cognac 

C’est environ 5 000 exploitations cognaçaises qui produisent le vin blanc charentais destiné 

au Cognac. Toutes les exploitations vendangent à la machine et les fruits sont pressés dès la 

récolte. Le jus obtenu est alors mis à fermenter. Le pressage et la fermentation sont deux étapes 

primordiales pour la qualité des eaux de vie. Ce vin est ensuite distillé en deux temps : une 

première fois pour obtenir le brouillis (un alcool à 28-32% vol) puis ce brouillis est mis en 

chaudière pour une seconde distillation, appelée « la bonne chauffe » (Figure 9 B). Les eaux de 

vie sont ensuite mises en fût de chêne neuf puis dans de vieux fûts, ce qui va définir leur couleur 



A B

C

D E

Figure 9 : La fabrication du Cognac.
(A) Le principalcépageutilisé estl’Ugni Blancqui est trèsproductif.Unefois la récolte passée,
les vins sontdistillés deux fois (B), et les eauxde vies sontvieillies en fûts (C). L’assemblage
(D) est l’étapeincontournable pour obtenir un Cognac unique(E).
(BNIC)
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et leur goût si particulier (Figure 9 C). L’étape délicate de l’assemblage se fait après maturité 

et elle est effectuée par le Maitre de Chai, qui va réaliser un mélange entre les différentes eaux 

de vie de différents âges et différents crus pour donner les particularités au Cognac 

(www.cognac.fr) (Figure 9 D et E). 

Le principal cépage utilisé pour la production de Cognac est l’Ugni Blanc (à 98%), 

épisodiquement la Folle Blanche, le Montils, le Folignan ou le Colombard (Figure 9 A). Il est 

utilisé car il produit un vin présentant un taux d’acidité important avec une faible teneur 

alcoolique, nécessaire pour la fabrication de l’eau de vie, mais également car c’est un cépage 

très productif avec un rendement d’ordre de 120 à 130 hl vol.ha-1 (BNIC). Cependant, cette 

forte productivité se fait aux dépend des défenses contre certains pathogènes, notamment les 

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

II.  Sensibilité de la vigne aux maladies 

La domestication de la vigne et l’in tensification des cultures, ont permis de sélectionner 

des cépages de plus en plus productifs et de meilleures qualités, au détriment parfois de leur 

potentiel à se défendre contre les agresseurs. En effet, la majorité des cépages cultivés dans le 

monde montre une sensibilité de plus en plus forte aux attaques de pathogènes cryptogamiques, 

bactériens, viraux ou des ravageurs, tels que le puceron Dactylosphaera vitifoliae (ou 

Phylloxera vastatrix) responsable du Phylloxera. Cette dernière est la maladie la plus connue 

pour avoir menacé d’extinction les vignobles français et européens dans les années 1870. Le 

phytoplasme responsable de la Flavescence dorée (Phytoplasma spp) transporté par la cicadelle 

Scaphoideus titanus posa également de nombreux problèmes phytosanitaires dans les années 

1990, et il  nécessite encore actuellement de nombreuses surveillances (Galet, 2000). Mais ce 

sont surtout les champignons phytopathogènes qui représentent la majeure partie des agresseurs 

de la vigne. Deux types de maladies se distinguent : les maladies foliaires ou non vasculaires 

d’une part et les maladies du bois (MDB) ou vasculaires d’autre part. 

A. Les maladies cryptogamiques foliaires de la vigne 

Parmi les maladies cryptogamiques des parties herbacées des vignes se retrouvent 

plusieurs champignons infectant la quasi-totalité des vignobles mondiaux dont les principaux 



A B C

Figure 10 : Symptômessur vigne et cycledevie de l’Oïdium .
(A) Ralentissementde la croissance desbourgeons,(B) feutrage blanchâtresur les
feuilles, (C) tachesnoires surles rameaux et feutragesur les baies,(D) cycle de vie du
champignon (déroulement dela contamination).
(Dubos, 2002et EphytiaINRA)

D
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sont : Erysiphe necator (ou Uncinula necator), responsable de l’Oïdium, Plasmopara viticola, 

le champignon du Mildiou, ces deux premiers étant strictement biotrophes et Botrytis cinerea, 

agent de la Pourriture grise modèle classique de comportement nécrotrophe. Ces agents 

fongiques sont tous présents sur le territoire viticole français et conduisent à plus ou moins de 

dégâts (Larignon, 2012). Elles touchent essentiellement les feuilles et les baies, et affectent la 

quantité et la qualité des récoltes, conduisant à de la casse oxydative des moûts (casse brune 

résultant de l’oxydation des anthocyanes) et des arômes de "pourri" dans les vins et spiritueux.  

 L’Oïdium 

Cette maladie est causée par l’ascomycète de la famille des Erysiphacées de forme parfaite 

Uncinula necator (Schw) Burr (synomyme Erysiphe necator Schw.) et de forme imparfaite 

Oïdium tuckeri Berck. C’est un parasite obligatoire de la vigne et de l’ensemble des espèces du 

genre Vitis. Originaire d’Amérique du Nord, c’est la première maladie qui a été introduite en 

France et en Europe. Cette maladie atteint tous les organes herbacés de la vigne, entrainant un 

ralentissement de la croissance des parties jeunes (Figure 10 A). Un feutrage gris blanchâtre, 

d’apparence poussiéreuse, se développe sur les feuilles (Figure 10 B) et sur les fruits, qui vont 

éclater. Les rameaux se tachent de brun/noir (Figure 10 C), devenant marron/rouge à 

l’aoûtement. Un bois mal aoûté peut être plus sensible aux gelées hivernales. La production et 

la qualité des fruits et des jus sont affectées par ce champignon. Il existe deux sources 

d’inoculum : les conidies produites sur les jeunes rameaux, provenant des bourgeons ayant 

hébergé le champignon pendant l’hiver, et les ascospores produites par les cléistothèces. Ces 

derniers provoquent l’infection primaire, qui va produire à son tour des conidies pour l’infection 

secondaire et la propagation. La vigne est très sensible à cette maladie après la nouaison (Figure 

10 D). Certaines espèces Vitis (non vinifera) d’Amérique présentent une résistance à ce 

pathogène. Il y a deux types de résistances qui ont été observées. Le premier résultant de la 

détection de molécules fongiques élicitrices, entrainant des réactions de défenses de la plante 

qui va sécréter des molécules antimicrobiennes et un renforcement des parois cellulaires pour 

bloquer la pénétration du champignon. Le second est une résistance gène pour gène (Flor, 1971) 

avec la découverte d’un gène de résistance : RUN1 chez les vignes Rotundifolia. Ces différentes 

vignes sont utilisées pour créer des hybrides plus résistants (Bouquet, 2002; Dubos, 2002; 

Gadoury et al., 2012; Larignon, 2012; Pauquet et al., 2001).  
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Figure 11 : Symptômessur vigneet cycledevie du Mildiou .
(A) Décoloration huileuse,(B) fructificationsblanchâtresur les feuilles,(C) inflorescence
recouvertedefructification blanchâtre,(D) cyclede vie duchampignon (déroulementdela
contamination).
(Dubos, 2002et EphytiaINRA)
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 Le Mildiou 

Le Mildiou est une maladie qui touche toutes les parties herbacées de la vigne. Elle est 

causée par l’oomycète Plasmopara viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de Toni., de la famille des 

Peronosporacées. Ce pathogène est endémique du nord de l’Amérique, et s’est propagé en 

Europe dès les années 1880, avec l’arrivée des portes greffes américains pour lutter contre le 

Phylloxera. Ce champignon, qui fait partie du règne des Chromistes et non des Champignons, 

à deux cycles de vie : une phase sexuée et une phase asexuée. Le cycle sexué conserve le 

champignon pendant l’hiver et est le premier foyer d’infection via des oospores. Puis vient la 

phase asexuée qui contamine les parties herbacées et qui permet le développement épidémique 

de la maladie. Cette dernière phase forme des macroconidies, donnant naissance à des 

zoospores, qui vont développer le mycélium sur les feuilles et pénétrer dans la plante par les 

stomates (Figure 11 D). En se développant sur les feuilles, de légères marques décolorées 

apparaissent, d’aspect huileux (Figure 11 A). Ces marques peuvent se nécroser en cas de temps 

sec, mais le plus souvent se développent en fructifications blanchâtres par temps humide (Figure 

11 B). Sur les rameaux, ces marqueurs se localisent le plus souvent de part et d’autre d’un nœud 

et une déformation en S peut être visible ainsi que sur les rafles et pédoncules des inflorescences 

et grappes. Si l’inflorescence est touchée, elle devient brune et finit par tomber, ou elle devient 

grisâtre, si l’infection a lieu après la nouaison (Figure 11 C). Cette maladie affecte la qualité et 

la quantité des récoltes, et peut influencer l’état physiologique de la plante jusque l’année 

suivante. Les espèces Vitis américaines et asiatiques, ainsi que le genre Muscadinia, présentent 

des niveaux de résistances plus importants que les cultivars Vitis vinifera. Sur ces plantes, peu 

de fructifications fongiques sont observées. Différentes études ont démontré que la résistance à 

la maladie est due à une reconnaissance gène pour gène, via le gène de résistance RPV (Luo et 

al., 2001; Merdinoglu et al., 2003). Cette reconnaissance induit différents mécanismes de 

résistance et de défense. Des croisements entre les espèces résistantes et les variétés Vitis 

vinifera sont effectués pour limiter la sensibilité, qui est probablement due à un défaut de 

perception du pathogène (Dubos, 2002; Gessler et al., 2011). 

 La pourriture grise 

Cette maladie est connue depuis l’Antiquité, et est présente sur l’ensemble des vignobles 

mondiaux. Elle a une grande incidence sur la qualité des vins, et c’est malheureusement une 
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Figure 12 : Symptômessur vigne et cycledevie de la Pourriture grise.
(A) nécrosecaractéristiquesur les feuilles,(B) inflorescencebrunieet flétrie, (C) fruits
contaminéspar les fructification, (D) cycle de vie du champignon(déroulementde la
contamination).
(Dubos, 2002et EphytiaINRA)
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maladie peu maitrisée. La forme parfaite du pathogène responsable de la pourriture grise est 

Botryotinia fuckeliana (De Bary) Whetzel, un ascomycète de la famille des Sclérotiniacée. 

Cette forme est très rarement observée dans la nature, probablement due à une reproduction 

sexuée rare ou fugace. C’est la forme imparfaite, connue sous le nom de Botrytis cinerea qui 

est la plus commune. C’est un champignon de la division des Deutéromycètes, de la famille des 

Moniliacées. C’est un nécrotrophe, polyphage et ubiquiste, puisqu’il a la capacité d’infecter de 

nombreuses plantes cultivées ou sauvages, et se retrouve partout. Il se situe entre le 

saprophytisme et le parasitisme, puisqu’il va d’abord se développer sur les débris végétaux, 

sous forme de sclérotes, avant de devenir parasite des parties vivantes des plantes alentours 

(Figure 12 D). B. cinerea provoque des nécroses brunes couvertes de fructifications sur les 

jeunes rameaux et sur les feuilles (Figure 12 A). Si l’infection a lieu avant la floraison, les 

inflorescences vont se desséchées (Figure 12 B). Ce sont les baies, après la véraison, qui sont 

les plus réceptives à la maladie. Une fois infectées, elles vont brunir et se flétrir (Figure 12 C). 

A terme toute la grappe est affectée. Cette maladie nuit donc au rendement, demande un tri des 

vendanges pour ne pas infecter la récolte, et altère la qualité des vins (vinification, conservation 

et qualité gustative). Cependant, certaines souches sont responsables de la pourriture noble, 

recherchée par les producteurs de vin liquoreux, car elles entrainent une surmaturation des 

baies, qui vont accumuler du sucre. Le mode d’action de ce nécrotrophe est essentiellement 

basé sur l’utilisation d’enzymes dégradant les parois cellulaires et de molécules toxiques pour 

l’hôte, entrainant une mort cellulaire. Il est également capable de détourner les défenses mises 

en place par la plante (Dubos, 2002; Williamson et al., 2007). 

B. Les maladies du bois de la vigne 

Le bois de la vigne, et en particulier les parties aériennes, ligneuses et pérennes, telles 

que le tronc, les bras et les cordons, peuvent être colonisées par des champignons vasculaires. 

Certains d’entre eux peuvent être pathogènes (Bruez et al., 2013). Parmi ces champignons 

pathogènes, quelques-uns affectent préférentiellement les jeunes ceps, en pépinières et en 

vignoble, comme la maladie du Pied noir (Ilyonectria liriodendri ou Cylindrocarpon 

destructans), et d’autres, les ceps plus âgés tels que ceux responsables des maladies de 

dépérissements : le BDA (Black Dead Arm), l’Esca et l’Eutypiose (Bertsch et al., 2012; Bruez 

et al., 2013; Fontaine et al., 2015; Larignon, 2012). Ces maladies peuvent exister seules ou 

ensemble sur une même plante, entrainant une grande variabilité des symptômes. On parle alors 



A

C

D

B

Figure 13 : Symptômessur vigne du Black Dead Arm (BDA).
(A) défoliationcaractéristiquedela formeapoplectique, décolorationcaractéristiquesdu
cépagerouge(B) et blanc(C), (D) bande brune sousl’écorceducep infecté.
(Dubos, 2002,Lecomtehttps://www.mon-viti .com)
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de syndrome. Le mode d’action de ces maladies de dépérissement est encore peu connu mais 

de plus en plus étudié.  

 Black Dead Arm (BDA) 

Le Black Dead Arm ou BDA est une des maladies de dépérissement du bois de vigne, 

probablement d’origine européenne. Elle est causée par plusieurs champignons ascomycètes de 

l’espèce des Botryosphaeriaceae, qui peuvent affecter de nombreuses plantes (Kuntzmann et 

al., 2015; Slippers and Wingfield, 2007), dont les principaux sont Botryosphaeria obtusa 

(Schweinitz) Schoemaker (aussi appelé par sa forme téléomorphe Diplodia seriata), 

Botryosphaeria stevensii Schoemaker (dont la forme sexuée est Diplodia mutila) ou encore 

Botryosphaeria parva (ou Neofusicoccum parvum) (Larignon and Dubos, 1997; Lecomte et al., 

2000). Les symptômes apparaissent tôt dans la saison. Ils sont assez divers, entrainant une 

mortalité des bourgeons, le dépérissement des rameaux, d’un cordon ou du cep. Il existe deux 

formes de la maladie. La forme sévère ou apoplectique, correspondant à une défoliation rapide 

des rameaux (Figure 13 A), et la forme lente, qui débute par l’apparition de tâches sur les 

feuilles rouges en bordure de feuilles qui vont s’agrandir avec le temps pour ne laisser qu’une 

bande verte le long de la nervure centrale. Le pourtour de la feuille finit par nécroser et sécher 

(Figure 13 B et C). Si l’attaque a lieu au moment de l’apparition des inflorescences, celles-ci 

vont avorter et se dessécher. La présence de nécroses sur les baies est notable, mais ce sont 

surtout les nécroses sectorielles dans le bois qui sont remarquables. Les plaies dans le bois sont 

infectées et vont laisser apparaitre une bande brune sous l’écorce du rameau jusqu’au tronc 

voire la soudure et le porte-greffe (Figure 13 D) (Larignon, 2012; Lecomte and Bailey, 2015). 

Des ponctuations noires sont observables au niveau du xylème en coupe transversale ainsi 

qu’une zone orangée à côté de la bande brune au niveau des vaisseaux obstrués. Cette maladie 

est facilement confondue avec l’Esca car les symptômes foliaires sont similaires avec les 

décolorations du limbe. C’est la bande brune au niveau du tronc qui permet de différencier les 

deux maladies (Lecomte, 2013).  
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Figure 14 : Symptômessur vigne du syndromede l’ Esca.
(A) décolorationdes feuilles entre lesnervures,(B) symptômes dela formeapoplectique,(C)
couleur rouge brun autourdes nervures,(D) nécroses enpourtour des feuilles, (E)
dessèchement rapided’un grappe,(F) nécroseclaire et centraledansle bois (G) les trois
zones dela nécrose : unepremière claire et tendre,une zone bruneet dure, etun liserénoir
séparant lesdeux.
(Dubos, 2002, Larignonet Dubos, 1997, EphytiaInra, photographies personnelles)
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 L’Esca 

 L’ Esca est connu depuis l’Antiquité puisque des écris grecs et romains font état de 

cette maladie. Elle doit son nom à la présence de pourriture blanche ou amadou dans le bois 

malade, nommée esca dans la langue d’Oc (Viala, 1926). C’est une maladie complexe, dont les 

symptômes foliaires ne sont toujours pas reproductibles en laboratoire. Elle s’attaque à la 

souche du cep dont elle provoque la mort à plus ou moins court terme. Elle touche 

essentiellement des ceps âgés de 15 à 25 ans (Romanazzi et al., 2009). On ne connait pas avec 

certitude tous les agents responsables de la maladie mais les recherches ont permis d’isoler des 

nécroses du bois trois champignons, dont deux ascomycètes: Phaeocremonium aleophilum 

(Pal), Phaeomoniella chlamydospora (Pch), dans des nécroses brunes et dures, et un 

basidiomycète : Fomitiporia mediterranea (Fm), dans la pourriture blanche, c’est-à-dire des 

nécroses claires et tendres. Ils sont parfois associés à d’autres champignons pathogènes, comme 

E. lata ou des espèces de Botryosphaeriaceae, qui peuvent être pionniers de la maladie (Bertsch 

et al., 2012). Cette maladie présente deux formes avec des symptômes différents. La forme 

lente, avec des décolorations foliaires spécifiques, semblables à celles du BDA. Les feuilles 

deviennent jaunes entre les nervures qui restent vertes, parfois du rouge est visible sur les bords 

pour les cépages noirs. Ces décolorations apparaissent d’abord à la base de la plante pour 

ensuite se généraliser et évoluer progressivement vers un dessèchement des feuilles (Figure 14 

A C D). Ces symptômes peuvent être visibles une année et ne pas apparaitre l’année suivante 

(Maher et al., 2012). La seconde forme est la forme apoplectique, qui est un dessèchement 

rapide des organes aériens du ceps (feuilles, grappes, rameaux) (Figure 14 B et E). Cette forme 

entraine la mort rapide du ceps. Ces symptômes foliaires peuvent être confondus avec d’autres 

maladies similaires, comme le BDA et la Fusariose due à Fusarium oxysporum (présent surtout 

en Amérique du sud) pour la forme lente et la forme apoplectique ressemble aux attaques du 

Pourridié (Armillariella mellea). Dans le bois dépérissant se forment deux types de nécroses : 

une nécrose centrale et une sectorielle. La nécrose centrale de couleur claire est composée de 

trois zones distinctes : une première claire et tendre, une zone brune et dure, et un liseré noir 

séparant les deux (Figure 14 F et G). Dans cette nécrose sont généralement retrouvés les 

champignons Pal et Pch. La nécrose sectorielle est composée de deux zones, une brune et dure 

délimitant une zone claire et tendre dans laquelle se retrouve Fm et provoquant la formation 

d’amadou (pourriture blanche) (Larignon and Dubos, 1997). 



Figure 15 : Cycle de vie et de contamination d’Eutypa lata, le champignon responsable
de l’Eutypiose.
Le champignonest présent sur du boismort sous forme de périthècescontenant des
ascospores. La pluie et le vent permettentla disséminationde cesderniersjusque surdes
plaiesde taille. Les spores vontalors germer etcoloniserles tissusadjacents aux vaisseaux,
en développantune nécrosesectorielle. L’apparition dessymptômesfoliaires nécessiteun
grandvolume de boisnécrosé.
(Dubos, 2002)
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 L’Eutypiose 

La troisième maladie du bois est présente dans tous les vignobles mondiaux et cause la mort 

de nombreux ceps : l’Eutypiose. Au même titre que l’Esca ou le BDA, l’Eutypiose  entraine de 

nombreuses pertes économiques, notamment chez les cépages très sensibles, tels que l’Ugni 

Blanc. En effet, la région du cognaçais est fortement touchées depuis plus de 10 ans, impactant 

la production du spiritueux, notamment à cause de la forte sensibilité du principal cépage utilisé. 

C’est pour cela que le Bureau National Interprofessionnel du Cognac et l’Université de Poitiers, 

en collaboration avec les membres du projet CASDAR V1302, ont mis en place le sujet de thèse 

présenté ici. Cette maladie est présentée dans la partie suivante. 

III.  L’E utypiose 

A. L’agent pathogène : Eutypa lata 

L’Eutypiose est une maladie de dépérissement due au champignon ascomycète Eutypa 

lata (Pers. Fr) Tul et Tul (Carter et al., 1985). Son anamorphe, ou forme asexuée, est appelé 

Libertella blepharis Al Smith. Présente sur 88 espèces de plantes ligneuses pérennes 

dicotylédones, elle est répartie sur 52 genres et 27 familles (Carter et al., 1985; Carter, 1991) 

tels que le pommier, le pécher, l’olivier, la vigne ou encore l’abricotier. Cette maladie concerne 

la quasi-totalité des vignobles dans le monde : Australie (Carter et al., 1985), Nouvelle Zélande 

(Dye and Carter, 1976) Etats-Unis (Petzoldt et al., 1981), Brésil (Paradela et al., 1993), Afrique 

(Berraf and Péros, 2005), Chine (Hua et al., 2007), Italie (Cortesi and Milgroom, 2001), 

Espagne (Martín and Cobos, 2007), Hongrie (Moller and Lehoczky, 1980) et France (Chapuis 

et al., 1998; Dubos, 1987). Elle est reconnue en France en 1974 par Carter et Moller et explose 

à partir de 1978 (Dubos, 1987; Dubos, 2002). Cette maladie devait probablement exister avant 

cette découverte officielle mais bien plus faiblement ou épisodiquement qu’actuellement. Elle 

est décrite chez l’abricotier par (Carter, 1957 a) sous le nom d’Eutypa armeniacae et la même 

année sur du bois mort de Vitis vinifera en Australie par le même auteur (Carter, 1957 b). Il faut 

attendre 1978 avec les travaux de Moller and Kasimatis, (1978) pour que le postulat de Koch 

soit réalisé, et c’est en 1984, que (Rappaz, 1984; Rappaz, 1987) démontre que tous ces 

pathogènes sont un seul et même champignon, alors appelé Eutypa lata.  



Figure 16 : Symptômescaractéristiquesde l’Eutypiose.
(A) Nécrose sectorielledure dans le bois, (B), périthècessur le bois mort, (C) tâches
huileuses surles feuilles,caractéristiquesde l’Eutypiose,(D) nanismeet chlorose d’unbras
ducep.
(photographies personnelles, EphytiaINRA)
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Eutypa lata est un champignon ascomycète de l’ordre des Diatrypales et de la famille 

des Diatrypacées. Son cycle est composé de deux formes : la forme parfaite ou sexuée et la 

forme imparfaite ou asexuée (Figure 15). La forme asexuée, connue sous le nom de Libertella 

blepharis, produit des pycnides présents dans des stromas. Dans ces pycnides noires 

(fructifications fongiques), se trouvent des pycnidiospores qui ne semblent pas avoir un rôle 

dans la propagation du champignon (Cortesi and Milgroom, 2001). C’est la forme sexuée, 

Eutypa lata, qui est le vecteur principal de la maladie. Elle se présente sous forme de périthèces 

globuleux sur l’écorce du bois mort, qui apparaissent après les pycnides. Ils contiennent des 

asques, qui vont libérer les ascospores disséminés par le vent ou la pluie jusque dans les plaies 

de taille et les blessures (Paillassa, 1992) (Figure 15). Ces ascospores peuvent rester fertiles 

cinq ans après libération. Ils vont germer au niveau des vaisseaux et entrainer la contamination 

du ceps. En laboratoire, il est possible de cultiver des colonies mycéliennes blanches devenant 

grises, qui peuvent produire des pycnides. Il est cependant encore impossible de faire sporuler 

le champignon (Dubos, 2002). 

Le développement d’E. lata sous forme de mycélium dans le bois entraine des nécroses 

brunes et dures, sectorielles, bien délimitées, d’aspect de pourriture sèche (Figure 16 A) 

(Larignon, 2012; Lecomte et al., 2000; Mahoney et al., 2003; Moller and Kasimatis, 1978). 

Cette nécrose est liée à la propagation localisée du champignon, et entraine la mort du bras ou 

du cep, pouvant arriver jusque 10 ans après l’infection (Pascoe, 1999). La formation des 

périthèces sur le bois cause l’apparition de zones bosselées noirâtres caractéristiques de la 

maladie (Figure 16 B). L’apparition de symptômes foliaires n’est pas régulière, et demande 

probablement une part importante de bois nécrosé dans le cep. Un cep peut être symptomatique 

une année et paraitre sain l’année suivante. Les symptômes apparaissent au début du printemps 

sur les jeunes feuilles avec une décoloration huileuse (Moller et al., 1974) (Figure 16 C). La 

croissance est ralentie, causant un nanisme des rameaux qui prennent alors un aspect 

buissonnant (raccourcissement des entre nœuds) avec de petites feuilles enroulées ou 

déformées, légèrement chlorosées (Dubos, 2002; Larignon, 2012; Lecomte et al., 2000; 

Mahoney et al., 2003; Petzoldt et al., 1981) (Figure 16 D). Parfois, les inflorescences se 

dessèchent ou donnent des grappes avec des baies de petites tailles : le millerandage. Eutypa 

lata est considéré comme pionnier de l’Esca, puisqu’il est souvent présent dans les ceps 

présentant les symptômes de cette maladie (Bertsch et al., 2012). Il existe différentes souches 

qui ont été caractérisées par Péros et al. (1997; Péros and Berger, 1994), présentant une 

agressivité différente, c’est-à-dire qui ont une capacité différente de produire des symptômes 

en condition contrôlée. De plus, les cépages ne sont pas tous réceptifs de la même manière à la 
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maladie. Certains semblent moins sensibles que d’autres, comme le Merlot, qui est tolérant, par 

rapport au Cabernet Sauvignon, qui est sensible (Bruez et al., 2013; Dubos, 1987; Dubos, 2002). 

Ces estimations de sensibilité ont été effectuées par observation des symptômes en vignoble 

(Boubals, 1986; Bruez et al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012) ou en serre, 

après infection artificielle (Chapuis et al., 1998; Munkvold and Marois, 1995; Péros and Berger, 

1994; Sosnowski et al., 2007). Mais un comparatif exhaustif de la sensibilité des cépages, dans 

les mêmes conditions, est difficile à mettre en place.  

En début d’infection, il est difficile d’évaluer l’impact de cette maladie sur la récolte, 

qui varie suivant le cépage et les conditions culturales. Mais, quand le taux de mortalité 

augmente, l’ impact économique est non négligeable avec une baisse du rendement et de la 

qualité des vins, dues aux parcelles hétérogènes (une partie recepée) ou trop jeunes. Les 

désordres physiologiques, engendrés par l’infection, affectent la maturité des fruits, et les 

composés essentiels au vin peuvent ne pas être synthétisés, comme les anthocyanes qui sont 

altérés par l’eutypine, une toxine produite par le champignon (Afifi et al., 2003; Afifi et al., 

2004; Defranq et al., 1993; Larignon, 2010; Lorrain et al., 2012; Mahoney et al., 2003; Tey-

Rulh et al., 1991; Wicks and Davies, 1999). En France, le taux de ceps malades en 2015 varie 

entre 2 à 9% suivant les régions. Les différentes régions n’ont pas le même profil de sensibilité, 

du fait des cépages utilisés, du climat et peut être du terroir, du mode de conduite et des 

pratiques culturales. Ce sont essentiellement les vignobles d’Aquitaine, du Languedoc, du Pays 

de Loire et des Charentes qui sont les plus touchées (www.vignevin.com). 

Un observatoire national des maladies du bois de la vigne a été créé en 2002. Constitué 

par Onivin (devenu France Agrimer), ce groupe de travail a permis d’établir un état des lieux 

et d’évaluer objectivement l’incidence des maladies du bois entre 2003 et 2008. Plusieurs 

acteurs ont participé à ces opérations (Chambres d’agriculture, la DRAF SRAL, la Fredon, 

Universités, IFV, INRA,…) en observant près de 300 ceps sur 700 parcelles comptant 27 

cépages différents. Puis des recherches financées par les CASDAR V908 et V1301, 1302 et 

1303 ont continué les recherches et les analyses. Pour tous les cépages confondus, 55% des 

parcelles ont présenté au moins un cep symptomatique caractéristique de l’Eutypiose sur la 

durée de l’étude (Bruez et al., 2013, www.maladie-du-bois-vigne.fr). Et on compte environ en 

moyenne 2% par an de ceps malades sur une parcelle. Certaines régions sont moins touchées 

comme l’Alsace ou le Champagne, probablement dû à un climat moins favorable au 

développement du champignon. A l’inverse, c’est à l’ouest de la France que les vignobles sont 

les plus atteints avec 20% de ceps symptomatiques en région cognaçaise en 2005 (BNIC, 

commission du vignoble Charente 2014). Même si le nombre de ceps symptomatiques diminue 
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Figure 17 : Impactsde l’Eutypiose sur le vignoble cognaçais.
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avec les années dans cette région (Figure 17 A), le nombre de plants mort reste relativement 

stable (entre 5 et 9% sur une parcelle par an) (Figure 17 B). Le recepage est une bonne méthode 

de lutte de la maladie, mais il produit de nombres ceps improductifs (Figure 17 B). 

B. Le mode d’action du champignon 

La compréhension des relations hôte/pathogène est un enjeu majeur car elle permet la 

mise en place de nouvelles stratégies de lutte. Les mécanismes développés par les deux 

protagonistes de la relation sont étudiés, car il est important de comprendre les modes d’action 

du pathogène et les réponses des plantes. Les premiers sont décrits ici, les suivants dans un 

prochain paragraphe. 

Comme de nombreux champignons nécrotrophes, Eutypa lata doit produire des toxines 

et des facteurs de virulences pour avoir une maladie et l’apparition de symptômes sur la plante 

hôte. Lors de l’attaque fongique, la lignine, la cellulose et l’hémicellulose sont dégradées 

simultanément entrainant la formation de cavités dans les parois, rendant ainsi le bois cassant 

(Dubos, 2002). Des études in vitro ont démontré la forte activité de lyse des cellules végétales 

(des feuilles ou de suspension cellulaires) par les protéines du filtrat du champignon, notamment 

des enzymes hydrolytiques, comme des chitinases, ��-1.3-glucanases, glycosidases et xylanases 

(Amborabé et al., 2005; Elghazali et al., 1992; Kim et al., 2004; Octave et al., 2006a; Octave 

et al., 2006b; Octave et al., 2008; Schmidt et al., 1999). Certaines études ont également mis en 

avant des molécules toxiques sécrétées par le champignon en condition in vitro, comme des 

composés acétyléniques et hétérocycliques. La principale est l’Eutypine (1,4-hydroxy3 (3 

methylbut 3-ene-1-ynyl) benzaldehyde). Elle est composée de deux parties : une partie 

aromatique, issue de la voie de biosynthèse de l’acide shikimique et d’une chaine latérale 

provenant de l’acide mévalonique (Fallot et al., 1997; Renaud et al., 1989; Tey-Rulh et al., 

1991) (Figure 18). C’est un acide faible lipophile qui pénètre dans les cellules végétales par 

diffusion passive, et qui s’insère dans les membranes grâce à sa propriété lipophile. Cela 

provoque une acidification du cytoplasme et une diminution du transport de leucine. C’est un 

agent protonophore, c’est-à-dire un transporteur mobile de protons, et un agent découplant de 

la phosphorylation oxydative car elle joue sur l’oxydation du succinate et sur le potentiel 

membranaire des mitochondries. Elle est véhiculée par la sève brute, et entraine une 

hypertrophie des chloroplastes, une dilatation des thylakoïdes, rétractation du plasmalemme, 

lyse du cytoplasme, vésiculation des endomembranes, causant ainsi la destruction des cellules 



Figure 18 : Structure chimique de l’ Eutypine et de ses dérivésproduits par Eutypa
lata.
(1-5) Eutypine, eutypinol,O-methyleutypine, O-methyleutypinol,analoguede l’acide
carboxylic de l’ eutypine, (6-8) 3-(3,4-dihydroxy-3-methyl-1-butynyl)-4-hydroxy-
benzaldehyde,2-(3,4-dihydroxy-3-methyl-1-butynyl)-4-hydroxymethyl-phenol,acide3-
(3,4-dihydroxy-3-methyl-1-butynyl)-4-hydroxy-benzoique, (9-11) 2-iso-propenyl-5-
formylbenzofuran,siccayne, eulatinol, (12 et 17-19) eulatachromene etsesdérivés,(13-
14) chromanonesépixydisés, (15-16) eutypoxide Bet expoxycyclohexane allénique.
(Andolfi et al, 2011)
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végétales (Deswarte, Canut, et al., 1996; Deswarte, Eychenne, et al., 1996; Renaud et al., 1989). 

Certaines études démontrent que cette toxine est capable de reproduire, en condition in vitro, 

les symptômes foliaires de l’Eutypiose sur des feuilles de Cabernet Sauvignon (Tey-Rulh et al., 

1991) et d’autres affirment le contraire (Mahoney et al., 2005; Rudelle et al., 2005) démontre 

que cette toxine n’est pas produite par tous les isolats d’E. lata. En effet, une souche 

californienne ne semble pas produire de l’Eutypine mais elle produit d’autres 

métabolites secondaires, telles que l’Eutypinol, le Siccayne, le Benzofurane, le Chromene, ... 

