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RESUME :

Les phosphonates, sont connus pour posséder un pouvoir antifongique, mais également
pour stimuler les défenses des plantes. Dans cette étude l'efficacité de deux phosphonates ;
le fosétyl-Al et un fertilisant foliaire (PK2) a été évaluée sur différents génotypes et
phénotypes de mildiou de la vigne (sensibles ou résistants aux fongicides - Plasmopara
viticola) et d'oidium (Erysiphe necator- groupe génétigue A ou B). Leur efficacité a été
comparée a celle de l'acibenzolar-S-méthyle, un analogue de l'acide salicylique décrit
comme stimulateur des défenses. En parallele, nous avons également quantifié par RT-Q-
PCR l'expression de 16 genes d’intérét impliqués dans les défenses des plantes. Il existe
des efficacités variables de la stimulation des défenses de la vigne en fonction du groupe
d’agents pathogénes considérés. L'expression des genes de défenses varie selon la
molécule stimulatrice mais également selon la variabilité inter et intra espéces des
pathogénes. En complément, une étude d'efficacité sur le terrain a été réalisée en 2009 qui
compare les efficacités de traitements du fosétyl-Al, de [l'acibenzolar-S-méthyle et du
mancozebe vis-a-vis du mildiou aprés une inoculation artificielle de mildiou

Mots-clés : défense des plantes, méthodes alternatives, expression de génes, efficacité
terrain, Erysiphe necator, Plasmopara viticola

SUMMARY::

IMPACT OF GRAPEVINE DOWNY AND POWDERY MILDEW DIVERSITY ON THE
EFFICACY OF PHOSPHONATE DERIVATIVES (FOSETYL-AL, PK 2) DESCRIBED LIKE
STIMULATOR OF PLANT DEFENCES.

Phosphonates are well known to possess powerful antifungal activity, and the fungicide
fosetyl-Al is known to exert both a direct effect on the pathogen and an indirect effect via
stimulation of host defences. In this study, the efficacy of two phosphonate derivatives
fosetyl-Al and a foliar fertilizer (PK2) was tested on different genotypes and phenotypes of
grape downy (Plasmopara viticola) and powdery (Erysiphe necator) mildews. We quantified
the level of gene expression of proteins involved in potential plant defence pathways by RT-
Q-PCR and compared the gene expression induced after treatments with Benzothiadiazole
(BTH), which mimics salycilic acid in natural systemic acquired resistance. Phosphonate
derivatives are efficient against powdery mildew depending on genetic group (A or B) and
that group B strains are four -fold more sensitive to fosetyl-Al than group A strains. Field trials
undergone in 2009, show significant differences in fosetyl, BTH, dithane efficiencies
compared to the control against downy mildew after artificial contamination. We conclude on
the role of diversity of the two pathogens on the efficacy of these chemical compounds and
also on the effective stimulation of grapevine plant defences.

Keywords: acquired systemic resistance, plant immunity, phosphonates, bezothiadiazole,
gene expression, powdery mildew, downy mildew,



INTRODUCTION

La vigne est soumise a la pression de nombreux bioagresseurs dont des parasites
obligatoires tels que l'oidium (Erysiphe necator) et le mildiou (Plasmopara viticola). A elle
seule, avec moins de 3% de SAU, la vigne consomme 20 % des pesticides commercialisés
en France chaque année, dont 80 % sont des fongicides. La maitrise des épidémies
nécessite ainsi de nombreux traitements chimiques ayant des conséquences néfastes sur
l'environnement et la santé. L'utilisation de stimulateurs de défenses, aux cotés de la
résistance variétale et de la lutte biologique, peut représenter une méthode de lutte
alternative d'intérét.

Parce qu'ils agissent sur la plante et non directement sur le pathogene, les éliciteurs
induisent une résistance de la plante héte multifactorielle qui sera plus difficile & contourner
par le pathogene, que Tleffet d'un fongicide mono-site. Les voies de signalisation
intracellulaires activées chez les plantes suite a la réaction de défense convergent
notamment vers la production de formes actives de I'oxygeéne, de métabolites secondaires,
d'hormones (acide salicylique (SA), acide jasmonique, éthylene ou acide abscissique) la
mise en place d’'un renforcement des parois cellulaires et I'induction de génes de défense
dont les produits directs ou indirects peuvent contribuer a l'arrét du développement du
pathogene. Parmi toutes les réactions mises en place par la plante pour limiter le
développement des agents pathogénes, la synthése de nouvelles protéines, appelées
protéine de pathogénése (PR) localement accumulées au site de l'infection (Van Loon et al.,
2006), sont décrites comme étant un bon marqueur de la résistance induite dans plusieurs
espéces de plantes. De maniere générale, la résistance systémique acquise (SAR) est le
résultat de I'effet combiné de plusieurs PR protéines plutét que I'effet spécifique d’'une seule
(Durrant et Dong, 2004).

