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Les mécanismes
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Des utilisations possibles pour lutter
contre les pathogenes
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Létude de nouvelles stratégies de lutte contre les parasites et ravageurs de la vigne
nécessite de mieux connaitre les mécanismes de défense de la plante et de ses baies.
Les travaux entrepris depuis quelques années dans ce domaine montrent Uintérét
d'intégrer dans les programmes d'amélioration génétique de la vigne (hybridation,
transformation génétique...), les connaissances nouvelles apportées par la recherche

€ Amont.

Nous allons, i aide de quelques exemples, tenter de décrire certains mécanismes de
défense naturelle, mis en place avec plus ou moins de succés, par les principaux
groupes d espéces du genre Vitis, pour tenter de combattre les nombreux: pathogénes

qui agressent les Vitaceae.

ans le genre Vitis, les différents groupes

despéces n'ont pas le méme comporte-

ment vis-2-vis des pathogenes. Le grou-
pe qui comprend l'ensemble des cépages de
V. vinifera est généralement le plus sensible aux
pathogénes. Il sagit des quelque 400 cépages
cultivés parmi les 7 000 connus, pour la produc-
tion de raisin de cuve et de rable.
Par ailleurs, le groupe américain (V labrusca,
V viparia, V. rupestris, V. berlandiers, erc) a des
especes qui sont généralement tolérantes, voire
résistantes aux pathogenes. Cest 2 partir de croi-
sements entre ces espéces et les cépages de V vini-
féra que les porte-greffe tolérants au Phylloxéra ont
été obtenus. Muscadinia rotundifolia, quant 2 lui, a
éé utilisé pour introduire dans V vinifera un
caractere de résistance au champignon Oidium

(Uncinula necator) (Bouquet, 1986).

Actuellement, la grande majorité des vignobles
du monde nécessitent des traitements phytosa-
nitaires pour combattre les pathogénes.

Cependant, tous les pathogenes ne peuvent pas
étre éradiqués par la lutte chimique (ou ne pour-
ront plus I'étre & terme), pour l'une ou l'autre
des raisons suivantes : 1) il n'y a pas de produit
approprié (ex. des anti-virus) ; 2) les produits
utilisés peuvent étre dangereux pour 'homme et
I'environnement (ex. des maladies du bois, Esca
notamment, par les arsénites de soude) ; 3) er
enfin certains produits ont induit des résistances
(ex. Botrytis et Oidium).

La protection de l'environnement et de la santé
de 'homme nécessite une réflexion et des actions
autour d’une protection raisonnée et / ou biolo-
gique de la vigne. Ces démarches sont entre-
prises en France depuis de nombreuses années

Génotypes Symptémes Phénols constitutifs Phénols induits
R Pas de Dérivés galliques +H Flavonoides (1j.)* +H+
développement | Tanins catéchiques | +++
du mycélium
a0 Développement Dérivés galliques + T. catéchiques i
limité du Tanins catéchiques ++ Flavonoides (8;.)* ++
mycélium
S Développement Dérivés galliques +
important du Tanins catéchiques *
mycélium
*: Jours d'apparition des flavonoides. + ,++, +++: Augmentation de la concentrations des phénols.
(Dai et al, 1995).

46

De 1 a 3 : Développement du Mildiou

a la surface des feuilles de trois génotypes
de vigne, trois jours aprés I'inoculation.

1 - Développement mycélien important sur
V. vinifera cv. Grenache (sensible, «S»] ;
2 - Développement mycélien limité sur

V. rupestris (tolérant, «T») :

maintenant. Parmi les études pour trouver des
solutions complémentaires, voire alternatives 4 a
lutte chimique, une approche biologique peut
étre envisagée. La voie la plus utilisée actuelle-
ment est la lutte biologique qui dans son sens
strict consiste 4 utiliser des organismes vivants
(ou leur sous-produit), pour lutter contre les
pathogeénes. Une autre voie biologique, interne &
la vigne, peut s'avérer intéressante, celle portant
sur les mécanismes de défense ou de résistance
chez le genre Vitis.