(Mahoney et al., 2003; Molyneux et al., 2002; Renaud et al., 1989). Au total, une quinzaine de 

métabolites secondaires synthétisés in vitro par Eutypa lata est découverte et caractérisée 

(Andolfi et al., 2011) (Figure 18). Leur production est donc dépendante de la souche mais 

également du milieu de culture utilisé (Mahoney et al., 2003; Mahoney et al., 2005). Ces autres 

métabolistes peuvent avoir différentes cibles dans le bois, et induire différentes modifications 

structurelles et fonctionnelles (Andolfi et al., 2011; Mahoney et al., 2003; Octave et al., 2006b; 

Octave et al., 2006a; Octave et al., 2008). Par exemple, les composés polypeptiques sécrétés 

par Eutypa lata sont toxiques pour les feuilles et le bois par traitement exogène in vitro, en 

entrainant des modifications structurelles comme la réduction de la taille des cellules du 

mésophylle, des espaces intercellulaires, expliquant probablement le nanisme des rameaux 

observés en vignoble (Octave et al., 2006a). Ce sont notamment les molécules polypeptidiques 

glycosylées qui induisent les plus forts symptômes sur feuilles détachées, ainsi que la synthèse 

d’anthocyanes, l’augmentation de tannins dans la vacuole, la baisse d’amidon dans les plastes 

qui n’ont plus de grana, la réduction de la taille des mitochondries ou encore des nécroses et la 

mort de suspensions cellulaires de vigne, visibles par microscopie. Il est connu qu’E. lata est 

capable d’alcaliniser son milieu de culture. Ce sont essentiellement les molécules glycosylées 

qui ont la faculté de diminuer le pH cytoplasmique en inhibant l’activité de l’enzyme 

H+ATPase (Octave et al., 2008) dont le rôle majeur est de réguler le pH et le gradient potentiel 

électrique. En modifiant ce pH, le champignon se place dans des conditions optimales pour 

l’activité de ses enzymes dirigées contre la plante, comme le font de nombreux pathogènes 

fongiques, comme Botrytis cinerea ou Sclerotinia sclerotiorum (Cotton et al., 2003; Manteau 

et al., 2003; Peñalva et al., 2008). 

 Ces modifications structurelles et fonctionnelles ont également été observées lors 

de traitement par des filtrats de deux pathogènes responsables de l’Esca : Pal et Pch. Ils sécrètent 

de petites molécules qui circulent dans la sève xylémienne et qui agissent sur les flux ioniques, 

inhibent l’H+ATPase et provoquent des symptômes sur les feuilles, mais pas ceux observés en 
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vignoble. Elles doivent donc agir en synergie avec d’autres molécules non identifiées à ce jour 

(Luini, 2007; Tabacchi et al., 2000; Tavernier et al., 1995).  

Eutypa lata dispose donc d’un arsenal important pour infecter, occuper et dégrader le 

bois de la vigne, rendant sa lutte difficile. 

C. Les méthodes de lutte 

La progression rapide de la maladie ces dernières années, est certainement due, dans un 

premier temps, aux modifications des pratiques culturales dont la mécanisation de la culture, 

puis dans un second temps, par l’interdiction d’un produit phytosanitaire en 2001, produisant 

l’explosion des maladies du bois dans les années suivantes, notamment dans les vignobles 

charentais. Ce produit, l’arsénite de soude, permettait de lutter contre les symptômes des 

maladies du bois de la vigne mais mettait en danger la santé de l’applicateur et l’environnement. 

Son impact sur l’Eutypiose n’a pas été démontré, mais une augmentation importante 

d’apparition des symptômes d’Esca, associé avec Eutypa lata fait suite à son arrêt d’utilisation. 

Depuis, aucun traitement chimique n’existe pour lutter contre ces maladies. Un produit est 

autorisé en application au vignoble, l’Esquive®, produit par Agrauxine. D’autres sont en cours 

d’études, mais aucun n’est encore autorisé, notamment des molécules capables de véhiculer 

dans la plante pour atteindre le pathogène (Chollet et al., 2014; Marhadour et al., 2017; Wu et 

al., 2016; Wu et al., 2017). Actuellement, seules les méthodes de prophylaxie limitent leur 

impact efficacement, comme l’arrachage et la replantation de ceps, ou le recepage qui semble 

efficace pour limiter les dégâts de ces maladies (Kuntzmann et al., 2015; Larignon, 2010; Luque 

et al., 2009; Surico et al., 2006). Il est également possible d’enlever la zone infectée et de 

repartir de bourgeon basal à cette zone pour qu’ils soient sains. Le stockage des bois de taille 

proche des cultures est proscrit, et il est préférable d’éliminer rapidement ce bois pour éviter 

tout entretien d’inoculum. La taille tardive des cépages sensibles peut également être envisagée 

pour avoir des blessures moins réceptives. Différentes méthodes de protections des plaies ou 

des vignobles par biocontrôles sont à l’essai comme l’application de Trichoderma atroviride 

(Esquive®, Bayer), mais l’application localisée et manuelle de produits est contraignante pour 

les professionnels (Christen et al., 2005; Dubos, 2002; Longa et al., 2009; Mutawila et al., 

2017).  

Des mesures sanitaires sont aussi prises en pépinières. En effet, ce sont des foyers 

importants de contamination des futurs ceps (Gramaje and Armengol, 2011). Le traitement par 
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eau chaude des boutures, initialement utilisé pour lutter contre la flavescence dorée et le bois 

noir, est étudié (Viguès et al., n.d.). C’est une solution peu coûteuse mais certains cépages 

résistent mal au traitement, entrainant des pertes (Bruez et al., 2017; Croker et al., 1999; 

Gramaje and Armengol, 2012). Pierron et al. (2015), présente une méthode de traitement des 

boutures en pépinière par de l’eau ozonée pour contrôler l’Esca. Cette méthode est déjà 

répondue en agriculture pour des traitements post-récolte ou en agroalimentaire, pour ses 

propriétés antimicrobiennes (Coppenger et al., 1991). Par exemple, il est efficace contre 

Botrytis cinerea sur du raisin de table (Smilanick et al., 2002) ou contre l’Oïdium des feuilles 

de concombre (Fujiwara et al., 2009; Fujiwara and Fujii, 2002). C’est un produit très oxydant 

et peu rémanent, qui stoppe la germination des spores in vitro à 100% et à 50% in planta 

(Pierron et al., 2015). 

Des études sont menées pour comprendre l’interaction Eutypa lata / Vitis vinifera et ainsi 

trouver des solutions rapides et efficaces de lutte contre l’Eutypiose mais également contre les 

autres maladies du bois.  

IV.  L’interaction hôte -champignon chez les plantes supérieures 

Lors d’une interaction plante-microorganisme, différents mécanismes moléculaires et 

physiologiques sont mis en place chez les deux protagonistes, et les réponses de défense de la 

plante peuvent être activées. D’un côté, le champignon va produire des molécules toxiques et 

des enzymes jouant sur les défenses des plantes, pour permettre sa colonisation et récupérer les 

éléments nutritifs nécessaires à sa croissance. De l’autre, la plante va tenter de se défendre 

contre l’intrus, en activant différents mécanismes physiques et physiologiques. Ce paragraphe 

présente les mécanismes mis en jeu lors de la relation plante-pathogène, avec dans un premier 

temps, ceux de l’attaque des pathogènes de manière non exhaustive, puis dans un second temps, 

les différentes réponses de la plante à l’interaction. Et pour terminer, un état des lieux des 

réponses connues de la vigne aux différentes infections, dont Eutypa lata, est détaillé.  

A. Les mécanismes d’attaque des pathogènes  

Les plantes sont attaquées par différents types de pathogènes : fongiques, bactériens, 

procaryotes ou virus. Chacun possède son propre arsenal pour coloniser la plante. Les 
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pathogènes biotrophes utilisent leurs mécanismes d’infection pour récupérer les ressources 

carbonées dans la plante hôte, sans causer sa mort, en supprimant ou détournant ses réponses 

immunitaires. Au contraire, les nécrotrophes vont détruire les cellules de l’hôte et récupérer les 

débris pour leur nutrition. Certains pathogènes peuvent être des deux types au cours de leur 

cycle de vie, appelés alors les hémibiotrophes (Glazebrook, 2005). En s’intéressant plus 

précisément aux pathogènes fongiques, on constate que chacun s’est adapté à son hôte pour 

l’ attaquer. Ils ont évolué leurs structures cellulaires de sorte à faciliter leur invasion. Par 

exemple, différents champignons ont développé un type cellulaire spécifique, un appressorium, 

qui leur permet de pénétrer dans les cellules de l’hôte, comme Botrytis cinerea (Laluk and 

Mengiste, 2010). D’autres vont produire de nombreuses molécules toxiques et enzymes pour 

aider à la pénétration dans l’hôte et à sa colonisation. Ces molécules, généralement de petites 

tailles, peuvent avoir différentes natures chimiques, telles que des acides, des alcools, des 

polysaccharides ou polypeptides (Chevaugeon, 1957; Wirsel et al., 2004). Ces molécules 

peuvent être spécifiques ou non à l’hôte, et agissent sur les constituants des cellules végétales, 

dérèglent la physiologie de la cellule, ou provoquent des nécroses (mort cellulaire). Comme 

décrit précédemment, en plus de l’Eutypine, Eutypa lata sécrète des polypeptides entrainant 

des changements de structure des feuilles ou du bois de vigne, comme par exemple, diminuer 

la taille du mésophylle, réduire la quantité d’amidon et augmenter le taux de tanins, notamment 

sur les cellules associées aux vaisseaux (Andolfi et al., 2011; Octave et al., 2006a). 

Neofusicoccum parvum, un agent responsable du BDA, produit différentes molécules in vitro, 

provoquant des nécroses, telles que la Melleine ou la Terremutine et leurs dérivés (Abou-

Mansour et al., 2015). Les champignons nécrotrophes vont produire, en plus des phytotoxines, 

des enzymes dégradant les parois végétales (CWDEs) et d’autres enzymes extracellulaires, pour 

permettre la formation et l’expansion des lésions nécrotiques, telles que des laccases, protéases, 

pectinases, endopolygalacturonases pour dépolymériser la structure principale des composants 

polysaccharidiques de la paroi cellulaire de la plante (Kubicek et al., 2014; Laluk and Mengiste, 

2010). La cellulose, l’hémicellulose, les pectines, lignines sont alors altérées et le pathogène 

peut pénétrer dans la cellule et se nourrir des ressources carbonées produites par cette 

dégradation. Des études ont montré que B. cinerea produit des acides oxaliques pour créer un 

environnement propice pour son activité enzymatique, et qui entraine des modifications 

physiologiques dans les cellules de la plante causant la mort cellulaire. Certains nécrotrophes 

sont capables d’influencer les phytohormones ou de limiter leur actions en contrant les signaux 

de défenses ou en détoxifiant les molécules de la plante (Laluk and Mengiste, 2010).  
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La plante peut percevoir ces différents mécanismes d’attaque des pathogènes et mettre 

en place ses défenses pour limiter ou empêcher l’infection.  

B. Les réponses des plantes à l’interaction 

Les plantes ont développé au cours de leur évolution différents mécanismes de défenses: 

les défenses passives ou constitutives et les défenses actives. Les défenses constitutives sont 

des barrières physiques telles que la cuticule ou des barrières chimiques avec la synthèse de 

différentes molécules comme les composés phénoliques. Ces barrières sont présentes de 

manière naturelle chez la plante. Les défenses actives sont induites en trois temps : la 

reconnaissance du pathogène, la signalisation puis la mise en place des réactions de défenses 

(Pieterse et al., 2012). L’ absence de maladie résulte d’une incompatibilité fondamentale, c'est-

à-dire à une résistance de tous les cultivars, soit d’une résistance race/cultivar dépendant des 

espèces, ou cultivars d’une espèce, et/ou des biotypes d’un pathogène. Elle peut aussi résulter 

d’une compatibilité mais la plante est alors capable de mettre en place des défenses efficaces. 

Dans le cas contraire, si ces défenses ne sont pas efficaces, la plante sera alors sensible et malade 

(Lepoivre, 2003). Ces différents types de réponses des plantes sont étudiés dans ce paragraphe.  

 Les défenses constitutives 

Les défenses constitutives des plantes sont de nature physique ou chimique et ne font 

pas partie des défenses induites de la plante proprement parler. Ce sont des mécanismes naturels 

jouant le rôle barrière aux agressions extérieures, qu’elles soient biotiques ou abiotiques. Elles 

peuvent être variables d’une plante à l’autre et elles résultent d’une adaptation temporelle aux 

conditions environnementales et climatiques. La barrière physique, ou structurale, est la 

première rencontrée par les pathogènes : il s’agit de la protection la plus efficace. Cette 

protection est essentiellement due à la cuticule, qui est très résistante aux agressions, grâce à sa 

composition chimique. D’autres mécanismes physiques existent pour limiter les attaques, 

comme la formation de poils, appelés trichomes, des épines ou aiguillons. Ces formations vont 

limiter les attaques des insectes phytophages et donc l’apparition de blessures (Benhamou, 

2009). Les barrières chimiques freinent également la progression des pathogènes. Ce sont des 

composés de différentes natures, produits par toutes les cellules végétales. (Osbourn, 1996). 



Figure 19 : Modèle « zigzag »du système immunitairedesplantes (Jonesand
Dangl, 2006).
Dans la première phase, les plantes détectent lesMAMPs/PAMPs
(Microbial/Pathogen-Associated Molecular Patterns) via les PRRs (Pattern
RecognitionReceptors) qui déclenchela PTI (PAMP-TriggeredImmunity). Dansla
seconde phase, certains pathogènes délivrent des effecteurs capables d’interférer
avec la PTI ou permettentla nutrition et/ou la reproduction,entrainant l’ETS
(Effector-Triggered Susceptibility). Dans la phase 3,des effecteurspeuventêtre
reconnus pardes protéinesdetypeNB-LRR, activant ainsil’ETI (Effector-Triggered
Immunity), une version amplifiée de la PTI pouvant entrainer une réaction
d’hypersensibilité (HR). Dans la quatrième phase, les pathogènes perdentou
acquièrentdenouveauxeffecteurs,supprimantl’ETI . A nouveaux,d’autres protéines
réceptricesde type NB-LRR peuvent reconnaitre ces effecteurset résultant à
nouveaul’ETI .
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Ces molécules, appelées phytoanticipines, sont souvent de petites tailles, de nature phénoliques, 

comme le catéchol, des flavones ou quinones, ou bien de nature alcaloïde, lactone, saponine. 

Elles peuvent aussi être des glycosides cyanogéniques ou encore des huiles. Elles freinent la 

germination des spores des champignons, sur la croissance mycélienne, ou encore détoxifient 

les toxines (Benhamou, 2009).  

Cependant, au cours de l’évolution, les pathogènes, dont les champignons ont acquis la 

capacité de traverser ces obstacles, et réussissent à infecter la plante. Les défenses de la plante 

sont induites s’il y a reconnaissance du pathogène et mise en place un système de défense et de 

résistance.  

 La perception et la reconnaissance du pathogène 

Les mécanismes de défenses des plantes sont induits par deux méthodes de détections des 

pathogènes :  

�x la détection du pathogène non spécifique, phénomène appelé PTI (PAMP-triggered 

immunity). 

�x la détection spécifique du pathogène, appelé phénomène ETI (effector triggered 

immunity), qui entraine une résistance gène pour gène ou résistance spécifique induite. 

Ces deux phénomènes sont bien décrits par Jones and Dangl, (2006) avec leur modèle en 

zigzag basé sur une coévolution des partenaires avec une course  à l’armement (Figure 19). 

i. La reconnaissance non spécifique 

La plante est capable de détecter des éliciteurs généraux, non spécifiques, grâce à de 

nombreux récepteurs membranaires PRRs (pattern recognition receptors) (Benhamou, 1996). 

Ils sont capables de reconnaitre des molécules communes à différents micro-organismes, y-

compris les non pathogènes. Ces molécules sont appelées PAMPs ou MAMPs 

(pathogen/microbial-associated molecular pattern). Elles sont de différentes natures : protéique, 

enzymatique, lipidique, polysaccharidique. Sous l’action des enzymes des pathogènes, la paroi 

végétale est dégradée en petits fragments, souvent des oligogalacturonides (OGs), qui 

deviennent à leur tour des éliciteurs endogènes, appelés DAMPs (damage-associated molecular 

pattern) (Boller and Felix, 2009; Ferrari et al., 2013; Poinssot et al., 2003). La perception de 

ces molécules induit le premier type de réponses de la plante à une infection, appelée résistance 



Figure 20 : Mécanismesdeperception despathogènes (Boller et Felix, 2009).
Les MAMPs (Microbe-Associated Molecualr Patterns), lesDAMPs (Damage-
Associated Molecular patterns) et les effecteurssont perçus parla plante comme des
signaux de danger. Les MAMPs extracellulaires spécifiques aux pathogènes etles
DAMPs issus de l’activité de leur enzymessont reconnuspar les PRRs (Pattern
RecongnitionReceptors). Dansla coursede la coévolution,les pathogènesgagnentde
nouveauxeffecteursfacteursde virulenceet les plantesévoluent en produisant de
nouveauxPRRset/oude nouvellesprotéinesderésistance(R) percevant ces effecteurs.
Quandles MAMPs, DAMPS et les effecteurssont reconnus,les défensesde la plante
sont induites.
RLK: receptor-like kinase,RLP: receptorlike protein, NB-LRR: nucleotide binding
site-leucine-rich repeat.
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basale ou PTI (PAMP Triggered Immunity). Cette réponse est d’intensité moyenne et se 

manifeste par diverses réactions moléculaires « générales » telles que la modification des flux 

ioniques à travers la membrane plasmique, l’activation de protéines kinases ou la production de 

formes réactives d’oxygènes (ROS, « reactive oxygen species »), qui inhibent la germination 

de nombreuses spores de champignons ou qui renforcent la paroi végétale. La PTI permet de 

limiter la propagation de nombreux pathogènes (Figures 19 et 20).  

Cependant, certains pathogènes peuvent interférer avec la PTI grâce à des effecteurs 

ETS (effector-triggered susceptibility) délivrés dans la cellule végétale et qui ont pour but 

principal de court-circuiter les voies de défense activées. Ils peuvent également inhiber 

l’activité des PRRs ou être toxiques pour la cellule végétale, ou encore détourner le 

métabolisme de la plante à leur profit et bloquer les cascades d’évènements qui suivent la liaison 

éliciteur/récepteur. La plante devient alors sensible. Parmi ces effecteurs se trouvent des 

produits des allèles AVR du gène d’avirulence (Jones and Dangl, 2006). 

ii. La reconnaissance spécifique 

Les plantes ont alors évolué en modifiant les cibles de ces effecteurs ETS ou en mettant 

en place des systèmes pour les détecter grâce à de nouveaux récepteurs intracellulaires. C’est 

la reconnaissance spécifique, appelée ETI (effector-triggered immunity). Cette reconnaissance 

est basée sur les travaux de (Flor, 1956; Flor, 1971), qui décrit une résistance gène pour gène, 

grâce à l’interaction entre les produits de deux gènes complémentaires spécifiques de type 

résistance - avirulence. Le gène R résistance de la plante code pour une protéine R 

(généralement un récepteur membranaire), qui interagit avec la protéine AVR, produite par 

l’allèle AVR avirulent du pathogène (Lepoivre, 2003). Quand les deux protéines sont 

complémentaires, il y a absence de maladie. En effet, la connexion entre les deux protéines 

R/AVR  conduit à une cascade d’évènements activant les gènes de défense. Ces derniers codent 

pour des protéines impliquées dans différents mécanismes physiologiques, comme la 

production de formes actives de l’oxygène (FAO), la modification de flux ioniques, des 

mécanismes de phosphorylation / déphosphorylation par des protéines kinases, entrainant une 

réaction d’hypersensibilité (HR), se traduisant par la formation d’une nécrose. C’est la mort 

programmée des cellules au niveau du point d’infection, qui a pour but de confiner et de détruire 

le pathogène (Benhamou, 2009). L’altération ou l’absence de l’une ou l’autre des protéines (ou 

des gènes) entraine l’apparition des symptômes de la maladie (Figure 21).  
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La HR et/ou la perception du pathogène sont accompagnée d’une émission de signaux 

d’alerte vers les cellules voisines, pour créer une zone de résistance locale acquise (local 

acquired resistance ou LAR) et induire la production de molécules de défenses. La propagation 

des signaux et la synthèse de molécules peuvent se généraliser à la plante entière, pour obtenir 

la résistance systémique acquise (systemic acquired resistance ou SAR), qui est une réponse 

moins intense mais plus durable dans le temps. 

En réponse à ces mécanismes de défense, les pathogènes vont à leur tour trouver de 

nouvelles armes pour combattre et/ou déjouer les défenses des plantes, qui mettront à nouveau 

tout en œuvre pour trouver une nouvelle parade. La co-évolution des agents pathogènes et des 

plantes entraine donc le développement continuel de nouvelles stratégies d’attaques et de survie 

pour les deux partenaires de l’interaction.  

 Les réactions de défenses des plantes 

Suite à la perception du pathogène grâce aux éliciteurs exo ou endogènes ou par la 

reconnaissance gène pour gène, une cascade de transduction du signal a lieu au niveau du point 

d’infection. Ces signaux vont permettre à la plante de répondre à 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 nécrose : mort des cellules. Cela permet de limiter la 

progression du pathogène dans les tissus encore sains (Dangl et al., 1996; Greenberg, 1997). 

Ce sont les FAOs produits qui initient cette mort cellulaire. D’autres signaux peuvent être 

induits par la perception du pathogène, comme des influx calciques, la production de ROS ou 

l’activité de mitogen-activated protein kinases (MAPK) ou de phosphatases. Ces signaux émis 

par les cellules dégradées vont permettre le renforcement des parois cellulaires végétales par 

des dépôts de composés, comme la lignine, la subérine, la callose (Benhamou, 1996; 

Benhamou, 2009). Il peut y avoir aussi formation de papilles qui sont une barrière 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 plante. En effet, 

en marge de la HR, se développe la LAR, une zone où les réponses de défenses sont importantes 

mais ne s’étendent pas à toute la plante (Dorey et al., 1998). La synthèse et l’accumulation de 

métabolites secondaires antimicrobiens sont très importantes. Ce sont souvent des dérivés 

phénoliques issus de la voie des phénylpropanoïdes (flavonoïdes, isoflavonoïdes, 

anthocyanines, coumarines, terpènes) ou des phytoalexines.  
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Figure 22 : Mécanismesde signalisation de l’infection à travers la plante et les
différents typesde réponses.
Lors de l’infection, aprèsla reconnaissancedu pathogènevia les DAMPS, PAMPs,
effecteursou protéinesAVR, différentsmécanismessemettent enplace,commela PTI
(Pattern-TriggeredImmunity), la HR (Hypersensitive Response), suivi dela LAR (Local
Acquired Resistance). Les phytohormones véhiculentl’information à traversla plante
pour induirela SAR(SystemicAcquired Resistance).
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La transduction du signal de la perception du pathogène est également activée par la 

synthèse de phytohormones, permettant la mise en place de défenses actives systémiques dans 

toute la plante : la SAR (Lepoivre, 2003). La SAR s’exprime dans toute la plante, y-compris 

dans les parties non infectées, permettant une réponse plus rapide dans ces zones. Elle est 

efficace lors d’attaques de champignons, de bactéries, de virus, certains insectes et nématodes. 

Des molécules de défenses sont synthétisées et circulent dans la plante pour la protéger contre 

des agressions ultérieures telles que des protéines de stress, métabolites secondaires de type 

phytoalexines, des composés structuraux et des enzymes de types inhibiteurs enzymatiques 

comme des PGIP, des inhibiteurs d’endopolygalacturonases ou des protéines PR (pathogenesis 

related), qui possèdent une activité antimicrobienne (chitinase, glucanase, lysozyme, 

polysaccharidase ou anti protéases) (Knoester et al., 1998; Van Loon et al., 2006; Van Loon 

and Van Strien, 1999). Les protéines PR ont un rôle majeur dans les défenses des plantes contre 

les pathogènes ou les stress abiotiques. Il existe 17 familles de protéines différentes classées 

suivant leur structure ou activité. Elles sont stables à pH acide et sont très résistantes à l’action 

des protéases produites par la plante ou les pathogènes. Elles peuvent avoir des activités 

antimicrobiennes, comme dégrader les parois des champignons, des bactéries, en libérant des 

fragments de chitines qui vont servir d’éliciteurs de défenses, pour augmenter le taux de réponse 

de la plante (Van Loon et al., 2006). 

Ce sont des phytohormones qui permettent la mise en place de la SAR, induisant une 

résistance systémique. Ces hormones végétales sont l’acide jasmonique, l’éthylène et l’acide 

salicylique. Elles ont soit un rôle de défense direct soit un rôle dans la transduction du signal 

en induisant la production de molécules antifongiques comme  des enzymes de défenses (Figure 

22). 

 Le rôle des hormones végétales 

 Les phytohormones jouent un rôle dans la mise en place des défenses systémiques, en 

signalant l’infection dans la plante suite à une réaction d’hypersensibilité ou LAR. Il existe 

plusieurs phytohormones avec un rôle plus ou moins défini dans les réponses de défenses des 

plantes.  

Les oxilipines, dont font partie l’acide jasmonique (JA) et ses dérivés, sont des 

molécules issues de l’hydrolyse des lipides par des phospholipases, produisant des acides gras 

insaturés tels que l’acide linoléique. Ils ont des propriétés antimicrobiennes et sont des signaux 
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cellulaires. Le JA induit l’expression de gènes de défenses ou la mort cellulaire programmée 

(La Camera et al., 2004). Il est produit par des lipoxygénases (codé par le gène LOX9 par 

exemple) à partir de l’acide linolénique. Son activité est induite par des éliciteurs comme le 

�F�K�L�W�R�V�D�Q���R�X���G�H�V����-glucanes. Il peut induire la synthèse de certaines protéines PR, telles que les 

défensines ou thionines, qui ont des activités antifongiques (Benhamou, 2009). Il peut agir en 

combinaison avec l’Ethylène qui renforce son activité (Turner et al., 2002).  

L’éthylène est une phytohormone volatile qui joue un rôle important dans la physiologie 

de la plante, notamment pour la sénescence ou la maturation des fruits. Il est impliqué dans les 

défenses des plantes aux stress biotiques et abiotiques. Son rôle est différent suivant les plantes, 

puisque par exemple, il va induire la maladie chez certaines plantes infectées par B. cinerea 

mais il induit une résistance chez la carotte (Elad, 1993; Hoffman et al., 1988). Il stimule 

l’apparition de la HR ou la biosynthèse des phytoalexines, notamment en induisant la 

phénylalanine ammonia lyase (PAL). 

L’acide salicylique est une phytohormone étudiée depuis de nombreuses années ; dont 

le rôle dans la mise en place des défenses n’est plus à prouver. C’est un phénylpropanoïde 

dérivant de la synthèse de l’acide benzoïque, qui est très répandu dans les plantes et qui 

s’accumule en cas d’infection pathogénique. Il sert de messager secondaire, en étant véhiculé 

par le phloème. Il est associé à la SAR, et souvent à la HR, mais pas systématiquement. La 

corrélation entre la SAR et le SA a été démontrée dans de nombreuses plantes (tabac, 

concombre, Arabidopsis, ..), puisque la SAR est induite par application de SA. Il est capable 

d’inhiber la catalase pour éviter la dégradation d’H2O2, ce qui favorise la mise en place des 

défenses. L’expression des gènes de certaines protéines PR est également induite par cette 

phytohormone. Le SA peut être produit par la voie de la PAL à partir du cinnamate (Chen et 

al., 2009), et la PAL répond à l’accumulation de SA (Chong et al., 2008), induisant la synthèse 

de molécules de défenses comme les phytoalexines. 

Ces différentes hormones peuvent agir en synergie ou par antagonisme, jouant sur 

l’issue de la réponse à l’infection (Lepoivre, 2003; Thaler et al., 2002; Thomma et al., 1998; 

Xu et al., 1994). Par exemple, le SA peut interférer avec la voie du JA en devenant un inhibiteur 

potentiel de sa synthèse (Thaler et al., 2002). Les hormones végétales permettent la synthèse 

de molécules de défenses, telles que les phytoalexines, nécessaires dans la lutte contre le 

pathogène.  



Figure 23 : Voie de biosynthèsedes stilbènes etformules chimiques de ces
molécules.
La phénylalanineammonia lyase (PAL) est l’enzyme précurseurde cette voie de
biosynthèse,et la stilbènesynthase(STS)permetla synthèsede resvératrol, précurseur
des autresstilbènes. Le tableau présente les différentesformules chimiques des
stilbènes, synthétisésàpartir du resvératrol.
(Coutos-Thévenotet al, 2001, Chonget al, 2009).



Introduction Bibliographique 

30 
 

 Les phytoalexines 

Les phytoalexines font partie des molécules synthétisées par les plantes pour se défendre 

contre l’arsenal développé par des pathogènes, ou à différents stress chimiques ou abiotiques. 

Elles jouent un rôle d’antibiotiques car elles ont des propriétés antimicrobiennes. Cette classe 

de molécules est très diverse et variée, avec plus de 350 molécules différentes, réparties dans, 

au moins, 30 familles de plantes (Benhamou, 2009). Elles sont véhiculées dans toute la plante 

et se retrouvent donc aussi bien dans les racines ou le tronc que dans les feuilles et les fruits. 

Ce sont des composés phénoliques dérivant de trois voies métaboliques différentes dont les 

précurseurs sont l’acide shikimique, l’acétate mévalonate et l’acétate malonate (Figure 23). 

L’acide shikimique est un précurseur de la phénylalanine, qui est converti en acide cinnamique 

par la PAL. Cet acide peut donner les acides benzoïques dont dérive l’acide salicylique ou alors 

l’acide p-coumarique via l’action de la cinnamate-4-hydroxylase. Ce dernier est le précurseur 

des acides hydroxycinnamiques dont les lignines, les acides caféique, férulique, ou sinapilique 

qui peuvent avoir un rôle inhibiteur des enzymes extracellulaires du pathogène (Corbaz, 1990). 

Le p-coumarique se transforme en p-coumaroyl-CoA sous l’activité de la 4-coumaroyl-CoA 

ligase. Le p-coumaroyl-Coa et le 3-malonyl-Coa sont les substrats de deux enzymes : la 

chalcone synthase et la stilbène synthase. La première est le précurseur de la voie de synthèse 

des flavonoïdes, tels que les anthocynes, les flavanols et les tanins, et la seconde pour la voie 

des molécules non flavonoïdes : les stilbènes, molécules spécifiques à la vigne et à d’autres 

végétaux ligneux synthétisant la stilbène synthase. Les stilbènes et les isoflavonoïdes sont les 

principales phytoalexines synthétisées par les plantes en cas d’infection pathogénique, 

notamment fongique (Chong et al., 2009; Lepoivre, 2003; Osbourn, 1999). Ces molécules vont 

inhiber la germination des spores ou la croissance mycélienne. Certaines sont aussi capables 

d’inhiber la synthèse de macromolécules fongiques. Les isoflavonoïdes peuvent également 

servir de signaux ou à modérer le transport de l’auxine dans la plante (Chong et al., 2009; 

Jeandet et al., 2002; Subramanian et al., 2006).  

Les stilbènes sont très étudiés car ils sont produits pas de nombreuses plantes et 

notamment chez la vigne (Langcake, 1981; Langcake and Pryce, 1976). Ce sont des molécules 

avec une structure en C6-C2-C6 (deux cycles benzéniques reliés par deux carbones doubles 

liaisons). Leur principale fonction est de protéger la plante contre les bio-agresseurs (Chong et 

al., 2009; Hart, 1981; Jeandet et al., 2010; Langcake, 1981). La régulation des stress par la 

biosynthèse des stilbène est très documentée. Il a été constaté que l’expression de la stilbène 
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synthase, ainsi que la synthèse des stilbènes, sont induites chez la vigne par une infection 

pathogénique : le Mildiou, l’Oïdium et la Pourriture grise (Adrian and Jeandet, 2012; Jean-

Denis et al., 2006; Jiao et al., 2016; Langcake and Pryce, 1976; Schnee et al., 2008). De plus, 

des études démontrent que les stilbènes, synthétisés par Vitis vinifera, sont capables d’inhiber 

la croissance de B. cinerea ou de Plasmopara viticola (Coutos Thévenot et al., 2001; Hain et 

al., 1993; Jeandet et al., 2002; Langcake, 1981). En effet, certaines enzymes fongiques sont 

sensibles à ces molécules. Les stilbènes affectent également la respiration cellulaire (diminution 

de l’absorption du dioxygène), et ils altèrent aussi la structure cellulaire du pathogène. En effet, 

ils dégradent les membranes des organelles et la membrane plasmique et désorganisent le 

réticulum endoplasmique. S’ils sont accumulés dans les tissus ligneux, ils peuvent ralentir la 

dégradation du bois par les champignons (Hart, 1981).  

Le premier stilbène identifié suite à une infection par un champignon, est le trans-

resvératrol (Langcake and Pryce, 1976). Il est catalysé par la stilbène synthase et il forme 

ensuite les autres stilbènes tell�H�V���T�X�H���O�H���0-viniferine (Figure 23). Les dérivés du trans-resvératrol 

varient en fonction du nombre de groupements hydroxyles, des substitutions par des sucres ou 

des résidus méthoxy, par leur conformation trans et par leur degré d’oligomérisation. Le picéide 

résulte de la glycosylation du resvératrol par une glucosyltransferase, le ptérostilbène découle 

de sa méthoxylation par O-méthyltransferase �H�W���O�¶�0-viniferine par une oligomérisation. 

Lors de test in vitro sur des spores de B. cinerea, la �™-viniférine est plus efficace pour 

bloquer leur germination que le resvératrol (Langcake and Pryce, 1976). Il est démontré que le 

resvératrol et la viniférine sont naturellement peu présents dans les feuilles et les baies de la 

vigne, sauf en cas d’infection fongique, où leur accumulation importante est synonyme de 

tolérance (Dercks and Creasy, 1989; Keller et al., 2003; Langcake and Pryce, 1976). Le dosage 

de la production des composés phénoliques, et de la production des stilbènes, notamment le 

resvératrol et la viniférine, peut être utilisé comme marqueurs d’infection et de sensibilité, pour 

différencier les cépages résistants des sensibles, notamment pour les maladies foliaires (Chong 

et al., 2009; Douillet-Breuil et al., 1999; Sbaghi et al., 1995).  

C. Les réponses connues de la vigne aux maladies 

De nombreux travaux ont étudié les différentes réponses de la vigne à différents stress, 

notamment aux agressions pathogéniques.  
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Muscadinia rotundifolia est connue pour être résistante à de nombreux pathogènes 

contrairement à Vitis vinifera. Ces résistances sont dues principalement à une résistance gène 

pour gène. Des croisements ont été effectués pour récupérer cette résistance dans les cépages 

cultivés. Des études ont décrit près de 233 gènes de résistance chez le Pinot noir, codant pour 

des protéines à domaines NBS (nucleotide binding site) ou LRR (Leucin rich repeat), 

notamment les gènes RUN1 et RPV1 de V. rotundifolia responsables de la résistance au Mildiou 

et à l’Oïdium (Kortekamp, 2006; Pauquet et al., 2001; Velasco et al., 2007).  