L’acibenzolar-S-méthyle, un dérivé benzothiadiazole (BTH), est un analogue fonctionnel de
l'acide salicylique, décrit comme stimulateur de la résistance systémique acquise chez les
mono et dicotylédones. Il est efficace envers un large spectre de pathogénes allant des
virus, bactéries aux parasites fongiques mais également contre les insectes, nématodes et
phytoplasmes (Sticher et al., 1997). Il active le signal de transduction de la SAR en agissant
sur des étapes qui se situent en amont ou au niveau de I'accumulation de SA (Ryals et al.,
1996).

Le fosétyl-aluminium (FOS) est un fongicide actif contre les oomycetes, mais ce
phosphonate jouerait également un réle de stimulant des défenses naturelles chez la tomate
infectée par Phytophthora capsici (Bompeix et al., 1981) et chez la vigne lors d’'une attaque
par Plasmopara viticola (Raynal et al., 1980).

Le PK2, un fertilisant foliaire, appartient aussi a la famille des phosphonates et semble
présenter une action de stimulateur des défenses naturelles de la vigne. En effet, des plants
traités avec ce produit suggerent I'existence de stimulation des défenses suite a la présence
précoce d'éthyléne (indication de stress), d’'une accumulation précoce de lignine et de
phytoalexines autour du site d'infection (Soyez, 2001). Il semble que tous les phosphonates
(HPO3) possedent ce potentiel de stimulation des défenses, et qu'ils soient immédiatement
disponibles pour la mise en alerte des systémes de défense de la plante.

Le but de cette étude était de préciser le role d'élicitation de produits générant des
ions phosphonates et d’évaluer, in vitro et in natura, I'efficacité de stimulation des défenses
de la vigne contre les deux principaux agents pathogénes que sont I'oidium et le mildiou. I
s'agit d'appréhender l'efficacité de tels traitements face a la diversité des populations
d’oidium et de mildiou. Ainsi, différentes souches d'oidium de la vigne appartenant soit au
groupe génétique A ou B, et différentes souches de mildiou sensibles ou résistantes aux
fongicides ont—elles été confrontées a l'efficacité de pré-traitements des plantes avec les
différentes molécules précitées. Les efficacités ont été évaluées a différents niveaux :
biologique (tests d’efficacité sur la croissance mycélienne des pathogéne) et au niveau
moléculaire (niveau d’expression de génes). Des essais au vignoble, sur des parcelles
expérimentales élémentaires prétraitées avec les différents produits éliciteurs, ont été
réalisés, afin d’estimer l'efficacité et le potentiel de ces produits en conditions naturelles.
L’objectif final est de mieux comprendre comment ces éliciteurs fonctionnent, et d’évaluer



I'intérét de développer des stratégies alternatives d’'induction des mécanismes de défense au
cours du développement de la vigne.

MATERIEL ET METHODE

Collection d'isolats et production d’inoculum

Plasmopara viticola

Une collection de souches mono-sporange a été repiquée sur des feuilles de vigne en survie
et conservée a — 20C comme décrit par Chen et al., 2006. Six souches présentant des
sensibilités différentes a plusieurs fongicides ont été utilisées (2 sensibles et 4 résistantes)
(Tableau I).

Erysiphe necator.

Les souches d'oidium sont repiquées sur des feuilles maintenues en survie ou conservéees
sur des vitro-plants de vigne a 15 C, aprés un iso lement monoconidien comme décrit par
Délye et al, 1997. Dix souches appartenant au groupe génétique A et 9 au groupe B ont été
utilisées au cours des expériences (Tableau I).