Nous proposons de présenter quelques-uns de
nos récents résultats sur les défenses naturelles de
la vigne, assorties d’une synthese bibliographique
sommaire (hors défenses mécaniques). Parmi les
défenses biochimiques, il nous semble important
de distinguer, sans forcément les dissocier, les
défenses de I'appareil végétatif de celles des baies,
comme nous allons I'illustrer ci-dessous.

Les défenses de appareil
vegétati

Pour se défendre, les plantes synthétisent des
composés qui peuvent étre présents dans leurs
tissus préalablement 4 l'attaque des pathogenes,
on parlera alors de composés de défense consti-
wtifs. Lorsque la synthése des composés de
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En réaction a la fixation des baies d’un hybride M. rofundifolia x
appressoria ou a la pénétration des V. vinifera (coloration au Neu).
sucoirs du champignon, des zones 5, 6 - Observations au stade herbacé
nécrotiques se sont formées au [fermeture de la grappe). Les flavo-
niveau de I'épiderme. (x 100). noides (F), les dérivés galliques (DG) et
IN : zone nécrotique ; Cl : cléistothéce. les dérivés caféiques (DC) sont nette-
De 5 a 8 - Observations histochi- ment visibles en (5). En (6], seuls F. et
miques de coupes transversales de DC. deviennent jaune fluorescent.

7, 8 - Observations au stade de
maturité, aux mémes longueurs
d’ondes. Les photos montrent une
nette diminution des différents
groupes phénoliques, en particulier
dans la zone tissulaire comprise
entre I'épiderme (E) et les faisceaux
conducteurs (FC).

3 - Pas de germination des conidies
sur Muscadinia rotundifolia
(résistant, «R»). Coloration au
calcofiuor (x 100), (Dai ef al., 1995).
4 - Observation histochimique

| d’une coupe transversale de baie de

| Carignan contaminée par I'Oidium

¢ [coloration au Neu, filtre bleu).

défense est déclenchée, de fagon directe ou indi-
recte, par les pathogenes, on parlera alors de
composés induits.

La relation vigne-Mildiou
Les défenses constitutives

Les composés phénoliques (voie de I'acide shiki-
mique) des feuilles de deux especes du genre
Vitis et d'une espece du genre Muscadinia, de
sensibilité différente au Mildiou, ont été analysés
(Dai ez al., 1995). 1l s'agit de Vitis vinifera cv.
Grenache noir (sensible, « S »), de Vs rupestris
(tolérant, « T ») et de Muscadinia rotundifolia
(résistant, « R »). Des différences nettes ont été
mises en évidence entre « S» et « R» pour les
dérivés galliques et les tanins catéchiques
(Tableau 1). Les tanins catéchiques sont présents

dans les limbes des trois espéces 2 des concentra-
tions différentes, mais seul I'épiderme de la face
inférieure de « R» contient également ces
mémes tanins (photos 9, 10). Or dans le
vignoble, le Mildiou se développe et pénétre sur
la face inférieure des feuilles de vigne.

Les défenses induites

Une suspension de sporocystes de Plasmopara
viticola, prélevés dans les vignes de collection de
I'Agro-M, est déposée sur des feuilles excisées de
Vitis vinifera cv. Grenache noir (sensible, « S »),
de Vis rupestris (tolérant, « T») er de
Muscadinia rotundifolia (résistant, « R »), selon
un protocole mis au point par Dai ez al, (1995).
Les photos 1, 2 et 3 nous montrent clairement la
différence de croissance du champignon sur les
feuilles des vignes considérées.

