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RESUME

La vigne est soumise a la pression de nombreux bioagresseurs dont des parasites obligatoires tels que
I’oidium (Erysiphe necator) et le mildiou (Plasmopara viticola). La lutte contre les maladies causées par les
pathogénes biotrophes nécessite une utilisation souvent intensive de fongicides. Le vignoble consomme a lui seul
16% des fongicides commercialisés chaque année en France. Pour réduire leur impact environnemental qui
conduit a I’acquisition de la résistance aux pesticides des pathogeéne et la présence de résidus dans les vins et
dans 1’atmosphére, des efforts doivent étre entrepris pour développer des stratégies de protection innovante de
remplacement ou complémentaire permettant de réduire les intrants pesticides.

Les stimulateurs des défenses des plantes (SDP) permettent de limiter le développement des bioagresseurs
en conditions contr6lées. Toutefois, leurs efficacités in natura sont variables et souvent décevantes. Suite au
grand nombre de produits potentiellement stimulateurs des défenses des plantes, et a I’intérét que leur portent les
viticulteurs, il est nécessaire de disposer de connaissances et d’outils qui permettent d’évaluer leus efficacités et
mieux connaitre leurs potentiels de protection du vignoble.

Pour ce faire, une méthode d’évaluation de I’efficacité de produits potentialisateurs ou éliciteurs a été
développée au niveau biologique, moléculaire (expression de génes impliqués dans les défenses) et biochimique
(analyses qualitatives et quantitatives des polyphénols), nommée "BioMolChem". Cette méthode a permis
d’évaluer ’efficacité de deux phosphonates et d’un analogue de I’acide salicylique, sur différents génotypes et
phénotypes de mildiou de la vigne (sensibles ou résistants aux fongicides - Plasmopara viticola) et d’oidium (de
groupe génétique A ou B — Erysiphe necator). Cette approche méthodologique "BioMolChem" a permis
d’établir des corrélations entre I’expression de génes de défense, la présence de certains stilbénes et une
efficacité des défenses de Vitis vinifera cv. Cabernet-Sauvignon vis-a-vis de I’oidium et du mildiou. Les
modifications des patrons d’expression des 19 génes suivis dans les feuilles de vigne et les profils HPLC de
polyphénols révelent des mécanismes de défense multigéniques et complexes. Ainsi, les réactions de défense de
la plante sont-elles modulées, en fonction de I’éliciteur considéré, mais aussi en fonction de la diversité
phénotypique et génétique des agents pathogenes contre lesquels elle se défend. Ces défenses se caractérisent par
une surexpression d’un ensemble de génes de défense et une accumulation de composés phénoliques spécifiques.

Les marqueurs (génes et molécules) ainsi identifiés, la méthode "BioMolChem" a été appliquée in natura
et a conforté, pour partie, les résultats obtenus au laboratoire. Dans des conditions de fortes pressions
parasitaires, il est donc possible de protéger les feuilles et les grappes, a 1’aide de SDP et des essais d’association
ou d’alternance avec des fongicides conventionnels montrent I’intérét potentiel de I’emploi des SDP au vignoble.

Chemin faisant, dans le cadre d’une viticulture innovante et durable, les SDP et la méthode
"BioMolChem" ont été appliqués sur des génotypes hybrides (Vitis vinifera x Muscadinia rotundifolia). Nous
révélons que selon le niveau de résistance intrinséque des génotypes (plus ou moins résistants a I’oidium et au
mildiou), il est possible d’augmenter le niveau de la résistance exprimée par élicitation. Ainsi, les SDP
pourraient-ils s’avérer des alliés d’intérét pour 1’utilisation de variétés partiellement résistantes et limiter
potentiellement le contournement des QTL de résistance.

L’ensemble de ce travail, a but appliqué, a conduit a 1’obtention de résultats qui nous permettent de mieux
comprendre comment la vigne réagit aux SDP dans son environnement agronomique. Leur exploitation et leur
finalisation devraient nous permettre d’exploiter et de mettre en place une utilisation des éliciteurs mieux
adaptée, a des stratégies alternatives ou complémentaires de la gestion des bioagresseurs de la vigne.
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¢licitation, BTH, phosphonate, expression génes, phytoalexines, stilbénes, fosétyl-Aluminium, benzothiadiazole,
SDP, variétés résistantes.






TITLE

Study of the effectiveness of different genotypes of Vitis vinifera defenses induced by
elicitation face to the genetic diversity of pathogens (Plasmopara viticola and Erysiphe
necator): from gene to the field.

ABSTRACT

Powdery (Erysiphe necator) and downy mildew (Plasmopara viticola) are very important grapevine diseases
(Vitis vinifera). These two biotrophic pathogens, which are native to the United States, infect green vine tissues
and cause significant economic loss as well as environmental damage through the repetitive applications of
fungicides. To reduce their environmental impact efforts should be made to develop strategies to protect
innovative alternative or complementary to reduce pesticide inputs.

In this study, the efficacy and the role of Benzothiadiazole (BTH), a salicylic acid analogue, and two
phosphonate derivatives strengthen plant defence mechanisms against various isolates of downy and powdery
mildews (Plasmopara viticola and Erysiphe necator). These compounds showed differences in their efficacy
depending on the variability of mildews and highly dependent on plant genetics, environmental conditions and
selection pressure. The plant defense stimulation could be an alternative or additional method to traditional pest
management in the grapevine.

Tools “BioMolChem” were developed to better assess the defence status of the plant defences in vitro and
in natura. Transcript kinetics of selected defence-related genes and polyphenol contents profiles, during Vitis
vinifera-biotrophic pathogen interaction, were characterized, and the impact of pathogen diversity was
investigated in the absence or presence of elicitation. In vineyard, under strong pathogen pressures, it is thus
possible to protect leaves and clusters, with SDP and assays of association or alternation with conventional
fungicides show the potential interest of the use of these SDP in the vineyard.

The grapevine defense mechanisms are complex, depending on the elicitor, leading to the coordinated
accumulation of pathogenesis-related proteins (PR), the production of phytoalexins, and the reinforcement of
plant cell walls.

On the way, within the framework of an innovative and sustainable viticulture, the SDP was applied to
hybrid genotypes (V. vinifera x M. rotundifolia). We reveal that according to the level of intrinsic resistance of
the genotypes (more or less resistant to powdery and to downy mildew), it is possible to increase the level of the
expressed resistance. The SDP could become allies of interest in the use of partially resistant grapevine varieties.