D’autres mécanismes de résistances aux maladies sont impliqués comme l’inhibition de 

certaines toxines fongiques. Par exemple, les cellules végétales des cépages peu sensibles 

peuvent détoxifier l’Eutypine en Eutypinol (Colrat et al., 1999). Pour les maladies du bois, la 

vigne est capable de répondre à l’infection en bouchant les vaisseaux xylémiens avec des 

gommes et des thylles (Fleurat-Lessard et al., 2010; Mutawila et al., 2011). La perception du 

pathogène peut également se faire via des éliciteurs. Il en existe de différentes natures chez la 

vigne capables d’induire des réponses. Par exemple, des éliciteurs de type oligosaccharidique, 

�F�R�P�P�H���O�H����-1,4-cellodextrine (Aziz et al., 2007), le cyclodextrine (Bru et al., 2006; Morales et 

al., 1998) ou la laminarine (Aziz et al., 2003) provoquent une tolérance contre B. cinerea ou P. 

viticola (Trouvelot et al., 2008). En réponse aux traitements par ces éliciteurs, les voies de 

signalisation du SA et du JA, l’accumulation de protéines PR, la production de ROS ou de CA2+  

sont induites (Gomès and Coutos-Thévenot, 2009). L’ergostérol est un éliciteur lipidique 

provoquant l’expression du gène de la protéine PR 14 et l’induction de la voie de biosynthèse 

des stilbènes (Gomès et al., 2003; Laquitaine et al., 2006). Poinssot et al, (2003) a démontré 

l’effet éliciteur de l’endopolygalacturonase de B. cinerea désactivée : elle est élicitrice de par 

sa nature, son activité n’est pas nécessaire pour que les défenses dans la plante se mettent en 

place. Il en est de même avec l’oligandrine de Pithium oligandrum, qui induit une tolérance de 

la vigne contre B. cinerea (Mohamed et al., 2007; Yacoub et al., 2016). Des fractions 

polypeptidiques glycosylées d’Eutypa lata ont la capacité d’augmenter l’activité de la PAL, 

alors que l’Eutypine n’a aucun effet (Amborabé, 2000; Octave et al., 2006b). Cette enzyme est 

également activée par des fractions peptiques des champignons associés au syndrome de l’Esca 

(Luini, 2007). De nombreuses études se sont focalisées sur les réponses précoces aux maladies 

du bois, en travaillant sur des modèles simplifiés, comme des plantules (Rotter et al., 2009), 

des feuilles (Camps et al., 2010; Camps et al., 2014) ou des suspensions cellulaire (Bénard-

Gellon et al., 2015; Lima et al., 2012; Mutawila et al., 2017; Stempien et al., 2017). Ces études 

ont démontré l’effet inducteur des fractions élicitrices (polypeptidiques, toxines, enzymes) 



Famille propriété Fonction / site cible

PR-1 antifongique inconnue

PR-2 ��-1,3-Glucanase Paroicellulaire (��-1,3-glucane)

PR-3 Chitinases(type I, II, IV, VI et VII)
Paroi cellulaire (chitine)

PR-4 Chitinases(type I et II)

PR-5 Thaumatinelike Membrane plasmique

PR-8 Chitinase(typeIII) Paroicellulaire (chitine)

PR-10 Ribonucléase (like) RNA

PR-14 Protéinede transfert des lipides Participe aux voie de signalisation desdéfenses

PR-15
Oxalateoxidase

Production de H2O2
activitéantimicrobienne

PR-16

Tableau 2 :Différentes classesdeprotéinesPR connueschezla vigne (Enoki et al, 2006).
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fongiques sur des gènes de défenses comme ceux codant pour la PAL, la stilbène synthase et 

les protéines PR (Andolfi et al., 2011; Rolshausen et al., 2008). 

 

L’implication des protéines PR dans les réponses de défense de la vigne n’est plus à 

démontrer. Toutes les familles n’ont pas encore été découvertes ou caractérisées, mais (Enoki 

and Suzuki, (2016) en présente une bonne partie (Tableau 2). La PR 1 qui a une activité 

antimicrobienne (Bertsch et al., 2003) et joue un rôle dans la SAR et la LAR. La PR 2 

(glucanases) (Jacobs et al., 1999), les PR 3 et 4 (Chitinases) qui sont induites par l’infection par 

P. viticola, E. lata et les maladies du bois (Mutawila et al., 2017; Robert et al., 2002; Spagnolo 

et al., 2017; Stempien et al., 2017), hydrolysent les parois fongiques et la chitine. L’activité de 

la protéine PR 5 (thaumtine/osmotine) entraine une rupture osmotique de la membrane 

plasmique des champignons. La fraction sécrétée par E. lata entraine l’expression du gène 

codant pour la protéine PR 6, qui est dépendante de la voie de signalisation du JA (Haq et al., 

2004; Mutawila et al., 2017). L’expression de la protéine PR 10 est induite par Pseudomonas 

syringae (Robert et al., 2002). Elle a une activité ribonucléase qui lui confère une résistance 

importante contre les bactéries, virus et champignons. La plupart de ces protéines PR sont 

impliquées dans la SAR (Busam et al., 1997). 

 Depuis de nombreuses années, les connaissances sur le métabolisme des 

phytoalexines de la vigne ont augmenté. Le gène codant pour la stilbène synthase a été cloné 

pour la première fois en 1990 (Melchior and Kindl, 1990). En 2007, Velasco et al., dénombre 

la présence de 21 gènes putatifs de cette enzyme chez le Pinot noir. Ce gène est induit par de 

nombreux pathogènes, comme Aspergillus, les champignons associés à l’Esca ou maladies du 

bois (Bruno and Sparapano, 2006a; Bruno and Sparapano, 2006b), B. cinerea (Gabler et al., 

2003) ou Pseudomonas syringea (Robert et al., 2002), mais il peut être dépendant du cépage. 

Ce gène réagit également aux différents éliciteurs cité ci-dessus (Aziz et al., 2004; Poinssot et 

al., 2003; Trouvelot et al., 2008) ou d’autres comme le benzothiazole (Iriti et al., 2005). 

�/�¶�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q���G�H�V���V�W�L�O�E�q�Q�H�V�����Q�R�W�D�P�P�H�Q�W���O�H���U�H�V�Y�p�U�D�W�U�R�O�����O�H���S�W�p�U�R�V�W�L�O�E�q�Q�H���H�W���O�¶�™-viniférine dans 

la vigne est connue depuis de nombreuses années, et elle est provoquée par le Mildiou, l’Oïdium 

ou la Pourriture grise (Langcake and Pryce, 1977). Cette accumulation est nécessaire pour 

obtenir une certaine résistance aux maladies. Les phytoalexines s’accumulent aussi bien dans 

les feuilles que dans le bois, autour des zones infectées par les MDB (Amalfitano et al., 2000; 

Amalfitano et al., 2011; Chapuis et al., 1998; Lambert, 2011; Schnee et al., 2008). Elles ont un 

effet sur la croissance des pathogènes en laboratoire, notamment E. lata, B. cinerea ou P. 

viticola (Adrian et al., 1997; Coutos Thévenot et al., 2001; Pezet et al., 2004). Des plants de 
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vignes transgéniques, qui surexpriment STS1, présentent une résistance accrue à B. cinerea 

(Coutos Thévenot et al., 2001). Ces molécules sont attentivement étudiées pour les utiliser 

comme moyen de lutte contre les MDB.  

 Les différentes études sur les relations plante/pathogènes démontrent l’impact des 

infections sur les différentes métabolismes. Des études ont montré l’implication des relations 

carbonées dans l’induction d’une tolérance aux maladies et stress abiotiques (Afoufa-Bastien 

et al., 2010; Durand et al., 2016; Lemoine et al., 2013; Lemonnier et al., 2014; Medici et al., 

2014; Trouvelot et al., 2014; Veillet et al., 2016). C’est pour cela, que la compétition pour ces 

ressources entre la plante et le pathogène est étudiée. 

V. Compétition pour les ressources carbonées dans la plante 

Les pathogènes, et notamment les champignons, attaquent les plantes car ils sont 

hétérotrophes. Ils ont donc besoin des réserves carbonées des hôtes pour vivre et se développer. 

Dans le cas des maladies du bois de la vigne, les pathogènes se développent dans les organes 

vasculaires, afin d’être au milieu des échanges entre les organes récupérant les éléments 

minéraux et ceux synthétisant l’énergie et la matière organique. Afin de comprendre la 

compétition qui prend place entre le pathogène et l’hôte pour les éléments nutritifs, un rappel 

sur les différents métabolismes et flux dans la plante est exposé, notamment ceux des sucres. 

Ensuite, les mécanismes de compétitions sont abordés.  

A. Généralités sur les flux des assimilats des plantes vascularisées 

Les végétaux sont autotrophes et créés leur propre matière organique en réduisant la 

matière inorganique et minérale. En effet, ils captent la lumière et le CO2 atmosphérique, par 

leurs organes photosynthétiques pour produire de l’énergie et de la matière organique. Cette 

activité photosynthétique a lieu dans les organes végétatifs sources, au niveau des chloroplastes 

des cellules du mésophylle. L’eau et les substances minérales sont absorbées par les organes 

souterrains (principalement les racines). Des échanges de ses éléments ont lieu entre tous les 

types d’organes, grâce à des vaisseaux conducteurs : le xylème, qui véhicule la sève brute 

composée des éléments minéraux et de l’eau, et le phloème, qui permet à la sève élaborée de 

transporter les sucres et les acides aminés vers les organes de la plante (Lemoine et al., 2013).  



Figure 24 : Représentation des mécanismesde transports des sucressymplastiqueset
apoplastiques dansle phloème(Lemoineet al, 2013).
Le saccharosedisponible des cellulesdu mésophyllese diffuse de cellules en cellules
jusqu’au phloèmeparenchymateurs(PP)via les plasmodesmes. Le chargement du phloème à
traversle complexecellule compagne/tubecriblé (CC/SE)peutsefaire par diffusion via les
plasmodesmesoupartransportactif apoplastique.Cederniersefait grâceaux facilitateursde
la famille SWEETqui exportentles moléculesde saccharosevers l’apoplaste,puis par les
transporteurs symportsaccharose/H+versles cellules compagnes(CC). Unefois dansle tube
criblé (TC/SE),les sucres entrainent des changementde pression hydrostatique,attirant l’eau
du xylèmeet permettantà la sèvephloèmienne decirculer. Au niveaudesorganes puits,la
sortie des sucresse fait généralementde manièresymplastiquepar les plasmodesmes. le
décharnement apoplastiquepeutavoir lieu suivantle développement etla naturedel’organes
puits.Le saccharose estimporté parlestransporteurs desaccharosedetypeSUC/SUT,soit il
estclivé englucoseet fructosepar les invertases pariétales et les hexosessontpris en charge
par destransporteursspécifiques d’hexoses. Le saccharosepeut aussi être clivé dans la
cellulepuitspar des invertasescytoplasmiques ouvacuolaires.
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La circulation de la sève brute se fait grâce à l’anatomie des cellules qui composent le 

xylème (cellules mortes lignifiées) mais aussi grâce à l’évapotranspiration, la forte cohésion 

des molécules d’eau, la force capillaire et enfin la poussée racinaire (Brodribb, 2001; Kim et 

al., 2014).  

La sève élaborée a un mouvement inverse, les sucres et autres photoassimilats sont 

produits au niveau des tissus photosynthétiques (organes source) et sont dirigés vers les organes 

puits grâce au phloème. Les feuilles matures sont les principaux organes sources et les puits 

sont généralement des organes ayant besoin d’énergie, comme les racines, les méristèmes ou 

les fleurs, ou des organes de stockage tels que les fruits ou les tubercules. Ces photoassimilats 

sont issus de la photosynthèse et du cycle de Calvin Benson, dont les principaux sont l’amidon, 

le saccharose, des acides aminés ou des lipides. Le saccharose est la forme majoritaire 

transportée par la sève élaborée (Lemoine et al., 2013; Turgeon, 2010; Turgeon and Wolf, 

2009). 

La circulation par le phloème se fait en plusieurs étapes : le chargement, la circulation et 

le déchargement (Figure 24). C’est la structure des vaisseaux phloèmiens qui est essentielle 

pour cette circulation. Ils sont pourvus de cribles, formant des tubes criblés, connectés à des 

cellules compagnes par des plasmodesmes branchus, qui permettent le chargement et le 

déchargement du phloème. Le chargement du phloème se fait de manière passive, dû au 

gradient de concentration,  via les plasmodesmes, ou parfois avec des transporteurs de 

saccharoses. Le chargement des sucres, au niveau des sources, entraine une augmentation de la 

pression osmotique (Delrot et al., 2000; Durand et al., 2016; Lemoine et al., 2013). Grâce à 

l’eau venue du Xylème, la circulation est essentiellement faite grâce au gradient de pression 

hydrostatique entre les tissues sources et puits : la sève se dirige vers les zones basse pression 

pour le déchargement dans les cellules puits. Le déchargement se fait soit de manière 

symplastique soit apoplastique (Lalonde et al., 2003; Ludewig and Flügge, 2013). Dans le 

premier cas, il se fait dans les tissus puits forts comme les racines, les jeunes feuilles, les organes 

reproducteurs (Oparka and Turgeon, 1999), dans le second cas, c’est pour le stockage des sucres 

solubles. Des transporteurs de saccharoses ou d’hexoses associés à des invertases sont 

nécessaires pour passer les molécules du vaisseau conducteur aux cellules puits cibles. (Lalonde 

et al. 2004). Nous nous intéressons plus particulièrement à ces transporteurs de sucres 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 passer à travers les 

membranes cellulaires. Il existe deux types de transporteurs pour faciliter leur passage : les 

MFS (major facilitator superfamily) qui représentent la plus grande classe de transporteurs 

présents dans tous les organismes (Reddy et al., 2012) et les SWEET (sugars will eventually be 

exported transporter), présents chez les plantes et les animaux (Chen et al., 2010). Chaque type 

a ses spécificités et se retrouve sur différentes membranes. Les transporteurs ne jouent pas 

obligatoirement un rôle dans le transport longue distance, mais ils participent à l’allocation des 

sucres dans les cellules et influencent les relations source/puits. Les sucres peuvent être 

transportés sous forme de disaccharides, c’est-à-dire le saccharose, ou parfois en 

monosaccharides après l’activité des invertases qui hydrolysent le saccharose en glucose et 

fructose, intervenant également dans la force d’appel des puits (Lemoine et al., 2013; Williams 

et al., 2000).  

 Les MFS (major facilitator superfamily) 

Ils sont présents chez tous les végétaux, et sont représentés dans deux familles : les 

transporteurs de disaccharides ou DSTs et les transporteurs de monosaccharides ou MSTs, qui 

sont impliqués dans la répartition subcellulaire des sucres, notamment dans les organes puits, 

où leur expression est élevée (Büttner, 2007; Delrot et al., 2001).  

i. Les transporteurs de disaccharides 

Le saccharose peut entrer dans les cellules soit par la voie symplastique via les 

plasmodesmes, soit par la voie apoplastique via des transporteurs. Ces transporteurs sont 

appelés SUT ou SUC (chez Arabidopsis thaliana). Ils sont rarement associés spécifiquement à 

des tissues sources 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 ou les fleurs. Ces 

transporteurs de disaccharides interviennent aussi bien dans le chargement que le déchargement 

phloèmien.  
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Chez Vitis vinifera, quatre séquences homologues à celles d’A. thaliana (SUT 2, 11, 12 

et 27) ont été décrites et leurs études fonctionnelles ont été faites (sauf pour SUT2). Ces 

transporteurs sont plus fortement exprimés dans les racines, les pépins et les baies que dans les 

feuilles ou les vrilles (Davies et al., 1999). Le déchargement phloèmien évolue au cours du 

développement en passant d’un transport symplastique à un transport apoplastique (Zhang et 

al., 2006).  

ii. Les transporteurs de monosaccharides 

Ces transporteurs se situent principalement au niveau des zones de déchargements dans 

les organes puits. A la fin de son voyage, le saccharose peut être hydrolysé par des invertases 

pour être absorbé dans les cellules sous forme d’hexoses (Lalonde et al., 2004). Ce passage est 

assuré par des transporteurs spécifiques. Le premier transporteur monosaccharidique, 

caractérisé chez Arabidopsis thaliana est AtSPT1 (Sauer et al., 1990) un transporteur de 

glucose, ensuite retrouvé dans de nombreuses plantes comme le tabac (Nicotiana tabacum) 

(Sauer and Stadler, 1993). De nombreux autres transporteurs sont maintenant identifiés et 

caractérisés chez Arabidopsis, la tomate, le riz ou encore la vigne (Büttner, 2007; Dibley et al., 

2005; Fillion et al., 1999; Hayes et al., 2007; Toyofuku et al., 2000; Vignault et al., 2005). Ils 

sont tous de type symport/H+ mais leur substrat peut être différent (glucose, fructose, galactose, 

mannose, …).  

La famille de transporteurs de monosaccharide la plus étudiée est celle des STP (sugar 

transport proteins). Ils sont essentiellement exprimés dans les tissus puits (Delrot et al., 2001) 

sauf AtSTP3, AtSTP4, AtSTP13 et AtSTP14 qui se retrouvent parfois dans les organes sources 

(Büttner, 2010; Büttner, 2010; Poschet et al., 2010; Stadler et al., 2003; Yamada et al., 2011). 

Ils se situent sur la membrane plasmique (Büttner, 2010) et ils catalysent le transport des 

monosaccharides de l’apoplaste vers la cellule. Ils sont de haute affinité pour leur substrat 

(glucose généralement). Le fructose n’est transporté que par 3 protéines : AtSTP1, AtSTP6, 

AtSTP13 (Büttner, 2010; Scholz-Starke et al., 2003; Stadler et al., 2003).  

Il existe d’autres familles de transporteurs, caractérisées chez A. thaliana, comme 

AtVGTs (vacuolar glucose transporter), AtPMT (poly-monosaccharide transporter), AtINT 

(Inositol transporter), … 

Chez la vigne, sept transporteurs de monosaccharides, homologues de la famille des STP, 

ont été isolés : VvHT1, VvHT2, VvHT3 (ou 7), VvHT4 ; VvHT5 VvHT6 et VvpGIT (plasmid 

glucose transporter) (Conde et al., 2006; Fillion et al., 1999; Glissant, 2005; Hayes et al., 2007; 
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Leterrier, 2002; Terrier et al., 2005; Vignault et al., 2005). Certains sont bien caractérisés, 

comme par exemple, VvHT4 qui ne transporte que du glucose, alors que VvHT5 transporte 

également du fructose. VvHT1 est essentiellement exprimé dans les baies de raisin et les feuilles 

au niveau des vaisseaux.  Les transporteurs VvHT5, VvHT3 et VvHT1 permettent de récupérer 

dans le phloème des monosaccharides perdus ou isolés. Les gènes VvHT2, VvHT4 et VvHT6 

sont plutôt exprimés dans les organes puits (Hayes et al., 2007). 

 

 Les SWEETs 

Ces transporteurs de sucres ont la particularité de fonctionner en influx ou en efflux des 

molécules, entre les cellules dépourvues de connexions symplastiques. Ils sont indépendants de 

la force protomotrice (du pH) et agissent selon un gradient de concentration. Il en existe 17 

sortes différentes identifiées chez A. thaliana, se trouvant majoritairement sur la membrane 

plasmique (Chen et al., 2010; Doidy et al., 2012; Xuan et al., 2013). Ils peuvent jouer un rôle 

important dans le développement de la plante, comme la sécrétion de nectar dans les fleurs 

d’Arabidopsis thaliana, de Brassica rapa et Nicotiana allenuata (Lin et al., 2014). Certaines 

études ont démontré leur implication dans les relations plantes / pathogènes, notamment avec 

B. cinerea qui induit AtSWEET4 et VvSWEET4 chez A. thaliana et V. vinifera respectivement 

(Chen et al., 2010; Chong et al., 2014).  

  Les Invertases 

Les invertases sont des enzymes clés dans la répartition des sucres et le développement 

�G�H�V�� �S�O�D�Q�W�H�V���� �$�S�S�H�O�p�H�V�� �D�X�V�V�L�� ���� �I�U�X�F�W�R�V�L�G�D�V�H�V�� �R�X�� ���� �I�U�X�F�W�R�I�X�U�D�Q�R�V�L�G�D�V�H�V�����H�O�O�H�V�� �K�\�G�U�R�O�\�V�H�Q�W�� �G�H��

manière irréversible le saccharose en hexoses (glucose et fructose). Cette hydrolyse peut 

également être faite par des saccharoses synthases mais de manière réversible. Ces enzymes 

sont fortement impliquées dans l’allocation des sucres et notamment dans la force d’appel de 

puits en créant un gradient de concentration d’hexoses entre les cellules des tissus conducteurs 

phloèmiens et les cellules puits adjacentes (Lemoine et al., 2013; Ruan, 2014). Il existe trois 

types d’enzymes différentes, classées en fonction de leur localisation, leur pH optimum 

d’activité, de leur solubilité et du point isoélectrique (Roitsch and González, 2004): les 
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invertases pariétales (CWINV), les invertases vacuolaires (VINV ou GIN) et les invertases 

neutres/alcalines ou cytoplasmiques (N/AINV ou CINV).  

i. Les invertases pariétales 

Ce sont des enzymes stables apoplastiques, associées à la paroi des cellules. Leur pH 

optimum est compris entre 3,5 et 5 (Roitsch and González, 2004). Chez Arabidopsis, 6 

invertases pariétales ont été identifiées et caractérisées (même si certaines ont un rôle encore 

mal défini comme, CWINV3 et 6, car elles hydrolysent des fructanes qui ne sont pas synthétisés 

par la plante) (De Coninck et al., 2005). Leur expression est plus importante dans les organes 

puits, au niveau du déchargement phloèmien apoplastique (Ruan, 2014). Leur expression est 

souvent co-régulée avec celle des transporteurs monosaccharidiques, permettant ainsi de 

contrôler l’entrée des hexoses dans les cellules puits (Hayes et al., 2010; Roitsch et al., 2003; 

Ruan, 2012; Ruan, 2014).  

Chez la vigne (Vitis vinifera), seulement une invertase pariétale a été identifiée au cours 

des études de leur implication dans le développement des feuilles et des baies (Hayes et al., 

2007). Nommée, VvCWINV1, elle est co-exprimée avec les transporteurs d’hexoses VvHT3 et 

5, notamment en cas d‘infection par des champignons biotrophes (Hayes et al., 2010).  

ii. Les invertases vacuolaires 

Les invertases vacuolaires sont des enzymes acides solubles, dont le pH optimal d’activité 

est de 5 – 5,5. Elles sont localisées dans les vacuoles, comme leur nom l’indique (Roitsch and 

González, 2004). Elles jouent un rôle dans l’accumulation des sucres dans les organes de 

stockages, comme les fruits et les tubercules, en régulant la quantité de saccharose dans la 

vacuole et en remobilisant les hexoses dans les différentes voies métaboliques.  

Chez la vigne, deux invertases vacuolaires, (appelées VvGIN1 et 2) ont été identifiées. 

Elles sont exprimées dans différents organes et leur activité augmente jusqu’à la véraison et se 

maintient durant la maturation des fruits (Davies and Robinson, 1996).  



Figure 25 : Représentation des mécanismesde la compétition pour les sucresentre le
pathogèneet la plante (Lemoine et al, 2013).
Différentsmécanismesentrenten jeulors d’une relation plante/pathogène,notamment pour
l’allocation des sucres. Les deux protagonistes vont induiredifférents transporteurs pour
absorberles sucresapoplastiques (STPs, SWEETs, SUT et équivalents chezle pathogène).
Les sucres absorbés alimententle métabolismeet participenta la signalisation, pouvant
entrainer chez les plantesl’induction degènesdedéfenseou la modification d’expression de
gènesphotosynthétiques oudes organespuits. L’absorptiondes sucres parla plante peut
égalementpermettredelutter indirectementcontrele pathogèneen l’affamant.
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iii.  Les invertases cytoplasmiques 

Elles sont localisées dans le cytoplasme et d’autres compartiments subcellulaires 

(mitochondrie, cytosol, noyau, chloroplastes) et leur pH optimum d’activité est compris entre 

6,8 et 8 (Roitsch and González, 2004; Xiang et al., 2011). Ce sont les invertases les moins 

stables car elles n’ont pas de groupement glycosylé, au contraire des deux autres types. De plus, 

leur activité est faible et leur rôle est peu caractérisé. Cependant, la présence non négligeable 

en glucose dans le cytosol est importante pour de nombreux mécanismes métaboliques, donc 

ce rôle n’est pas insignifiant (Ruan, 2014).  

Chez la vigne, 9 invertases neutres / cytoplasmiques ont été identifiées. Elles sont 

exprimées dans de nombreux organes (feuilles, fleurs, racines, pépins) mais avec différents 

profils. Par exemple, les gènes des invertases VvCINV1 et VvCINV2 sont exprimées dans les 

premières phases du développement de la plante, puis à la véraison, c’est les invertases 

VvCINV3,VvCINV4 et VvCINV5 qui sont le plus exprimées (Ruan, 2014).  

C. Compétition pour les ressources carbonées 

Lors d’une infection pathogénique, les ressources carbonées de la plante sont mises en 

compétition entre la plante qui les mobilise pour se défendre, et le pathogène, hétérotrophe, qui 

en a besoin pour sa croissance et son arsenal d’attaque. Cette compétition prend place au niveau 

des organes puits, mais altère l’allocation générale des sucres dans toute la plante (Biemelt and 

Sonnewald, 2006) (Figure 25). Les niveaux de sucres solubles diminuent lors de l’infection par 

un champignon nécrotrophe, tel que B. cinerea, par exemple, chez la tomate (Berger et al., 

2004), ou le tournesol (Dulermo et al., 2010). La baisse des taux de sucres solubles peut être 

expliquée par un détournement de ces derniers par le pathogène pour son développement 

personnel et augmentant ainsi sa force de puits par un maintien du gradient de concentration 

favorable avec les cellules de la plante. Cette diminution des ressources carbonées peut aussi 

être expliquée par l’utilisation des sucres pour la mise en place des mécanismes de défenses de 

l’hôte. Les plantes peuvent aussi remobiliser leur saccharose hors du point d’infection, limitant 

ainsi les activités invertasiques et la quantité d’hexoses disponible pour le pathogène. 

Différentes études ont également démontré que le pathogène peut entrainer une transition d’un 

organe source à un organe puits (Biemelt and Sonnewald, 2006). L’augmentation de l’activité 

invertasique dans certains organes sources peut expliquer cette théorie. Chez la vigne, il a été 
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démontré que l’expression des gènes de l’invertase pariétale VvCWINV1 et du transporteur 

d’hexoses VvHT5 est augmentée dans les feuilles en cas d’infection par E. necator et P. viticola 

(Hayes et al., 2010). Afin de ne pas alimenter le pathogène, la plante remobilise ses ressources 

carbonées, en clivant le saccharose en hexoses, qui sont stockés dans les organes sources 

devenus puits (Afoufa-Bastien, 2010). Le même phénomène est décrit chez Arabidopsis et son 

transporteur d’hexoses AtST13, homologue de VvHT5 à 83%, ainsi qu’une invertase pariétale 

AtCWINV1 pour Botrytis cinerea, un champignon nécrotrophe (Veillet et al., 2016; Veillet, 

2016). Certains pathogènes ne peuvent pas assimiler le saccharose, ils cherchent donc à 

absorber les hexoses produits par les invertases de la plante ou des sucres issus des dégradations 

des parois (Clark and Hall, 1998; Lemoine et al., 2013; Schuler et al., 2015; Sutton et al., 1999).  

Ces différents besoins énergétiques des deux protagonistes entrainent une importante 

compétition entre les ressources carbonées, influençant l’expression des gènes et les activités 

des transporteurs et des invertases.  
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I. Projets d’études mondiaux et nationaux 

Depuis une trentaine d’années, les maladies du bois de la vigne sont préoccupantes. 

Différents organismes ont décidé de financer des projets de recherches en France, en Europe 

ou dans le Monde, créant ainsi des groupes de travail, qui permettent aux recherches d’avancer 

ensemble.  

La recherche internationale sur les maladies du bois est coordonnée par l’ICGTD 

(International Council on Grapevine Trunk Diseases), qui fédère les principales équipes au 

niveau international. Son premier congrès 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 privés, pour créer des collaborations 

et des échanges d’informations sur les recherches des maladies du bois de la vigne. Les 

principaux sujets abordés lors des congrès sont : l’étude des pathogènes, de l’épidémiologie, 

l’étude des relations hôtes - pathogènes 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 même 

fonctionnement, le COST FA 1303, intitulé « sustainable control of grapevine trunk diseases », 

ou d’autres projets financés comme les projets « winetwork », « programme interreg IV 

Bacchus » et « microarray project » (www.maladie-du-bois-vigne.fr). 

En France, les principales thématiques étudiées dans les travaux de recherches sont 

l’épidémiologie des maladies, l’écologie microbienne, l’étude des interactions plante hôte avec 

les pathogènes et la gestion des maladies au vignoble. Le groupe national de recherche des 

maladies du bois, qui regroupe des universités, des instituts de recherche, des associations, des 

interprofessions et des chambres d’agricultures, permet de nombreuses collaborations financées 

par différents organismes. Par exemple, le projet CASDAR V908, intitulé « Recherche de 

marqueurs physiologiques et moléculaires impliqués dans la tolérance de la vigne à certains 

champignons des maladies de dépérissement » a été financé en 2008. Ces recherches étaient 

basées sur l’étude des trois principales maladies du bois, notamment la caractérisation des 

mécanismes impliqués dans l’expression des symptômes, l’identification des toxines, 

caractérisation du microbiote colonisant le tronc, recherche de marqueurs impliqués dans la 

tolérance et impacts des pratiques culturales. D’autres projets sont financés par la fondation 

Poupelain : « healthy grape » et « microflore et épidémiologie des maladies du bois », ou 

financés par l’académie des sciences (fondation de la maison Louis Pasteur) ou encore des 

projets de recherches sur les biocontrôles.  
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En 2016, trois projets CASDAR (V1301, V1302 et V1303) se sont terminés. Ils ont 

financé des recherches sur tout le territoire français, dans différents organismes, pour étudier 

l’agressivité des champignons impliqués dans les maladies du bois de la vigne, mais aussi pour 

comprendre les modes d’action de l’arsénite de sodium. Le but est de proposer de nouveaux 

moyens de lutte efficace en étudiant les microflores pathogènes et protectrices du bois de la 

vigne et les réponses adaptatives de la plante en recherchant des marqueurs de tolérance et de 

diagnostic. L’étude de l’impact des techniques agricoles et des facteurs environnementaux 

permet également de prévoir et de lutter contre les maladies du bois de la vigne (www.maladie-

du-bois-vigne.fr). En 2017, sous la coordination du CNIV, une plateforme collaborative internet 

a été lancée comme support au plan national de dépérissement de la vigne. L’objectif de cette 

plateforme est d’agir pour limiter les dépérissements en travaillant avec les viticulteurs, les 

pépiniéristes, les interprofessions, les chambres d’agricultures et les laboratoires de recherche. 

Suite à un appel à projet de recherche, neufs projets pluridisciplinaires ont été sélectionnés pour 

continuer les avancées faites jusque maintenant (www.plan-deperissement-vigne.fr).  

C’est dans le cadre du CASDAR V1302 que se sont déroulées les études de cette thèse 

CIFRE financée par le Bureau National interprofessionnel du Cognac (BNIC) et l’ANRT. Les 

partenaires de ce projet sont : l’INRA de Bordeaux (UMR SAVE), le BNIC, l’Université de 

Poitiers (UMR EBI, équipe SEVE), UMR BIOGER (AgroParisTech), la chambre d’agriculture 

de Gironde, le lycée agricole et viticole d’Amboise et l’UMT IFV GenoVigne. Ce projet, 

intitulé « Microflores pathogènes et protectrices du bois de la Vigne et réponses adaptatives de 

la plante. Développement de marqueurs de tolérance et de diagnostic», avait pour objectif de 

découvrir les microflores associées au bois sain ou malade. Ce projet a permis de comprendre 

leur mode d’action, de caractériser les modifications physiologiques ainsi que le système de 

défenses de la plante. 

II.  Objectifs de la thèse 

En l’absence de moyen de lutte curative, une stratégie de lutte envisageable contre les 

maladies du bois est la sélection de cépages ou de clones plus tolérants aux agents pathogènes. 

Cette sélection nécessite de disposer d’un test basé sur des marqueurs en relation avec la 

sensibilité de la plante à son agresseur. Pour cela, il s’agit préalablement de déterminer des 

critères simples et pertinents, permettant de suivre les réponses physiologiques et moléculaires 

de la plante à l’infection. Ils doivent être dépendants du niveau de tolérance des différents 
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cépages. Pour cela, il est donc nécessaire de mieux comprendre les réponses physiologiques et 

moléculaires de la vigne à l‘infection. Les travaux de cette thèse CIFRE ont été effectués à 

l’Université de Poitiers dans l’UMR EBI (équipe SEVE), et sont soutenus par le BNIC et 

l’association nationale de recherche et technologie (ANRT).  

 

Son objectif principal est d’aboutir à l’identification des marqueurs de sensibilité servant 

d’outils moléculaires pour la réalisation d’un test d’aide à la sélection et de diagnostic à l’une 

de ces maladies : l’Eutypiose.  

Pour cela, plusieurs gènes candidats dont le choix a été fortement influencé par  les résultats 

des projets précédents, ont été étudiés, dans un premier temps, sur des échantillons de feuilles 

et de bois de boutures de différents cépages, infectées artificiellement par Eutypa lata et 

cultivées en serre à l’INRA de Bordeaux. Les échantillons ont été prélevés sur trois campagnes 

d’infection entre 2014 et 2016, à différents temps d’infection. Ces gènes candidats ont été 

retenus suite aux études réalisées lors de la thèse de Céline Camps (2008) et du projet CASDAR 

V908 (Gomès, 2013; Guérin-Dubrana et al., 2013). En plus de l’analyse de ces gènes, des 

observations symptomatiques ont été effectuées un an post infection, ainsi que des tests 

d’identification et de quantification du pathogène dans le bois infecté ont été réalisés, afin de 

mettre au point, pour le BNIC, une méthode de diagnostic de la présence du champignon en 

absence de symptômes foliaires.  