Des études histochimiques ont permis de mon-
trer la présence de trans-resveratrol deux jours
apres l'infection chez « R » et cinq jours aprés
linfection chez « T». Il 0’y a pas eu de trans-
resveratrol détecté chez « S ». Les flavonoides
¢taient présents deux jours aprés l'infection chez
« R», huit jours aprés l'infection chez « T » et
absents aprés l'infection chez « S» (Dai et al,
1995). La rapidité de fabrication des composés
de défense, suite 3 leur induction par le champi-
gnon, est donc un élément important de la stra-
tégie de la plante pour lutter contre les patho-
geénes,

Les protéines de réponse (ou pathogenesis-rela-
ted proteins, ou PR proteins) sont des composés
importants de la réponse associée 4 la défense des
plantes. Les plus connus sont les chitinases et les
glucanases. Une chitinase de classe III (VCH3) a
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été mise en évidence dans des feuilles de Pinot
noir et de V. rupestris, deux i quatre jours aprés
leur inoculation avec Plasmopara viticola (Busam

et al., 1997).

Ces travaux ont permis de mettre en évidence un
comportement différent de V vinifera et de
V. rupestris face a4 lagression du Mildiou.
V. rupestris limite la progression du champignon,
notamment en développant une nécrose cellulai-
re au point de dépdt des sporocystes sur les
feuilles (nous y reviendrons dans le paragraphe
«nécrose cellulaire »). La rapidité de synthése
des chitinases (VCH3) ne semble pas, dans ce
cas, déterminante. Nous voyons bien 4 travers
ces exemples, que les stratégies de défense des
Vitis sont différentes, ce dont il faut tenir comp-
te pour les programmes d’'amélioration géné-
tique.

La relation vigne-Oidium

Des travaux récents (Giannakis ez 4/, 1998) ont
montré limplication potentielle des chitinases et
des R-1,3-glucanases dans la tolérance ou la
résistance de certaines especes de Viris 4
IOidium (Uncinula necator).

Les auteurs montrent que la présence constituti-
ve de ces enzymes hydrolytiques dans les feuilles,
associée 4 la capacité de la plante de les synthéti-
ser rapidement lorsque le pathogéne attaque,
sont deux éléments clefs de la résistance ou de la
tolérance de certains Viris du groupe d’espéces
américain (V. riparia, V. rupestris, V. labrusca).
En comparaison, les V/ vinifera analysés dans ce

De 9 a 10 - Coupes transversales de feuilles de Vitis vinifera cv.
Grenache noir [9) et de Muscadinia rotundifolia (10) colorées par le
réactif a la vanilline-HCl mettant en évidence les tanins catéchiques.

ES : épiderme supérieur ; El : épiderme inférieur ;
TC : tanins catéchiques colorés en rouge.

travail (Pinot noir, Riesling, Syrah), ont pour
leur part un taux constitutif de chitinase et / ou
de £-1,3-glucanase généralement inférieur.
Toutefois, les barrieres physiques et la synthese
d’autres composés de défense sont également des
éléments A prendre en compte dans I'étude de la
défense des génotypes de vigne.

La relation vigne-Botrytis

Des feuilles de Chardonnay ont été inoculées
avec des conidies de Botrytis cinerea, suivant un
protocole développé par Renault et al. (1996).
La transcription dARNm de 8-1,3-glucanases
est observée deux jours aprés I'infection, et les
protéines correspondantes sont détectées par
immunochimie 3 4 7 jours aprés infection
(Renault ez al, 1997). La synthese de ces pro-
téines n'empéche pas le champignon de coloni-
ser la feuille : les protéines de défense de type
glucanases synthétisées par ce cépage ne sem-
blent pas efficaces en I'état pour stopper le
champignon. Leur syntheése tardive, de 3 2 7
jours aprés l'infection, pourrait expliquer cette
apparente inefficacité A inhiber la croissance du
pathogéne.

Les défenses des baies
le raisi

En ce qui concerne les baies, il a été observé des
différences significatives de I'évolution de cer-
tains composés de défense entre le stade de crois-
sance herbacée et le stade « véraison-marurité ».
Les composés les plus érudiés actuellement sont

LES MECANISMES DE DEFENSE DE LA VIGNE

les phénols et les protéines de réponse. Ils sont
présents dans les baies de facon soit constitutive
(Cest-a-dire préalable 2 latwtaque des patho-
genes), soit leur synthese est induite par 'attaque
des pathogeénes.