The present findings provide insights into the potential use of transcripts and stilbenes as markers of the
defense status of grapevine leaves with or without elicitation or infection, which should allow us to exploit and
develop a better use of elicitors in alternative or complementary strategies in grapevine pest management.
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resistance, elicitation, BTH, phosphonate, gene expression, phytoalexins, stilbenes.
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INTRODUCTION GENERALE

La vigne est soumise a la pression de nombreux bioagresseurs dont des parasites
obligatoires tels que I’oidium (Erysiphe necator) et le mildiou (Plasmopara viticola). A elle
seule, avec moins de 3% de surface agricole utile (SAU), la vigne consomme 16 % des
pesticides commercialisés en France chaque année, dont 80 % sont des fongicides (d’apres
I’expertise collective INRA-CEMAGREF, 2005). Actuellement, dans le contexte viticole
francais, la maitrise des épidémies nécessite de nombreux traitements chimiques pouvant
avoir des conséquences néfastes sur I’environnement et la santé. L’utilisation de stimulateurs
de défenses, aux cotés de la résistance variétale et de la lutte biologique, pourrait représenter
une méthode de lutte alternative et/ou complémentaire d’intérét.

Agissant généralement sur la plante et non directement sur le pathogene, les éliciteurs
induisent une résistance de la plante hote multifactorielle qui pourrait s’avérer plus difficile a
contourner par le pathogene, que I’effet d’un fongicide uni-site (Santiago et al., 2010). Les
voies de signalisation intracellulaires activées chez les plantes suite a la réaction de défense
convergent notamment vers la production de formes actives d’oxygeéne, d'hormones (acide
salicylique (SA), acide jasmonique (JA), éthyléne (ET) ou acide abscissique (ABA)). Elles
conduisent aussi a I’induction de genes de défense, la production de métabolites secondaires
(phytoalexines, PR-protéines), a la mise en place d’un renforcement des parois cellulaires, et
contribue a I’arrét du développement du pathogene (Walters et al., 2007, 2011). Malgré un
effet des stimulateurs de défenses des plantes efficace et reproductible en conditions
controlées au laboratoire, il s’avére, que leur application in natura soit plus délicate et
présente généralement des efficacités treés variables et décevantes. Confrontés a ce constat,
acquérir des connaissances pour mieux comprendre les réactions de la vigne, la variabilité des
réponses obtenues en fonction du fond génétique, des agents pathogeénes et de
I’environnement paraissait indispensable.

Des ¢tudes préliminaires conduites au laboratoire ont permis de choisir des éliciteurs
potentiellement intéressants, de composition chimique définie, qui présentent des efficacités
stables et reproductibles contre les deux pathogénes majeurs de la vigne (I’oidium et le
mildiou) en conditions controlées. Notre intérét s’est porté plus particulierement sur les
phosphonates et 1’acibenzolar-S-méthyl (BTH), déja bien connus comme stimulateurs des
défenses des plantes (Iriti ef al., 2004 ; Daniel et Guest, 2006).

Ainsi, aprés une rapide mise au point bibliographique, nécessaire pour la
compréhension du travail réalisé, la restitution de ce travail fait I’objet de trois parties.

1- La premicre partie porte sur 1’efficacité de produits, sur différents agents pathogenes,
en conditions contrdlées, et sur la description d’une méthode «BioMolChem» utilisée pour
caractériser les réponses de la vigne.

2- La deuxiéme partie est consacrée a 1’é¢tude des SDP au vignoble, en présence de
fortes pressions parasitaires d’oidium et de mildiou. L’étude de I’efficacité des stimulations
des défenses, I’analyse des profils de transcrits de genes de défense, ainsi que ’analyse de
polyphénols ont été réalisées, pour mieux appréhender la variabilité¢ des réponses de V.
vinifera a une élicitation.

3- La troisiéme partie s’est attachée a évaluer, 1’intérét de 1’utilisation de SDP sur des
génotypes hybrides partiellement résistants a 1’oidium et au mildiou de la vigne, dans le cadre
du développement de nouvelles stratégies de lutte innovantes et durables.

L’ensemble de ce travail devant permettre une meilleure compréhension des défenses de
la vigne aprées une élicitation dans diverses conditions environnementales.
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Source: [http://pharm1.pharmazie.uni-greifswald.de/allgemei/koehler/koeh-eng.htm]

Figure 1: Vitis vinifera sativa. (1) sarment ; (2) feuille a 5 nervures principales ; (3)
vrille ; (4) Inflorescence ; (5) bouton floral (jeune fleur fermée) ; (6) ouverture de la corole
de la fleur (fleur dehiscente) ; (7) fleur hermaphrodite possédant a la fois des étamines
(n=5) et un pistil ; (8) coupe longitudinale de I’ovaire ; (9) coupe tansversale de 1’ovaire ;
(10) étamine ; (11) grain de pollen ; (12) grappe de raisins ; (13) coupe longitudinale
d’une baie ; (14) coupe transversale d’une baie ; (15) pépin de raisin (graine) ; (16 et 17)
coupes longitudinales d’une graine et (18) coupe transversale d’un pépin.



1. La Vigne

La vigne est I'une des premicres cultures domestiquée depuis l'antiquité (Figure 1),
largement cultivée dans le monde. Ses fruits sont principalement transformés en vin ou
spiritueux mais également destinés a la consommation de raisins de table, séchés ou encore
traités en jus non alcoolisé.

1.1. Développement et physiologie de la vigne
1.1.1. Taxonomie et diversité

La vigne est une plante Angiosperme Dicotylédone appartenant a 1’ordre des
Rhamnales. Les Vitaceaes comptent 14 genres (Tableau 1) dont les Vitis qui constituent le
genre agronomiquement le plus important. Le genre Vitis se divise en deux sous-genres :
Muscadinia et Euvitis. Le sous-genre Muscadinia ne comprend que trois especes (munsinia,
popenoei et rotundifolia). Le sous-genre Euvitis contient les vraies vignes ainsi que la quasi-
totalité des vignes cultivées et comprend 74 especes sauvages (Tableau 2) réparties entre les
3577 et 50°"° paralléles, dans les zones tempérées et subtropicales de I'Europe et du Proche
Orient, d'Asie Orientale et d'Amérique du Nord et Centrale. La principale espece cultivée, au
plan économique, est la vigne européenne, Vitis vinifera L., cultivée dans les régions
tempérées au niveau mondial et présente sous la forme de plusieurs milliers de variétés
(cultivars ou cépages).