 

Suite aux premiers résultats d’expressions de gènes des échantillons infectés in planta, 

différentes questions se sont posées : 

 

�x Peut-on réaliser un test d’infection plus rapide, plus répétable, indépendant des 

conditions de cultures, tout en gardant le champignon séparé des feuilles répondant à 

l’infection (mimétisme de l’interaction sur bouture et en vignoble) ? 

�x Est-ce que ce test permet de comparer les réponses de plusieurs cépages dans un même 

temps ? 

 

Pour tenter de répondre à ces questions, un test d’infection in vitro a été mis en place, pour 

éviter tout stress supplémentaire pouvant agir sur les résultats et surtout raccourcir au strict 

minimum le temps entre interaction et réponse des gènes. Cette méthode, déjà utilisée au 

laboratoire SEVE, lors de l’interaction Arabidopsis thaliana / Botrytis cinerea (Veillet et al., 

en soumission; Veillet et al., 2016), est parfaitement adaptée à la problématique. Les gènes 
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marqueurs candidats sont donc étudiés à travers ce nouveau système d’interaction sans contact 

physique entre le champignon et 12 cépages différents classés en fonction de leur tolérance 

estimée.  

 

Les travaux de la seconde partie de la thèse ont pour but une approche plus fonctionnelle 

dans le but de comprendre la physiologie de l’interaction depuis la perception (identification de 

signaux) jusqu’à la réponse (expression des gènes codant pour des protéines PR, des 

phytoalexines, ou impliqués dans le transport de sucres) et de répondre aux questions suivantes: 

 

�x Pourquoi certains cépages sont plus sensibles que d’autres à l’infection ? 

�x Quels sont les mécanismes de défenses mis en place lors de l’interaction Vitis vinifera / 

Eutypa lata ?  

�x Comment réagit le métabolisme des sucres, et notamment l’expression des gènes codant 

pour un transporteur de sucre et des invertases, ainsi que leurs activités, au cours de 

l’infection in vitro  et ont-ils un lien avec la résistance basale de la plante comme c’est 

le cas dans le pathosystème Arabidopsis / botrytis cinerea (Lemonnier et al., 2014; 

Veillet et al., 2016) ? 

 

C’est le troisième chapitre qui tente de répondre en partie à ces questions. Les réponses de 

défenses des feuilles infectées sont analysées en étudiant les expressions de gènes marqueurs 

de défenses. Des phytoalexines synthétisées lors de l’interaction sont quantifiées. Des activités 

enzymatiques du sécrétum du champignon et de la feuille infectée lors de l’interaction sont 

mesurées, notamment les activités des endopolygalacturonases fongiques ainsi que les 

invertases végétales. L’étude préliminaire des réponses des feuilles suite à la stimulation par 

divers éliciteurs ont permis d’apporter quelques hypothèses sur les mécanismes de défenses mis 

en place par le cépage tolérant et la cascade de transduction de signal potentiellement impliquée. 

 



 



 

 

 

 

 

 

MATERIEL ET METHODES  

  



Cépages Clone Type de boutures Sensibilité

Merlot 181 A B 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 sensible

Pinot Noir 115 B Moyennement sensible

Cabernet Franc 409 B moyennement sensible

Sauvignon 241 B Sensible

Cabernet Sauvignon 169 A B Sensible

Chenin Blanc 220 B Très sensible

Ugni Blanc 480 A B Très 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, Bruezet al, 2013). 

Figure 26 : Généalogie des hybridesRV4 et RV5 (Bouquet, 2002).

Vitis vinifera cv. Malaga seedling  x  Muscadinia rotundifolia cv. G2

Hybride F1 VRH NC-6-15
x Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon 

Hybride RV1 VHR 8628

Hybride RV2 VRH 5-16-79

Hybride RV3 VRH 1-11-82

Hybride RV4 VRH 3084-2-56

Hybride RV5 VRH 3176-21-11

x Vitis vinifera cv. Grenache noir  

x Vitis vinifera cv. Grenache noir  

x Vitis vinifera cv. Merlot noir

x Vitis vinifera cv. Aubun
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I. 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 thèse. Certaines boutures, appelées aussi boutures A, sont enracinées, infectées et 

cultivées en serre à Bordeaux (INRA, UMR 1065 SAVE) pendant trois campagnes (de 2014 à 

2016) ou à 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 enracinées et saines (non 

infectées) et cultivées en serre à Poitiers. Les boutures A sont utilisées pour des analyses de 

biologie moléculaire ou de phénotypage suite à une infection in planta en serre, et les boutures 

B sont utilisées pour produire des disques foliaires qui sont infectés en condition in vitro en 

laboratoire. 

Plusieurs cépages de l’espèce Vitis vinifera sont étudiés au cours de ces travaux. Ils ont 

chacun une sensibilité plus ou forte à l’Eutypiose (Tableau 3). Cette sensibilité a été 

diagnostiquée à partir de différentes études d’observation d’apparition de symptômes en 

vignoble et sur des boutures enracinées ou non cultivées en serre (Bruez et al., 2013; Dubos, 

2002; Grosman and Doublet, 2012; Péros, 1995). Les cépages Merlot, Cabernet Sauvignon et 

Ugni Blanc sont les principaux cépages utilisés dans les différents essais car ils sont 

principalement cultivés dans la région Nouvelle Aquitaine dans les vignobles Bordelais (Merlot 

et Cabernet Sauvignon) et Charentais (Ugni Blanc). Les autres variétés sont étudiées pour avoir 

un large panel de sensibilité connue à l’Eutypiose pour valider les marqueurs moléculaires. 

Deux nouvelles obtentions INRA de sensibilité inconnue sont également analysées dans un 

premier temps, sur la demande du BNIC, en vue d’une possible utilisation pour l’appellation 

Cognac. En 1974, les programmes de sélection ont croisé une variété de l’espèce Vitis vinifera 

avec une variété de l’espèce Muscadinia rotundifolia. La descendance a été croisée avec 

différents cépages de Vitis vinifera jusqu’à obtenir les deux hybrides RV4 et RV5, utilisés dans 

les différents essais de cette thèse (Bouquet, 2002) (Figure 26).   



A B

C D

E

Figure 27 : Production deboutures enracinées.
(A) Boutures de deux�Q�°�X�G�Vdans du sable autoclavé humide, (B) bouturesen
chambrede culture à Poitiers dans du terreau humide après un traitement AIB, (C)
bouturesen pot en phytotron à Poitiers, bouturesen potsen serre à Poitiers (D)et à
Bordeaux (E).
(Photographies personnelles).



Matériel et méthodes 

49 
 

 Production et culture des boutures à Bordeaux et à Poitiers 

Toutes les boutures sont produites à partir de sarments de vignes récoltés l’hiver 

(décembre / janvier) précédent la culture sur différentes parcelles des vignobles Bordelais et 

Cognaçais. Des sarments de bois d’un an sont taillés et récupérés, essentiellement par le BNIC. 

Une fois prélevés, les bois sont humidifiés et stockés en chambre froide avant d’être préparés. 

Au moment du bouturage, les sarments sont désinfectés à l’eau de javel (4% de chlorure actif 

pendant 1h) ou au Cryptonol® (Sulfate double d'oxyquinoleine et de potassium, Syngenta) (2 

mL.L-1). Puis, ils sont rincés et réhydratés dans de l’eau au moins une heure avant utilisation. 

Les sarments sont découpés en tronçons de deux entre-nœuds, où seul le bourgeon apical est 

conservé. Certaines boutures sont cultivées à Bordeaux et d’autres à Poitiers.  

Les boutures cultivées à Bordeaux sont plantées dans du sable autoclavé maintenu humide 

grâce à une brumisation régulière maintenant un taux d’humidité de 80%. Les boutures sont 

maintenues sur couche chauffante pendant un mois et demi pour favoriser l’enracinement et 

obtenir des boutures au stade 4 - 5 feuilles étalées (Figure 27 A). La serre à Poitiers ne disposant 

pas de couche chauffante, les boutures sont incisés à la base, à l’emplacement des futures 

racines, et trempés dans une solution d’Acide Indol-butyrique (AIB [0.1g.100mL-1]) pour 

favoriser l’enracinement. Elles sont dans un premier temps misent en terrine de terreau (Substrat 

5®) et placées dans une chambre de culture de photopériode de 10h de jour à 22°C et 14h de 

nuit à 18°C, avec un fort taux d’humidité) (Figure 27 B). Une fois les boutures enracinées (6 à 

8 semaines) lorsque les premières feuilles se sont développées, toutes les boutures sont 

rempotées individuellement dans du terreau (Substrat 5®) et elles sont installées en serre 

(Bordeaux ou Poitiers) et quelques-unes en phytotron (Poitiers) (Figure 27 C-E). 

Chaque année, 150 boutures inoculées (boutures A) et 100 plantes témoins par cépages 

sont cultivées à Bordeaux pendant plusieurs jours, semaines ou mois suivant la cinétique avant 

d’être prélevées et analysées. Six plantes par cépages et par condition témoin et infecté sont 

prélevées à 3, 15, 30, 60 et 120 jours après l’inoculation. Les plantes restantes sont cultivées 

ensuite sous tunnel extérieur pendant 8 mois jusqu’au débourrement de l’année suivante. A 

Poitiers, seulement dix plantes par condition et par cépages sont cultivées en serre et phytotron 

par manque de place. Une vingtaine de boutures B saine par cépage est cultivée à Poitiers dans 

les mêmes conditions qu’en serre pour produire des feuilles qui sont utilisées pour les infections 

in vitro. Toutes les boutures sont régulièrement arrosées et un apport d’engrais azoté 

hebdomadaire est effectué (Peters®, 2 g.L-1). 



Souches�G�¶Eutypa lata Entretien

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

Bx 1- 5 (peu agressive) prélevée en vignoble et entretenue par JP. Peros

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

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

Figure 28 : Vitroplants de vignes, cultivés en chambre climatique dans des
bocaux de milieu géloséMc Cown A.
(Photographie personnelle).

Tableau 4 : Les différentes souches�G�¶�(�X�W�\�S�Dlata utilisées.
Mise à partBx 1-5, elles sont toutes issues dela même ascospore, maisle mycélium
à été entretenu depuis plusieurs années dans différents laboratoires, pouvant entrainer
des modifications.
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B. Les vitroplants  de vigne 

Par manque de boutures saines en bon état sur certaines périodes de l’année, des essais 

ont été effectués à partir de feuilles détachées de vitroplants de Merlot et d’Ugni Blanc (Figure 

28) présents au laboratoire SEVE de Poitiers. Ces vitroplants sont entretenus en bocaux sur 

milieu gélosé Mc Cown A stérile (Mc Cown woody plant medium®, Duffecha biochemie). Ils 

sont cultivés en chambre de culture sous éclairage avec une photopériode de 16h de jour et de 

8h de nuit à 21°C. Ils sont repiqués par micro-bouturage en condition stérile tous les deux mois 

en prélevant un nœud comportant un bourgeon effeuillé. Ces vitroplants ont été généré au 

laboratoire en 2015, à partir de jeunes pousses vertes de boutures cultivées en serre, à partir de 

sarment de Merlot et d’Ugni Blanc. Les bourgeons ont été récupérés et stérilisés dans de 

l’éthanol 70% puis dans de l’hypochlorite de sodium (7%, pendant 10 min) avant d’être plantés 

sur du milieu gélosé Mc Cown A ANA (0.2 mg.L-1, Agar Kalys 7,5 g.L-1). 

C. Les souches d’Eutypa lata 

 Culture de la souche BX 1-10  

L’ascomycète Eutypa lata qui fait partit de l’ordre des Diatrypales et à la famille des 

Diatrypacées est responsable de la maladie du bois l’Eutypiose. La souche BX 1-10 d’Eutypa 

lata utilisée pour les différents essais provient du vignoble Bordelais, prélevée en 1990 (Péros 

and Berger, 1994) (Tableau 4). L’isolat a été obtenu à partir d’une ascospore provenant d’un 

périthèce récupéré sur un cep de vigne infecté placé dans de l’eau stérile. La suspension 

d’ascospore a été diluée et répartie sur des boites de Pétri de PDA (potato-dextrose agar, Difco 

laboratoire). Après 24 heures d’incubation à 25°C, les ascospores qui ont germées sont 

repiquées sur de nouvelles boites. Elle a été étudiée par Péros and Berger, (1994) et caractérisée 

comme étant agressive. Le mycélium est conservé en mycothèque, à 4°C dans de l’eau stérile. 

Cette souche est maintenue en culture à 22°C à l’obscurité sur du milieu PDA (Potato Dextrose 

Agar, Difco®). Tous les quinze jours, elle est repiquée en prélevant un disque de mycélium de 

1 cm de diamètre qui est déposé sur de nouvelles boites de Pétri de PDA. Cette souche est 

utilisée pour toutes les infections in vitro. Une mycothèque est entretenue avec du mycélium 



A B

C

D

E

Figure 29 : L esdifférentes étapes�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qdes boutures A.
(A) Pelotedemycélium, (B) bouture percée à 1cm sousle bourgeon, (C) insertionde
la pelote dansla bouture, (D) bouchage du trou avecde la paraffine fondue, (E)
cultureenserre des boutures A infectées.
(Photographies personnelles).
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conservé dans de l’eau stérile en chambre froide à 4°C. Tous les 20 repiquages, la culture du 

champignon repart de cette mycothèque.  

 Autres souches d’Eutypa lata  

Pour s’assurer qu’il n’y a pas eu de modification dans l’agressivité et la capacité élicitrice 

de la souche utilisée pour infecter les boutures, les disques foliaires et les feuilles détachées de 

vitroplants, des tests d’infection in vitro sont effectués avec différentes souches d’Eutypa lata 

: la souche d’origine Bx 1-10, une souche caractérisée comme moins virulente Bx 1-5 (Moisy 

et al., 2017; Péros et al., 1999) et deux souches issues de la souche BX 1-10 mais entretenues 

par repiquage régulier à Bordeaux et Poitiers depuis plusieurs années, appelées BX 1-10 Poitiers 

et BX 1-10 Bordeaux. Le repiquage successif du mycélium pourrait avoir entrainé une dérive 

génétique de la souche par mutations ou variations épigénétiques entrainant des modifications 

dans la virulence ou la capacité élicitrice des molécules sécrétées par ces dernières souches 

(Tableau 4). Ces souches sont cultivées à Poitiers de la même manière que pour la souche Bx 

1-10. La souche Bx 1-10 Bordeaux a été utilisée pour infecter les boutures A lors des campagnes 

d’infection 2014 et 2015. C’est la souche d’origine BX 1-10 qui est utilisée pour la dernière 

campagne en 2016.  

II.  Analyses des boutures infectées selon la méthode Péros et al. 
(1994), modifiée par P. Lecomte 

A. Infection in planta des boutures A 

La méthode développée par Péros and Berger, (1994) et modifiée par P. Lecomte (Camps 

et al., 2010) est utilisée pour infecter les boutures A alors âgées de 7 semaines. A ce stade, les 

boutures ont un système racinaire assez développé et présentent trois ou quatre feuilles étalées. 

Elles sont infectées une semaine après avoir été rempotées individuellement. Chaque bouture 

est percée jusqu’au cylindre central à l’aide d’un foret de 4 mm de diamètre et d’une perceuse 

à main à 1 cm en dessous du bourgeon. Dans chacun des trous est déposée une pelote de 

mycélium d’E. lata âgée de 15 jours, récupérée en raclant la surface entière d’une boite de Pétri 

de 9,5 mm de diamètre avec 100 µl d’eau. Les témoins sont inoculés avec 100 µl d’eau stérile. 



Figure 30 : Classement des symptômes�G�¶�(�X�W�\�S�L�R�V�Hdes boutures
infectées parEutypa lata(Lecomte).
(A) plante asymptomatique, (B) symptôme faible, (C) symptôme moyen, (D)
symptômes forts, (E) plante morte ou non débourrée.
(Photographies personnelles).

A B

C

D E

Figure 31 : Mesure des nécroses autourde la zone �G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qet ré-
isolementdu champignon.
(A) mesurede la nécrose,(B-C) découpage du boisen buchetteet ré-
isolement du champignon sur malt agar.
(Photographies personnelles).

A B C
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Les trous sont rebouchés avec de la paraffine fondue pour empêcher la contamination par 

d’autres pathogènes via la plaie ouverte (Figure 29). Chaque année, 90 plantes sont infectées et 

60 témoins sont préparés pour chaque cépage à Bordeaux.  

B. Prélèvements et analyses 

Sur les boutures A sont prélevées environ 4 feuilles réparties sur toute la plante ainsi que 

le bois au niveau de la zone d’infection (3 cm de part et d’autre du point d’infection). Les 

prélèvements sont faits sur 6 plantes indépendantes par conditions pour chaque cépage et à 

différents temps : 3, 15, 30, 60 et 120 jours après l’infection. Les échantillons sont congelés à 

l’azote liquide et stockés au congélateur -80°C. Ils sont ensuite broyés au broyeur à billes (30 

vibrations/secondes, pendant 30 secondes) (TissueLyser II, Quiagen®) pour les analyses en 

RT-qPCR. 

C. Phénotypage, ré-isolement du champignon et mesures de nécrose dans 

le bois 

Cinquante plantes des boutures A sont conservées en tunnel pour observer l’apparition 

des symptômes un an après l’infection. Des symptômes caractéristiques d’Eutypiose sont 

visibles sur les jeunes feuilles au débourrement au printemps suivant. Ces symptômes sont notés 

suivant un classement établi par P. Lecomte (INRA, UMR SAVE, Villenave d’Ornon) en cinq 

catégories : plantes asymptomatiques (croissance forte et moyenne), des symptômes légers (une 

feuille touchée avec une tache caractéristique), moyens (deux feuilles symptomatiques ou 

plusieurs taches) ou sévères (plus de deux feuilles eutypiosées avec des nécroses étendues sur 

les feuilles) et les plantes mortes ou non débourrées (Figure 30).  

Une partie des boutures A restantes un an après l’infection est utilisée pour mesurer la 

taille des nécroses dans le bois autour du point d’infection en fonction du type de symptômes 

observés. Le bois est découpé dans le sens de la longueur au niveau du point d’infection et la 

nécrose est mesurée de part et d’autre (Figure 31 A). La mesure des nécroses a été faite 

seulement sur les plantes infectées en 2014. Afin de vérifier la présence de champignon dans le 

bois et pour s’assurer qu’il est bien responsable des symptômes, un ré-isolement du champignon 

est fait en découpant de petits tronçons de bois (au niveau des points d’infection). Ces tronçons 



Figure 32 : Récupération du mycélium �G�¶Eutypa lata sur PDA pour le
mettre en culture liquide dans les puits�G�¶�X�Q�Hplaque.
(A) Pelotedemycélium sur milieu gélosé PDA, (B) culture liquidedemycélium
�G�¶Eutypa latadans du milieu Gamborg Saccharose dans une plaque 6 puits.
(Photographies personnelles).

A B
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sont désinfectés (hypoclorite de sodium, 3% pendant 15 secondes) et déposés sur des boites de 

Pétri contenant du milieu malt agar. Une notation des microorganismes se développant sur le 

milieu est effectuée entre 15 jours et 3 semaines de culture (Figure 31 C). 

III.  Mise en place d’un système innovant d’infection in vitro de 
disques foliaires 

Suite aux résultats obtenus sur les plantes entières infectées peu concluants et très 

dépendants des conditions de cultures et autres stress biotiques et abiotiques, un système 

d’infection in vitro est développé. Il a déjà été utilisé lors d’études au laboratoire sur 

l’interaction entre Botrytis cinerea et Arabidopsis thaliana (Veillet et al., en soumission) et il a 

été adapté à l’interaction entre Vitis Vinifera  et E. lata. 

A. La pré-culture du champignon 

Le mycélium d’E. lata est récolté sur une boite de Pétri de PDA après 15 jours de culture 

à l’obscurité à 21°C. La surface de la gélose est raclée avec 100 µL d’eau stérile et l’amas de 

mycélium est mis en suspension dans 50 mL de milieu liquide Gamborg B5 (3,16 g.L-1, suivant 

les instructions du fournisseur, Duchefa Biochemie) supplémenté de saccharose (20 g.L-1). La 

solution est bien agitée avant être tamisée sur un tamis cellulaire en inox de 40 mesh (420 µm, 

Belco Glass®) pour homogénéiser la solution et enlever les gros amas de mycélium. Elle est 

répartie dans une plaque de culture 6 puits (Nunc®) avec 3ml par puits. La condition témoin 

utilise ce même milieu de culture sans mycélium. Les boites de culture sont ensuite mises sous 

agitation permanente à 50 rpm (agitation tridimensionnelle, Gyro rocker®, Stuart), à 21°C, à la 

lumière, avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit pendant 4 jours. Cela va permettre 

au champignon de croitre dans le milieu pour obtenir de meilleurs résultats d’infection (Figure 

32). 



Puits

Insert de culture Millicell® 
(Millipore®)

Disque foliaire

Membrane poreuse

�0�\�F�p�O�L�X�P���G�¶Eutypa lata

Milieu de culture liquide (Gamborg-
saccharose)

Figure 33 : Schéma représentantle système�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qin vitro dedisques foliaires.
�/�¶�L�Q�V�H�U�Wde culture poreux permetde garder les échange moléculaires entrela feuille et
le mycélium, tout en empêchantun contact direct.Ce système mimeet simplifie
�O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Qentre Eutypa lata et les feuilles de vignesen vignoble, �F�¶�H�V�Wà dire à
distance�O�¶�X�Qde�O�¶�D�X�W�U�H.
(SylvainLa Caméra).

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

un nouveau système d’interaction : la Millicell®.  

Ce nouveau système d’infection consiste à utiliser un insert de culture Millicell® 

(millipore®) dans les puits de la plaque contenant la solution de mycélium et en introduisant 

un disque foliaire découpé dans une feuille de vigne saine (boutures B) cultivée en serre à 

Poitiers ou une feuille détachée de vitroplants. Cet insert comprend une membrane poreuse 

(0.4µm) à sa base qui permet de séparer physiquement le champignon dans le puits de la feuille 

dans l’insert, mais elle permet de conserver un dialogue moléculaire entre les deux 

protagonistes (Figure 33). Ce système va mimer les interactions entre le champignon présent 

dans le bois de vigne et les réponses induites dans les feuilles, où le champignon ne se trouve 

pas (Larignon, 2012). 

Les feuilles de vitroplants sont détachées au niveau du pétiole et elles sont directement 

déposées dans l’insert de culture contenant 3 mL de milieu Gamborg-saccharose neuf. Les 

disques foliaires sont quant à eux, découpés dans des feuilles de rangs 3-5 de boutures B 

désinfectées à la javel (0.5%) et rincées plusieurs fois à l’eau stérile. Ils ont la taille de l’insert, 

c’est-à-dire 30 mm de diamètre. Ils sont déposés dans les inserts qui contiennent 3 ml de milieu 

liquide Gamborg saccharose neuf (Figure 34). La plaque est ensuite fermée au sparadrap 

(MicroporeTM, 3MTM) et mise sous agitation 3D (Gyro rocker®, Stuart) pendant 3 jours, en 

chambre de culture sous photopériode de 16h de jour et 8h de nuit. Des puits contenant 

uniquement du milieu Gamborg saccharose et des disques foliaires sont les conditions témoins 

de nos analyses.  

C. Prélèvement et préparation des échantillons pour les différentes 

analyses 

Après trois jours de co-culture, les disques foliaires sont récupérés et regroupés par 6 en 

un échantillon. Ils sont congelés dans l’azote liquide et broyés au broyeur à bille (Quiagen). 

Cette poudre est utilisée pour des analyses en RT-qPCR mais aussi pour doser les stilbènes 

produits et mesurer l’activité des invertases végétales. Le milieu d’incubation est également 

récupéré pour des études d’activité de l’endopolygalacturonase du champignon et également 

pour étudier le pouvoir éliciteur de cette solution. 



Figure 35 : Les différentes analysesde biologie moléculaire effectuées sur les
échantillons : analyse�G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Qde gèneset identification/quantification de
champignon parRT-qPCR.

Extraction des ARN totaux

RT-qPCR

Gènes marqueurs de defense des 
plantes et/ou de sensibilité

Extraction des ADN végétaux et 
fongiques

RT-qPCR

Identification et quantification 
du champignon

DNAse
Rétro-transcription

Bouture infectée
Bouture saine

Prélèvement

Infection in vitro

Prélèvement

Figure 36 : Schéma expliquantle principe de la méthode TaqManTM (Verweij et
al, 2014).
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IV.  Analyses de biologie moléculaire 

Les différents échantillons prélevés au cours des essais sont principalement analysés 

en RT-qPCR. Différentes analyses sont alors mises en place : d’une part pour quantifier le 

champignon présent dans le bois, et d’autre part, pour étudier l’expression de gènes 

marqueurs de défenses ou de sensibilité de la plante en cas d’infection (Figure 35).  

A. Quantification du champignon présent dans le bois infecté par la 

méthode TaqManTM  

 Principe de la quantification d’ADN par RT-qPCR TaqManTM 

Comme toute RT-PCR, cette méthode est basée sur la détection d’une fluorescence qui 

permet la quantification des doubles brins d’ADN produits par la réaction de PCR. Ici, c’est 

l’hydrolyse d’une sonde TaqManTM spécifique à une séquence cible par l’activité 5’-

exonucléase de la Taq polymérase qui permet l’émission de la fluorescence détectée par la 

machine. Le fluorochrome utilisé dans les essais détaillés ci-dessous est un 6-carboxyfluorocein 

(FAM) fixé à l’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation (appelé aussi sonde TaqManTM). La sonde 

libre en solution n’émet aucune fluorescence. Elle s’hybride au double brin ainsi que les 

amorces spécifique à la séquence. Lors de l’étape de l’élongation du nouveau brin, la Taq 

polymérase se déplace depuis l’amorce en 5’ et va hydrolyser la sonde hybridée qui va alors 

émettre sa fluorescence. L’avantage de cette méthode est une spécificité accrue grâce à la sonde 

fluorescente et aux amorces qui limite ainsi l’émission de fluorescence non spécifique due aux 

dimères d’amorces ou aux mauvais appariements (Poitras and Houde, 2002; Verweij and 

Stensvold, 2014) (Figure 36).  

 Extraction d’ADN génomiques de bois de vigne et fongique 

Les ADN génomiques du bois de la vigne et d’Eutypa lata sont extraits suivant le 

protocole décrit par le Kit NucleoSpin® Plant II Midi (Macherey-Nagel). Les échantillons de 

bois utilisés sont prélevés en même temps que le bois pour les analyses de biologie moléculaire. 



Gènes Amorce F Amorce R Sonde référence
��-tubuline CTGGCAATGCTA

ACTCGCCGCT
CGAGGAACATAC
TTGTTGCCGGAC

TTTCTTTTCCAAC
TGTAGGC

Moisy et al, 
2017

Endopolygalacturonase GACTGCCTCGCCA
TCAACTC

TACACCGTCTTGA
TGCGCAC

GCGACGACAACA
CGGTGAAGG

Gene ID: 
19228988

Actine TGCTCGACTCTGG
TGATGGT

CGACCAGCCATA
TCGACACG

CTTCCCCACGCC
ATTGCC

Gene ID: 
19224937

Tableau 5 : Amorceset sondes TaqManTM des trois gènes utilisés pour quantifierle
champignon.
Les amorces dela ��-tubuline ont été fournies par C. Moisy (Moisyet al, 2017).

Extraction ADN 

Mesure de la 
concentration au 

nanodrop (Multiskan Go®)
Dilution en série
(par 4, 12 fois)

Dilution à 20 
µg.µL -1 et 2 

µg.µL -1

qPCR

Gamme étalon des 
Ct en fonction du 

nombre de 
copies.µL -1

Report des Ct 
des 

échantillons 
sur la courbe 

étalon

Figure 37 : Principe de la quantification �G�¶�$�'�1par la méthode TaqManTM

(Vralstadet al, 2009)
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Seule la zone inoculée est utilisée ici pour améliorer la détection du champignon dans le bois. 

L’ADN de la plante est extrait avec les tampons PL2 et PL3 du kit. De l’ADN génomique du 

champignon est aussi extrait à partir de mycélium cultivé sur boite, à l’aide du protocole 

utilisant le tampon PL1, pour permettre d’établir une courbe étalon de concentration 

décroissante afin de quantifier l’ADN fongique présent dans le bois infecté. 

 Quantification du champignon par RT-qPCR 

La méthode utilisée pour quantifier le champignon dans le bois infecté est celle décrite 

par (Vrålstad et al., 2009).  

L’ADN génomique fongique est utilisé pour établir une gamme étalon de concentration. 

Il est d’abord concentré à 20 ng.µL-1 puis dilué en série 10 fois à partir d’une concentration 

mère mesurée au nanodrop (multiskan GO®). L’ADN génomique du bois est dilué pour avoir 

une concentration à 20 ng.µL-1 et à 2 ng.µL-1 pour la RT-qPCR. Dans un volume de réactif 

qPCR final de 25 µL par échantillon, des amorces des gènes spécifiques du champignon à 500 

mM concentration finale sont utilisées ainsi qu’une sonde TaqManTM spécifique au gène à 

200mM (Tableau 5), 12,5 µL de TaqManTM environmental Master Mix 2.0 (Life 

technologiesTM), 5 µL d’ADN génomique de l’échantillon ou de la gamme et 1,5 µL d’eau 

MilliQ. La qPCR s’effectue sur différents cycles : 1 cycle de 2s à 95°C, 50 cycles comportant 

deux étapes, une de 15s à 95°C puis 60s à 60°C. Les gènes utilisés, spécifiques au champignon, 

codent �S�R�X�U���O�D����-tubuline et pour l’endopolygalacturonase. Les résultats obtenus par la gamme 

de dilution permettent d’obtenir une courbe étalon à laquelle les résultats des échantillons sont 

référés pour déterminer la quantité d’ADN fongique compris dans chacun d’eux. Pour cela, il 

faut d’abord calculer le nombre de copie d’ADN dans 1 µL. A partir de la taille de l’amplicon, 

on obtient son poids moléculaire en g.mole-1. Il faut ensuite convertir en moles.ng-1 qui sera 

multiplié par le nombre d’Avogadro. Avec la concentration en ADN mesurée par le nanodrop 

(Multiskan GO®), on obtient une estimation du nombre de copie par µL. On divise cette valeur 

en fonction des différentes dilutions sériées effectuées (divisée par 4). On calcule le 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 qPCR, les Ct obtenus 

sont reportés sur la courbe étalon et une estimation du nombre de copie d’ADN est donnée 

(Figure 37).  
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B. Analyse d’expression de gènes par RT-qPCR 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 à 60 jours 
post infection 

Les ARN totaux des feuilles de 3 à 60 jours des échantillons prélevés dans les serres et le 

phytotron sont extraits à l’aide du kit «SpectrumTM plant total RNA kit» (Sigma), en suivant les 

instructions du fournisseur. Ce kit permet d’obtenir une quantité suffisante d’ARN rapidement. 

Cette méthode n’est utilisable que sur les feuilles des plantes jeunes. A 60 jours certains 

échantillons n’ont pu être exploités par cette méthode car les feuilles étaient probablement plus 

coriaces. Une autre méthode d’extraction des ADN est alors utilisée. 

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

Pour les ARN totaux des feuilles à 120 jours des boutures A de Bordeaux et Poitiers 

(phytotron et serre), ainsi que ceux des disques foliaires infectés in vitro, une extraction au 

CTAB est effectuée ((Chang et al., 1993; Valtaud et al., 2009). Ainsi un nombre suffisant 

d’ADN est extrait permettant toutes analyses de biologie moléculaires effectuées par la suite. 

Environ 100 mg de poudre de feuilles congelées est mélangé à 1 mL de solution contenant un 

tampon d’extraction préchauffé (CTAB, Tris HCl 1 M, EDTA 0.5 M ph 8, Spermidine 0.03 M 

et NaCl 1.95 M), 0.02 g de PVPP (Polyvinylpo�O�\�S�\�U�U�R�O�L�G�R�Q�H�����H�W���������—�O���G�H�������P�H�U�F�D�S�W�R�p�W�K�D�Q�R�O����

Le mélange est incubé 10 minutes à 65°C sous agitation toutes les 2 minutes puis refroidi sur 

glace 5 minutes. Un volume (1 mL) de chloroforme/alcool isoamylique (IAA) (24/1, V/V) est 

ajouté au mélange qui est alors remué par inversion énergique pendant 2 minutes. Les tubes 

sont centrifugés 10 minutes à 14 000 RPM (17 968 g) à 4°C pour obtenir deux phases. La phase 

aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et l’extraction au chloroforme IAA est reproduite. 