Tableau | : Caractéristiques des souches francaise de P. viticola et E. necator utilisées dans
cette étude.
(Table I Characteristics of P. viticola and of E. necator isolates)

Année de Tests Expression
Souches prélevement FQM IPRO ? M3EF d'efficacité dggénes

PIC 59 2003 R S R X

Plasmopara CAS 01 2005 R R S X X
viticola PAU 32 2003 R S R X
EAU 08 2005 R R S X
FLE 01 2004 S S S X

COU 15 2003 S S S X X

Groupe génétique

PVR 43 2003 A X
GF 10 2003 B X
LAT 12 2003 B X
CC 49 1999 B X
CHL 02 2004 B X
BR 33 2002 A X
PAL 01 2003 B X
LLU 70 2006 A X

LLU 41 2006 A X X
i%’(f;'ft’gf LLU 55 2006 2 X
PV 15 2006 A X
PV 33 2006 A X
PVR 38 2005 A X
ORA 4 2003 B X
2B 15 2000 B X
PV 28 2006 B X
PV 46 2006 B X

PV 74 2006 B X X
ORA 3 2003 A X

FAM : famoxadone ; IPRO : Iprovalicarbe, MEF : mefenoxam.



Produits utilisés

Les solutions des différents produits sont préparées extemporanément pour les tests in vitro.
Pour 'oidium, les applications sont effectuées en conditions stériles, sous une hotte a flux
laminaire.

Acibenzolar S-méthyle ou BTH

Nom UIPAC: S-methyl (1, 2, 3) benzothiadiazole 7 — carbothioate.

Nom commercial: Bion®, CgH¢N,OS, PM = 210. Le BTH est appliqué a 6 concentrations de
matiére active: 0,47 ; 1,18 ; 2,36 ; 3,54 ; 4,72 et 7,08 mM sur des disques de feuilles.

Fosétyl d’aluminium ou FOS

Nom UIPAC: Ethyl hydrogene phosphonate aluminium.

Nom commercial: Aliette®, CgH18-(PO3);-Al PM = 354. Le FOS est appliqué a 6
concentrations : 0,28 ; 0,70 ; 1,40; 2,11 ; 2,81 et 4,21 mM.

Un fertilisant ou PK,
Nom usuel : phosphonate de potassium, K,HPO3, PM = 157.
Le PK;est appliqué a 6 concentrations : 0,63 ; 1,59 ; 3,18 ; 4,78 ; 6,37 et 9,55 mM.

Détermination de la sensibilité aux traitements

Les tests d’évaluation de l'efficacité des stimulateurs des défenses de la vigne sont réalisés
sur des disques de feuilles comme décrit dans Délye et al., 1997 et Chen et al., 2006 . Huit
disques de feuilles sont pulvérisés avec les différentes concentrations d’éliciteurs, séchés,
puis inoculés soit avec une suspension de sporanges (5000 spores/ml) soit avec une
dispersion de conidies (600-800 par cm?). Quatre expériences indépendantes ont été
réalisées avec les différentes souches d'oidium et trois avec les souches de mildiou.
L’efficacité du traitement est déterminée par une évaluation visuelle du pourcentage de
croissance des pathogenes sur les disques aprés 12 jours de croissance pour l'oidium et
apres 7 jours pour le mildiou a 22<C. Les Cl 5o, concentrations inhibant 50% de la croissance
du pathogene sont déterminées comme décrit dans Sombardier et al., 2009.

Evaluation de l'efficacité au vignoble

Les tests sont réalisés sur une parcelle expérimentale, constituée de répétition de 4 blocs
constitués de trois ceps de Cabernet Sauvignon non traités ou traités hebdomadairement
avec 2 g/L de matiere active de BTH, 2,5 g/L de Fosétyl-aluminium et 2,1g/L de mancozébe
(fongicide de référence).

Les traitements ont débuté le 5 mai 2009 au stade phénologique 13-14 de I'échelle BBCH (3-
4 feuilles étalées) et ont cessé le 21 juillet au stade 79 de I'échelle BBCH (fruits et baies ont
atteint leur taille finale), soit 12 traitements. Une inoculation artificielle a été réalisée le 27
mai, (stade 55, BBCH) 24 h aprés le quatrieme traitement, a raison de 6 feuilles par cep
pulvérisé avec une solution a 44 000 sporanges /ml. Quatre prélévements sont effectués
(24h apres les traitements) au cours de la période de test, a raison de 12 feuilles par
modalité pour tester au laboratoire I'efficacité des produits au niveau biologique, biochimique
et moléculaire. L'évaluation de la maladie au vignoble a débuté le 4 juin, apres 5 traitements
et une semaine apres l'inoculation artificielle. Le niveau d’attaque de 100 feuilles par bloc est
ainsi évalué hebdomadairement et le niveau d’attaque de 50 grappes par bloc a été évalué
deux fois au cours de I'expérience : le 25 juin, et le 23 juillet soit 4 semaines et 9 semaines
apreés l'inoculation artificielle.