Les vignes américaines sont résistantes a de nombreuses maladies, et sont utilisées
comme porte-greffe dans 85% du vignoble mondial. L’introduction en Europe au cours du
19°™ siécle de Vitis américains a conduit a I’importation de maladies jusqu’alors inconnues
(I’oidium en 1845, le phylloxéra en 1868, le mildiou en 1878 et le black-rot en 1885).

Tableau 1: Division des Vitaceaes comptant 14 genres (d’aprés Angiosperm Phylogeny
Website, http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/).

Genre Nombre d'espéces
Vitis 108 (dont 28 fossiles, 15 douteuses)
Cissus 367 (dont 8 fossiles)
Ampelopsis 31 (dont 4 fossiles)
Pterisanthes 21

Tetrastigma 132 (dont 4 fossiles)
Ampelocissus 92

Clematicissus 1
Parthenocissus-Landukia-Yua 19-1-3

Rhoicissus 11

Cayratia 65 (dont 1 fossile)
Acareosperma 1

Pterocissus 1

Cyphostemma 258

Nothocissus 1




Tableau 2: Liste des 74 especes de Vitis sauvages (d’aprés Zecca et al., 2012)

Amérique du Nord Asie
Vitis acerifolia Raf. Vitis amurensis Rupr.
Vitis aestivalis Michx. Vitis barbata Wall.
Vitis arizonica Engelm. Vitis bashanica P.C.He
Vitis < andersoniiRehder (Vitis coignetiae x Vitis riparia) |Vitis bellula (Rehder) W.T.Wang
Vitis berlandieri Planch Vitis betulifolia Diels & Gilg
Vitis biformis Rose Vitis bryoniifolia Bunge
Vitis bloodworthiana Comeaux Vitis chunganensis Hu
Vitis * bourquina Munson ex Viala Vitis chungii F.P.Metcalf
Vitis californica Benth. Vitis davidii (Rom.Caill.) Foéx
Vitis x champinii Planch. Vitis erythrophylla W.T.Wang
Vitis cinerea (Engelm.) Engelm. ex Millardet Vitis fengqinensis C.L.Li
Vitis coignetiae Pulliat ex Planch. Vitis ficifolia Bunge
Vitis x doaniana Munson ex Viala Vitis hancockii Hance
Vitis girdiana Munson Vitis hui W.C.Cheng
Vitis heyneana Roem. & Schult. Vitis jacquemontii R.Parker
Vitis jaegeriana Comeaux Vitis jinggangensis W.T.Wang
Vitis labrusca L. Vitis lanceolatifoliosa C.L.Li
Vitis monticola Buckley Vitis longquanensis P.L.Chiu
Vitis mustangensis Buckley Vitis menghaiensis C.L.Li
Vitis nesbittiana Comeaux Vitis mengziensis C.L.Li
Vitis x novae-angliae Fernald Vitis piasezkii Maxim.
Vitis palmata Vahl Vitis pseudoreticulata W.T.Wang
Vitis riparia Michx. - la vigne des rivages Vitis romanetii Rom.Caill.
Vitis rotundifolia Michx. Vitis ruyuanensis C.L.Li
Vitis rupestris Scheele - la vigne des rochers Vitis shenxiensis C.L.Li
Vitis shuttleworthii House Vitis silvestrii Pamp.
Vitis sinocinerea W.T.Wang Vitis tsoii Merr.
Vitis x slavinii Rehder (Vitis argentifolia X Vitis riparia) Vitis wenchouensis C.Ling ex W.T.Wang
Vitis tilitffolia Humb. & Bonpl. ex Schult. Vitis wilsonae hort.Veitch ex anon.
Vitis treleasei Munson ex L.H.Bailey Vitis wuhanensis C.L.Li
Vitis vulpina L. ou Vitis cordifolia Michx Vitis yunnanensis C.L.Li

Vitis zhejiang-adstricta P.L.Chiu
Tropiques Europe

Vitis balansana Planch. Vitis vinifera L.
Vitis blancoi Munson
Vitis bourgaeana Planch.
Vitis flexuosa Thunb.
Vitis labruscana L.H.Bailey
Vitis luochengensis W.T.Wang
Vitis peninsularis M.E.Jones
Vitis pilosonerva F.P.Metcalf
Vitis popenoei J.H.Fennel
Vitis retordii Rom.Caill. ex Planch.

1.1.2. Développement et Physiologie de la vigne

Le cycle végétatif de la vigne dans nos régions tempérées présente un rythme de
croissance discontinu avec |’alternance de période de végétation et de repos (Figure 2).

Aprés un repos hivernal de fin novembre a février, période de sommeil au cours de
laquelle la circulation de la séve cesse, la croissance végétative au printemps (mars/avril)
démarre avec le débourrement des bourgeons, puis les rameaux s’allongent jusqu’a la fin
juillet. Pour préparer la vigne aux conditions défavorables de I’hiver et assurer un nouveau
cycle végétatif I’année suivante, les rameaux s’épaississent et durcissent grace a un dépot de
lignine (aoGtement) qui précede la chute des feuilles (défeuillaison) et I’entrée en dormance.
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Le cycle reproducteur de la vigne est biannuel car [D’initiation des primordia
inflorescentiels se mettent en place I’année précédant 1’année de fructification. Les boutons
floraux apparaissent avec le débourrement des bourgeons et les inflorescences se développent.
La floraison a lieu entre mai et juin et aboutit a la libération du pollen.

La vigne cultivée est une plante hermaphrodite (constituée de fleurs males et femelles a
la fois). La fécondation d’une fleur peut étre assurée par autofécondation ou par allogamie
(fécondation d’une fleur distante) (Galet, 2000).

Dés que I’ovaire commence a se développer, la grappe se forme et le fruit est noué. Les
baies ainsi formées vont grossir et atteignent environ 70% de leur taille finale et commencent
a se toucher. Selon les cépages, la fermeture est plus ou moins lente et dans certains cas
incompléte. A la fin de la nouaison, en juillet, la grappe atteint sa taille finale. Au mois
d’aoft, les baies atteignent le stade de la véraison. Un changement de couleur des baies se met
en place marquant la fin de la phase herbacée et le début de la maturation. Les raisins
deviennent moins acides et s’enrichissent en sucre.