Acide g{ycalfque,
pa{ygalacmrana.m et pbénols

Les concentrations de I'acide glycolique et celles
de certains inhibiteurs de polygalacturonases
diminuent 4 partir de la véraison (Pezet et Pons,

1988).
Les phytoalexines

Bavaresco et 2/ (1997) montrent une diminu-
tion des stilbénes durant la maturation des baies
de deux cépages hybrides, I'un, sensible
(Huxelrebe), et l'autre rtolérant (Castor) i
Botryris. La diminution de la concentration de
stilbénes constitutives des baies de raisin, depuis
la véraison et pendant la maturité, & également
été montrée par Jeandet er al. (1995) sur le cépa-
ge Aramon.

Cette équipe a par ailleurs montré que les baies
de raisin, durant leur maturité, peuvent synthé-
tiser du resveratrol (3,5,4-trihydroxystlilbéne)
en réponse i une attaque de Bosrysis cinerea, et
ainsi limiter la progression du pathogene.
Toutefois, si les conditions climatiques sont
favorables au développement du champignon, la
synthése de ce composé de défense, au stade
maturité, ne suffic plus 2 limiter sa progression.
Cela confirme bien I'importance de la connais-
sance de I'épidémiologic du champignon dans
les stratégies de lurte.

Nous avons, pour notre part, observé par histo-
chimie, une diminution des flavonoides, des
dérivés galliques et des dérivés caféiques des le
début de la marurité des baies de V. viniferz cv.
Syrah, dans la zone tissulaire située entre I'épi-
derme et I'anneau des faisceaux conducteurs
(Exocarpe et mésocarpe extérieur). Un hybride
de Muscadine (Muscadinia rotundifolia x V. vini-
fera ; Bouquet, INRA-GAP-Montpellier) résistant
4 P'Oidium, présente aussi une diminution des
flavonoides et des dérivés caféiques des le stade
de véraison-maturité (photos 5, 6, 7, 8). Ces
phénols, connus par ailleurs pour leur réle dans
la défense des plantes, sont essentiellement loca-
lisés dans la zone de I'épicarpe et du mésocarpe
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externe, des baies de raisin. La similitude de
compottement des baies de ces deux génotypes
(e premier sensible 2 'Oidium et le second résis-
tant), vis-2-vis de I'évolution de cerrains phénols
entre le stade herbacé et la véraison, est. Iz enco-
re, un des éléments dont il £
dans les programmes d'ar
contre les maladiss.

ut [Enir compie

Les protéines de défense

Cerraines chitinases sont spécifiques des baies
(VvChi4), et sont synthétisées dés la véraison et
pendant la marurité (Robinson er al, 1997).
Une autre famille de PRs, les glucanases, sont
également synthétisées par le fruit dés la véraison
et au cours de la maturité, comme nous I'avons
montré récemment (Kraeva ez al, 1998).

Au cours du stade de croissance herbacée des
baies, la présence de chitinases et de glucanases
constitutives n'a pas été montrée. En revanche,
suite 2 une blessure ou & une élicitation chi-
mique par l'acide salicylique, nous avons mis en
évidence, a ce stade de développement des fruits,
l'induction ’ARN messagers de £-1,3-gluca-
nases (Figure 1). Ceci illustre les différences qui
existent dans I'expression et la régulation des
genes de défense, au cours du développement de
la baie. Ces observations sont utiles pour raison-
ner les nouvelles stratégies de lutte, comme par
exemple la transformation génétique.