Après la nouvelle centrifugation, la phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et 

l’équivalent d’un quart du volume de la phase aqueuse est ajouté en LiCl 10 M. La solution est 

mise à précipiter dans de la glace en chambre froide une nuit.  
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Les acides nucléiques sont récupérés par centrifugation pendant 30 minutes à 4°c à 15 

000 RPM (20 627g). Le surnageant est éliminé et le culot est repris dans 150 µl de SDS 0.5%. 

Un volume (150 µL) de phénol / chloroforme / alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) est ajouté 

puis la solution est mélangée vigoureusement avant d’être centrifugée à 15 000 RPM pendant 

10 minutes à 4°C pour obtenir à nouveau deux phases. Cette phase est répétée en ajoutant cette 

fois un volume de chloroforme IAA. La phase aqueuse est prélevée et mélangée à 1/10 du 

volume d’acétate de sodium 3 M et 2.5 volume d’éthanol à 96%. La solution est homogénéisée 

avant d’être placée au moins 2h à -20°C pour précipiter les ARN. Les échantillons sont 

centrifugés 20 minutes à 14 000 RPM à 4°C. Le surnageant éliminé et le culot lavé avec 500 µl 

l’éthanol 70% froid puis centrifugé 10 minutes à 14 000 rpm à 4°C. L’éthanol est éliminé et le 

culot séché 15 minutes en bain sec à 37°C. Le culot est repris dans 30 ou 50 µl d’eau autoclavée 

suivant la concentration désirée.  

iii.  ARN de bois des boutures infectées 

L’extraction des ARN totaux est plus complexe sur bois que sur les feuilles. De fait de la 

grande quantité de matière lignifiée et autres grosses molécules rendant la purification difficile 

(polyphénol, polysaccharides, …), c’est la méthode développée par Chang et al., (1993) et 

améliorée qui est utilisée, en augmentant les quantités de matières fraiches et en ajoutant une 

étape. En effet, le protocole est le même que décrit précédemment mais appliqué pour 500 mg 

de matière fraiche broyée dans des tubes de 15 mL, avec 4 mL de tampon d’extraction 

(identique à ce�O�X�L�� �X�W�L�O�L�V�p�� �S�R�X�U�� �O�H�V�� �I�H�X�L�O�O�H�V�� �H�W�� �F�H�O�O�X�O�H�V������ ���������� �J�� �G�H�� �3�9�3�3�� �H�W�� ���������—�O�� �G�H�� ����

mercaptoéthanol. Les étapes de centrifugation se font à 7 000 RPM (6 300g) au lieu de 14 000 

RPM. Dans la seconde partie du protocole après une nuit de précipitation et après la 

centrifugation de 30 minutes à 10 000 rpm (12857 g), 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 à 15000 rpm pendant 

5 minutes à 4°C avant d’être repris dans 150 µl de SDS 0.5% et 150 µl de phénol chloroforme 

IAA. La suite du protocole est identique à celui décrit précédemment. Les ARN totaux ainsi 

extraits sont repris dans 30 µl d’eau. 
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Figure 38 : Schéma expliquantle principe de la quantification �G�¶�$�'�1par le SYBR®
Green.
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 Traitement DNAse et synthèse d’ADN complémentaire 

Pour les trois types d’extraction, les ARN totaux obtenus sont dosés au Nanodrop 1000 

(Thermo Scientific) ou au Multiskan GO® (Thermo scientific) et déposés sur gel d’agarose 1% 

pour vérifier leur qualité. Ils sont conservés au congélateur -80°C. 

 Environ 2 µg d’ARN (qsp 16 µL d’eau autoclavée) vont servir pour la rétro-

transcription pour obtenir des ADN complémentaires. Avant cette rétro-transcription, une étape 

d’élimination de l’ADN génomique contaminant, présents dans l’échantillon, est effectuée en 

utilisant 2 µL de tampon et 2 µL de DNase (SIGMA ALDRICH) qui sont ajoutés aux ARN. La 

solution est incubée 30 minutes à 37°C et 2 µL de tampon stop (SIGMA ALDRICH) sont 

ajoutés et les échantillons sont placés à 70°C pendant 10 minutes pour arrêter la réaction. Les 

échantillons sont refroidis sur la glace pendant 2 minutes.  

La rétro-transcription se fait avec l’ajout d’une solution contenant 2 µL de réactif MMLV 

retro-transcriptase® (Promega), 10 µL de tampon MMLV 5X, 2.5µL dNTP 10 nM, 4 µL 

oligodT 10 µM et qsp 28 µL d’eau autoclavée. Une fois le mélange bien homogénéisé, il est 

placé 1h30 à 37°C au bain marie sec. Les ADNc obtenus sont dilués au dixième et stockés au 

congélateur -20°C. 

 Amplification des ADNc par RT-qPCR 

Les ADN complémentaires obtenus sont analysés en PCR quantitative en temps réel (RT-

qPCR). Sur un fonctionnement similaire à celui d’une PCR classique, cette méthode permet de 

mesurer la quantité d’amplicons formés à la fin de chaque cycle à l’aide d’une quantification 

de fluorescence dépendante de la quantité d’ADN double brin. Pour cela, dans le mix utilisé 

(SYBR® Green, Promega) se trouve du tampon, une enzyme et du SYBER Green, une 

molécule intercalante de l’ADN double brin fluorescente à 530 nm après une excitation à 493 

nm. Cette molécule va s’insérer de manière aléatoire dans l’ADN double brin en formation lors 

de la phase d’élongation. La fluorescence est alors proportionnelle à la synthèse des amplicons. 

Si le nombre de copies initiales est élevé, la fluorescence est détectée plus rapidement et permet 

de quantifier les fragments présents initialement. La spécificité de cette méthode repose sur les 

amorces spécifiques à la séquence cible (Figure 38) (Poitras and Houde, 2002). En effet, 

l’amplification des fragments d’ADN se fait à l’aide d’un couple d’amorces spécifiques au gène 

cible, défini à l’aide de logiciels ou dans la littérature. Ces amorces doivent avoir une 
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température de fusion (Tm) d’environ 60°C pour éviter la formation de dimères 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 à l’aide d’une gamme de dilution des 

ADNc (1 ; 1/5 ; 1/10 ; 1/100). Dans cette étude, différents gènes sont étudiés : tout d’abord, 10 

couples d’amorces sont utilisés, dont 9 correspondant à des gènes potentiellement marqueurs 

de sensibilité exprimés dans le bois ou les feuilles des boutures A. Un gène sert de référence ou 

de gène de ménage dont l’expression ne varie pas dans les conditions d’études. Ce gène a été 

sélectionné parmi un panel de 4 gènes. Ces 9 gènes sont étudiés spécifiquement dans les feuilles 

et/ou dans le bois. Ensuite, 15 autres gènes plus spécifiques à l’analyse de l’interaction plant-

pathogènes sont étudiés, comprenant des gènes du métabolisme des sucres ou de défense et des 

gènes codant pour des PR protéines. Les expressions de ces derniers gènes sont mesurées 

seulement dans les disques foliaires des boutures B infectées ou pas in vitro (Tableau 6). 

L’amplification se fait à l’aide  d’un thermocycleur « Realplex2 » pour plaques à 96 puits 

(Eppendorf). Dans chaque puits, 15 µL de milieu réactionnel composé de 7.5 µL de Mastermix 

Gotaq PCR (Promega), 0.5 µl des amorces à 10 µM et 5 µL d’ADNc d’échantillon à étudier à 

10X et qsp H2O autoclavée (1.5 µL) sont ajoutés. Le programme d’amplification comporte une 

étape initiale d’activation des enzymes de 5 minutes à 95°C, puis 40 cycles d’amplification à 

deux étapes : une étape de dénaturation de 15 secondes à 95°C puis d’hybridation des amorces 

d’une minute à 60°C. A la fin de l’amplification, une courbe de fusion (melting curve) est 

réalisée en ayant une phase de dénaturation de 15 secondes à 95°C, puis d’hybridation des 

fragments d’ADN de 15 secondes à 60°C et enfin une phase de dénaturation progressive allant 

de 60°C à 95°C en 20 minutes pour vérifier la spécificité de l’amplification et le nombre 

d’amplicons.  

Les résultats sont obtenus sous forme de cycle seuil Ct (Cycle threshold) qui 

correspondent au nombre de cycles d’amplifications nécessaire pour obtenir la fluorescence 

seuil (threshold) déterminée par le logiciel. Chaque échantillon est analysé en triplicat ou 

duplicat technique qui sont moyennés par condition pour calculer l’expression relative de 

chaque gène par rapport au gène de ménage par la formule : 2-�û�&�W (Schmittgen and Livak, 

2008a).  

�/�H���û�&�W���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���j��la différence d’expression entre le gène d’intérêt et celle du gène de 

référence ou de ménage (GAPDH) dans les mêmes conditions. Lors de chaque cycle, le nombre 

�G�¶�D�P�S�O�L�F�R�Q�V�� �H�V�W�� �P�X�O�W�L�S�O�L�p�� �S�D�U�� �G�H�X�[���� �G�R�Q�F�� �O�H�� �û�&�W�� �V�X�L�W�� �X�Q�H�� �O�R�L�� �O�R�J�D�U�L�W�K�P�L�T�X�H�� �G�H�� �E�D�V�H�� ������ �F�¶�H�V�W��

pourquoi la formule 2-�û�&�W est utilisée pour obtenir une expression linéaire : c’est l’expression 

relative. 
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2-�û�&�W��= 2-[(Ct moyen du gène d’intérêt en condition X) - (Ct moyen du gène de ménage en condition X)] 

Le facteur d’induction des gènes est calculé à pa�U�W�L�U���G�H���O�D���P�p�W�K�R�G�H���G�X���û�û�&�W��(Winer et al., 

1999), avec cette formule : 2-���û�û�&�W��. Elle correspond à la différence d’expression d’un gène 

d’intérêt entre les conditions « plante témoin » et « plante inoculée », toujours normalisée à 

l’expression du gène de ménage. Ce facteur d’induction est donc calculé par cette formule :  

 

2-���û�û�&�W����= 2-�>���û�&�W���S�O�D�Q�W�H���L�Q�R�F�X�O�p�H����– ���û�&�W���S�O�D�Q�W�H���W�p�P�R�L�Q���@ 

V. Analyses biochimiques sur les échantillons infectés in vitro 

A. Dosage des stilbènes par HPLC 

 Extraction des polyphénols au méthanol 

Une partie des échantillons sains ou infectés in vitro via l’insert de culture est utilisée 

pour comparer la production de phytoalexines en cas d’infection et suivant la sensibilité des 

cépages. Une extraction méthanolique est effectuée sur environ 200mg de matière fraiche 

broyée. Pour cela, 250 µL de méthanol pur sont ajoutés sur les poudres des échantillons pour 

100 mg de matière fraiche, qui sont ensuite fortement mélangés et centrifugés 5 minutes à 

température ambiante à 15 000 RPM (20 000g). Le surnageant est récupéré et l’extraction est 

refaite avec un même volume de méthanol sur le culot. Les deux surnageants sont rassemblés. 

Cette solution est filtrée sur une colonne Sep-Pak® C18 phase inverse (Waters) : une mini 

colonne de silice greffée C18, pour éliminer les molécules très hydrophobes, telles que la 

chlorophylle. Cette colonne est au préalable équilibrée en passant 1mL de méthanol pur suivi 

de 2 à 3 mL de méthanol à 90%. Le surnageant d’extraction est percolé sur la colonne et le 

filtrat (non retenu) contenant les stilbènes est stocké au congélateur -20°C avant d’être analysé 

en HPLC. Les 500 µl de solution sont centrifugés pour éliminer tout éventuel précipité et sont 

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

Pour quantifier certains stilbènes dans les échantillons, une analyse par chromatographie 

liquide à haute pression (CLHP ou HPLC) est nécessaire. Pour cela, 180 µL d’échantillon sont 

injectés sur une colonne de silice en phase inverse greffée C18 (Thermo Quest Hypersil 

Division, 5 µM, 250x4.6 mm). La chaine d’analyse comprend un injecteur automatique équipé 

d’une boucle de 200 µl, d’une pompe quaternaire à mélangeur basse pression et d’un détecteur 

UV/visible mono longueur d’onde (PerkinElmer Serie 200 Uv/Vis Detector). Une fois 

l’échantillon injecté dans la boucle d’analyse, la détection UV est suivie par l’absorbance à 

305 nm, optimum d’absorption du noyau phénol du resvératrol. La chromatographie est faite à 

un débit de 0.8 mL.min-1 et l’élution se fait suivant un gradient linéaire d’acétonitrile croissant 

en utilisant deux tampons. Le tampon A, est composé de 98.9% H2O,  0,1% TFA (acide 

trifluoroacétique) et 1% acétonitrile et le tampon B, comporte les mêmes composés mais à des 

concentrations différentes : Acétonitrile / TFA / H2O (90% / 0.1% / 9.9%). Ce gradient est 

formé en suivant plusieurs étapes : de 0 à 35% de tampon B en 10 min avec puis à 50% de 

tampon B entre 10 et 20 min d’analyse, et enfin à 80% de tampon B de 20 à 30 min d’analyse.  

Les teneurs en stilbènes (trans-�U�H�V�Y�p�U�D�W�U�R�O���H�W���0-viniferine) sont calculées en intégrant l’air 

des pics obtenus par rapport à une gamme étalon de concentration connue établie avec des 

composés purs commerciaux (Sigma). 

B. Analyse des activités invertasiques 

 Extraction des invertases pariétales et intracellulaires 

L’extraction des invertases est effectuée à partir de 150 mg de poudre congelée de disques 

foliaires. Les échantillons sont mélangés à 1,4 mL de tampon d’extraction (50 mM HEPES, 1 

mM EDTA, 5 mM DTT et 1 mM PMSF) et ils sont conservés sur glace. Ils sont ensuite 

centrifugés à 20 000g pendant 15 min à 4°C. Le surnageant, appelé aussi fraction soluble, est 

récupéré pour les mesures des activités des invertases intracellulaires solubles, c’est-à-dire 

cytoplasmiques et vacuolaires. Le culot, appelé fraction insoluble contenant les invertases 
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pariétales, qui sont liées à la paroi cellulaire, est lavé 3 à 4 fois avec la solution d’extraction et 

est resuspendu dans 700 µL.  

 Mesure des activités invertasiques 

Les activités des invertases pariétales et vacuolaires sont mesurées à partir d’un aliquot 

de 50 µL de fraction ajouté dans 400 µL de tampon d’incubation. Ce tampon contient une 

solution d’acétate 0.1 M concentration finale à différents pH : pH 4 (invertase pariétale) ou pH 

5 (invertase vacuolaire), et une solution de saccharose, qui sert de substrat, à 100 mM final. 

Pour les invertases cytoplasmiques, un milieu d’incubation à pH 7 contenant une solution 

d’HEPES à 25 mM final et 100 mM final de saccharose est utilisée. Les échantillons sont 

incubés à 30°C, dans un premier temps à différents temps (cinétique de 30, 60, 90, 120 et 180 

minutes) pour établir le temps optimum pour nos analyses. Le temps de 60 min a été conservé 

pour les répétitions. La réaction est stoppée par l’ajout de 500 µL de solution (0.5 M de KOH, 

1% DNSA et 1 M de sodium potassium tartrate). Tous les échantillons sont alors incubés 15 

minutes à 95°C puis laissés à température ambiante quelques minutes pour refroidir. 

L’absorbance à 560nm est mesurée avec le lecteur de plaque Multiskan GO (Thermo Fisher). 

Une gamme étalon de Glucose/Fructose est utilisée pour convertir les résultats obtenus en 

quantité de saccharose dégradée (ou Glucose/Fructose produits) par unité de temps. Les 

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

C. Traitement exogène des disques foliaires au Benzothiadiazole 

Afin d’analyser les différentes voies hormonales induites lors de l’interaction Vigne/E. 

lata, des disques foliaires sont cultivés dans une plaque six puits avec 6ml d’une solution de 

milieu Gamborg/saccharose contenant 80 mg.L-1 de Benzothiadiazole (BTH, analogue de 

l’acide salicylique, 5,8 M final) par puits. Après 3 jours de culture sous agitation 3D (45 rpm) 

en salle climatisée à 21°C, à la lumière avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit, les 

disques sont prélevés et broyés pour analyser l’expression des gènes marqueurs des deux voies 

hormonales par RT-qPCR. 



 



Matériel et méthodes 

64 
 

D. Elicitation  par le sécrétome d’Eutypa lata 

 Récupération de différentes fractions par ultracentrifugation 

 

Après une infection in vitro classique par E.lata, le milieu dans lequel ont été cultivés les 

disques foliaires est récupéré pour caractériser les molécules induisant les réponses de défenses 

de la vigne. Pour cela, ce milieu est récupéré et filtré deux fois sur du papier absorbant à la 

pompe à vide pour éliminer le mycélium du milieu. La solution est centrifugée 10 min à 

température ambiante à 8 000 rpm (6 010 g), puis filtrée sur des colonnes d’ultrafiltration 

Macrosep® (PALL) pour obtenir des fractions contenant des molécules de taille supérieure à 

30 KDa et 10 KDa, supérieure et inférieure à 1 KDa. Chaque fraction est ramenée au volume 

de départ pour garder la même concentration d’origine dans le milieu de culture.  

 Elicitation par les fractions 

Des disques foliaires sont inoculés avec des différentes fractions obtenues précédemment. 

Pour cela, les disques foliaires sont mis en culture en plaque six puits contenant 50% de milieu 

Gamborg/saccharose et 50% de milieu réactionnel comportant une des quatre fractions filtrée 

(supérieur à 30 KDa, supérieur à 10 KDa supérieur et inférieur à 1 KDa) ou la fraction complète 

non filtrée (mais débarrassée du champignon). Les échantillons sont mis en culture pendant 3 

jours sous agitation 3D (45 rpm) à 21°C avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit. 

Les disques sont ensuite récoltés et les expressions de gènes marqueurs d’infections sont 

analysées en RT-qPCR. 

E. Mesure des activités de l’endopolygalacturonase fongique 

L’activité de l’endopolygalacturonase d’Eutypa lata est mesurée en présence ou non de 

disques foliaires de différents cépages (Merlot et Ugni Blanc). Après 3 jours d’infection in vitro 

classique de disques foliaire, les solutions sont récupérées, filtrées à 0.4 µm et utilisées pour 

mesurer l’activité de l’enzyme fongique.  Un témoin Eutypa lata cultivé sans disque foliaire est 
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utilisé ainsi qu’un témoin positif utilisant une pectolyase commerciale (Sigma, Aspergillus 

japonicus) à 100 mg.mL-1 dans du tampon Mes. En s’inspirant du protocole de Poinssot, (2002), 

dans un volume réactionnel final de 350 µL, 132 µL de solution d’infection sont ajoutés à une 

solution contenant un tampon MES à 100 mM concentration finale et 2,5% p/v d’acide 

polygalacturonique (soit 218 µl d’acide polygalacturonique à 4%) servant de substrat. Les 

solutions sont incubées à 30°C à différents temps de la cinétique choisie (T 0h, T 6h et T 24h). 

Les réactions enzymatiques sont ensuite stoppées à l’aide d’une solution comportant 400 µl de 

tampon Borate 1M à pH 9 et 250 µL d’une solution de 2-cyanoacétamide 1% (p/v). Elles sont 

incubées à 100°C au bain marie pendant 10 minutes. Tous les échantillons sont dilués au 1/25 

avec de l’eau pour mesurer l’absorbance à 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 dans les échantillons les acides galacturoniques produits par 

l’enzyme fongique dégradant l’acide polygalacturonique. 



 



 

 

 

 

 

 

CHAPITRE I  : CARACTERISATION DE  LA 

SENSIBILITE  DES CEPAGES A L’EUTYPIOSE 
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Tous les cépages cultivés en France et dans le monde n’ont pas la même sensibilité aux 

maladies et aux ravageurs. Cette sensibilité est dépendante des conditions de cultures, du terroir, 

du climat ou de l’âge du ceps, mais elle est essentiellement régit par des caractères génétiques 

(Dixon, 2001; Eibach et al., 2009; Fischer et al., 2004; Péros, 1995; Welter et al., 2007). 

Différentes méthodes existent pour évaluer la sensibilité aux maladies. La plus utilisée est 

l’évaluation phénotypique des symptômes qui peut être pratiquée au vignoble dans différentes 

régions mais également sur boutures infectées artificiellement (Bertsch et al., 2012; Bruez et 

al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012; Liu et al., 2003; Péros, 1995; Péros and 

Berger, 1994; Pessina et al., 2016; Spagnolo et al., 2011). L’observation de symptômes est 

souvent accompagnée d’un ré-isolement sur milieu de culture du ou des pathogènes 

responsables des différentes maladies (Carlucci et al., 2015; Lecomte et al., 2000; Luque et al., 

2009; Péros et 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 existe une corrélation entre la 

taille des lésions et le dépérissement (Larignon and Dubos, 1997; Mugnai et al., 1999). 

Dans ce chapitre de thèse, la sensibilité de différents cépages cultivés en France dans 

les vignobles Bordelais, Cognaçais et Champenois, ainsi que deux nouveaux hydrides résistants 

au Mildiou et à l’Oïdium d’obtention INRA (croisements entre Muscadinia rontundifolia et 

Vitis vinifera (Bouquet, 2002)), nommés RV4 et RV5, est évaluée. Pour cela, une observation 

de l’apparition des symptômes sur boutures (bouture A) est effectuée un an après une infection 

artificielle par Eutypa lata en serre. Cette évaluation est accompagnée d’un ré-isolement 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 filière, une méthode moléculaire 

d’identification et de quantification du champignon dans le bois est mise en place en serre. Son 

but étant également de rechercher un lien possible entre la sensibilité du cépage et la quantité 

de champignon dans le bois qui est liée à la croissance fongique plus ou moins rapide.  



Figure 39: Les différents types de symptômes obtenus sur les différents cépages, un an 
�D�S�U�q�V���O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q����
(A) Merlot, (B) Cabernet Sauvignon, (C) Ugni Blanc, (D) Chardonnay, (E) RV4 et (F) RV5. 
(T) témoin, (AS) asymptomatique, (SL) symptômes légers (faibles), (SM) symptômes 
moyens, (SF) symptômes forts, (M) mort.
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I. Phénotypage de cépages de sensibilité différente infectés par E. 
lata 

La sensibilité d’un cépage est actuellement évaluée par observation phénotypique des 

symptômes au vignoble ou en serre après une infection naturelle ou artificielle (Bertsch et al., 

2012; Bruez et al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012; Liu et al., 2003; Luque et 

al., 2009; Péros, 1995; Péros and Berger, 1994; Pessina et al., 2016; Spagnolo et al., 2011). 

Cependant, si pour les maladies foliaires ce phénotypage est relativement aisé, il est bien plus 

compliqué pour les maladies du bois (MDB). Les méthodes d’infection artificielles sont 

difficiles à maîtriser et certaines infections artificielles des MDB ne sont pas efficaces 

aujourd’hui, ou ne reproduisent pas les symptômes, comme c’est le cas pour l’Esca (Bruez, 

2013). De plus, peu de cépages sont évalués dans les mêmes conditions (culture, terroir, 

infection,…), il est donc difficile de les classer les uns par rapport aux autres en fonction de 

leur sensibilité observée. Les différents classements peuvent être fortement controversés dans 

la communauté scientifique. C’est pour cela que dans un premier temps, la sensibilité des 

cépages de cette étude est évaluée en observant l’apparition des symptômes sur boutures 

cultivées et infectées en serre. Elles sont infectées artificiellement par Eutypa lata (souche Bx 

1-10 Bordeaux en 2014 et 2015 et Bx 1-10 en 2016, caractérisée pour sa virulence par l’INRA 

de Montpellier (UMR 1334 AGAP) (Péros et al., 1999; Péros and Berger, 1994)), et cultivées 

pendant un an en serre puis tunnel avant la première apparition des symptômes au 

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

Le Merlot, le Cabernet Sauvignon et l’Ugni Blanc ont été suivi de 2014 à 2016, le 

Chardonnay seulement sur une année en 2016, et les deux croisements  RV4 et RV5, en 2014 

et 2015. Ce dernier a présenté une mortalité importante au cours des essais, seulement 18 

plantes ont été observées sur les deux ans. Pour les autres cépages, en moyenne une quarantaine 

de plantes sont observées par an, et sont classées en fonction de la sévérité des symptômes 

d’Eutypiose suivant la classification mise en place par P. Lecomte (Camps et al., 2010) : plantes 

asymptomatiques, symptômes légers, symptômes moyens, symptômes forts et plantes mortes 

ou non débourrées (Figure 39). Le pourcentage de plantes présentant les différentes catégories 

de symptômes observés sur les quatre cépages pendant trois ans est donné dans la Figure 40. 

Les tests statistiques ont été effectués en comparant les résultats obtenus avec ceux du Merlot, 

servant de cépage de référence peu sensible par rapport aux autres cépages étudiés (Bruez et 

al., 2013; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012). Sur les 120 plantes observées par cépages 



Figure 40 : Pourcentagede chaque catégoriede symptômes pour les différents cépages
évalués sur 3 ans.
Classement des cépages suivant leur sensibilité observéeen serre, unan pos-infection.
N=120 sauf ChardonnayN=40, RV4=67 et RV5=18. Test statistique : test de comparaison
multiple Tukeydechaque catégoriedesymptômes, représenté par rapportauMerlot, 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 présente plus de plantes 

asymptomatiques (42% des plantes observées) que les trois autres cépages, le Cabernet 

Sauvignon (14%), le Chardonnay (8%) et l’Ugni Blanc (5%). Il a également moins de plantes 

avec de forts symptômes d’Eutypiose (11%) que les autres cépages (entre 32 et 41%). A 

l’inverse, plus de la moitié des boutures d’Ugni Blanc sont mortes (55%), alors qu’il n’y a eu 

qu’une seule bouture morte de Merlot sur les trois années d’observation. Les deux croisements 

INRA RV4 et RV5 se comportent différemment. Les boutures de RV4 présentent de nombreux 

symptômes moyens et forts (24% et 36% respectivement), mais aussi 22% de plantes 

asymptomatiques. A l’inverse, la quasi-totalité des boutures de RV5 n’ont pas survécu (72%), 

et un témoin est mort. Ce qui laisse supposer une sensibilité forte à la maladie. La croissance 

des autres plantes témoins non infectées (inoculation avec de l’eau stérile) est évaluée. Toutes 

ces plantes témoins, quel que soit le cépage, ont eu une bonne croissance au débourrement. Ce 

qui confirme que la blessure due à la méthode d’inoculation en elle-même ne fragilise pas les 

plantes et que les symptômes observés sont bien dus au champignon. 

Cette évaluation des symptômes permet de classer les cépages suivant un niveau de 

sensibilité à l’Eutypiose (Figure 40). Le Merlot est considéré comme étant un cépage tolérant, 

puisqu’il présente de nombreuses plantes asymptomatiques et peu de boutures mortes. Puis 

vient le Cabernet Sauvignon qui est un peu plus sensible puisqu’il présente un nombre important 

de boutures avec de forts symptômes (35%). Ensuite, le Chardonnay qui, malgré le peu de 

plantes observées, semble être plus sensible que le Cabernet Sauvignon avec le taux de plantes 

à symptômes fort le plus important. Et enfin, l’Ugni Blanc est le cépage le plus sensible de 

l’étude, avec plus de la moitié de plantes mortes ou non débourrées ainsi que son fort taux de 

symptômes forts. Le croisement RV4 peut être considéré comme moyennement sensible, au 

même titre que le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay. Le croisement RV5 est probablement 

un cépage sensible, voire très sensible, mais pas seulement à l’Eutypiose. En effet, il a un taux 

de reprise faible lors de la production des boutures, il est sensible à d’autres maladies, telles que 

l’Erinose et l’Excoriose. Ces deux croisements sont apparemment sensibles à l’Esca, d’après 

les premières observations au vignoble. En effet, sur une parcelle relativement jeune (12 ans), 

plusieurs ceps morts sont déjà dénombrés (Dumot, 2011; Dumot, 2012). 

Ce classement de sensibilité à l’Eutypiose est comparé à ceux publiés des différentes 

études en champs et en serre (Bertsch et al., 2012; Dubos, 2002; Grosman and Doublet, 2012; 

Péros, 1995; Péros and Berger, 1994). 



Catégorie Cépages

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

Cépages moyennement 
sensibles

Cabernet Franc, Chardonnay, Gewurztraminer, Grenache, 
jurançon rouge, Macabeu�����0�X�V�F�D�W���G�¶�$�O�H�[�D�Q�G�U�L�H�����0�X�V�F�D�W��Ottonel, 
Pinot Noir, Syrah

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

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

Figure 41 : « Effet cépage » surla sensibilité à�O�¶�(�X�W�\�S�L�R�V�H��(Grosman et Doublet 2012).

Tableau 7 : Classement des cépages suivant leur sensibilité à�O�¶�(�X�W�\�S�L�R�V�Hselon Dubos,
2002.
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Grosman and Doublet (2012) ont comparé 21 cépages, suivis dans plus de 700 parcelles 

réparties sur l’ensemble du vignoble français. Les différentes maladies du bois sont observées 

et comptabilisées par différents observateurs sur plusieurs années (études de 2003 à 2011).  

L’Eutypiose touchait une parcelle sur 3 en 2008, mais au cours des années suivantes, la maladie 

fut moins présente et donc moins recherchée. En 2008, l’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 même pourcentage de ceps symptomatiques suivant le département (Côte d’Or 

(21) avec environ 1% et Yonne (89) < 1%) (Figure 41).  

Bertsch et al. (2012) et Péros (1995) reprennent les étude des Dubos, (1987, 2002). En 

1984, un groupe de travail rassemblant les partenaires de la filière recherche et développement 

a classé les principaux cépages cultivés en France (32 différents) selon leur sensibilité en 

observant les symptômes sur les parties herbacées en vignoble. L’étude précise que la 

manifestation des symptômes peut être différente selon les régions pour un même cépage, car 

le facteur environnemental est non négligeable sur l'apparition des symptômes. Le classement 

obtenu comporte 4 catégories : cépages tolérants, cépages peu sensibles, moyennement 

sensibles et très sensibles. Le Cabernet Sauvignon et l’Ugni Blanc sont considérés tous les deux 

comme très sensibles et le Merlot comme l’un des cépages tolérant à l’Eutypiose. Le 

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

Bruez et al. (2013) reprends la suite de ces observations sur sept régions viticoles 

françaises entre 2003 et 2008. L’Eutypiose et l’Esca/BDA (Black Dead Arm) sont enregistrées 

sur deux périodes différentes dans l’année, l’une en juin et l’autre en août/septembre 

respectivement. L’Eutypiose a été enregistrée dans toutes les parcelles du vignoble charentais. 

Entre 42 et 80% des parcelles des vignobles alsaciens, bordelais et de bourgogne présentaient 

des symptômes de la maladie. Seule la région du Jura semblait la moins touchée avec moins de 

40% des parcelles du vignoble atteintes. Suite à ces résultats, l’incidence de la maladie a été 

comparée aux cépages utilisés dans les régions, ce qui permet d’obtenir un classement de 

sensibilité des cépages. Sur les 14 cultivars observés, l’Ugni Blanc est celui qui présente la plus 

forte incidence de la région, avec environ 20% +/- 10% des symptômes de la région. Cependant, 

la région du cognaçais utilise à plus de 98% ce cépage pour la production de Cognac, il est donc 

omniprésent dans cette région, ce qui explique ce résultat encore élevé. Le Sauvignon et le 

Cabernet Sauvignon concentrent environ 5% des symptômes dans leur région. 
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Toutes ces études ont été réalisées en collaboration avec différents organismes et donc 

différents observateurs. L’identification des maladies du bois n’est pas toujours aisée, pouvant 

ainsi entrainer des biais dans les diagnostics et donc les résultats. De plus, l’inoculum présent 

dans chaque vignoble peut être différent, et ne pas avoir la même virulence (Péros et al., 1997; 

Péros et al., 1999; Travadon et al., 2012). Quelques études ont été faites sur des boutures non 

enracinées infectées artificiellement et cultivées en serre, notamment celle de Péros and Berger 

(1994), qui note la sévérité des symptômes, notamment les chloroses et les nécroses sur les 

feuilles, 5 et 10 semaines après l’inoculation. Tous les cépages étudiés présentent des 

symptômes de maladie, mais un classement de sévérité est effectué. L’Ugni Blanc et le Cabernet 

Sauvignon sont considérés comme très sensibles avec entre 77,5% et 87,5% de symptômes à 5 

semaines pour l’Ugni Blanc et entre 93,8% et 95% de symptômes à 5 semaines d’infection pour 

le Cabernet Sauvignon. Le Merlot présente un nombre non négligeable de symptômes, et plus 

important qu’en vignoble, avec 57,5% à 5 semaines et 70% à 10 semaines. De même, dans cette 

étude, l’évaluation de la sensibilité du Chardonnay ne reprend pas les observations effectuées 

en vignoble. En effet, il présente peu de symptômes avec seulement 30% à 5 semaines et 40% 

à 10 semaines. Les différences obtenues avec les observations effectuées dans les vignobles 

peuvent être dues à l’enracinement plus ou moins rapide des boutures, entrainant une vigueur 

aidant les cépages à se défendre ou à croitre plus rapidement. Et inversement, un retard de 

l’enracinement peut permettre au champignon de se développer plus vite et causer plus de 

dégâts en produisant des toxines véhiculées 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’est pas facile de 

l’estimer et de classer les cépages les uns en fonction des autres. Les observations effectuées 

lors de cette thèse ont permis d’identifier la sensibilité de 4 cépages les uns par rapport aux 

autres, tout en retrouvant les estimations faites en vignoble. On dispose donc de deux cépages 

fondamentalement opposés et situés aux extrémités du classement : le Merlot et l’Ugni Blanc, 

ainsi que de deux autres cépages intermédiaires, le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay, 

permettant d’envisager une étude physiologique et moléculaire comparative. Ces observations 

ont également pu faire une estimation de la sensibilité des deux croisements RV4 et RV5 dont 

leur sensibilité est encore incertaines en vignoble. Ce classement va servir d’échelle de 

sensibilité pour les différentes analyses effectuées dans cette thèse. 



Point inoculation Mesure de la nécrose

Figure 42 : Nécrose mesurée au niveaudu point �G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qdu tronçon de bois
prélevé surunebouture infectéeun an plus tôt.
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Figure 43 : Taille moyenneen mm des nécroses des bois des différents cépageset suivant
le type desymptômes foliaires.
En noir les plantes témoins,en vert, les plantes asymptomatiques,,en jaune, les plantes
exprimant des symptômes moyenset enrouge les symptômes forts, des cépagesde Merlot,
Cabernet Sauvignon, Ugni Blancet le croisementRV4. Les barres�G�¶�H�U�U�H�X�Ureprésentent
�O�¶�H�U�U�H�X�Ustandard des moyennes. Test comparaison multiplede Tukey de la taille de la
nécrose entre les différents types de symptômes par cépage, n=4 plantes, * pvalue < 0.05 **
p value < 0.01.
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II.  Mesure des nécroses du bois 

Suite à l’évaluation de la sévérité des symptômes des boutures infectées un an post 

inoculation, le bois est prélevé. La nécrose formée est mesurée seulement lors de la campagne 

2014, sur 4 boutures différentes par cépage et par type de symptômes. La mesure est effectuée 

de part et d’autre du point d’inoculation pour le Merlot, le Cabernet Sauvignon, l’Ugni Blanc 

et le croisement RV4 (Figure 42). Les tailles des nécroses par type de symptômes sont 

comparées entre elles pour un même cépage, mais aussi avec celles des autres cultivars (test de 

comparaison multiple de Tukey). Le croisement RV5 est écarté de cette analyse car peu de 

plantes ont survécu à l’hiver et probablement à l’infection. 