Les baies atteignent leur pleine maturité entre fin aolt et fin septembre, en fonction des
cépages et peuvent étre vendangées. Si les baies ne sont pas récoltées, il peut se mettre en
place une sur-maturation caractérisée par un flétrissement des baies.

Figure 2: Cycle physiologique de la vigne

|Décembre| Janvier | Février | Mars | Avril | Mai | Juin Juillet Aolt Septembre | Octobre | Novembre
Repos hivernal
Débourrement
Floraison
Véraison
Défeuillaison
Croissance végétative Aolitement |

1.2.Importance de la vigne cultivée (Vitis vinifera L.)

Des restes fossilisés d’une vigne ont ét€¢ découverts au cours de fouilles en Iran, au nord
des monts du Zagros démontrant qu’elle est apparue durant 1’¢re tertiaire (paléocene), avant
I’apparition de I’homme. Elle fiit baptisée Vitis Sezannensis, espéce maintenant disparue.

Des découvertes archéologiques suggerent que la domestication de la vigne date de
5000 ans, au sud du Caucase entre la mer Caspienne et la mer Noire, puis se serait étendue au
sud-ouest du croissant fertile, dans les vallées de Jordanie et d'Egypte (Myles et al, 2011). La
découverte de Zagros en Iran en 1993 de vases remplis de pépins de raisin datant de 7500 ans
avant J.C. permet de supposer une pratique trés ancienne de vinification (Michel et al., 1993
et Mc Govern et al., 1996). Mais c’est en Egypte qu’on trouva la plus ancienne représentation
des procédés de vinification ainsi que des amphores contenant du vin blanc datant du III°™
millénaire avant J.C (Huetz de Lemps, 2001). Dans la Grece antique, la vigne devint 1’un des
trois piliers de la triade méditerranée : céréales-olivier-vigne. La vigne fiit implantée dans
I’ensemble du bassin méditerranéen et en Gaule celtique a 1’époque de la création de
Marseille (600 ans avant J.C).



Tableau 3 : Les principales maladies de la vigne.

Maladies cryptogamiques

Maladies Agents pathogénes
Apiognomonia spp.
Colletotrichum spp.
Discula spp.
Anthracnose Gloeosporium spp.
Glomerella spp.
Gnomonia spp.
Pseudopeziza spp.
Black-rot Guirgnardia bidwellii
Brenner Pseudopezicula tracheiphila
Excoriose Phomopsis viticola
Oidium Erysiphe necator
Mildiou Plasmopara viticola

Pourriture grise

Botrytis cinerea

Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia punctata,

Flavescence dorée

Enroulement

ESCA Stereum rirsutum, Eutypa lata
Phaeoacremonium aleophilum
Botryosphaeria obtusa, Neofusicoccum parvum,
Lasidiplodia theobromae
Clonostachys rosea
BDA Diplodia seriata et Diplodia mutila
Spencermartinsia viticola
Botryosphaeria dothidea,
Neofusicoccum luteum
Eutypiose Eutypa lata
Phylloxera Daktulosphaira vitifoliae
. Vers de la grappe Lobesia botrana (Eudémis), Eupoecilia ambiguella (Cochylis)
‘;"': et Sparganothis pilleriana (pyrale)
2 Cicadelles Scaphoideus titanus (Ball)
- Empoasca vitis
Metcalfa pruinosa
@ Acariens Rouges Panonychus ulmi (Koch)
.:‘-_" Acariens jaunes Eotetranychus carpini (Oudemans)
5] cariose alipitrimerus vitis
: A Calip
Erinose Eriophyes vitis
= Court-noué GFLV (Grapevine Fan Leaf Virus) et Xiphinema index
- B § S ArMYV (Arabic Mosaic Virus) et Xiphinema diversicaudatum
o
g 5 § 5—-; Maladie de Pierce Xylella fastidiosa et Homalodisca spp.
° N
> S £ £ Boisnoir Phytoplasma spp. ett Hyalesthes obsoletus
=

Phytoplasma spp. et Scaphoideus titanus (Ball)
GRLaV (Grapevine leafroll-associated virus)




Le renforcement de la valeur attachée au vin apparut suite au déploiement du christianisme
apres 1’anéantissement de I’Empire romain au cours du IVeéme siecle. Ainsi la liturgie de la
communion pratiquée jusqu’au XIII*™ si¢cle a permis de maintenir et accroitre la tradition viticole.

Au Moyen-Age la qualit¢ du vin s’améliora pour atteindre celle que nous connaissons
aujourd’hui. L'expansion de la civilisation chrétienne fiit & 1'origine de 1'expansion de la viticulture
dans le monde.

En 2008, la superficie viticole mondiale a atteint 7742 milliers d’hectares (58,4% en Europe,
21,1 % en Asie, 12,8 % en Amérique, 5% en Afrique et 2,7% en Océanie), la production mondiale
de raisin a atteint 677,9 millions de quintaux (43,2% en Europe, 26,5% en Asie, 21% en Amérique,
6% en Afrique et 3,3% en Océanie) et celle de vin a atteint 269 million d’hectolitres (66,7% en
Europe, 5% en Asie, 18,5% en Amérique, 4,4% en Afrique et 5,4% en Océanie) (Extrait du rapport
sur la situation de la viti-viniculture mondiale en 2008, présenté par Federico Castellucci, Directeur
Général de I’OlV, a Zagreb, le 29 juin 2009).

En 2009, la France est redevenue le premier producteur mondial (44,75 millions d'hectolitres),
devangant 1’Italie (42,58 millions d'hectolitres), et I'Espagne (35,14 millions d'hectolitres).

En 2010, une baisse des superficies plantées est enregistrée (7586 millers d’hectares) et la
production mondiale a chutée de 5 % par rapport a celle de 2008 (645 millions de quintaux). La
moiti¢é de la production mondiale continue d’€tre assurée par trois pays : la France (44,9 millions
d’hectolitres), 1’Italie (44,84 millions d’hectolitres) et I’Espagne (33,9 millions d’hectolitres).