Extraction d’ ADN et amplification par RT-QPCR

Pour I'étude de I'expression des genes, in vitro, les concentrations suivantes ont été utilisées
pour pré traiter les feuilles, 24 h avant l'inoculation de pathogenes: 1,90 mM de BTH, 1,13
mM de FOS et 3,18 mM de PK.,. Les tests sont effectués sur 6 feuilles entiéres par modalité.
Quatre expériences indépendantes sont réalisées, 2 pour le mildiou et 2 pour I'oidium.



L’extraction des ARNs est réalisée selon le protocole décrit par Reid et al., (2006). Le
mélange agité est incubé une heure a 65C. Apres ajout d'un volume du mélange
chloroforme: alcool isoamylique (24:2 ; v/v), et centrifugation, la phase aqueuse est ré-
extraite dans 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M (pH 5,2) et 0,6 volume d’isopropanol.
Apres précipitation (— 80T, 30 min) et centrifugat ion, le culot d’acides nucléiques est dissout
dans 1 ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,5), puis ajouté a 3 vol de LiCl a 8 M. Aprés
une nuit & 4C, les ARNs précipitent par centrifugation & 20000 g (30 minutes a 4C), et les
guantités d’ARNs sont mesurées a 260 nm et 280 nm par spectrométrie (Genequant pro,
Amersham Bioscience, France).

Deux pg d’ARNs sont traités a la DNAse puis rétro-transcrits en utilisant 1,2 uM d’oligo d(T)1s
et la reverse transcriptase M-MLV de Promega selon les recommandations du fabricant. Les
cDNAs obtenus sont ensuite stockés a -20 C. Les ré actions de gPCR sont réalisées en
double comme décrit pas Dufour et Corio-Costet, 2009. Pour chaque géne et pour chaque
modalité, une valeur de Cq moyen (cycle quantification) est obtenue, représentant la valeur
du nombre de cycle de gPCR a partir duquel le seuil de fluorescence devient
significativement différent du bruit de fond. L’expression relative (ER) des genes est ensuite
calculée en appliquant la formule suivante (Germer et al., 2000): ER = 24" ou AACt = ACt
(modalité étudiée) - ACt (modalité témoin).

Tableau Il : Genes utilisés pour dessiner les amorces pour I'étude de I'expression des génes
de défense de la vigne.

(Table II: Genes used to designed primers to gene expression study in Vitis vinifera)

Geénes N°accession GeneBank
Chaine gamma du facteur d'élongation 1 (EF1.]) AF176496
Phénylalanine ammonia lyase (PAL) X75967
Stibéne synthase (STS) X76892
PR protéines de classe 1 (PR1) AJ536326
PR protéines de classe 10 (PR10) AJ291705
Chalcone isomérase (CHI) X75963
Chalcone synthase (CHS) X75969
Chitinase de dlasse Il (CHIT3) 768123
Chitinase de classe IV (CHIT4) WU97521
Protéine inhibant les polygalacturonases (PGIP) AF305093
Bl3glucanase (GLU) AF239617
Inhibiteur de sérine protéase (PIN) AY156047
Lipoxygénase (LOX) AY159556
Leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX) X75966
Glutathione S- transférase (GST) AY156048
Anthocyanidine réductase (BAN) WWI000166
Acide 1-aminocyclopropane, 1-carboxylique synthase (ACC) AF424611

Analyses des données

Pour évaluer l'efficacité de stimulation des défenses de la vigne et I'expression des génes
selon la diversité des pathogénes, les données ont été soumises soit & une analyse de co-
variance par modele général linéaire (données d'efficacité), soit a une analyse de variance
(données d’expression) en utilisant un programme d’analyse statistiue Systat 11 (Systat
Software, Inc). Les différences significatives des valeurs moyennes sont déterminées au
seuil de 0,05 et les comparaisons deux a deux sont effectuées par le test de Tukey.