Le Merlot et le croisement RV4 ne présentent aucune différence significative de taille 

de nécrose quel que soit la condition ou le type de symptôme. Par contre, en moyenne le Merlot 

présente une nécrose d’environ  6,5 mm en présence du champignon, qui a tendance à être 

légèrement plus grande que chez les plantes témoins. Le croisement RV4 présente des nécroses 

plus petites d’environ 3,5 mm dans les boutures avec des symptômes forts ou moyens. Les 

nécroses des boutures RV4 asymptomatiques sont de la même taille que les plantes témoins. Il 

est possible que l’inoculation n’ait pas fonctionnée, expliquant l’absence de symptômes et la 

petite nécrose. Pour vérifier cette hypothèse, le champignon doit être ré-isolé du bois. Le 

Cabernet Sauvignon à des nécroses plus grandes significativement seulement lorsque les 

symptômes sont forts, avec une taille de 11 mm en moyenne, et en moyenne de  4,5 mm pour 

les autres catégories. L’Ugni Blanc, quant à lui, a des nécroses plus importantes dès qu’il est 

infecté mais sans différence suivant l’intensité des symptômes, avec des nécroses de 9 mm pour 

toutes les plantes infectées et de 3,5 mm pour les témoins (Figure 43).  

Ces mesures semblent indiquer que l’intensité des symptômes foliaires n’est pas en 

corrélation avec la taille de la nécrose, puisque le cépage sensible Ugni Blanc fait des nécroses 

importantes quel que soit l’intensité des symptômes. Cependant, seuls les cépages sensibles 

produisent des nécroses plus grandes significativement en cas de forts symptômes que les 

plantes non infectées du même cépage. L’absence ou le peu de différences significatives entre 

la taille des nécroses chez le Merlot et celles chez l’Ugni Blanc, le Cabernet Sauvignon ou le 

croisement RV4 semble confirmer que la mesure des nécroses n’est pas un indicateur fiable de 

la sensibilité du cépage un an post infection par Eutypa 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 diffère suivant l’agressivité de la souche utilisée 

et il faut attendre un certain temps avant d’obtenir des nécroses mesurables (Moisy et al., 2017). 

Par ailleurs, la structure du bois varie d’un cépage à l’autre, voire d’une bouture à l’autre, car 

elle est dépendante du développement des cellules, des tissus et des vaisseaux. Or, il a été 

démontré que la sensibilité à l’Esca est dépendante de la dimension des vaisseaux. En effet, la 

taille des vaisseaux semble être corrélée avec l’intensité des symptômes (Pouzoulet et al., 

2014). De plus, une étude démontre que le taux de subérine et de lignine après une blessure 

d’une bouture infectée peut également jouer sur la vitesse de propagation du champignon 

puisque ce taux semble corrélé avec la sensibilité des cultivars (Munkvold and Marois, 1995). 

Tous ces paramètres rendent l’utilisation de la mesure des nécroses comme marqueur de 

sensibilité difficile à mettre en place et peu fiable. Le test de diagnostic de sensibilité à la 

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

III.  Identification et quantification du champignon dans le bois 

L’identification des pathogènes présents dans le bois est complexe et longue. De 

nombreuses méthodes existent et ont été mises en place sur différentes espèces cultivées, 

comme la vigne, l’olivier ou le saule et le peuplier (Carlucci et al., 2015; Hashemi and 

Mohammadi, 2016; Luque et al., 2009; Moral et al., 2016; Péros et al., 2008; Pessina et al., 

2016). La méthode traditionnelle consiste à ré-isoler le champignon sur milieu de culture en 

boite de Pétri à partir des zones de bois nécrosées ou des structures fructifères fongiques qui 

sont produites lors du développement du champignon. D’autres méthodes plus récentes 

nécessitant plus de moyens sont également développées. Par exemple, des méthodes d’immuno-

détection, mais elles sont longues à mettre en place et sont couteuses car il faut  produire des 

anticorps spécifiques du champignon (Clausen, 1997; Fleurat-Lessard et al., 2010). Des 

analyses par la méthode de spectrométrie de masse MALDI TOF ont été également utilisées 

pour détecter des protéines spécifiques  produites par différents pathogènes de la vigne comme 

Botrytis, Erysiphe, Plasmopara, mais cette méthode reste essentiellement utilisée pour détecter 

des pathogènes foliaires, et nécessite l’investissement de matériels couteux (Chalupová et al., 

2014). Ce sont les méthodes de biologie moléculaires qui restent les plus évidentes et les plus 

accessibles à mettre en place. Des essais d’identification d’Eutypa lata par PCR ont été 

effectués (Lecomte et al., 2000; Péros et al., 1997), mais la faible quantité d’organisme cible 

fongique dans le bois peut sous-estimer les résultats et induire un diagnostic erroné. Pour la 
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Figure 44 : Nombre moyen de buchettesde bois sur 15 au total comportant E.
lata, par cépageet suivant le type desymptômes observés.
En noir les plantes témoins,envert, les plantes asymptomatiques,enjaune les plantes
présentant des symptômes moyenset en rouge des symptômes forts. Moyenne sur 3
années, sur 4 plantes/an/symptômes/cépage.

Figure 45 : Développementdu mycélium �G�µEutypa lataré-isolé sur boitede Pétri
malt agar à partir des buchettes découpées au niveaude la zone�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q.

Buchette de bois

�0�\�F�p�O�L�X�P���G�¶Eutypa lata
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détection des pathogènes responsables de l’Esca, des analyses par microsatellites PCR (Berraf-

Tebbal et al., 2014; Travadon et al., 2012), de PCR nichée (nested PCR) (Spagnolo et al., 2011) 

ou de polymorphisme de conformation des simples brins d’ADN (SSCP) (Bruez et al., 2016) 

ont été effectuées.  

Dans cette thèse, la méthode classique de ré-isolement du champignon sur boite de Pétri 

pour vérifier les résultats obtenus lors des observations de symptômes et de mesures de nécroses 

est effectuées sur les bois prélevés 1 an post infection. Des analyses par PCR quantitative en 

temps réel (RT-qPCR) 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 tronçon de bois autour du point d’infection est 

découpé et désinfecté pour ré-isoler 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 et de confirmer s’il est 

bien responsable des symptômes des feuilles apparus un an après l’inoculation. Sur les 3 années 

d’analyses, Eutypa lata n’est jamais retrouvé dans les boutures témoins, inoculées avec de l’eau 

stérile. Le champignon est ré-isolé dans toutes les boutures inoculées de Merlot, de Cabernet 

sauvignon, de Chardonnay et du croisement RV4, quel que soit le type de symptômes, même 

dans les plantes asymptomatiques. En moyenne, entre 6 et 11 buchettes sur 15 par plantes 

contiennent E. lata. En revanche, il est rarement ré-isolé dans les boutures asymptomatiques 

d’Ugni Blanc de l’année 2014 (il n’y a pas d’Ugni Blanc asymptomatique en 2015 et 2016) 

(Figure 44). Le champignon est identifié en utilisant dans un premier temps ses caractéristiques 

morphologiques, avec un mycélium duveteux blanc parfois grisâtre (Figure 45). En cas de 

doutes, il est ré-isolé sur une nouvelle boite de Pétri pour améliorer sa reconnaissance. 

L’absence de symptômes chez les boutures d’Ugni Blanc asymptomatiques n’est 

probablement due qu’à un problème d’inoculation. Pour les autres, les plantes asymptomatiques 

comportent toutes le champignon, donc l’absence de symptômes est certainement un indicateur 

de sensibilité moins forte. Ainsi, les résultats des évaluations de l’intensité des symptômes et 

des mesures de nécroses un an post infection sont bien dus à la présence d’Eutypa lata dans les 

boutures. 
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Cette méthode permet de vérifier le bon fonctionnement de l’infection mais elle présente 

néanmoins des inconvénients. Il est difficile de caractériser la sensibilité des cépages en ré-

isolant le champignon car il peut y avoir de nombreux ré-isolements du champignon E. lata 

avec peu de symptômes foliaires, comme le démontre les résultats obtenus ainsi que ceux de la 

bibliographie (Péros and Berger, 1994). De plus, elle demande de bonnes connaissances sur la 

morphologie des champignons, qui sont difficiles à différencier. En effet, leur texture, couleur, 

taille sont très variés. L’observation microscopique des formes de sporulation permet une 

identification fiable mais il faut que le champignon soit sous sa forme sexuée sur un milieu de 

culture in vitro. Or tous les champignons ne sporulent pas sur milieu gélosé, 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 détectés. 

Plusieurs champignons peuvent également pousser en même temps et rendre le diagnostic 

compliqué ou plus long en demandant de repiquer certaines formations sur de nouvelles boites. 

Par ailleurs, la croissance peut être différente d’un champignon à un autre, permettant ainsi aux 

plus rapides de coloniser la boite et empêcher les autres de se développer (Gramaje and 

Armengol, 2011), ce qui peut être le cas avec E. lata qui a une croissance relativement lente en 

condition in vitro. De plus, cette méthode ne permet pas de quantifier le champignon dans le 

bois, mais seulement de prouver sa présence. Cette méthode d’identification est donc utile pour 

valider la méthode d’infection en recherchant le pathogène inséré dans le bois. Mais elle permet 

difficilement d’identifier les autres pathogènes (contamination extérieure) pouvant fausser 

l’infection artificielle, car ils peuvent croitre plus lentement sur boite de Pétri ou ne pas se 

développer en condition in vitro. Identifier tous les pathogènes présents dans du bois prélevé 

en vignoble est également difficile avec cette méthode. C’est pour cela, qu’une méthode 

d’identification par biologie moléculaire a été mise en place, en utilisant la RT-qPCR. Cette 

méthode permet également de quantifier le champignon dans le bois et vérifier si elle diffère 

suivant la sensibilité connue du cépage.  

B. Mise en place d’un protocole de détection d’Eutypa lata par RT-qPCR 

La quantification par la RT-qPCR est la méthode la plus appropriée pour mesurer la 

biomasse fongique dans la plante, et plus précisément dans le bois (Moisy et al., 2017). De 

nombreuses études sur l’identification des pathogènes fongiques par cette méthode ont été 

menées ces dernières années, notamment sur la vigne, telle que l’identification des 
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champignons responsables de la maladie de Pétri (Overton et al., 2004) ou les différents 

pathogènes responsables de l’Esca (Aroca et al., 2008; Bester et al., 2015; Pierron et al., 2015; 

Pierron et al., 2016; Pouzoulet et al., 2014; Rodríguez-Gálvez et al., 2015; Spagnolo et al., 

2011). Cependant, l’identification des Diatrypaceae responsables de l’Eutypiose par PCR est 

moins étudiée (Lecomte et al., 2000; Moisy et al., 2017; Pouzoulet et al., 2017), mais le 

séquençage complet récent d’Eutypa lata permet maintenant de développer les méthodes 

appliquées sur d’autres pathogènes (Blanco-Ulate et al., 2013). Au cours de cette thèse, deux 

méthodes de RT-qPCR ont été comparées : l’une utilise la détection par le SYBR® Green et 

l’autre le TaqManTM. Puis des mesures de quantifications ont été faites sur des échantillons 

prélevés sur différentes boutures infectées artificiellement (Boutures A).  

 Comparaison de deux méthodes RT-qPCR SYBR® Green / 
TaqManTM 

Dans un premier temps, deux méthodes d’identification et de quantification du 

champignon ont été comparées afin de sélectionner la plus efficace et fiable. La RT-qPCR au 

SYBR® Green utilise un intercalant fluorescent de l’ADN qui se lie à l’ADN double brin et qui 

fluoresce lors du passage de la Taqpolymérase. La spécificité de la méthode repose sur les 

amorces qui s’hybrident à la séquence d’intérêt. C’est la technique RT-qPCR la plus 

économique et la plus facile à mettre en place. La RT-qPCR TaqManTM est basée sur 

l’utilisation de sondes fluorescentes en plus des amorces spécifiques au gène. Une sonde 

spécifique à une séquence du gène d’intérêt va s’hybrider à celui-ci et elle 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 amorces mais aussi sur 

la sonde. Elle est cependant couteuse et demande certaines connaissances pour le design de la 

sonde (Poitras and Houde, 2002).  

Les deux techniques ont été comparées avec trois couples d’amorces spécifiques à 3 

gènes d’Eutypa lata. Ils codent pour une Endopolygalacturonase (UCREL1_4457, NCBI) 

���S�U�R�M�H�W���0�D�V�W�H�U���� �*�S�K�\�� �������������� �X�Q�H����-tubuline (UCREL1_7689, NCBI) (Moisy et al., 2017) et 

l’Actine (UCREL1_11410, NCBI). Les deux premiers ont une seule copie par génome 

haploïde. Les échantillons sont les bois provenant de la campagne d’infection de boutures A en 

serre à Bordeaux de 2016, prélevés à 60 jours post infection, de Merlot et d’Ugni Blanc, infectés 

ou non. Les ADN totaux sont extraits, comprenant ainsi l’ADN végétal et l’ADN fongique pour 
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Figure 46 : Quantification par RT-qPCR SYBR® Green du nombre de copies des gènes
�G�¶E. lata dansle bois deMerlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc témoinset infectés prélevés 60 jours après
�O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qlors de la campagne 2016.
(A) les résultats à partir du gène codant pour�O�¶endopolygalacturonase, (B) ceux du gène dela
��-tubuline et (C) ceux du gène de�O�¶�D�F�W�L�Q�H. La quantification du champignon dans les
échantillons�V�¶�H�I�I�H�F�W�X�Hà �O�¶�D�L�G�Hdes droites étalon surla gauche réalisées avec lesCt des
dilutions�G�¶�$�'�1fongique pur (de concentrations décroissantes) obtenus parRt-qPCR , puisen
rapportant lesCt des échantillons�G�¶�$�'�1totaux aux droites.On estimele nombredecopiede
chaque gène dans les échantillons à�O�¶�D�L�G�Hde �O�¶�p�T�X�D�W�L�R�Qde la droite. Les histogrammes à
droites sont les estimations du nombre de copies des gènes.En bleu, les résultats du Merlotet
envert ceux de�O�¶�8�J�Q�LBlanc.
N=2 plantes par cépageet par condition regroupéesen1 échantillon.
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les plantes infectées. Dans un même temps, une gamme de concentration décroissante d’ADN 

d’Eutypa lata pur (extrait à partir de mycélium cultivé sur boite) est réalisée afin d’étalonner le 

dosage. Cette gamme va permettre de quantifier l’ADN fongique présent dans les échantillons 

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

La Figure 46, représente les courbes étalons et les estimations de quantification d’ADN 

fongique dans les échantillons de bois en fonctions de 3 gènes d’Eutypa lata : (Figure 46 A), le 

gène de l’endopolygalacturonase, (Figure 46 B) �O�H���J�q�Q�H���G�H���O�D����-tubuline, et (Figure 46 C) le 

gène de l’Actine, obtenus avec la technique RTq-PCR SYBR® Green. Les régressions linéaires 

à gauche des Figures, correspondent aux droites étalons de concentration en ADN fongique pur 

obtenues pour chacun des gènes. Ces droites étalons permettent de rapporter les Ct obtenus lors 

de l’analyse des échantillons d’ADN totaux et ainsi de déterminer la concentration en ADN 

fongique dans le bois. Ces concentrations sont représentées par les histogrammes à droite de la 

Figure, en indiquant l’estimation du nombre de copie des gènes pour les quatre échantillons de 

bois analysés. 

Il est remarquable que le coefficient de détermination (R2�����G�H���O�D���G�U�R�L�W�H���p�W�D�O�R�Q���G�H���O�D����-

tubuline (Figure 46 B) soit trop faible. Ce n’est pas le cas pour les deux autres gènes, ce n’est 

donc pas dû à 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 qu’il y a 

formation de dimères d’amorces et donc de faux positifs. Pour vérifier cela, une électrophorèse 

est effectuée pour faire migrer les ADN amplifiés sur gel d’agarose 2% et vérifier  le nombre 

d’amplicons. La présence de spots de petites tailles permet de confirmer l’hypothèse de dimères 

d’amorces. L’estimation du nombre de copies est donc faussée. Pour les deux autres gènes, les 

coefficients de détermination (R2) sont proches de 1, indiquant des bonnes droites étalons 

utilisables pour quantifier le champignon dans les échantillons. Les Ct des échantillons sont 

alors reportés sur ces droites et le nombre de copie des gènes fongiques sont estimés. Ces 

estimations montrent que l’Ugni Blanc infecté présente un nombre de copies des gènes plus 

importants que le Merlot infecté, quel que soit le gène utilisé (entre 11 fois plus pour le gène de 

l’endopolygalacturonase et 6 fois plus pour le gène codant pour l’actine). Cependant, on 

remarque que les échantillons témoins, qui ne devraient pas contenir de l’ADN de champignon, 

sont positifs avec des valeurs non négligeables. Ici encore, une électrophorèse est effectuée pour 

faire migrer les différents ADN amplifiés par la RT-qPCR. Là encore, des dimères d’amorces 

sont à l’origine de ces résultats.  
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Figure 47 : Quantification par RT-qPCR TaqManTM du nombre de copies des gènes�G�¶E.
lata dans le bois de Merlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc témoins et infectés prélevés 60 jours après
�O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qlors de la campagne 2016.
(A) les résultats à partir du gène codant pour�O�¶endopolygalacturonase, (B) ceux du gènedela ��-
tubulineet (C) ceux du gène de�O�¶�D�F�W�L�Q�H. La quantification du champignon dans les échantillons
�V�¶�H�I�I�H�F�W�X�Hà �O�¶�D�L�G�Hdes droites étalon surla gauche réalisées avec lesCt des dilutions�G�¶�$�'�1
fongique pur (de concentrations décroissantes) obtenus parRt-qPCR , puisen rapportant lesCt
des échantillons�G�¶�$�'�1totaux aux droites,on estimele nombrede copiede chaque gène dans
les échantillons à�O�¶�D�L�G�Hde �O�¶�p�T�X�D�W�L�R�Qde la droite. Les histogrammes à droites sont les
estimations du nombrede copies des gènes.En bleu, les résultats du Merlotet envert ceux de
�O�¶�8�J�Q�LBlanc.
N=2 plantes par cépageet par condition regroupéesen1 échantillon.
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La Figure 47 représente les résultats obtenus avec la méthode RT-qPCR TaqManTM. 

Tout comme pour la Figure précédente, à gauche sont représentés les droites étalons obtenues 

lors de l’analyse de la gamme de dilution de l’ADN fongique pur, et à droite, les estimations 

du nombre de copies obtenues en rapportant les Ct obtenus lors de l’analyses de échantillons 

d’ADN totaux extraits des échantillons de bois. La Figure 47A correspond aux données du gène 

codant pour l’endopolygalacturonase, la Figure ������ �%�� �j�� �F�H�O�O�H�V�� �G�X�� �J�q�Q�H�� �G�H�� �O�D�� ��-tubuline et la 

Figure 47 C du gène codant pour l’actine fongique. Les coefficients de détermination (R2)  des 

droites étalons des trois gènes sont tous supérieur à 0,9 indiquant donc que ces droites peuvent 

être utilisées pour quantifier le champignon dans le bois.  

Pour les trois gènes, le bois de l’Ugni Blanc infecté contient plus de copies des gènes 

fongiques que celui du Merlot infecté (environ 8 fois plus avec le gène de 

�O�¶�H�Q�G�R�S�R�O�\�J�D�O�D�F�W�X�U�R�Q�D�V�H�����������I�R�L�V���S�O�X�V���D�Y�H�F���O�H���J�q�Q�H���G�H���O�D����-tubuline et environ 14 fois plus avec 

le gène de l’Actine). Le nombre de copies des gènes codant pour l’endopolygalacturonase et la 

��-tubuline dans les échantillons de bois témoins sont nuls. Il n’y a donc pas de faux positifs 

avec cette méthode. Cependant, un nombre non négligeable, mais plus faible qu’avec la 

méthode au SYBR® Green, est détecté dans les témoins avec le gène de l’actine. Après analyse 

bio-informatique (primer-blast, NCBI), il s’avère que les amorces et la sonde peuvent 

s’hybrider avec le gène de l’actine végétal, pouvant entrainer des estimations faussées et 

pouvant expliquer les témoins positifs avec ce gène.  

Ces résultats ont permis de constater que l’Ugni Blanc, le cépage sensible, compte plus 

de copies des différents gènes que le Merlot, 60 jours après l’infection. Ce qui laisse supposer 

que le champignon se développe plus vite chez le cépage sensible que chez le tolérant. 

 

La méthode TaqManTM semble plus efficace que la méthode au SYBR® Green pour 

quantifier l’ADN fongique présent dans les échantillons de bois. En effet, les faux positifs des 

témoins sont probablement dus à la formation de dimères d’amorces. Il est difficile de limiter 

ce phénomène qui est plus important quand le nombre de séquences cibles des amorces est 

faible. De plus, différentes études ont comparé la méthode TaqManTM avec d’autres analyses 

en PCR, et ont démontré que la TaqManTM est cent fois plus efficace pour détecter des ADN 

en faible quantité (Aroca et al., 2008). D’autres analyses utilisent les ITS (Internal Transcribed 

Spacer) de l’ADN ribosomique comme gènes de référence car ils permettent une détection 

efficace avec de faibles concentrations d’ADN cible mais le nombre par génome varie et induit 
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Figure 48 : Quantification par RT-qPCR TaqManTM du nombre de copies des gènes�G�¶E.
lata dans le bois avecécorcesde Merlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc témoinset infectés prélevés à 3et
120 jours après�O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qlors de la campagne 2016.
(A) les résultats à partir du gène codant pour�O�¶endopolygalacturonase, (B) ceux du gènedela ��-
tubulineet (C) ceux du gène de�O�¶�D�F�W�L�Q�H. La quantification du champignonenestimantle nombre
de copiede chaque gène dans les échantillons�G�¶�$�'�1totaux à�O�¶�D�L�G�Hde �O�¶�p�T�X�D�W�L�R�Qde la droite
étalon effectuée précédemment (réalisée à partir desCt des dilutions�G�¶�$�'�1fongique purde
concentrations décroissantes).En bleu, les résultats du Merlotet envert ceux de�O�¶�8�J�Q�LBlanc.
N=2 plantes par cépageet par condition regroupéesen1 échantillon.
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un biais de la quantification, surtout en les utilisant  sur des échantillons prélevés en champs ou 

vignoble (Johnson et al., 2015; Longo et al., 2013). Ainsi, dans un contexte de haute infection 

et de forte variabilité en vignoble due aux aléas climatiques, l’approche quantitative du 

pathogène dans les ceps de vigne la plus appropriée est la méthode par RT-qPCR TaqManTM. 

Le choix du gène reste à définir et des répétitions et mises au point du protocole sont encore 

nécessaires. D’autres cépages ont été ainsi étudiés et les échantillons ont été prélevés à 

différents temps.  

 Mise au point du protocole RT-qPCR TaqManTM 

Dans un premier temps, des échantillons de bois de Merlot et d’Ugni Blanc prélevés à 

différents temps d’infection sont utilisés pour optimiser le protocole de quantification. Six 

plantes, regroupées en 3 échantillons, ont été prélevés à 3 et 120 jours post infection de la 

campagne de 2016. La Figure 48 représente les estimations du nombre de copies des gènes de 

l’endopolygalacturonase (Figure ������ �$������ �O�H�� �J�q�Q�H�� �G�H�� �O�D�� ��-tubuline (Figure 48 B) et le gène de 

l’actine (Figure 48 C). A 3 jours, davantage d’ADN fongique est détecté chez l’Ugni Blanc par 

rapport au Merlot (environ 3 fois plus), quel que soit le gène utilisé. Tout comme les résultats 

obtenus précédemment, les témoins des échantillons sont positifs avec le gène de l’actine. La 

forte présence de champignon à 3 jours post infection doit être due à l’insertion récente de la 

pelote de mycélium, et possiblement une croissance fongique plus rapide chez l’Ugni Blanc 

que le Merlot. Ce dernier doit probablement ralentir le champignon par divers mécanismes de 

défenses induits, comme c’est le cas lors de nombreuses interactions plante/pathogène fongique 

(Chong et al., 2009; Fontaine et al., 2015; Poinssot et al., 2003; Pouzoulet et al., 2014; Spagnolo 

et al., 2017; Trotel-Aziz et al., 2006). A 120 jours, la quantification est nettement plus faible 

qu’à 3 jours. Les différences entre l’Ugni Blanc et le Merlot infectés, sont faibles voire 

inversées, avec une quantification plus importante chez le Merlot. Une détection non 

négligeable dans le bois des échantillons témoins  d’Ugni Blanc (avec les trois gènes) et de 

Merlot (avec l’actine seulement) est visible. Cette détection de champignon dans le bois non 

inoculé, bien qu’une certaine variation soit notable entre les gènes, est probablement due à des 

contaminations extérieures. En effet, ces analyses ont été faites sur des points d’infection 

conservant les écorces. Or l’écorce des bois peut contenir des microorganismes dont des 

champignons qui peuvent avoir des gènes similaires à ceux d’Eutypa lata.  
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Figure 49 : Quantification par RT-qPCR TaqManTM du nombre de copies des gènes�G�¶E. lata
dans le bois sansécorcesde Merlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc témoins et infectés prélevés à 60 jours
après �O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qlors de la campagne 2015et de Cabernet Sauvignon témoinet infecté
prélevés à 120 jours post infectionet cultivé en serre à Poitiersen 2016.
(A) résultats du gène codant pour�O�¶�H�Q�G�R�S�R�O�\�J�D�O�D�F�W�X�U�R�Q�D�V�H��(B) gènede la ��-tubulineet (C) gène
de�O�¶�D�F�W�L�Q�H. La quantification du champignonenestimantle nombredecopie de chaque gène dans
les échantillons�G�¶�$�'�1totaux à�O�¶�D�L�G�Hde �O�¶�p�T�X�D�W�L�R�Qde la droite étalon effectuée précédemment
(réalisée à partir desCt des dilutions�G�¶�$�'�1fongique pur de concentrations décroissantes).En
rouge, les résultats du Cabernet Sauvignon,enbleu, les résultats du Merlot,envert ceux de�O�¶�8�J�Q�L
Blanc.
N=2 plantes par cépageet par condition regroupéesen1 échantillon.
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Afin de vérifier cette hypothèse, de nouvelles analyses sont effectuées sur les derniers 

échantillons de boutures infectées présents au laboratoire : des boutures de Cabernet Sauvignon 

cultivés en serre à Poitiers en 2016, prélevés à 120 jours post infection et des échantillons de 

Merlot et d’Ugni Blanc cultivés à Bordeaux de la campagne de 2015, prélevés à 60 jours post 

infection. Avant l’étape de broyage, l’écorce des points d’infection est enlevée.  

La Figure 49 représente les résultats obtenus avec ces échantillons. A 60 jours, la 

quantification de l’enpolygalacturonase montre une quantité d’ADN fongique plus importante 

chez l’Ugni Blanc que chez le Merlot (2,5 fois plus). Cette différence est similaire en utilisant 

�O�H�� �J�q�Q�H�� �F�R�G�D�Q�W�� �S�R�X�U�� �O�¶�D�F�W�L�Q�H���� �P�D�L�V�� �H�O�O�H�� �H�V�W�� �S�O�X�V�� �I�D�L�E�O�H�� �H�Q�� �X�W�L�O�L�V�D�Q�W�� �O�H�� �J�q�Q�H�� �F�R�G�D�Q�W�� �S�R�X�U�� �O�D�� ��-

tubuline, le Merlot contient plus de copie d’ADN d’Eutypa lata que l’Ugni Blanc. Cette 

différence d’ordre de grandeur est rencontrée pour la première fois et difficilement explicable 

(dégradation de la qualité des ADN lors des étapes d’extraction, de conservation des 

échantillons, soucis rencontrés lors de l’analyse en RT-qPCR, …).   

En revanche, le bois du Cabernet Sauvignon infecté, prélevé à 120 jours sur des boutures 

cultivées en serre à Poitiers, contiendrait autant de champignon que dans le bois de Merlot 

prélevé à 60 jours ou prélevé à 120 jours (Figure 48) avec le gène de l’endopolygalacturonase. 

Le nombre de copies des gènes cod�D�Q�W���O�D����-tubuline et l’actine sont assez similaires avec celui 

estimé avec le gène de l’endopolygalacturonase.  Les échantillons non infectés sont à nouveau 

positifs avec le gène codant pour l’actine mais ils sont bien négatifs avec les deux autres.  

En enlevant l’écorce des échantillons, on élimine un biais potentiel dans l’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 à étudier, surtout pour un 

diagnostic en vignoble. Ainsi pour se rapprocher des conditions en vignoble, des analyses sont 

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 RT-qPCR avec et sans écorces, …) a utilisé le peu 

d’échantillons de bois infectés restant au laboratoire de Poitiers en début d’année 2017. Ainsi, 

lors de l’observation des symptômes sur les plantes un an post infection de la campagne 2016, 
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Figure 50 : Quantification par RT-qPCR TaqManTM du nombre de copies des gènes�G�¶E. lata
dans le bois sans écorcesde Merlot, �G�¶�8�J�Q�LBlanc, de Cabernet Sauvignonet de Chardonnay
témoinset infectés prélevés à 1 an après�O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qen fonction des symptômes observés lorsde la
campagne 2016.
(A) montre les résultats à partir du gène codant pour�O�¶endopolygalacturonase, (B) ceux du gènede la
��-tubuline et (C) ceux du gènede �O�¶�D�F�W�L�Q�H. A gauche les résultats obtenus avec les échantillons de
concentrationenADN totaux de 20 ng.µL-1 et à droite de concentration 2 ng.µL-1.
La quantification du champignonenestimantle nombre de copiedechaque gène dans les échantillons
�G�¶�$�'�1totaux à�O�¶�D�L�G�Hde �O�¶�p�T�X�D�W�L�R�Qde la droite étalon effectuée précédemment (réalisée à partir des
Ct des dilutions�G�¶�$�'�1fongique purde concentrations décroissantes).En rouge, les résultatsde
quantification dans les plantes mortes,en jaune les plantes symptomatiques,en vert les
asymptomatiqueset ennoir les plantes témoins.
N=2 plantes/cépage/types de symptômes regroupéesen1 échantillon.
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certains points d’infection sont utilisés pour ré-isoler le champignon sur boite de Pétri et 

d’autres sont utilisés pour quantifier le pathogène. Les quatre cépages étudiés en 2016 sont 

comparés: le Merlot, le Cabernet Sauvignon, l’Ugni Blanc et le Chardonnay. Les mesures sont 

faites à deux concentrations d’ADN, 20 ng.µL-1 et 2 ng.µL-1. La concentration la plus faible 

permet de vérifier si les résultats obtenus à 20 ng.µL-1 ne sont pas au seuil de détection de la 

RT-qPCR et donc de les valider. Cela permet aussi d’éliminer d’éventuelles traces d’ADN 

contaminant, provenant d’autres pathogènes de la vigne pouvant s’être développés pendant 

l’année écoulée.   

La Figure 50 représente les quantifications du nombre de copies des gènes fongiques 

dans les différents échantillons de bois, mesurées suivant le type de symptômes observés 

(Figure 50 A, quantification du nombre de copies du gène codant pour 

l’endopolygalacturonsase, Figure ������ �%���� �G�X�� �J�q�Q�H���F�R�G�D�Q�W���S�R�X�U���O�D����-tubuline et Figure 50 C, le 

gène de l’actine). A gauche, sont représentés les résultats obtenus avec une concentration 

d’ADN totaux de 20 ng.µL-1 et à droite une concentration de 2 ng.µL-1 et confirment les 

estimations obtenues avec la concentration précédente. En effet, si les échantillons sont positifs 

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

Dans l’ensemble, les résultats obtenus entre les trois gènes sont du même ordre de 

grandeur, et les différences entre les échantillons sont aussi similaires. Les plantes 

asymptomatiques comportent peu d’ADN fongique. A l’inverse, les bois des boutures d’Ugni 

Blanc mortes contiennent un nombre important de copies des gènes d‘Eutypa lata. Le 

champignon est donc présent en forte quantité. Le Merlot symptomatique présente une quantité 

équivalente d’ADN fongique que l’Ugni Blanc, le Cabernet Sauvignon et le Chardonnays 

symptomatiques, sauf avec l’estimation du nombre de copies du gène de l’actine. La 

quantification par le gène Actine semble donner des résultats erronés, puisque que 

l’identification dans les témoins est positive et les plantes asymptomatiques présentent aussi un 

nombre non négligeable de copies du gène, probablement à cause de l’hybridation de la sonde 

et des amorces sur la séquence de l’actine de la vigne.  Ce qui induit en erreur les résultats 

obtenus. Il n’est donc pas utilisable pour la quantification d’Eutypa lata dans le bois.  

En comparant les estimations du nombre de copies des deux autres gènes dans les 

échantillons des différents cépages et suivant le type de symptômes observés, il est constaté que 

les cépages symptomatiques comportent une quantité non négligeable de champignon et les 

plantes mortes en contiennent un 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 être biaisé par 

l’absence d’ADN de vigne non dégradé. On se retrouverait alors avec un échantillon contenant 

quasiment que de l’ADN fongique car l’ADN de vigne dégradé sera mal extrait, induisant ainsi 

en erreur l’estimation de la quantification en surestimant la quantification de champignon. Pour 

remédier à ce problème, il faudrait créer des amorces spécifiques à l’ADN de la vigne pour 

obtenir un ratio ADN fongique sur ADN de vigne non dégradé, permettant ainsi de vérifier les 

estimations. En utilisant le gène de l’endopolygalacturonase et les échantillons symptomatiques 

à 2 ng.µL-1, les cépages peuvent être classés en fonction de la quantité de champignon présente : 

le Merlot en contient peu puis le Cabernet Sauvignon et le Chardonnay sont intermédiaires et 

l’Ugni Blanc est celui qui en contient le plus. Ce classement reprend la sensibilité observée sur 

les boutures infectées et celles des différentes études (Bruez et al., 2013; Dubos, 2002; Grosman 

and Doublet, 2012; Péros and Berger, 1994). 