La vigne est propagée essentiellement par multiplication végétative, ce qui signifie que des
variétés anciennes cultivées ont été propagées pendant des centaines, voire des milliers d'années, et
peuvent aujourd’hui coexister avec des variétés cultivées produites par des croisements récents.
L’adoption de ce mode de propagation de la vigne a ainsi contribu¢ au maintien d’un haut niveau de
diversité¢ génétique de la plante et a permis la génération de clones avec des traits uniques.
Cependant, le revers de telles pratiques est la contribution a la diminution de la motivation des
viticulteurs a réaliser de nouveaux croisements et a créer de nouvelles variétés cultivées (Myles et
al.,2011).

1.3. Sensibilité de la vigne

La principale espeéce de vignes cultivée en Europe (Vitis vinifera L.) est a l'origine de tres
nombreux ceépages. La préoccupation constante des vignerons pour obtenir un €tat sanitaire optimal
n’est apparue qu'a partir du XIX®™ siécle suite a trois vagues successives d’invasion de
bioagresseurs ayant failli éliminer la vigne du paysage agricole francais (oidium, mildiou et
phylloxera).

La vigne cultivée dans nos régions est trés sensible a de nombreux bioagresseurs qui peuvent
étre d’origine cryptogamique, bactérienne, virale ou des ravageurs (Tableau 3) qui sont
dommageables pour la récolte.

De nombreux parasites s’attaquent a la vigne et provoquent de graves dégats (Tableau 3). Les
champignons phytopathogénes représentent la majorité des bioagresseurs de la vigne.

- L’Anthracnose : due a différents champignons (4piognomonia, Colletotrichum, Discula,
Gloeosporium, Glomerella, Gnomonia, Pseudopeziza, etc.) largement répandue dans le
monde entier, plus particulierement dans les zones intertropicales.
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Figure 3 : Positionnement de P. viticola et E. necator dans la classification phylogénétique des
Eucaryotes

Tableau 4: Classification de P. viticola et d’E. necator

Mildiou Oidium
Domaine Eukaryota Eukaryota
Régne Chromalveolata/Chromistes Fungi
Division Stramenopiles Ascomycota
Embranchement Oomycota Septomycetes
Classe Oomycetes Ascomyceétes
Ordre Peronosporales Erysiphales
Famille Peronosporaceae Erysiphaceae
Genre Plasmopara Erysiphe ( ex Uncinula)
Espéce P. viticola E. necator




- Le Black-Rot: est causé par le champignon Guignardia bidwellii, originaire d'Amérique du
Nord. Son apparition en Europe remonte au milieu du XIX® siécle, et aux alentours de 1855
en France.

- Le Brenner: ou le rougeot parasitaire caus¢ par le champignon Pseudopezicula
tracheiphila,

- L’Excoriose: est provoquée par le champignon Phomopsis viticola qui fragilise les bois,
présentent des cloques, des fendillements et des crevasses contenant des spores du
champignon.

- La Pourriture grise: causée par Botrytis cinerea, un champignon nécrotrophe s'attaquant
au raisin pendant sa maturation, responsable également de la pourriture noble qui est tres
recherchée pour la fabrication des vins liquoreux.

- L’Esca-Black Dead Arm: entraine un dépérissement de la plante et s'attaque
principalement aux vieilles vignes.

Parmi I’ensemble des maladies, aujourd’hui si les maladies de dépérissement telles que
I’ESCA et le BDA préoccupent grandement la viticulture mondiale, les principales sont toujours le
Mildiou, 1'Oidium et le Botrytis, des maladies cryptogamiques pouvant détruire la totalit¢ de la
récolte. Un bon programme de lutte efficace commence par une bonne identification des maladies.
Le programme de la lutte engagée varie selon les conditions météorologiques, les cépages et
I'abondance de 1'organisme pathogene.

Une résistance directement liée au développement normal de la vigne est dite ontogénique.
Elle apparait dans les organes souvent agés et confere de la résistance naturelle a plusieurs
champignons pathogenes, incluant 1’oidum (Gadoury ef al., 2003), le mildiou (Kennelly et al.,
2005), et le black rot (Hoffman et al., 2002). Ainsi le développement des maladies cryptogamiques
comme le mildiou et I’oidium est-il dépendant de I’age des organes verts de la vigne. En fonction de
I’age de la feuille, la germination des conidies diminue et le temps de sporulation augmente.
Concernant les grappes, leur sensibilité est moindre, dés 20 jours aprés la floraison et peu de
symptomes seront observés sur les baies plus anciennes.

2. Agents pathogénes biotrophes de la vigne
2.1. Plasmopara viticola (Berk. & Curtis) Berlese & De Toni, (1888)
2.1.1.Biologie

Le Mildiou de la vigne est une maladie invasive originaire d’Amérique du Nord. Elle a été
introduite en Europe avec des boutures de vignes américaines pour replanter les vignobles francais
détruits par le phylloxéra. Elle est apparue en France vers 1878 et fiit identifiée par le Dr. Deluze
pour la premiere fois et décrite en 1879 par Planchon en Gironde (Coutras). Elle est causée par un
oomycete biotrophe, parasite obligatoire affilié aux algues brunes, Plasmopara viticola qui
appartient au régne des Chromistes (ou Chromalveolata, Figure 3 et Tableau 4).

A P’automne, des oeufs d’hiver sont produits par reproduction sexuée (fécondation d’une
anthéridie et d’une oogone), tombent sur le sol et constituent la forme de survie hivernale du
champignon. Lorsque les conditions deviennent favorables au printemps (température et humidité),
des macroconidies germent, issues des ceufs d’hiver, se développent et libérent des spores munies
de flagelles (zoospores) se déplagant dans 1’eau (Lafon et al., 1981 et Galet, 1977).
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Les zoospores germent a leur tour, en produisant un tube germinatif qui pénétre par les
stomates, se ramifie, s’insére entre les cellules et envoient des sucoirs intracellulaires
(haustoria) pour se nourrir au dépend de la plante hdte. Pendant la période d’incubation (entre
5 a 8 jours), des symptomes foliaires typiques que 1'on appelle la "tache d'huile" a la surface
supérieure des feuilles sont visibles (Figures 4 et 5). Ces taches jaunatres, légérement
translucides, se couvrent ensuite, sur la face inférieure de la feuille, d'un duvet blanchatre. A
l'automne, sur les feuilles agées, les taches sont limitées par les nervures et forment le
symptome de point de tapisserie : c'est le « Mildiou mosaique » (Figures 4 et 5).