RESULTATS

Evaluation biologique de I'efficacité des différent s stimulateurs

L'efficacité des différents stimulateurs a été évaluée sur 19 souches d’oidium de la vigne (10
appartenant au groupe A et 9 au groupe B) ainsi que sur 2 souches de mildiou sensibles aux
fongicides et 4 souches présentant de la résistance aux fongicides (Tableau I).



Effet du benzothiadiazole (BTH)
Le BTH a une bonne efficacité contre le mildiou et I'oidium et permet d’atteindre 85 a 100%
d’inhibition (figure 1, A). Les valeurs de Clsy déterminées sont de 0,47 mM pour les deux
groupes de souches de mildiou et de 1,05 mM et 2 mM pour les souches de groupe A et B
d'oidium. Cependant aucune différence significative n’existe entre les différents groupes.
L'efficacité du BTH s’avere assez homogéne quel que soit le groupe de pathogéne
considéré.

Figure 1 : Inhibition de croissance des différents groupes de souches de P. viticola : (-m--)
sensibles aux fongicides (n = 2); (-0-) résistantes aux fongicides (n=4) ; et d’ E. necator : (-
A -) souches de groupe A (n= 10), (--A--) souches de groupe B (n= 9) en fonction des
différentes molécules testées : (A) : BTH ; (B) FOS ; (C) PK2.

(Figure 1: Growth inhibition of the different groups of P. viticola [(-—m--) fungicide sensitive (n
= 2); (-o-) fungicide resistant (n=4) ] and of E. necator isolates [(-A-) genetic group A (n=
10), (--A--) genetic group B(n= 9)] depending on various concentrations of different
compounds; (A) : BTH ; (B) FOS ; (C) PK2)
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Effet du fosétyl d’aluminium (FOS)

Le fosétyl d'aluminium (FOS) (figure 1, B) induit des efficacités variables de 65 a 100%
selon le pathogéne considéré, avec une meilleure efficacité vis-a-vis du mildiou que vis-a-vis
de l'oidium. Les valeurs de Clsy calculées pour les souches sensibles (0,48 mM) et
résistantes (0,52 mM) ne sont pas significativement différentes. A l'inverse, pour les souches
d’oidium appartenant soit au groupe génétique A (3,30 mM) soit au groupe génétique B
(0,98 mM), il existe une différence significative (P= 0,0001). Aucune différence significative
n'existe entre les deux groupes de souches de mildiou et le groupe de souche B d’oidium.
Seules les souches appartenant au groupe A sont moins sensibles a l'effet du fosétyl que
'ensemble des autres souches de pathogénes testés.

Effet du fertilisant PK2

L'efficacité obtenue suite aux applications de différentes concentrations de PK2 (figure 1, C),
conduit a un maximum d’efficacité vis-a-vis des deux groupes de souches de mildiou (100%)
et a une efficacité plus faible vis-a-vis de I'oidium (65%). Les valeurs de Cls, obtenues pour
les souches sensibles et résistantes de mildiou sont de 0,64 et 1,27 mM ne sont pas
significativement différentes. Cependant le fertilisant et significativement plus efficace vis-a-
vis du mildiou que vis-a-vis de I'oidium (P = 0.0001). Concernant I'oidium, les Cls, obtenues
pour les souches du groupe A (7,44 mM) et les souches du groupe B (6,36 mM) ne sont pas
significativement différentes.




Expression de géne

Le géne codant pour le facteur d’élongation gamma (EF1ly) a été choisi comme géne de
référence. Les 16 genes étudiés (tableau I, figure 2)) sont exprimés par rapport a EF1.
L’expression des géenes a été suivie a 0, 24, 48 et 72 H sur 'ensemble des modalités.

Figure 2: Schéma résumant les voies de biosynthése étudiées et les genes dont
I'expression a été suivi (en rouge).

(Figure 2 : Scheme summarize the major biosynthesis pathways studied by gene expression.
In red: studied gene)
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Différentes modalités ont été analysées: les pathogénes (mildiou vs oidium), les produits
(PK2, FOS, BTH), les produits en présence du pathogénes en tant que variables
indépendantes. L’analyse globale des génes surexprimés pour les différentes modalités,
issue de 4 répétitions dupliquées donnent les résultats consignés dans le tableau lIl.