IV.  Conclusion 

Différentes méthodes ont été utilisées pour caractériser la sensibilité des cépages à 

l’Eutypiose, en passant par des méthodes dites « traditionnelles » et des méthodes plus récentes 

de biologie moléculaire.  

L’observation de l’apparition des symptômes un an après l’infection de boutures 

cultivées en serre reste une très bonne méthode d’identification de la sensibilité des cépages. Il 

faut cependant un certain nombre de plantes, au moins une centaine (70 infectées, 30 témoins), 

qu’il faut infecter artificiellement et cultiver sous serre pendant un an. L’évaluation des 

symptômes demande aussi une bonne expérience pour reconnaitre les marques spécifique de 

l’Eutypiose, qui sont bien plus légères sur boutures qu’en vignoble. Cette méthode est donc 

facile à mettre en place, mais demande du temps, de la place et de la main d’œuvre. Le ré-

isolement du champignon permet de vérifier si le champignon est toujours présent dans le bois 

au moment des notations de symptômes mais il ne permet pas de classer les cépages en fonction 

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

La mesure de nécrose est souvent utilisée lors des études des maladies du bois (Larignon 

and Dubos, 1997; Mugnai et al., 1999) mais ici, elle ne semble pas permettre de caractériser la 

sensibilité des cépages.  
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La méthode de quantification du champignon par RT-qPCR SYBR® Green a déjà fait 

ses preuves dans l’identification des espèces responsables de l’Eutypiose (Moisy et al., 2017; 

Pouzoulet et al., 2017). Cependant, les résultats obtenus ici laissent penser que la formation de 

dimères peut entrainer des surestimations des résultats et de faux positifs. C’est pour cela que 

la méthode RT-qPCR TaqManTM peut être la meilleure technique de biologie moléculaire pour 

quantifier et identifier le pathogène présent dans le bois. De plus, cette quantification est 

différente suivant les cépages, ce qui laisse penser qu’il est possible de les classer suivant leur 

sensibilité avec cette technique, et que le pathogène se développe plus rapidement dans les 

cépages sensibles.  

Des études ont montré que la composition du bois peut varier d’une bouture à l’autre et 

d’un cépage à l’autre, entrainant ainsi une progression plus lente du champignon (Munkvold 

and Marois, 1995; Pouzoulet et al., 2014). Cette croissance peut aussi être limitée par des 

réponses de défenses des plantes, comme la production d’enzymes ou molécules antifongiques 

entrainant ainsi des biais dans la quantification par RT-qPCR TaqManTM. Il sera alors possible 

d’identifier le pathogène dans le bois mais l’estimation de sa quantification sera peut-être 

biaisée. De plus, des études ont constaté que Eutypa lata a une croissance lente et que sa 

quantification n’est possible qu’à partir de 60 jours après l’infection (Moisy et al., 2017). Ces 

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

Des répétitions sont nécessaires pour confirmer les premiers résultats obtenus et valider 

la méthode. Des tests en vignoble doivent être mis en place afin d’utiliser en conditions réelles 

le test de diagnostic d’infection. Le gène codant pour l’Endopolygalacturonase et/ou la ��-

tubuline fongique peuvent être utilisés comme marqueurs de quantification. Il faudrait mettre 

en place un protocole de prélèvement des échantillons, en utilisant des ceps ayant déjà 

manifestés des symptômes de la maladie et en prélevant au niveau d’une nécrose ou d’une 

ancienne plaie. Le prélèvement peut se faire de manière destructive ou en prélevant une 

« carotte » de bois du tronc. Des amorces spécifiques à la vigne doivent aussi être utilisées, 

comme par exemple celles de l’actine décrites par Moisy et al.(2017) afin d’obtenir un ratio 

ADN fongique/ADN de vigne non dégradé. La mise en place et la validation de ce test pourra 

contribuer à comprendre l’étiologie des maladies du bois et à mettre en place des stratégies de 

management en vignoble.  
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Depuis l’interdiction du seul produit phytosanitaire efficace contre les maladies du bois, 

l’arsénite de soude, des financements de recherches sont mis en place pour comprendre 

l’étiologie de ces maladies, dont l’Eutypiose, et pour trouver des alternatives de lutte. Certains 

travaux ont débuté avec la thèse de Céline Camps financée par le Conseil interprofessionnel du 

vin de Bordeaux (CIVB), soutenue en 2008 (Camps, 2008). Ces travaux de thèse portaient sur 

une étude transcriptomique globale de la réponse de la vigne à Eutypa lata. Des études 

comparatives des réponses de plantes infectées symptomatiques ou non (infectées 

artificiellement cultivées en serre ou des échantillons prélevés en vignoble) et des plantes saines 

ont permis d’identifier plusieurs gènes réagissant différemment chez le Cabernet Sauvignon à 

E. lata (Camps, 2008; Camps et al., 2010; Camps et al., 2014; Rotter et al., 2009). Le projet 

CASDAR V908 a ensuite continué ces recherches, apportant des pistes qui sont développées 

dans le projet CASDAR actuel V1302 (terminé en début 2017), coordonné par l’INRA de 

Bordeaux (Patrice Rey, UMR SAVE 1065) dans lequel collabore le laboratoire SEVE de 

l’UMR EBI de l’Université de Poitiers et le Bureau national interprofessionnel du Cognac 

(BNIC, Cognac), qui finance cette thèse CIFRE. L’objectif premier de cette collaboration est 

de mettre en place un système de diagnostic rapide et non destructif de sensibilité des cépages, 

hybrides ou clones en utilisant des marqueurs moléculaires. C’est à partir des résultats obtenus 

lors de la thèse de Céline Camps (Camps, 2008; Camps et al., 2010; Camps et al., 2014) et des 

analyses moléculaires du projet CASDAR V908 (Gomès, 2013) que les travaux de la thèse 

CIFRE cherche à mettre en évidence des gènes différentiellement exprimés entre des boutures 

infectées artificiellement par E. lata et des plantes saines non infectées, et dont l’expression 

serait corrélée à la tolérance des cépages. Pour cela, des variétés présentant un phénotype de 

sensibilité bien marqué, essentiellement en vignoble, sont étudiées. Une fois sélectionnés et 

validés, ces gènes pourraient représenter des marqueurs moléculaires potentiels de sensibilité 

dans le but d’être utilisés pour la sélection précoce d’individus tolérants parmi les différents 

clones existants ou dans une future descendance. Ces outils moléculaires représenteraient un 

avantage dans les protocoles de sélection futurs. 

Ce deuxième chapitre de thèse porte sur l’étude et la validation de ces gènes 

potentiellement marqueurs. Les études se sont basées dans un premier temps sur des cépages 

de sensibilité différente des trois campagnes d’infection artificielle, entre 2014 et 2016. Ces 

cépages sont identiques que ceux étudiés dans le premier chapitre, c’est-à-dire :  

- les trois cépages étudiés pendant 3 ans, le Merlot, le Cabernet Sauvignon et l’Ugni 

Blanc 
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- les deux hybrides, RV4 et RV5, de sensibilité inconnue, étudiés en 2014 et  un seul 

en 2015 (RV4).  

- le Chardonnay, seulement en 2016. 

Le Merlot, le Cabernet Sauvignon et l’Ugni Blanc sont des cépages cultivés en région 

bordelaise et charentaise. Le premier est connu pour être tolérant à l’Eutypiose, en présentant 

rarement des symptômes de maladie. Le second est sensible, entrainant des pertes conséquentes 

de production et l’Ugni Blanc, est le cépage le plus sensible à la maladie entrainant d’énormes 

pertes de production et économique pour la région. Ces sensibilités ont été confirmées lors des 

études phénotypiques décrites dans le chapitre I.  

 

Dans un premier temps, des feuilles asymptomatiques et le bois sont prélevés sur les 

boutures infectées artificiellement utilisées précédemment (chapitre I, appelées boutures A), à 

différents temps post-infection, compris entre 3 et 120 jours. Une dizaine de gènes ont été 

sélectionnés suite aux études précédentes et leurs expressions sont analysées en RT-qPCR en 

comparant les conditions « plantes saines » et « plantes infectées » pour les différents cépages. 

Cependant, ces premières analyses sont longues, du fait de la cinétique de prélèvement 

des échantillons. De plus, les boutures, cultivées en serre, sont surjettent à différents autres 

stress biotiques et abiotiques (développement d’oïdium notamment observé  tous les ans), 

interférant dans les résultats d’analyse transcriptomique. C’est pourquoi une méthode 

d’infection in vitro, testée au laboratoire SEVE de l’UMR EBI 7267 de l’Université de Poitiers 

lors de l’interaction entre Arabidopsis thaliana et Botrytis cinerea (Veillet et al., en 

soumission), a été adaptée pour infecter des disques foliaires de vigne par Eutypa lata. Cette 

méthode d’infection permet d’obtenir des réponses à l’infection, en condition contrôlées, plus 

rapides et répétables que celles obtenues sur les boutures infectées. En outre, cette infection in 

vitro permet de mimer le dialogue moléculaire entre le champignon et les tissus foliaires, sans 

contact physique entre les deux organismes, puisque le champignon n’est jamais retrouvé dans 

les parties herbacées de la plante (Larignon, 2012). Ainsi, dans un second temps, les expressions 

des gènes marqueurs des disques foliaires sont étudiées en réponse à ce type d’infection in vitro.  

Les résultats des réponses transcriptionnelles des échantillons de feuilles 

asymptomatiques et des disques foliaires aux deux types infections sont présentés dans ce 

chapitre. 
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I. Etudes des réponses transcriptionnelles de l’infection in planta 
de boutures A par Eutypa lata.  

A. Panel de gènes potentiellement marqueurs lors des travaux de 

recherche précédents 

Après la prophylaxie encadrée par les professionnels, une des principales stratégies de 

lutte contre l’Eutypiose et des maladies du bois de la vigne est la sélection de cépages ou de 

clones plus tolérants à ces agents pathogènes. Cependant, les stratégies de transformation 

génétique chez la vigne étant particulièrement difficiles à mettre en place au vignoble, différents 

projets de recherche souhaitent déterminer des critères simples et pertinents, liés aux réponses 

physiologiques et moléculaires de la plante à l’infection, et reliés à la tolérance aux 

champignons impliqués dans le dépérissement du bois de la vigne. Ainsi, les réponses de 

plusieurs génotypes de vigne inoculées artificiellement par E. lata sont comparées. En 2008, la 

thèse de Céline Camps, portant sur la réponse transcriptomique globale du Cabernet Sauvignon, 

a permis d’identifier des gènes potentiellement utilisables comme outils de diagnostic précoces 

et non destructifs de sensibilité à l’Eutypiose, en comparant les expressions de différents gènes 

étudiées en microarray, de plantes infectées avec ou sans symptômes et de plantes saines, 

cultivées en serre et en vignoble. Une vingtaine de gènes sont communs aux deux méthodes de 

culture et sont exprimés différemment par la plante infectée asymptomatique par rapport à la 

plante saine. Ces gènes peuvent être associés à la réponse à l’infection ou à l’absence de 

symptômes. Les observations en vignoble montrent qu’en dépit de la progression lente de la 

maladie, qui nécessite plusieurs mois ou années avant l’extériorisation des premiers 

symptômes, elle conduit inévitablement à la mort des ceps à plus ou moins longue échéance 

(Dubos, 2002; Larignon, 2010). Un diagnostic précoce doit donc se faire avant l’apparition des 

symptômes. D’où l’intérêt de distinguer les gènes induits lors de l’absence de symptômes et 

associés à la réponse à l’infection. En 2012, se terminait le projet CASDAR V908, qui a permis 

d’étudier en RT-qPCR les gènes retenus à l’issue de la thèse de Céline Camps. Ces gènes font 

partis de différentes catégories fonctionnelles : ils peuvent intervenir dans le métabolisme 

(lipides, sucre, phénylpropanoides et acides aminés), mais aussi pour des éléments 

extracellulaires, les voies d’information cellulaire (transcription, synthèse et régulation des 

protéines), les réponses aux stimuli (transduction du signal, réponse de défenses, interaction 

avec l’environnement), le transport, la biogénèse des constituants cellulaires, et l’énergie (gènes 
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Figure 51 : Facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènesde ménages dans les feuilles
deboutures infectées par rapport au témoin, obtenus lorsdu CASDAR V908.
���G�¶�D�S�U�q�Vles résultats de stage M2 Hadrien Legras, 2011)
Les facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qsont calculés à partirde la formule : 2-(�û�û�&�W) = 2-[(�û�&�Wplante inoculée)

�±(�û�&�Wplante témoin)], A asymptomatique, S symptomatique,FA feuilles asymptomatiques
prélevées sur plants infectées, M Merlot,CSCabernet Sauvignonet UB Ugni blanc.

Figure 52 : Etudes des gènesdeménages surle boisde la campagne�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q2014.
Les facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qsont calculés à partirde la formule; 2-(�û�û�&�W) = 2-[(�û�&�Wplante inoculée)�±

(�û�&�Wplante témoin)], (A) facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènesde ménages dansle bois de
bouturesde Merlot et de Cabernet Sauvignon infectées, prélevées à 3et 120 jours post
infection, par rapportau témoin, (B) cinétique du facteur�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdu gèneGAPDH
dansle boisdeMerlot, deCabernet Sauvignonet �G�¶�8�J�Q�LBlanc prélevé à 3, 15et 30 jours
post infection lors des campagnes 2014et 2015. (N=6 plantes/date/cépage).
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codants pour la phase photochimique et fixation du carbone de la photosynthèse) (Camps, 2008; 

Camps et al., 2010). Lors du projet CASDAR V908, une étude de la photosynthèse n’a montré 

aucune corrélation entre la sensibilité et les différents critères physiologiques de la 

photosynthèse pouvant être utilisés pour la sélection de génotypes, tels que l’assimilation de 

CO2, la conductance stomatique, la transpiration et le contenu pigmentaire des feuilles 

(chlorophylle et flavonoïdes totaux) (Gomès, 2013). Par contre, les études moléculaires ont 

permis de sélectionner un gène de ménage stable quel que soit le cépage et les conditions 

d’infection, ainsi qu’une dizaine de gènes potentiellement marqueurs de sensibilités dans les 

feuilles asymptomatiques et le bois. Le gène de ménage a été sélectionné après avoir comparé 

l’expression du gène chez la plante infectée par rapport à la plante saine. Plusieurs gènes 

généralement utilisés comme gènes de ménage, tels que le gène codant pour le facteur 

�G�¶�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q���(�)���.�����O�H���I�D�F�W�H�X�U���G�¶�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q���(�)���������O�H���J�q�Q�H���F�R�G�D�Q�W���S�R�X�U���O�¶�D�F�W�L�Q�H���H�W���O�H���J�q�Q�H���F�R�G�D�Q�W��

pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (GAPDH), ont été testés lors du CASDAR 

V908 sur des feuilles issues de boutures infectés symptomatiques, asymptomatiques ou témoins 

(Figure 51). Ces différents gènes ont également été testés sur les échantillons de bois de 

boutures infectées de la campagne 2014 du CASDAR V1302 (Figure 52 A et B). Le gène codant 

pour la GAPDH est celui dont l’expression varie le moins au cours de l’expérimentation, entre 

les différents cépages, temps ou types d’échantillons (feuilles ou bois). Ce gène est utilisé pour 

sélectionner les marqueurs potentiels parmi le panel de gènes retenus par les précédents travaux, 

notamment neuf gènes qui sont étudiés dans cette thèse comme étant de potentiels marqueurs 

de sensibilité à l’Eutypiose (cf. Tableau 6, partie Matériel et Méthode). Cinq sont 

essentiellement exprimés dans les feuilles et les quatre derniers dans le bois de vigne.  

 Gènes exprimés dans les feuilles asymptomatiques 

Le premier gène étudié est le gène VvHT5, qui code pour un transporteur de type symport 

H+/hexoses, essentiellement exprimés dans les feuilles matures de vigne. Il participe aux flux 

de sucres dans la plante, notamment dans le déchargement phloèmien (Afoufa-Bastien, 2010; 

Hayes et al., 2007; Hayes et al., 2010). Ce transporteur est souvent associé à une invertase 

pariétale dont le gène fait également parti du panel de gènes étudiés ici, appelé VvCWINV1. 

Cette invertase clive le saccharose apoplastique en hexoses, notamment en glucose et fructose 

(Hayes et al., 2010; Ruan, 2014). Un gène, codant probablement pour un transporteur de haute 

affinité d’azote ou de peptides appelé VvNTR1.4, est également étudié. L’expression de la 
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fructose biphosphate aldolase 2 (VvFBA2) est analysée dans les différentes conditions de 

traitement. Elle intervient dans la glycolyse, notamment dans la synthèse de glycéraldéhyde-3-

phosphate (G3P) et dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Le dernier gène, VvNDHG, code 

pour une NADH déshydrogénase (NADH plastoquinone oxidoreductase subunit 6 du 

chloroplaste), une enzyme membranaire qui permet un transfert d’électrons (issus de la 

photosynthèse) entrainant un influx de protons dans les thylakoïdes. 

 Gènes exprimés dans le bois 

La pectate lyase (VvPL) est exprimée dans le bois, ainsi que la GDSL estérase (lipase 

proteine like) (VvGELP). Elles interviennent dans l’élimination et la dégradation des pectates 

en oligosaccharides ou des enzymes possédant une séquence GDSL. Le gène VvJRL code pour 

une jacalin related lectin like, qui est une protéine qui peut se lier aux glucides. Le dernier gène 

du panel à étudier code pour un transporteur ABC (ABC transporter G family member 32 like), 

appelé VvABCTP. C’est une protéine membranaire jouant un rôle dans le passage de molécules 

à travers la membrane cytoplasmique en hydrolysant l’ATP.  

B. Profils d’expression des gènes potentiellement marqueurs 

Les réponses transcriptionnelles de ces gènes à l’infection de différentes boutures ont été 

analysées. Les feuilles asymptomatiques et le bois de chacune des boutures cultivées à 

Bordeaux en serre ou à Poitiers en serre ou phytotron ont été prélevés à différents temps (3, 15, 

30, 60 et 120 jours post infection) pour analyser l’expression des dix gènes potentiellement 

marqueurs. Ces analyses d’expressions de gènes ont pour but de discriminer les différents 

cépages par leur réponse face à l’infection, traduisant leur sensibilité à la maladie. 

 Analyses d’expression des gènes dans les feuilles asymptomatiques 
de boutures infectées in planta 

Les expressions de cinq gènes sont comparées dans les feuilles asymptomatiques de 

boutures infectées des différents cépages sur les trois années de campagnes d’infection. Les 

boutures sont cultivées en serre et infectées artificiellement par Eutypa lata. Les feuilles sont 



VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvFBA2 VvNDHG
Merlot 1,03 1,38 1,42 1,09 0,60
Cabernet Sauvignon 1,38 1,10 0,68 1,13 0,50
Ugni Blanc 1,29 1,01 0,78 1,19 1,29
RV4 1,09 1,23 1,02 1,05 1,02
RV5 0,73 1,82 1,31 1,22 0,94
Merlot 0,59 0,29 1,07 0,97 0,91
Cabernet Sauvignon 1,03 0,97 1,04 0,84 1,53
Ugni Blanc 0,95 1,12 1,15 1,31 0,99
RV4 1,27 1,32 1,02 0,78 0,91
RV5 0,62 0,61 2,16 1,44 1,24
Merlot 0,93 0,46 0,99 0,87 1,51
Cabernet Sauvignon 0,93 1,76 1,23 1,45 0,84
Ugni Blanc 1,34 1,71 1,52 1,23 0,47
RV4 1,10 1,29 0,63 0,63 0,60
RV5 0,85 1,70 1,44 1,35 0,94
Merlot 2,28 1,36 0,24 0,72 1,06
Cabernet Sauvignon 1,03 1,02 0,81 0,87 0,71
Ugni Blanc 1,34 2,32 0,85 0,52 0,63
RV4 0,85 1,70 1,44 1,35 0,94
RV5 1,52 1,39 0,63 0,60 1,06

3 jrs

15 jrs

30 jrs

120 jrs

Figure 53 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dans les feuilles
debouturesdedifférents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2014.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélèvementet par
an), Vert : répression du gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: induction du gène
lorsquela plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre Témoinet plante inoculée
(FI=1).
Test statistique: testdecomparaison multiple avecla méthode FDRdeBenjaminiet Hochberg,
avec ajustement des p-value: aucune différence.
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prélevées entre 3 et 120 jours après l’infection et les études des gènes se font par RT-qPCR. 

Les résultats de ce paragraphe présentent les facteurs d’induction moyens des trois campagnes 

d’infection de chacun des gènes exprimés dans les cépages étudiés et les expressions relatives 

des conditions témoin et infectée des échantillons. Les facteurs d’inductions sont représentés 

sous forme de heatmap, avec les résultats en rouge correspondant à une induction du gène dans 

les plantes infectées (FI>2), et en vert, la répression du gène (FI<1). Un facteur d’induction égal 

à 1 indique qu’il n’y aucune différence entre les conditions témoin et infecté (en blanc). Pour 

identifier des gènes potentiellement marqueurs de sensibilité, il faut que leur expression soit 

différente entre le cépage tolérant et le cépage sensible. Les expressions relatives sont 

représentées sous forme d’histogrammes pour apporter plus de précisions. Les différents 

résultats des gènes sont normalisés par le gène de ménage GAPDH. Un test statistique de 

comparaison multiple (méthode FDR de Benjamini et Hochberg) est effectué. Il permet de 

comparer les deux conditions témoin et infectés de chaque cépage mais aussi des réponses entre 

les cépages. Pour faciliter la lecture des résultats, le seuil de significativité est définit à partir 

d’une p-value inférieure à 0,0001, ainsi seules les données très différentes sont notées. 

i. Campagne d’infection in planta 2014 à Bordeaux 

En 2014, les cépages étudiés sont le Merlot, le Cabernet Sauvignon, l’Ugni Blanc et les 

deux obtentions INRA, RV4 et RV5. Les facteurs d’induction des cinq gènes sont détaillés dans 

la Figure 53. La plus forte induction de gène de la campagne est celle du gène VvCWINV1 chez 

l’Ugni Blanc à 120 jours, à 2,32. La seconde est celle du gène VvHT5 chez le Merlot à 120 jours 

(FI : 2,28). Les facteurs d’inductions des gènes sont faibles, quel que soit le gène, le cépage ou 

le temps de prélèvement et aucune différence significative n’est remarquée entre les conditions. 

De manière générale les expressions relatives sont faibles dans les deux conditions de 

traitements pour tous les gènes, sauf pour le gène VvFBA2 (Figure 54). Le gène VvHT5 est 

fortement exprimé à 120 jours post-infection. C’est également à ce temps que son expression 

est différente entre les cépages et conditions de traitement. Le Merlot infecté et le Cabernet 

Sauvignon témoin et infecté, induisent fortement ce gène par rapport à l’Ugni Blanc et les deux 

obtentions RV4 et RV5. L’analyse statistique démontre que seul le Merlot réagit différemment 

à l’infection à 120 jours entre les deux conditions de traitement, témoin et infecté. Le gène 

VvCWINV1, codant pour l’invertase pariétale, n’est jamais exprimé différemment par les 

cépages entre les deux conditions de traitement, sauf par le Merlot à 15 et 30 jours, où il est 

fortement réprimé par la condition infectée. Les analyses statistiques du gène VvNTR1,4 
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Figure 54 : Expressions relatives des différents gènes étudiés dans les feuillesde boutures A
dedifférents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2014.
(N= 6 plantes par conditions (témoinou inoculée) par cépage par datedeprélèvement)
Test statistique: test de comparaison multiple avecla méthode FDR de Benjaminiet Hochberg,
avec ajustement des p-value. Seuildesignificativité : p-value <0,0001. Les données sans marque
de significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.



VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvFBA2 VvNDHG
Merlot 1,70 1,25 1,18 1,44 0,42
Cabernet Sauvignon 0,92 1,26 0,89 1,02 1,06
Ugni Blanc 0,16 0,33 0,46 0,40 0,81
RV4 0,75 0,78 1,05 0,83 1,05
Merlot 1,74 0,75 0,79 0,89 0,16
Cabernet Sauvignon 1,12 1,15 1,17 1,24 0,62
Ugni Blanc 0,49 0,71 0,73 0,74 0,81
RV4 1,71 1,50 0,65 1,17 0,47
Merlot 1,41 1,11 0,96 0,78 0,55
Cabernet Sauvignon 1,50 2,05 0,79 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 1,80
Merlot 0,53 0,81 0,91 1,18 3,13
Cabernet Sauvignon 0,38 0,88 0,60 0,72 1,08
Ugni Blanc 1,69 1,83 1,50 1,66 1,84
RV4 1,14 1,10 0,86 1,43 2,72
Merlot 1,23 0,91 0,87 0,91 0,69
Cabernet Sauvignon 1,06 0,95 0,98 0,70 12,25
Ugni Blanc 1,05 0,97 0,50 0,67 0,05
RV4 1,15 1,35 0,92 1,07 1,08

120 jrs

3 jrs

15 jrs

30 jrs

60 jrs

Figure 55 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dans les
feuilles debouturesdedifférents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2015.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélèvementet par
an)
Vert : répression du gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: induction du gène
lorsque la plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre témoinet plante
inoculée (FI=1). Test statistique: test de comparaison multiple avecla méthode FDR de
Benjamini et Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence, sauf pourle gène
VvNDHGà 120 jours chezle Cabernet Sauvignon.
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démontrent qu’il y a peu de différences d’expressions du gène entre les conditions d’étude. Ce 

n’est qu’à 120 jours chez le Cabernet Sauvignon, que le gène présente deux profils 

d’expressions distincts entre les conditions témoin et infectée : le gène est fortement réprimé 

lors de l’infection. Les autres cépages n’expriment pas différemment le gène entre les deux 

conditions, notamment l’Ugni Blanc alors qu’il est sensible, au même titre que le Cabernet 

Sauvignon. Les deux derniers gènes, VvNDHG et VvFBA2, ne sont pas exprimés différemment 

par les cépages dans les deux traitements. Le premier est exprimé de manière très faible et très 

variable, laissant supposer un rôle peu important dans les feuilles de la plante au moment du 

prélèvement. A l’inverse, le second a un niveau d’expression plus élevé, mais il est peu affecté 

par l’infection. Aucun cépage, à aucune date, n’exprime différemment ce dernier gène entre les 

conditions témoin et infectée.  

Globalement, la première année d’infection permet d’identifier le gène VvHT5 qui est 

différemment exprimé en condition infectée par rapport à la condition témoin à 120 jours post-

infection chez le cépage tolérant : le Merlot. En effet, l’infection in planta par E. lata va induire 

son expression dans les feuilles asymptomatiques des boutures. De même, le gène VvCWINV1 

est réprimé à 15 et 30 jours seulement par ce même cépage lors de l’infection. Les autres gènes 

ne permettent pas de différencier les cépages entre eux quel que soit la date de prélèvement. 

Suite à ces résultats, la campagne d’infection 2015, va se focaliser sur les dates de 

prélèvement, en rajoutant un temps à 60 jours post-infection. L’obtention INRA RV5 est écartée 

des analyses pour un gain de temps d’analyse et de place dans les serres de culture. En effet, 

cet hybride n’a présenté aucune différence d’expression des gènes que ce soit entre les dates ou 

entre les conditions témoin et infectée.  

ii. Campagne d’infection in planta 2015 à Bordeaux 

La campagne d’infection 2015 s’est déroulée de la même manière que celle de l’année 

précédente. Suite aux analyses des facteurs d’induction des gènes, différentes constatations sont 

faites (Figure 55). Hormis une exception, le gène VvNDHG à 120 jours chez le Cabernet 

sauvignon (FI : 12,25), les gènes sont faiblement exprimés une fois de plus. Le VvHT5 qui est 

toujours légèrement exprimés lors de l’infection par tous les cépages à 120 jours post-infection, 

mais plus faiblement que lors de la campagne 2014 (FI 2015 : 1,23 / FI 2014 : 2,28). En 

revanche, le gène VvCWINV1 a tendance à être réprimé en 2015 à 120 jours, sauf par RV4, 

alors qu’il était majoritairement induit par tous les cépages en 2014. De même pour le gène 
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Figure 56 : Expressions relatives des différents gènes étudiés dans les feuillesde boutures A
dedifférents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2015.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélèvement), Test
statistique: testde comparaison multiple avecla méthode FDR de Benjaminiet Hochberg, avec
ajustement des p-value. Seuil de significativité : p-value <0,0001. Les données sans marquede
significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.



Chapitre II  

92 
 

VvNRT1,4, qui était induit à 15 et 30 jours en 2014 et qui est réprimé en 2015. Les résultats de 

la campagne précédente ne se répètent pas dans cette campagne d’infection. 

En analysant les expressions relatives des cinq gènes, on constate que les profils 

d’expressions des cinq gènes sont différents de ceux de la campagne précédente (Figure 56). 

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

de prélèvements pour le gène VvHT5, alors qu’il présentait un profil intéressant en 2014. Le 

gène VvCWINV1 n’est jamais exprimé de manière différente entre les conditions témoin et 

infectée d’un même cépage sur une date de prélèvement, malgré la présence de quelques 

différences significatives d’expressions. Pour le gène du transporteur d’azote, VvNTR1,4, seul 

le Cabernet Sauvignon réprime de manière significative son gène à 60 jours post-infection, par 

rapport au Merlot et à l’Ugni Blanc, comme l’année précédente, mais à 120 jours cette fois-ci. 

Le gène VvNDHG est fortement réprimé par l’Ugni blanc à 120 jours et fortement induit par le 

Cabernet Sauvignon au même temps. Or les deux cépages sont sensibles, ce qui ne permet pas 

de valider ce gène comme marqueur potentiel. Le dernier gène, VvFBA2, ne présente pas de 

variations d’expression entre les conditions témoin et infectée des cépages, malgré quelques 

différences entre cépages, probablement dû à la physiologie de la plante dépendante la variété. 

De manière générale, cette campagne ne permet pas de valider un gène potentiellement 

marqueur de tolérance ou de sensibilité à l’infection par E. lata. De plus, cette campagne ne 

répète pas les résultats obtenus l’année précédente. Le peu de différence entre les conditions 

témoin et infectée, laisse supposer un souci d’agressivité du champignon inséré dans les 

boutures. La pathogénicité de celle-ci n’est pas affectée puisque lors des observations de 

symptômes un an après l’infection de cette campagne, on retrouve bien des symptômes forts 

sur les cépages sensibles (cf. Chapitre I). Afin de retrouver des inductions de gènes plus 

importantes, la dernière campagne d’infection est effectuée avec la souche d’origine (BX1-10), 

qui n’a pas été repiquée plusieurs fois au cours des dernières années, conservant ainsi le génome 

ou l’agressivité d’origine. 

iii.  Campagne d’infection in planta 2016 à Bordeaux 

 La dernière campagne d’infection s’est focalisée sur la validation de gènes 

marqueurs à partir de cépages dont la sensibilité à E. lata est connue. Ainsi l’hybride RV4 est 

remplacé par le Chardonnay, un cépage moyennement sensible, permettant d’obtenir un spectre 

plus large de sensibilité à la maladie avec le Merlot tolérant, le Chardonnay, le Cabernet 

Sauvignon qui est sensible et l’Ugni Blanc très sensible. Ce classement de sensibilité est 



 



VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvFBA2 VvNDHG
Merlot 1,49 1,24 1,54 1,12 0,80
Cabernet Sauvignon 0,81 1,46 1,38 0,93 0,97
Ugni Blanc 2,32 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
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 0,12 1,31 1,44 1,12 0,75
Cabernet Sauvignon 0,95 1,14 0,96 0,96 1,74
Ugni Blanc 0,61 0,64 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 2,80
Cabernet Sauvignon 1,01 0,73 0,78 0,81 0,99
Ugni Blanc 1,30 0,85 0,96 0,72 1,78
Chardonnay 1,22 2,14 0,98 0,76 1,26
Merlot 0,64 0,87 1,67 1,35 1,74
Cabernet Sauvignon 0,60 0,81 1,40 1,13 1,23
Ugni Blanc 0,82 0,84 0,60 0,70 3,27
Chardonnay 0,48 0,68 1,37 1,18 2,42

3 jrs

15 jrs

30 jrs

60 jrs

120 jrs

Figure 57 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dans les
feuilles debouturesdedifférents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2016.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par datede prélèvementet par
an),Vert : répression du gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: induction du gène
lorsquela plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre témoinet plante inoculée
(FI=1). Test statistique: testde comparaison multiple avecla méthode FDR de Benjaminiet
Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative.
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Figure 58 : Expressions relatives des différents gènes étudiés dans les feuillesde boutures A de
différents cépages cultivéesen serre à Bordeauxen 2016.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par date de prélèvement)
Test statistique: testdecomparaison multiple avecla méthode FDRdeBenjaminiet Hochberg, avec
ajustement des p-value. Seuil de significativité : p-value <0,0001. Les données sans marquede
significativité ne présentent aucune différence avec les différents facteurs.
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confirmé par les résultats d’observation des symptômes décrits dans le chapitre I. Le point 60 

jours post-infection est conservé. Tout comme précédemment, les analyses transcriptionnelles 

des échantillons de feuilles asymptomatiques ont permis de calculer les facteurs d’induction 

des cinq gènes mais aussi leur expression relative normalisée par le gène GAPDH dans les 

conditions témoin et infectée.  

 La Figure 57 représente les différents facteurs d’inductions des gènes aux différents 

temps d’infection pour tous les cépages. Cette année encore les valeurs sont faibles, avec un 

facteur d’induction le plus élevé à 3,27 (Ugni Blanc à 120 jours pour le gène VvNDHG). 

Certains gènes ont des profils à l’opposé de ceux des années précédentes, comme le gène VvHT5 

qui est réprimé à 120 jours par tous les cépages, alors qu’il était induit les autres années. De 

même pour le gène VvNDHG qui est induit par les cépages à cette même date sur cette 

campagne d’infection alors qu’il était réprimé en 2014 et par certains cépages en 2015. Le gène 

VvNTR1 est induit à 15 jours post-infection par les quatre cépages comme en 2014 alors qu’il 

était réprimé en 2015. Aucun facteur d’induction de gènes ne différencie les cépages suivant 

leur sensibilité. 