Apres une latence de quelques jours, le mycélium sporulant émerge des stomates,
produisant des sporanges portés par des sporangiophores, formant ainsi a la surface inférieure
des feuilles un duvet blanchatre. Emportés par le vent et la pluie, les sporanges sont a
I’origine des infections secondaires qui favorisent ainsi 1’extension de la maladie sur
différents organes de la vigne.

2.1.2. Symptomatologie

La maladie a une incidence défavorable sur la production. En effet elle attaque tous les
organes herbacés, provoque l'altération du feuillage et entraine sa chute précoce ainsi que la
destruction totale du raisin (diminution de la récolte). Les jeunes feuilles sont les plus
vulnérables et une attaque précoce, grave peut provoquer une défoliation prématurée. Ainsi,
les grappes, moins bien nourries, sont-elles de moins bonne qualité et 1’aolitement se fait-il
mal, le tout conduisant a un affaiblissement du cep durant I’hiver et une mauvaise reprise de
végétation 1’année suivante. Une attaque plus tardive sur un feuillage adulte provoque des
dégats moins importants.

Avant floraison ou pendant la floraison, les attaques de mildiou induisent une coulure
partielle ou totale des fleurons accompagnée du brunissement progressif de leur pédicelle et
du pédoncule de la jeune grappe. Sur ces organes apparaissent des efflorescences blanchatres.
La fin de la floraison, au moment ou les capuchons floraux tombent laissant a nu 1'ébauche du
jeune grain, est un stade particulieérement vulnérable. Si 'attaque se porte sur le pédoncule de
la jeune grappe, celui-ci se déforme et prend une teinte verte-olivatre, tandis que les fleurons
de la partie terminale se dessechent.

Les symptdmes sur tres jeunes baies se caractérisent par une teinte grise et se couvrent
d’un feutrage blanc, c’est le rot gris (rot = pourriture, en anglais). Sur les baies de taille plus
importantes, une teinte brune apparait et on parle de "rot brun". Les grains se rident,
pourrissent et tombent le plus souvent. L'attaque a aussi pour conséquence un affaiblissement
général des sarments (c'est a dire une mauvaise lignification des jeunes rameaux avant
I'hiver).

2.1.3. Diversité

Les populations de P. viticola nord-américaines sont considérées comme des
populations fondatrices. Des analyses phylogénétiques sur un petit nombre d'isolats ont mis
en évidence trois lignées distinctes (clades), I'un d'entre eux contenant des échantillons
d’origine américaine et européenne tandis que les deux autres lignées contiennent uniquement
des isolats américains (Chen et al., 2007, Schroder et al., 2011).
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Figure 5: Observations macroscopiques et microscopiques du mildiou de la vigne : (A)
symptome « tache d’huile » avec nécrose sur la face supérieure d’une feuille, (B) sporulation
de Plasmopara viticola sur la face supérieure d’une feuille, (C) sporulation sur inflorescences
avant floraison, (D) sporanges et sporangiophores de Plasmopara viticola (x 6,5), (E)
sporangiophore sortant d’un stomate (TEM, x 2450), (F) sporanges sur sporangiophores (x
750), (Gessler et al., 2011).
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Les populations européennes de P. viticola présentent simultanément un niveau réduit
de diversité génétique et une forte diversité génotypique. La plupart des populations
européennes sont panmictiques indiquant que la reproduction sexuée est fréquente. Elles
présentent également un léger isolement par la distance a 1'échelle du continent (Gobbin ef al.,
2006).

Les populations de mildiou trouvées en France présentent une grande variabilité
phénotypiques avec des sensibilités différentes a plusieurs fongicides (Corio-Costet et al.,
2012). Une étude phylogénétique réalisée a partir d’une portion du génome mitochondriale
(2281 pb) incluant le géne du cytochrome b a permis de démontrer 1’existence de différents
haplotypes mitochondriaux plus ou moins sensibles a certains fongicides (IS, IR, IIS, IIR)
(Chen et al., 2007, Corio-Costet et al., 2011).

2.2. Erysiphe necator (Schwein.) Burrill
2.2.1. Biologie

L’oidium de la vigne est une maladie introduite, originaire d’ Amérique qui fut observée
en France vers 1845, dont la cause est un champignon biotrophe Erysiphe necator (Schw.
Burr.), anciennement nommé Uncinula necator, exclusif au genre Vitis (Figure 3). Cet agent
pathogene appartient a I’embranchement des Septomycétes, a la classe des Ascomycétes,
I’ordre des Erysiphales et a la famille des Erysiphacées. (Tableau 4). Son mycélium
filamenteux et cloisonné, se développe uniquement a la surface des organes de I'hote (Corio-
Costet, 2007). Pendant la période de croissance végétative de la vigne, cet agent pathogene se
reproduit de maniére asexuée, sous forme de conidies qui sont dispersées par le vent, a la
surface des feuilles de 1’hote en croissance (Figure 6 et 7). Il posséde deux modes de
conservation hivernale : soit il demeure sous forme de mycélium dormant dans les bourgeons
et colonise les jeunes pousses au printemps (symptomes drapeaux), soit il réalise un cycle de
reproduction sexuée par la fusion de deux hyphes de types sexuels compatibles et produit des
Cleistotheces. La compatibilité sexuelle est régulée par des genes situés sur un locus
spécifique (locus MATI, Brewer et al., 2011). Pour que deux individus hétérothallique soient
compatibles et fusionnent, il faut que chacun d’entre eux possede une spécificité différente au
locus "MATI" (MATI1.1 et MAT1.2). Au printemps, les cléistothéces germent et les ascospores
libérées provoqueront les infections primaires sur les feuilles en croissance. Ainsi, les feuilles
colonisées fournissent-elles une source d’inoculum pour les baies en développement. Les
feuilles sont sensibles a I’oidium des le stade premicre feuille déployée (stade 7) et les baies le
sont dés leur formation jusqu’a la véraison. Une relation directe est observée entre la présence
d’inoculum primaire sur les feuilles et les dégats ultérieurs causés sur les grappes.

2.2.2. Symptomatologie

En termes de dégats, comme pour le mildiou, la maladie a une incidence défavorable sur
la production. En effet, cet ascomycete s'attaque a tous les organes verts de la vigne et en
particulier aux jeunes baies en croissance (Figure 7). A 1'époque du débourrement, les
filaments du champignon contenus dans les bourgeons se développent et contaminent les
jeunes organes verts (symptomes "Drapeaux").