Lefficacité de ces composés de défense (phénols,
enzymes hydrolytiques...) pour limiter le déve-
loppement des champignons pathogénes des
baies de raisin n'a pas été encore clairement
démontré in vive. Face i I'évolution des compo-

a, b : expression, 7 jours aprés blessure, de
mBNA de B-1,3-glucanases dans le péricarpe
des baies,

a - aprés blessure,

b - aprés injection d'acide salicylique,

¢ - baies témoins. Révélation des mRNA par
la technique du Northern blotting

(Kraeva ef al., 1998).

sés de défense constirurifs ou induits, au cours du
développement de la baie de raisin, il nous parait
intéressant de signaler le comportement différent
de deux champignons : Botrytis cinerea (parasite
et saprophyte) et I'Oidium (parasite obligatoire).
Il a été observé au vignoble que la période de sen-
sibilité des baies au Botrytis, se situe de la vérai-
son a la maturité. En revanche, les baies sont sen-
sibles 4 'Oidium de la nouaison i la véraison,
soit essentiellement au stade herbacé de leur
développement (Clerjeau et al., 1998).

La nécrose cellulaire

Parmi les mécanismes de défense des plantes, la
nécrose cellulaire des tissus de la plante, permet
disoler le pathogene et de limiter son dévelop-
pement. Dans certains cas bien précis, cette
«mort cellulaire programmée » est appelée
«réponse d hypersensibilité ». Nous avons pu

!.
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observer (au stade de développement herbacé et
2 maturité), sur des baies de Carignan attaquées
par I'Oidium, la présence de zones nécrotiques
sur I'épiderme et 'hypoderme des baies (photo
4). Boubals (1961), avait observé sur des Vitis du
groupe américain, tolérants, voire résistants 3
I'Oidium, des nécroses de cellules épidermiques
de feuilles, autour des appressoria et des sugoirs.
Ces nécroses cellulaires permettent donc 4 la
plante d’empécher la fixation et la pénétration
du champignon, et ainsi de limiter son dévelop-
pement.

Toutefois, la encore sur V. vinifera, ce mécanis-
me de défense ne semble pas en mesure de stop-
per ni de limiter la progression du champignon,
comme nous avons pu 'observer au vignoble en
1997 sur des baies de raisin contaminées au
stade herbacé (INRA-Domaine de Pech-Rouge).
_ Conclusion
Les cépages de V. vinifera cultivés pour la pro-
duction de raisins de cuve ou de table, sont sen-
sibles aux parasites et ravageurs et nécessitent des
traitements phytosanitaires, tant pour des impé-
ratifs quantitatifs que qualitarifs. La fréquence
d'application de ces derniers et leur nombre,
varient d’'une année 3 I'autre et d’une région viti-
cole & l'autre.

Les progrés dans les luttes biologique et raison-
née, ainsi que la recherche de solutions futures,
complémentaires ou alternatives de la lutte chi-
mique, devraient peut-étre plus prendre en
compre, de fagon coordonnée quand cela est pos-
sible une approche biologique intrinséque 2 la
vigne et notamment dans les domaines suivants :
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I'épidémiologie des pathogenes et le microclimat
des grappes, les mécanismes de défense et/ou de
résistance des Vitis en fonction du développe-
ment, et les technologies d’application des pro-
duits dont certains pourraient agir comme sti-
mulants des défenses naturelles de la plante.
Concernant la terminologie, nous proposons en
association avec I'Institut technique de la vigne
et du vin (ITv France), d’introduire plusieurs
notions :

¢ La bio-défense, approche biologique associant
la physiologie, le métabolisme biochimique et le
patrimoine génétique de la vigne, destinée 2
assurer une meilleure protection vis-d-vis des
pathogenes. Celle-ci s'intégre comme une alter-
native ou un complément a la lutte chimique.
Cette notion peut étre scindée en deux parties, la
bio-tolérance et la bio-résistance.

o La bio-tolérance, qui intégre 4 la fois I'ap-
proche génétique classique (hybridation et sélec-
tion), les approches lides 4 la conduite de la vigne
et la stimulation des défenses naturelles.

o La bio-vésistance, liée 3 une relation de type
gene pour gene. Les techniques sont celles de
hybridation sexuée, et surtout les nouvelles
approches de la génétique moléculaire (Mauro
et al., 1995). Les techniques moléculaires per-
mettent d'intégrer dans les différents cépages de
V. winifera, des genes provenant d'espéces de
Vitis connues pour leur résistance aux parasites
et ravageurs, en principe sans modifier les autres
caractéristiques variétales, du moins c’est I'objec-
tif souhaité.