Nous ne détectons pas de différence significative entre le contréle et les modalités traitées
avec les différents produits en absence de pathogene. Une répression significative de
I'expression de la majorité des genes est observée aprés inoculation avec les différents
pathogenes seuls (P<0.05). Des différences également significatives ont été trouvées en
présence de feuilles pré-traitées avec les différents éliciteurs, en présence des agents
pathogenes (Tableau llI).

Nucleus

Tableau Il : Bilan des génes significativement surexprimés en fonction des différents
traitements et des pathogenes présents

(Table Ill: Balance of significant over-expressed genes depending on different treatments
and different pathogens)

Pathogenes Phosphonates BTH

Mildiou sensible | - CHI- CHS -PR protéines (PR1, CHIT3,
aux fongicides - PR protéines (PR10, CHIT4, PGIP, PIN) GLU)
- Hormones (ACC)

Mildiou résistant | - CHI-CHS - PR protéines (PR1, CHIT3,
aux fongicides - PR protéines (PR1, PR10, CHIT4, GLU, GLU)
PIN) -GST
- GST
Groupe A d’oidium | - STS, CHI, LDOX, BAN -STS

- PR protéines (PR10, PGIP, PIN)
- Hormones (LOX)

Groupe B - LDOX, BAN - BAN
d’oidium - PR Protéines (PR10, PGIP) - PR protéines (CHIT4)
- GST




Des différences existent selon le produit utilisé et le pathogene présent. En effet en présence
de BTH, les voies de biosynthéses des stilbenes et anthocyanes (STS, BAN) sont
privilégiées en présence d'oidium, alors qu’en présence de mildiou ce sont surtout les PR
protéines qui sont sur exprimés (PR1, GLU, CHIT3). A noter également que les génes
surexprimés varient également selon I'appartenance de I'oidium au groupe génétique A ou
B. Pour ce dernier on note une sur expression significative d'une PR protéine (CHIT4) et de
la gutathione S- tranférase (GST) impliqués dans les mécanismes d’oxydo-réduction.
Concernant les phosphonates, ils induisent essentiellement I'expression de génes codant
pour la biosynthése des anthocyanes (CHI, CHS, BAN, LDOX) et pour des PR protéines
(PR10, PGIP) gquel que soit le pathogéne, et de chitinase et de glucanase en présence de
mildiou. A noter la surexpression de la stilbéne synthase (STS) qui est exclusivement
retrouvée en présence du groupe A d’oidium.

Efficacité comparée du BTH, fosétyl et du mancozébe sur le mildiou de la vigne in
natura

Les plots témoins révélent que I'épidémie prend son essor dés le 18 juin et une phase
particulierement explosive se déroule a partir du 9 juillet qui conduit a la date du 20 ao(t a
plus de 90% de sévérité sur feuilles. Sur grappes, plus de 90% de sévérité sont atteints en
juillet. Aucune grappe ne subsiste a la date du 1*" septembre (figure 3).
Effet du mancozebe

Ce fongicide appligué en tant que référence fongicide, dans les conditions
d’expérimentations (inoculation artificielle de mildiou, traitement hebdomadaire) montre une
bonne efficacité tout au long de I'expérience, tant sur feuilles que sur grappes (figure 3A, B).

Effet du fosétyl d’aluminium
Le fosétyl d’aluminium présente également une bonne efficacité jusqu’au 16 juillet et permet
de n’obtenir que 40% d’attaque sur feuilles a la date du 20 ao(t, par rapport au témoin atteint
plus de 90%. Sur grappes, au mois de juin 20% des grappes sont attaquées et en juillet, le
pourcentage moyen d’attaque atteint 70%. Au 1% septembre quelques grappes subsistent
mais tres attaquées.

Figure 3 : Evolution de la sévérité d’attaque (%) sur feuilles (A) [(¢) Témoin, () BTH ; (m)
Dithane; (A) FOS] et du pourcentage moyen d’attaque sur grappes (B) [(o) control ; (£) BTH,
(:#) FOS ; (m) mancozebe] de P. viticola aprés inoculation artificielle le 27 mai . (¢) Témoin,
(o) BTH ; (m) Dithane; (A) FOS.