Les symptomes les plus marquants au cours de la période végétative sont un aspect
gaufré et boursouflé des feuilles qui s'accentue, bords relevés en forme de tuiles vers la face
supérieure et une poussiere blanchatre envahit 1'ensemble du limbe.
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Figure 7: (A) symptome oidium sur feuille, (B) sporulation de Erysiphe necator sur la face
supérieure d’une feuille formant une poudre blanchatre, (C) attaque sur grappes, (D) attaque
sur baies vertes provoquant un éclatement des baies (E) germination d’une conidie sur un
conidiophore, (F) germination d’une spore (Photos de Dufour M. C. et d’aprés Schnee et al.,
2008).
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Aux premiers stades de la contamination, des taches translucides apparaissent pouvant
ressembler, dans certains cas, a celles provoquées par P. viticola mais E. necator forme un
feutrage sur les deux faces des feuilles.

Les fleurs peuvent aussi €tre contaminées puis se dessécher et tomber. Les grains se
couvrent a leur tour d’une poussiere blanchatre; leur peau se durcit, se fendille et finit par
¢clater. La présence de grappes oidi¢es lors des vendanges altére donc la qualité des vins
obtenus (Calonnec et al, 2004). Par ailleurs, I'oidium diminue fortement la récolte et, dans
certains cas, peut méme l'anéantir totalement, comme en 1852.

2.2.3. Diversité

En Europe et en Australie, deux groupes génétiquement distincts, A et B (ou I et III),
ont été identifiés en raison de leur différenciation marquée avec des marqueurs génétiques
semi-dominants (par amplification aléatoire d'ADN polymorphe) de type RAPD et AFLP, ou
de polymorphismes nucléotidiques de type SCAR ou SNP (Delye et al., 1997; Evans et al.,
1997 ; Stummer et al., 2000 ; Miazzi ef al., 2003 ; Hajjeh, H. et al., 2005 ; Peros et al., 2005 ;
Amrani et Corio-Costet, 2006 ; Nufiez et al., 2006). Récemment, une étude a révélé
I’existence d’une diversité beaucoup plus importante sur le continent américain (Brewer et al.,
2010). Les deux groupes peuvent étre présents sur une méme parcelle, sous les différentes
formes : mycélium dormant (A et B) ou cleistothéces (B en France).

Les populations d’oidium responsables des symptomes " drapeaux " appartiennent
majoritairement au groupe A et sont présentes généralement au début de I'épidémie. Les
populations de groupe A présentent peu de diversité¢ et la plupart des isolats posseédent le
méme type sexuel (Corio-Costet, 2007). A ce jour, les souches de groupe B, peuvent
¢galement étre associées a des symptomes "drapeaux" et, seules les populations appartenant
au groupe B semblent se reproduire de maniere sexuée (Cortesi ef al., 2004, Peros et al., 2006
et Bouscaut et Corio-Costet, 2007) et présentent une plus grande variabilité génétique (Corio-
Costet, 2007). Toutefois, quelques études en Australie et en Italie suggerent que les souches
de groupe A peuvent réaliser un cycle de reproduction sexuée (Miazzi et al., 2003 et Stummer
et al., 2006 et Frenkel ef al., 2011), mais les recombinants n'ont jamais été trouvés dans la
nature a ce jour.

Les deux groupes sont associés a différentes niches temporelles et possedent des
exigences €cologiques différentes (Délye et Corio-Costet, 1998 et Amrani et Corio-Costet,
2006). Les populations rencontrées dans la plupart des vignobles échantillonnés en Italie et en
France sont composées du seul groupe B (Délye et al., 1997 et Miazzi et al., 2008) mais,
lorsque les deux groupes génétiques se trouvent dans le méme vignoble en début de saison,
seul le groupe génétique B est retrouvé en fin de saison (Corio-Costet, 2007, Montarry ef al.,
2009). La présence conjointe de ces deux populations dans ce cas a conduit a des erreurs
d’interprétations d’observations sur la résistance aux fongicides (Corio-Costet, 2007). En
effet, les populations A étant plus sensibles aux fongicides que les populations B, leur
présence massive en début de saison, puis leur remplacement au cours de saison, a conduit a
décrire une résistance disruptive (perte brutale de sensibilité au fongicide méme si on
augmente la dose). Ce qui n’était nullement le cas. Nous étions en présence de deux
populations différentes exprimant temporellement des niveaux de sensibilité différents aux
fongicides inhibiteurs de la biosynthese des stérols (Corio-Costet, 2007 et Dufour et al.,
2011).
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Une comparaison des traits d’histoire de vie déterminant la fitness des deux groupes
génétiques en Europe montrent que les souches de groupe A sont moins agressives que les
souches appartenant au groupe B en terme de germination et d’efficacité d’infection. Par
contre, les souches de groupe A sont plus agressives que celles de groupe B en terme de
latence, de diametre des 1ésions et du nombre de spores produites par 1ésion (Montarry et al.,
2009). 11 a été précédemment observé une association forte entre les niveaux de sévérité de la
maladie a la fin de la saison et les compositions initiales des populations d'E. necator dans 13
vignobles commerciaux (Montarry et al., 2008). La colonisation rapide et extensive des plants
par les isolats de groupe B est associée a des cas de maladies les plus séveres.

3. Protection du vignoble

Pour obtenir un état sanitaire optimal et une production de qualité, les viticulteurs ont
recourt a de nombreux traitements fongicides, bactéricides ou insecticides, lesquels
conduisent a des problémes environnementaux : santé humaine, pollution, acquisition d'alléles
de résistance aux fongicides dans les populations de pathogénes par exemple.

L’identification précoce et rapide des maladies présentes dans le vignoble est
indispensable afin de prévenir des infestations graves et des pertes de rendement ou de
qualité. Cependant, 1’application d’un traitement a chaque détection de la présence d'un agent
pathogeéne n’est pas nécessaire car en fonction des conditions climatiques, de 1'inoculum
présent (historique de la maladie) et de la sensibilité¢ des cépages, la sévérité de la maladie
peut varier. Il faut évaluer la probabilité de 1’état dévastateur ou non de la maladie et adapter
les mesures a prendre pour éviter les pertes de récolte.

11 existe donc plusieurs stratégies d'application des fongicides :

- Lorsqu'un risque minimum est recherché, les fongicides peuvent étre appliqués en
fonction d'un calendrier prédéfini.