Uensemble des programmes d’amélioration de la
vigne vis-2-vis des pathogenes, les programmes
de luttes raisonnée ou biologique, les travaux sur
la conduite de la vigne, peuvent Sappuyer sur les
résultats des travaux de recherche (encore peu
nombreux par comparaison a d’autres plantes),

Mauvro, M.-C., ToUuTAIN §.,

entrepris sur les mécanismes de défense de la
vigne et de ses baies. A terme, des solutions nou-
velles de lutte contre les pathogénes pourraient
étre mises au point en relation avec ces
recherches en amont. i

_ Summary
GRAPEVINE DEFENSE MECHANISMS
AND DISEASES CONTROL
The species groups of the N'itis genus do not react to
pathagens in the same way. All members of the Vitis
vinifera group are susceptible to parasites and pests.
On the other hand, the American group includes spe-
cies that are tolerant of or even resistant to pathogens.

Knowledge of the defense mechanisms of the species of

LES MECANISMES DE DEFENSE DE LA VICNE

these tweo Vitis groups enables
combar pathegens that are com
cal control. Species resistant
Oidinm) possess constituent and ind
pfmfzariy (phenols, /{rcfro{ytir proteins, et
{ ‘p;:r;z'rrsfm‘{rﬂxwom,idr) induced in the le
pathogens are synthesised rapidly in res
(1-2 days), compared to more than 8 days in 1o 1
species. On the other hand, these flavonoids are not
induced at all in susceptible vines (Vitis vinifera),
Hydrolytic enzymes (notably chitinases and gluca-
nases) are also constituent and induced natural defen-
se compounds of Vitis, Concerning grapes themselves,
the regulation and expression of the defense genes, as
well as the phenolic profile, differ between the fruit
setting to fruit ripening stage and the fruit ripening to
fruit maturity stage.

Key words : Gﬂ':/u'—'a-':'sm defense mechanisms, patho-

gens, phenols, pathogenesis-related proteins, cell death.

Ré .
Les groupes d'espéces du genre Vitis wont pas le
méme comportement vis-a-vis des pathogénes.
Lensemble des cépages du groupe des Vitis vinifera
sont sensibles aux parasites et ravagewrs. En
revanche, le groupe américain mmprma’g des espéces
tolérantes, voire résistantes, aux pathogénes. La
connaissance des mécanismes de défense des espéces
de ces deux groupes de Vitis permettrait d'envisa-
ger des solutions complémentaires & la lIutte chi-
migue pour combattre les pathogénes.

Les especes résistantes aux champignons (Mildiou,
Oidium) ont des composés de défense (phénols, pro-
téines hydrolytiques...) constitutifs et induits. Les
phénols induits dans les feulles (en particulier les
flavonoides) par les pathogénes sont synthétisés
rapidement chez les espéces résistantes (1 a 2 jours),
contre plus de 8 jours pour les espéces tolérantes. En
revanche, ces flavonoides ne sont pas induits dans
les feutlles des cépages sensibles (V. vinifera).

Les enzymes hydrolytiques (chitinases et glucanases
notamment) sont aussi des composés naturels de
défense de Vitis, constitutifs et induits. En ce qui
concerne les baies de raisin, la régulation et l'ex-
pression des génes de défense, ainsi que le profil
phénolique, sont différents entre le stade de déve-
loppement herbacé « nouaison-véraison », et le
stade « véraison-maturité ».

Mots-clés : vigne, cépages, mécanismes de défense,
pathogénes, phénols, protéines, mort cellulaire.
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