 L’analyse des expressions relatives montrent que globalement, les gènes n’ont pas 

les mêmes profils d’expressions que lors des deux années précédentes (Figure 58). Le gène 

VvHT5 ne montre aucune différence significative entre les conditions témoins et infectée de 

chaque cépages. On ne retrouve pas non plus l’induction plus forte du gène à 120 jours post-

infection observée en 2014. L’expression de base est également plus faible que lors des deux 

autres campagnes. Le gène VvCWINV1 ne présente aucune différence significative quel que 

soit la condition. L’expression du gène VvNTR1,4 diminue moins en condition infectée que lors 

des précédentes campagnes. Le niveau d’expression le plus faible est à 3 jours et c’est 

probablement dû à la méthode d’infection, qui fragilise la plante et doit perturber son transport 

de nutriments. L’expression relative du gène VvNDHG diminue le long de la cinétique de 

prélèvement, sauf pour l’Ugni Blanc. Le gène VvFBA2 est relativement stable tout au long de 

la campagne et les différences d’expression significatives sont anecdotiques. 

 Pour résumer cette dernière campagne, les expressions relatives et les facteurs 

d’inductions sont plus faibles et ont moins de différences significatives entre eux que lors des 

campagnes précédentes. Des variations entre répétitions biologiques sont également 

remarquables. Malgré le changement de souche infectieuse, les résultats de cette campagne ne 

permettent pas de valider un ou plusieurs gènes marqueur de sensibilité. 



VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvFBA2 VVNDHG
Merlot 0,69 0,49 0,93 0,72 1,16
Cabernet Sauvignon 1,15 1,39 1,25 0,63 1,80
Ugni Blanc 2,04 1,29 1,25 0,72 0,80
Chardonnay 0,39 0,63 1,01 1,08 1,05
Merlot 1,21 1,25 0,61 0,78 1,07
Cabernet Sauvignon 1,46 1,28 0,56 0,77 0,28
Ugni Blanc 0,63 0,70 1,62 1,39 1,06
Chardonnay 0,81 1,05 0,88 0,94 0,90
Merlot 0,35 0,32 1,11 1,14 3,10
Cabernet Sauvignon 0,50 0,22 0,88 0,99 0,73
Ugni Blanc 0,26 10,27 0,65 0,65 2,92
Chardonnay 0,64 0,67 0,98 1,61 0,82

30 jrs

60 jrs

120 jrs

VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvFBA2 VVNDHG
Merlot 0,62 0,40 0,67 1,06 0,60
Cabernet Sauvignon 1,36 1,90 1,83 1,19 3,33
Ugni Blanc 0,47 0,50 0,77 1,02 0,93
Merlot 0,67 0,94 0,83 0,91 2,16
Cabernet Sauvignon 1,42 1,13 1,00 0,81 0,91
Ugni Blanc 0,63 1,75 3,32 2,92 3,06

120 jrs

60 jrs

Figure 59 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dans les feuilles
de boutures de différents cépages cultivéesen phytotron à Poitiers, moyennés sur deux
campagnes�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q(2015et 2016).
(N= 4 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par datede prélèvementet par
an), Vert : répression du gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: induction du gène
lorsquela plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre Témoinet plante inoculée
(FI=1). Test statistique: testde comparaison multiple avecla méthode FDR de Benjaminiet
Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative, sauf pour Ugni Blanc
avecle gèneVvCWINV1à 120 jours.

Figure 60 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dans les feuilles
debouturesdedifférents cépages cultivéesen serre à Poitiers (en 2015).
(N= 4 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépage par datedeprélèvement), Vert :
répression du gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: induction du gène lorsquela
plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre témoinet plante inoculée (FI=1).
Test statistique: testdecomparaison multiple avecla méthode FDRdeBenjaminiet Hochberg,
avec ajustement des p-value: aucune différence significative.
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iv. Bilan des campagnes d’infection in planta à Bordeaux 

En bilan des analyses transcriptionnelles des échantillons foliaires de ces trois 

campagnes d’infection in planta de boutures asymptomatiques cultivées à Bordeaux, les 

expressions des cinq gènes ne se répètent pas d’une année sur l’autre, entrainant des variations 

importantes sur le bilan global (facteurs d’induction moyennés sur les trois ans : annexe I). 

Aucun gène ne se démarque clairement pour être retenu comme gènes marqueurs de sensibilité, 

sauf peut-être les gènes VvHT5 et VvCWINV1 qui sont exprimés différemment entre les deux 

conditions de traitement témoin et infectée mais aussi entre les cépages sensibles et le tolérant, 

en 2014 seulement. Les variations de réponses sont probablement dues à différents stress 

biotiques et abiotiques que les plantes ont subis en serre, comme une sécheresse en 2014 

accompagnée d’Oïdium, maladie également signalée en 2015. Ces différents stress peuvent 

jouer sur les expressions des gènes, rendant la validation des marqueurs impossible. Dès la 

campagne 2015, des plantes ont été cultivées en conditions contrôlées à 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’infection in planta à Poitiers 

Donc, dans le but de renforcer les résultats obtenus en serre à Bordeaux et de valider les 

gènes dans différentes conditions, des boutures infectées in planta ont été cultivées à Poitiers. 

Les feuilles asymptomatiques ont été prélevées en phytotron sur les temps longs de culture post 

infection (30, 60 et 120 jours) pendant deux années (2015 et 2016) et en serre à 60 et 120 jours 

post infection sur une année (2015). Les cépages Merlot, Cabernet Sauvignon et Ugni Blanc 

ont été utilisés, ainsi que le Chardonnay cultivé en phytotron en 2016.  

 Les facteurs d’induction des échantillons prélevés en serre de Poitiers sont détaillés 

dans la Figure 59 et ceux prélevé dans le phytotron dans la Figure 60. Peu de résultats sont 

similaires entre ces deux types de cultures à Poitiers et ils sont aussi différents avec les facteurs 

d’induction des gènes des échantillons prélevés à Bordeaux. Par exemple, le gène VvHT5 est 

réprimé en phytotron et en serre par les cépages (sauf le Cabernet Sauvignon) à 120 jours post 

infection alors que ce gène avait tendance à être induit lors des différentes campagnes 

d’infection de Bordeaux. Le gène VvCWINV1 est induit à 120 jours dans les feuilles infectées 

et cultivées à Bordeaux en 2014, alors qu’il est réprimé par les échantillons cultivés à Bordeaux 

en 2016 et dans le phytotron à Poitiers. De manière générale les facteurs d’induction des 



A B C

GD E F

H I

Figure 61 : Différents stresset symptômes observés sur les boutures cultivéesen serre
(A à G) et enphytotron (H et I) .
(A B et C) décoloration ou coloration des feuilles (anthocyannées ou chlorosées), (D)
oïdium, (E) érinose, (F) Botrytis, (G) feuilles nécrosées (desséchées,et traces noirâtres
�G�¶�R�w�G�L�X�Pou mildiou (vieille infection), (H) boursoufflures inconnueset (I) dépérissement
rapide inconnu.
(Photographies personnelles).
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échantillons du phytotron et de la serre de Poitiers sont faibles et sans différence significative, 

sauf pour l’Ugni Blanc en serre à 120 jours qui induit fortement le gène VvCWINV1 lors de 

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

vi. Bilan des études transcriptomiques de feuilles 
asymptomatiques de boutures infectées in planta  

Les expressions des gènes semblent très dépendantes des conditions de cultures. De 

plus, lors des différentes campagnes, différents stress biotiques et abiotiques ont été observés, 

entrainant des biais dans les résultats des analyses moléculaires. En effet, une dégradation 

générale de l’état des plantes, quel que soit le cépage, se remarque après quelques semaines de 

cultures, que ce soit pour les plantes infectées ou témoins, et à chaque campagne d’infection. 

Ce phénomène est surtout visible au-delà de 30 à 60 jours post-infection de culture, avec 

l’apparition de feuilles anthocyanées (Figures 61 A et B) ou chlorosées (Figure 61 C).  De plus, 

différentes maladies foliaires ont été observées, comme l’Oïdium, qui a été observé chaque 

année (Figure 61 D), ainsi que de fortes attaques d’Erinose (Figure 61 E). Pour les dates les 

plus courtes, quelques symptômes de pourriture grise ont été notés (Figure 61 F). Tous ces 

stress entrainant des dégâts sur les feuilles, comme des nécroses importantes (Figure 61 G), 

empêchant l’analyse transcriptionnelle des gènes sur ces échantillons. Lors de certaines 

campagnes, des soucis d’arrosage ont également été signalés ainsi que des variations de 

températures importantes en serre. En phytotron, où les conditions sont contrôlées, un 

dépérissement rapide des plantes a été observé, ainsi que l’apparition de boursoufflures sur les 

feuilles (d’origine inconnue) (Figures 61 H et I). Tous ces problèmes ont probablement entrainé 

des modifications physiologiques de la plante, jouant ainsi sur les réponses des boutures à 

l’infection par Eutypa lata.  

 

Dans l’ensemble, les résultats obtenus sur les feuilles asymptomatiques sont peu 

concluants. En analysant les facteurs d’induction des différents gènes des conditions témoin et 

inoculée, une diminution de l’induction au cours des différentes campagnes laisse supposer 

quelques modifications de la souche d’Eutypa lata utilisée. En effet, la Figure 62 représente les 

facteurs d’induction du gène VvHT5 analysés lors du CASDAR V908 et au cours de cette thèse, 

lors des trois campagnes d’infection sur le Merlot et l’Ugni Blanc. Une diminution de ce facteur 

est constatée au cours des années : le champignon semble avoir de moins en moins d’effet sur 

les plantes. De même sur le niveau des expressions relatives, qui est de plus en plus faible au 
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Figure 62 : Facteurs �G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�Vdu gèneVvHT5 dans les feuilles prélevées sur des
boutures de Merlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc infectées depuis 120 jours au cours des
différentes campagnes�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qde 2012 à 2016et différentes conditionsde cultures
à Bordeaux et à Poitiers. Pour des facilitéde lecture, les facteurs sont représentés sous
une forme logarithmiqueen base 2 pour analyser les répression des gènes > 1,N= 6
plantes/condition/ année pourla serre de bordeauxet N=4 pour les plantes de Poitiers.

Figure 63 : Expressions normaliséesdu gèneVvHT5 dans les feuilles prélevées sur des
boutures de Merlot et �G�¶�8�J�Q�LBlanc infectées depuis 120 jours au cours des
différentes campagnes�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qde 2012 à 2016et différentes conditionsde cultures
à Bordeauxet à Poitiers.
N= 6 plantes/condition/ année pourla serre de bordeauxet N=4 pour les plantes de
Poitiers.
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cours des années (Figure 63). Le faible niveau en 2012 peut être expliqué par des séquences 

d’amorces du gène dont l’efficacité était trop faible, ce qui a été corrigé au début de cette thèse. 

 

Les résultats obtenus sur les différentes campagnes (Bordeaux ou Poitiers) permettent 

difficilement de valider des gènes marqueurs de sensibilité. En effet, en analysant les 

expressions relatives des cinq gènes marqueurs, on constate que les gènes sont faiblement 

exprimés par rapport au gène de ménage. La forte expression de ce dernier peut entrainer des 

difficultés à valider des marqueurs de sensibilité. Il pourrait être possible de changer le gène de 

ménage et de choisir un gène moins exprimé, mais les études préliminaires sur les gènes de 

ménage ont démontré qu’il est compliqué de sélectionner un gène stable chez tous les cépages, 

dans toutes les conditions de cultures et aux différents temps de l’analyse. Sur les cinq gènes 

étudiés dans les feuilles, le gène VvNDHG est le plus faible et ne peut donc probablement pas 

être sélectionné comme gène marqueur. L’analyse des expressions relatives et des facteurs 

d’induction du gène VvFBA2 montre qu’il est fortement exprimé mais sans variation entre 

cépages ni entre les conditions d’expérimentation. Il ne peut donc pas être utilisé pour 

différencier les cépages suivant leur sensibilité. Les gènes VvHT5, VvCWINV1 et VvNTR1,4 ne 

peuvent pas être écartés puisqu’ils ont, au moins une fois au cours des différentes études, 

montrés des résultats différents entre les conditions de traitement et entre les cépages des 

feuilles asymptomatiques des boutures A infectées artificiellement in planta.  

 

 En parallèle de ces analyses moléculaires sur les feuilles asymptomatiques, sept 

autres gènes potentiellement marqueurs ont été étudiés dans le bois de chaque bouture. 

 Analyses d’expression des gènes dans le bois de boutures infectées 
in planta de Bordeaux 

En raison du temps de traitement des échantillons plus long que sur les feuilles 

asymptomatiques et les résultats peu concluants obtenus sur les feuilles asymptomatiques, les 

analyses moléculaires sur le bois ont été effectuées seulement lors d’une campagne d’infection 

(2014) sur les cépages Merlot, Cabernet Sauvignon, l’Ugni Blanc et l’hybride RV4, à 3, 15, 30 

et 120 jours post infection. Cinq gènes potentiellement marqueurs ont été révélés lors des 

précédents travaux de recherche : un transporteur de nitrate (VvNTR1.4, déjà étudié dans les 

feuilles asymptomatiques), un gène codant pour la pectate lyase (VvPL), un gène codant pour 



Figure 64 : Heatmap des facteurs�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdes différents gènes étudiés dansle
bois de boutures de différentes cépages cultivéesen serre à Bordeaux, lorsde la
campagne�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q2014.
(N= 6 plantes par conditions (témoin ou inoculée) par cépageet par date de prélèvement),
Vert : répressiondu gène lorsquela plante est infectée (FI<0,5), Rouge: inductiondugène
lorsquela plante est infectée (FI>2), Blanc : aucune différence entre Témoinet plante
inoculée (FI=1). Test statistique: test de comparaison multiple avecla méthode FDR de
Benjaminiet Hochberg, avec ajustement des p-value: aucune différence significative.

VvHT5 VvCWINV1 VvNTR1,4 VvPL VvGELP VvJRL VvABCTP
Merlot 0,63 1,07 0,88 0,99 0,55 0,76 1,64
Cabernet Sauvignon 1,79 0,77 0,69 0,46 0,95 0,08 1,32
Ugni Blanc 1,45 0,86 0,42 0,82 1,85 0,82 0,43
RV4 0,84 0,98 0,27 1,39 ND 0,41 1,94
Merlot 2,80 1,63 0,40 1,48 1,29 1,96 3,18
Cabernet Sauvignon 15,98 2,49 0,71 1,27 0,09 0,15 1,36
Ugni Blanc 1,29 1,66 1,43 0,63 0,09 3,44 1,47
RV4 3,58 1,01 0,67 1,32 2,55 1,48 1,30
Merlot 1,15 0,93 1,02 0,75 1,01 0,13 0,74
Cabernet Sauvignon 0,65 2,40 0,87 0,53 0,76 1,17 6,68
Ugni Blanc 0,50 1,37 1,83 0,98 0,34 0,80 0,80
RV4 2,46 0,90 1,26 1,17 10,39 38,26 7,17
Merlot 0,92 1,35 0,40 0,94 1,19 0,78 1,42
Cabernet Sauvignon 0,85 1,04 0,88 2,40 0,43 0,74 0,50
Ugni Blanc 2,24 0,84 2,31 6,02 1,06 1,34 0,85
RV4 3,47 0,39 1,20 3,04 0,60 6,95 0,42

3 jrs

15 jrs

30 jrs

120 jrs
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une GDSL estérase (protéine lyase) (VvGELP), un autre pour une jacaline proche d’une lectine 

(VvJRL) et un gène codant pour un ABC transporteur (ATP Binding Cassette transporteur) 

(VvABCTP). Les gènes VvHT5 et VvCWINV1 sont rajoutés à l’analyse pour étudier l’effet de 

l’infection sur les gènes intervenant dans les flux de sucre dans la plante. 

Seuls facteurs d’induction sont représentés sous forme de heatmap. Tout comme pour les 

résultats précédents, la Figure 64 rapporte le facteur d’induction des gènes exprimés dans les 

plantes infectées par rapport aux plantes témoins, normalisé avec le gène de ménage GAPDH, 

aux différents temps de prélèvement de la campagne pour les cépages étudiés. Les réponses en 

rouge correspondent à l’induction du gène dans les plantes infectées (FI>2), et en vert, la 

répression du gène (FI<1). Un facteur d’induction égal à 1 indique qu’il n’y aucune différence 

entre les conditions témoin et infecté (en blanc). Pour identifier des gènes potentiellement 

marqueurs de sensibilité, il faut que leur expression soit différente entre le cépage tolérant et le 

cépage sensible. 

La plupart des gènes sont réprimés 3 jours après l’infection, quel que soit le cépage, sauf 

le gène VvABCTP. C’est probablement dû à une activité forte du champignon qui se trouvait 

jusque-là dans des conditions idéales de croissance sur milieu de culture malt agar. A 15 jours 

post infection, le gène codant pour la GDSL estérase (VvGELP) est induit par le Merlot et 

réprimé par les deux cépages sensibles Cabernet Sauvignon et l’Ugni Blanc. L’hybride RV4 se 

comporte dans ce cas comme le Merlot. A 30 jours, les gènes VvHT5 et VvGELP sont également 

induits par le Merlot et réprimés par les deux autres cépages. Le gène VvCWINV1 se comporte 

à l’inverse du transporteur d’hexoses. Mais la tendance s’inverse à 120 jours, où il est plus 

induit par le Merlot et le Cabernet Sauvignon que par l’Ugni Blanc et RV4. Le transporteur 

d’hexoses est lui plus exprimé par l’Ugni Blanc et RV4 à 120 jours que par le Merlot ou le 

Cabernet Sauvignon qui le répriment. Les gènes VvPL et VvABCTP présentent des profils 

d’expression différents entre le cépage tolérant et les sensibles, l’un est réprimé par le Merlot 

et l’autre induit, respectivement. Malgré ces tendances d’expression, le test statistique ne 

permet pas d’affirmer qu’il y a des différences d’expressions entre les cépages aux différents 

temps d’infection. 

 Ces quelques résultats obtenus lors des analyses sur le bois ne permettent pas de 

mettre en avant un gène marqueur de sensibilité. Les réponses dans le bois étant dépendantes 

de la quantité de mycélium introduite, de l’état des boutures et du bois, du perçage, de la 

cicatrisation de la blessure, les résultats sont donc variables d’une plante à l’autre. Même si 

c’est le lieu d’infection, l’utilisation du bois pour identifier des gènes marqueurs n’est donc pas 

idéale, d’autant plus que le traitement des échantillons est bien pour long que sur les feuilles.  
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C. Bilan  

 

Les analyses moléculaires effectuées sur les feuilles asymptomatiques et le bois des 

boutures infectées in planta artificiellement et cultivées en serre ou en phytotron sur trois 

campagnes d’infection ne permettent pas de valider des marqueurs de sensibilité à l’Eutypiose. 

Les plantes subissent plusieurs stress au cours de la culture qui peuvent influencer les 

expressions des différents gènes et donc fausser la validation des gènes marqueurs puis du 

diagnostic de sensibilité. Les résultats obtenus 3 ou 15 jours après l’infection sont aussi 

perturbés par le stress du rempotage et du perçage récent des plantes, pouvant induire en erreur 

les analyses ou entrainer des variations de réponses importantes entre les plantes. Le délai de 

120 jours post-infection permet de se rapprocher au plus près des temps long d’infection du 

champignon en vignoble, mais les boutures sont fragiles et se retrouvent en mauvais état au-

delà de 60 jours de culture en serre. Une installation en phytotron peut être envisagée mais le 

nombre de plante est limité et elles ne semblent pas s’acclimater correctement dans cet 

environnement, il faut donc mettre en place un protocole de culture de boutures de vigne dans 

ce type d’installation. 

De plus, la diminution des facteurs d’induction pour un même gène, au même temps 

d’infection, sur les mêmes cépages d’une année à l’autre, laisse supposer une variabilité du 

pouvoir pathogène de la souche utilisée pour infecter les boutures. En effet, certains 

microorganismes vont dérivés au cours des repiquages successifs entrainant ainsi l’apparition 

de variantes génétiques ou une perte de certaines propriétés. 

Ainsi, pour limiter l’influence des facteurs extérieurs lors de la validation des marqueurs 

moléculaires, mais aussi lors du diagnostic de sensibilité, une méthode d’infection in vitro par 

Eutypa lata de disque foliaire de différents cépages de vigne est mise en place.  
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II.  Mise en place d’un test d’infection in vitro de disques foliaire de 
vigne 

 

Suite aux résultats obtenus en analysant les feuilles asymptomatiques des boutures infectées 

artificiellement, une alternative est proposée. En effet, les interactions avec d’autres stress 

biotiques ou abiotiques et la cinétique de réponse trop longue sont un frein dans la mise en place 

d’un test rapide et efficace de diagnostic de sensibilité des cépages à la maladie.  

De nombreuses méthodes d’interaction in vitro entre Vitis vinifera et différents pathogène(s) 

existent et permettent d’analyser les réponses à l’infection rapidement. Par exemple, des études 

sont effectuées à partir de cals cellulaires ou de suspensions cellulaires indifférenciées de vigne 

(Bénard-Gellon et al., 2015; Mutawila et al., 2017; Ramírez-Suero et al., 2014; Stempien et al., 

2017). Cependant, lors de l’interaction, les deux protagonistes réagissent en réponse à la 

perception de l’autre. Or avec des cellules indifférenciées, sans tissus, le pathogène peut réagir 

moins fortement qu’en présence de tissus végétaux, notamment les champignons nécrotrophes, 

et donc entrainer une perte d’informations possible avec ce modèle d’étude. De plus, lors de 

l’infection d’un cep de vigne par les MDB, le pathogène est présent seulement dans le bois 

(Larignon, 2012), or les feuilles réagissent à l’infection (Camps et al., 2010; Camps et al., 2014; 

Rotter et al., 2009). Il y a donc un dialogue moléculaire qui s’établit entre le tronc et les feuilles. 

Ce dialogue peut être perdu lors de l’utilisation de cellules indifférenciées ou lors de l’utilisation 

de sécrétum d’éliciteurs du pathogène. Il faut donc mettre en place un système d’infection in 

vitro, conservant le tissu foliaire et le mycélium, tout en les séparant physiquement mais en 

gardant une communication moléculaire entre eux. 

Une méthode d’infection in vitro de disques foliaires et de cellules d’Arabidopsis thaliana 

par Botrytis cinerea est utilisée au laboratoire de Poitiers (Veillet et al., en soumission). Cette 

méthode permet une infection du matériel végétal sans contact direct avec l’agent pathogène. 

Un insert de culture comportant une membrane poreuse, permet de séparer physiquement les 

deux protagonistes tout en gardant un dialogue moléculaire entre eux. Cette méthode permet de 

contrôler l’infection mais aussi de réduire les temps de l’infection et des réponses moléculaires. 

Elle est donc testée pour valider les marqueurs moléculaires de sensibilité. Cette méthode 

d’infection a été utilisée dans un premier temps au début de l’année 2016 pour vérifier 

l’agressivité de la souche, notamment sa capacité à être reconnue par la plante, pour sélectionner 

la souche utilisée pour infecter les boutures de vigne de la dernière campagne d’infection 
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(2016). Ensuite, elle a été adaptée à l’infection de disques foliaires de vigne pour valider les 

marqueurs moléculaires de sensibilité et étudier l’interaction Vitis vinifera/Eutypa lata. Des 

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

A. Choix de la souche utilisée pour les infections 

La diminution des réponses à l’infection in planta des boutures (A) à entrainer des 

doutes sur la pathogénicité et la capacité élicitrice de la souche d’Eutypa lata utilisée. Avant 

d’infecter les boutures de la dernière campagne d’infection en 2016, la souche utilisée à 

Bordeaux (Bx 1-10 Bordeaux) est comparée à celle entretenue à Poitiers (Bx 1-10 Poitiers) et 

la souche originelle (Bx 1-10). Les souches de Bordeaux et de Poitiers proviennent de 

repiquages systématiques de la souche Bx 1-10 et sont entretenues aux laboratoires de Bordeaux 

et de Poitiers respectivement depuis de nombreuses années. Une souche connue pour être peu 

agressive (entrainant peu ou pas de symptômes) est aussi utilisée (Bx 1-5) (Péros et al., 1997). 

La comparaison est dans un premier temps effectuée sur des feuilles de vitroplants détachées 

de Merlot, infectées en utilisant le système de l’insert de culture, où elles sont mises en culture 

avec le mycélium pendant 3 jours, sans contact direct. Les vitroplants sont utilisés dans un 

premier temps par manque de temps pour produire du matériel végétal à partir de boutures 

saines (boutures 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 de feuilles de 

boutures de vignes saines (B) cultivées en serre à Poitiers, prélevées entre les rangs foliaires 2 

et 5 en partant du haut de la plante. L’infection avec les disques foliaires se déroule de la même 

manière, avec un prélèvement des échantillons trois jours après le début de l’infection. 

L’utilisation de disques foliaires est privilégiée pour la méthode de diagnostic de la sensibilité 

car un plus grand nombre de cépages peut être étudié.  

La vérification de la capacité élicitrice du champignon est basée sur l’induction des 

défenses de la plante en quantifiant par HPLC deux stilbènes produits par la vigne en cas 

d’infection fongique, le resvératrol e�W���O�D���™-viniférine (Coutos Thévenot et al., 2001). Les feuilles 

de vitroplants de Merlot sont détachées et déposées dans l’insert de culture se trouvant dans une 

solution de milieu de culture liquide contenant du mycélium d’Eutypa lata des différentes 

souches en croissance depuis quatre jours. Après trois jours d’incubation, les feuilles sont 

récupérés, et les composés phénoliques sont extraits et étudiés par HPLC. 
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Figure 65 : Quantification du resvératrol et de �™-viniférine dans les feuilles
détachéesde vitroplants de Merlot après 3 jours �G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qpar différentes souches
�G�¶Eutypa latapar HPLC.
(A) chromatogramme obtenu lorsde�O�¶�D�Q�D�O�\�V�H��(B) quantification dela concentrationen
stilbènes dans les feuilles infectéesen fonction des différentes souches utilisées : rouge,
la souche�G�¶�R�U�L�J�L�Q�HBx 1-10, bleu,la souche de Bordeaux, vert, cellede Poitiers,en
marron la souche peu agressiveBx 1-5 et en noir, la condition témoin non infectée,
histogramme uni,�™-viniférine (tempsderétention 24 minutes)et histogramme hachuré,
resvératrol (temps de rétention 22 minutes).
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Figure 66 : Quantification du resvératrol et de �™-viniférine dans les disquesfoliaires de
Merlot (A) et �G�¶�8�J�Q�LBlanc (B) après 3 jours�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qpar différentes souches�G�¶Eutypa
lata par HPLC.
A partir des chromatogrammes obtenus lors de�O�¶�D�Q�D�O�\�V�H, la concentrationen stilbènes
synthétisés est calculéeen fonction des différentes souches utilisées : rouge,la souche
�G�¶�R�U�L�J�L�Q�HBx 1-10, bleu,la souchede Bordeaux, vert, cellede Poitiers,en marronla souche
peu agressiveBx 1-5 et en noir, la condition témoin non infectée, histogramme uni,�™-
viniférine (tempsde rétention 24 minutes)et histogramme hachuré, resvératrol (temps de
rétention 22 minutes).



Chapitre II  

101 
 

La Figure 65 A représente le chromatogramme obtenu lors de l’analyse par HPLC de 

ces composés phénoliques. Les pics aux temps de rétention 22 minutes et 24 minutes 

corresp�R�Q�G�H�Q�W���U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���D�X���U�H�V�Y�p�U�D�W�U�R�O���H�W���j�� �O�D���™-viniférine. Avec l’aire sous ces pics, la 

concentration des molécules par milligramme de matière fraiche (MF) est calculée (Figure 65 

B). La concentration en stilbènes synthétisés est plus importantes dans les feuilles de vitroplants 

infectées par la souche d’origine Bx 1-10. Les deux souches entretenues à Bordeaux (Bx 1-10 

Bordeaux) et Poitiers (Bx 1-10 Poitiers) induisent moins leur synthèse dans les vitroplants de 

Merlot. Les réponses de défense de la plante sont moins induites par la souche peu agressive 

(Bx 1-5). Il y a donc une différence de réponses à l’infection suivant la souche utilisée. La 

souche entretenue à Bordeaux, utilisée pour infecter in planta les boutures lors des campagnes 

2014 et 2015 doit avoir varié avec les repiquages successifs.  

Afin de vérifier ces résultats, les trois souches sont utilisées pour infecter des disques 

foliaires de Merlot et d’Ugni Blanc issus de boutures saines cultivées en serre. La Figure 66 

représente les chromatogrammes obtenus lors des analyses HPLC, avec en Figure 66 A les 

résultats du Merlot et en Figure 66 B ceux de l’Ugni Blanc. Les histogrammes représentent les 

concentrations calculées des deux stilbènes à partir des aires sous les pics. Les résultats 

précédant se répètent avec ce matériel végétal. C’est bien la souche d’origine qui induit le plus 

la synthèse de composés antifongiques. De plus, l’Ugni Blanc semble beaucoup moins réagir 

que le Merlot. En effet, il n’y a pas de différences de réponses aux différentes souches d’E. lata. 

Cette constatation apporte peut être une hypothèse sur la forte sensibilité de ce cépage à 

l’Eutypiose, avec une faible perception du pathogène par exemple, entrainant une synthèse 

faible de molécules de défenses. 

Ces résultats préliminaires ont permis d’identifier une diminution de la capacité 

élicitrice de la souche utilisée pour infecter les boutures à Bordeaux. La souche Bx 1-10 

d’origine a été utilisée pour infecter les plantes de la campagne 2016. Les observations 

phénotypiques de l’apparition des symptômes des boutures des campagnes d’infection in planta 

de Bordeaux permettent de confirmer que malgré la diminution de la capacité élicitrice de la 

souche E. lata de Bordeaux au cours des dernières années, la pathogénicité n’est pas altérée. En 

effet, la souche Bx 1-10 Bordeaux permet toujours d’obtenir des symptômes. Les observations 

de la campagne 2016 ont même identifié plus de symptômes forts que l’année précédente, 

probablement dû à l’infection avec cette souche d’origine Bx 1-10 (chapitre I). C’est également 

cette souche originelle qui est utilisée pour infecter les disques foliaires par le système in vitro. 

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

en utilisant l’insert de culture. Ce système d’infection est donc utilisable pour valider des 
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Figure 67 : Quantification des stilbènes synthétisés (A)et facteurs �G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdu
gènede la stilbène synthaseau cours de la cinétique �G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qde feuilles détachées
devitroplants deMerlot prélevées à 2, 3et 4 jours post infection.
(A) quantification par HPLC des stilbènesen fonction du temps deco-culture entrela
feuilléeet le mycélium�G�¶Eutypa latade soucheBx 1-10.
(B) facteur�G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qdu gène codant pourla stilbène synthase (VvSTS1) enfonction des
différents tempsde la cinétique.Le facteur �G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Qest normalisé parle gène de
ménageGAPDH.
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Figure 68 : Photos des feuilles détachéesde vitroplants de Merlot à 3 jours de co-
culture avecle mycélium �G�¶E. lata desoucheBx 1-10.
(A) Témoin non infecté,(B et C) infectées(B et C) ou non (A) à 3 jours deco-culture.
A partir de 4 jours�G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��les feuilles infectées commencent a développerde grosses
nécroses ou àsedécolorer.
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marqueurs moléculaires de sensibilité. En parallèle de ces essais d’infection avec les différentes 

souches, d’autres essais ont été mis en place en effectuant différentes cinétiques de prélèvement, 

afin d’optimiser l’infection et de choisir le bon temps de prélèvement.  

B. Mise en place de la cinétique d’infection in vitro 

Comme Eutypa lata ne sporule pas en boite de Pétri, c’est le mycélium qui est utilisé 

pour infecter les disques foliaires. Ce champignon a une croissance lente en milieu de culture, 

il lui faut donc un certain temps avant de coloniser son milieu. Pour homogénéiser la quantité 

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 récupéré et mélangé dans 

du milieu de culture liquide. Pour obtenir de meilleures réponses des disques foliaires infectés, 

il est mis en culture dans les puits 4 jours avant l’infection, pour lui permettre de coloniser le 

puits avant d’ajouter l’insert de culture avec le disque foliaire et du milieu neuf. Tout comme 

pour le choix de la souche, les essais ont été effectués dans un premier temps sur des feuilles 

détachées de vitroplant de Merlot, puis sur des disques foliaires de Merlot et d’Ugni Blanc. 

Cette fois-ci, en plus du dosage des phytoalexines, l’expression du gène codant pour la stilbène 

synthèse VvSTS1, enzyme précurseur de la synthèse des stilbènes, est étudiée en RT-qPCR.  

Les feuilles détachées de vitroplant sont prélevées à 2, 3 et 4 jours d’incubation. La 

Figure ������ �$�� �U�H�S�U�p�V�H�Q�W�H�� �O�D�� �T�X�D�Q�W�L�W�p�� �G�H�� �U�H�V�Y�p�U�D�W�U�R�O�� �H�W�� �G�¶�™-viniférine mesurée par HPLC. Les 

stilbènes sont quasiment inexistants dans les feuilles de vitroplant non infectées. En revanche 

on constate une augmentation de leur concentration au cours de la cinétique à partir de 3 jours 

de co-culture avec le mycélium. C’est après 4 jours d’incubation que les molécules sont le plus 

synthétisées dans la feuille de vitroplant. Cependant, dès 4 jours, les feuilles commencent à se 

nécroser ou à développer des chloroses (Figure 68). L’analyse du facteur d’induction du gène 

de la stilbène synthèse (Figure 67 B),  montre qu’il est induit dès 2 jours d’incubation, puis cette 

induction diminue à 3 et 4 jours. Le décalage entre l’induction du gène et la synthèse de la 

molécule est normal puisque la biosynthèse des molécules n’est pas instantanée. De manière 

générale, les résultats à partir des feuilles détachées de vitroplant laissent penser que le 

dépérissement des feuilles au-delà de 3 jours (apparitions de nécroses)  peut fausser les résultats 

obtenus en RT-qPCR ou HPLC. De plus, ces nécroses entrainent une diminution de la quantité 

de matériel biologique disponible, causant des difficultés d’extraction des molécules. 
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