(Figure 3: Severity evolution on leaves [(¢) control, (o) BTH ; (m) mancozeb; (A) FOS] and
on grape berries after an artificial inoculation with P viticola )
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Concernant le BTH, il procure également une bonne protection jusqu’au 9 juillet, mais
rapidement les feuilles sont tres attaquées et la sévérité atteint 70%. Sur grappe, au mois de
juin la sévérité sur grappe atteint seulement 20% comme pour le fosétyl, par contre en
juillet, une meilleure protection est conférée par le BTH que par le fosétyl puisqu’on atteint
40% de sévérité sur grappe contre 70% avec le fosétyl. A noter toutefois que les grappes
traitées avec le BTH possédent encore de belles grappes intactes a la date du 1%
septembre, mais non vérées.

DISCUSSION

Pour la premiére fois nous comparons directement I'efficacité de molécules « élicitrices » sur
les deux parasites obligatoires, principaux agents pathogénes de la vigne. Les produits
testés présentent généralement une meilleure efficacité anti-mildiou qu’anti-oidium. Au cours
de tests in vitro avec le BTH, une efficacité similaire est cependant obtenue vis-a-vis du
mildiou et de I'oidium. Si 'efficacité du BTH est bien connue vis-a-vis de 'oidium de la vigne
(Campbell et Latorre, 2004), celle observée envers un oomycete est rarement décrite. En
terme d’efficacité, il semble que les souches d'oidium de groupe A soient moins sensibles
aux phosphonates que les souches de groupe B. Une telle différence d’efficacité au sein
d’'une méme espece n'avait jamais été décrite a ce jour. Ce fait est peut étre a relier aux
exigences écologiques des souches de groupe A qui hiverneraient en France exclusivement
sous forme de mycelium dormant, dans la plante.

La vigne est capable de moduler les niveaux d’expression de génes impliqués dans les
mécanismes de défenses, en réponse a [I'application des stimulateurs, mais leurs
expressions varient selon la molécule. Ainsi, le BTH stimule essentiellement I'expression de
genes PR tels que PR1, des chitinases (CHIT3, CHIT4) et de glucanase (GLU), pour les
mildious, et des génes de la biosynthese des stilbénes et des anthocyanes pour les groupes
d’oidiums. Ceci est en accord avec les génes surexprimés chez Arabidopsis Thaliana. et la
biosynthese de stilbenes et anthocyanes chez la vigne (Dao et al., 2009, Iriti et al., 2004).
Les phosphonates, quant a eux, semblent stimuler la vigne différemment du BTH avec
cependant une stimulation générale de PR protéines (PR10, PGIP et parfois CHIT4) et de
nombreux génes de la voie de biosynthése des anthocyanes (CHI, CHS, LDOX, BAN). A
noter que lors de I'élicitation de la plante, inoculée avec I'oidium de groupe A, par les
phosphonates, on retrouve une stimulation spécifique de la stilbéne synthase comme avec le
BTH.

CONCLUSION

Cette étude montre que les réponses de la plante apres différents traitements « éliciteur »
conduisent a une efficacité et a une modulation de I'expression des génes de la vigne
dépendante de la molécule utilisée mais également du pathogéne présent. Ainsi, existe-t-il
une spécificité de réponses liées a la variabilité inter-espece mais également intra-espece.
Le mildiou de la vigne et les souches d’oidium du groupe B favorisent la surexpression de
genes impliqués dans les voies de biosynthéses des anthocyanes et des PR protéines. Il est
intéressant de noter que I'oidium du groupe A favorise plutdt I'expression des genes de la
synthése de stilbenes. Nous analysons actuellement les polyphénols produits dans les
feuilles issues des différentes modalités afin de corréler ou non I'expression de genes a une
sur production de molécules de défenses.

L'expérimentation terrain réalisée nous a permis de comparer réellement l'efficacité des
produits sur le mildiou de la vigne et les analyses biochimiques et moléculaires des feuilles
prélevées a différents temps nous renseigneront sur I'état de défense réelle de la plante
avant la présence du pathogeéne.

Les approches déployées complémentaires permettent de mieux comprendre comment
agissent ces stimulateurs et quelle efficacité potentielle 'on peut en attendre dans des
conditions difficiles (inoculation artificielle). Les données obtenues doivent également
permettre de positionner au mieux ces produits dans le cadre de programme de traitement et
la mise en place de méthodes alternatives de lutte contre ces agents pathogénes.
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