- La décision d’application d’un traitement peut étre également prise grace a des
modeles de prévision des risques en fonction d'observations recueillies dans le vignoble
(conditions climatiques, stade de développement de la vigne, du cépage, de la pression
parasitaire et de I’historique des dommages).

- En intégrant l'application combinée et rationnelle des mesures disponibles
(biologiques, biotechnologiques, chimiques, physiques ou culturales) conduisant a une
utilisation des produits phytosanitaires limitée au strict nécessaire et en acceptant un
dommage ou une perte économiquement acceptable, il est également possible de mettre en
place une protection intégrée généralement plus économe en intrants chimiques.

3.1. Lutte anti-mildiou

La vigne est sensible au mildiou dés le stade de la premiere feuille déployée et les baies
perdent leur sensibilité environ 3 semaines apres la floraison. En général, le mildiou apparait
en début de saison et peut réapparaitre en fin de saison sur les pousses en croissance. La
stratégie d’intervention contre le mildiou consiste a protéger le feuillage lors des périodes a
risque et de bien contrdler les dommages sur feuille avant la floraison pour éviter les
dommages sur les baies.
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3.1.1. Lutte préventive

Avant la plantation, il faut choisir un endroit bien drainé avec une bonne circulation de
I’air, privilégier une orientation qui favorise une bonne ventilation et un bon ensoleillement,
soit sud-est ou sud-ouest, choisir si possible des variétés peu ou modérément sensibles aux
principales maladies (mildiou, oidium, botrytis), choisir un systéme de conduite et un
espacement qui favorise l’aération et le séchage rapide du feuillage et des baies. Un
enherbement a 1’aide de gazons a croissance lente sans rhizomes (comme les fétuques) peut
¢galement ne pas favoriser le développement de la maladie. Pour les plantations sur paillis
plastique, utiliser des paillis plastique de la bonne qualité (Galet, 1977 et Dubos, 2002).

Des programmes d’amélioration variétale de vigne de cuve résistantes et de qualite¢ ont
été menés a la fin du 20°™ siécle. Les croisements effectuées entre les variétés sensibles de
Vitis vinifera et des espeéces de Vitis américaines (Vitis labrusca, Vitis riparia, Vitis
rupestris...) résistantes aux principaux bioagresseurs ont permis d’obtenir des hybrides
producteurs directs destinés a travailler la vigne plus simplement comme avant I’arrivée du
phylloxera : pas de greffe et multiplication par simple bouturage et culture sous faible
pression fongicide (Villard blanc ou noir, Chambourcin, Plantet, Bronner, Regent, Solaris,
Merzling, Seyval Blanc, etc...).

Des recherches menées a I’INRA de Colmar, de créations variétales ont démarré en
2000, par la réalisation des croisements entre Vitis vinifera et la muscadine (Muscadinia
rotundifolia) pour la création de nouveaux hybrides résistants au mildiou et a 1I’oidium de la
vigne.

3.1.2.Mesures prophylactiques

La stratégie de lutte doit étre adaptée aux risques trés dépendants des conditions
climatiques. Pour réduire le plus possible la formation de foyers primaires, il est indispensable
de supprimer les conditions favorables a leur développement (humidité et drainage) en
¢liminant la végétation pres du sol (épamprage ou désherbage), en maitrisant la vigueur de la
vigne (taille, fertilisation, enherbement, palissage et rognage soigné) (Galet, 1977).

En enfouissant ou en détruisant les débris abritant les organismes pathogenes, en
effectuant un bon contréle des mauvaises herbes il est possible de réduire I’humidité dans la
partie inférieure de la vigne ainsi que la compétition pour I’eau et les éléments nutritifs du sol.
De méme, en maintenant un bon programme de fertilisation tout en évitant les exces d’engrais
azotés qui encouragent la croissance rapide de pousses tendres plus sensibles a certaines
maladies, ou en effectuant une taille qui favorise 1’aération (séchage du feuillage plus rapide)
et une bonne pénétration des fongicides (exemples : taille ouverte, rognage, placement des
sarments), il est possible de limiter, dés le début de la saison, la croissance des populations de
mildiou et les risques d’épidémiques (Galet, 1977).

3.1.3. Lutte chimique

La gestion de cette maladie est encore largement basée sur l'utilisation de produits
chimiques. En France, il existe une large gamme de produits qui peuvent étre utilisés, environ
58 produits, couvrant 8 modes d'action différents (Corio-Costet M.F., 2012) (Tableau 5).
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La lutte contre le mildiou consiste a pulvériser des fongicides de contact
préventivement, et a utiliser des fongicides pénétrants ou systémiques, qui ont un effet curatif,
lorsque les conditions sont particulierement favorables et que le risque de contamination est
fort. Dans tous les cas, il est conseillé de toujours utiliser les composés pénétrants ou
systémiques en combinaison avec des fongicides de contact (Gisi, 2002).

Les fongicides ayant un mode d’action multi-site sont polyvalents et affectent divers
processus cellulaires (respiration, perméabilit¢ et division cellulaires) et inhibent
généralement la germination des spores. Ils sont largement utilisés en préventif, et a ce jour, il
n’existe pas de résistance connue aux fongicides multisites.

Les phosphonates ont un mode d'action complexe contre les Oomycétes, impliquant a la
fois des effets directs et indirects, avec une stimulation forte et rapide des mécanismes de
défense des plantes (Smillie et al., 1989 ; Guest and Grant, 1991 ; Jackson et al., 2000 ; Hardy
et al.,2001 ; Daniel ef al., 2005).

Les fongicides uni-sites ont un spectre d’action spécifique. Ils sont généralement
pénétrants (translaminaires ou systémiques) et sont utilisés en préventif et curatif.

Les phénylamides (inhibiteurs de I’ARN polymérase) ont une activé exclusive contre
les Péronosporales (Fisher et Hayes, 1979) mais des résistances contre ces molécules sont
apparues rapidement.

Les Qols (Quinone outside Inhibitors) inhibent 1’oxydation du Coenzyme Q situé¢ a la
surface externe du cytochrome b, sur le complexe III des chaines respiratoires des
mitochondries. Ces fongicide uni-site sont utilisés en préventif et soumis a restriction a cause
du développement de résistance chez le mildiou (Corio-Costet et al., 2008).

Les Qils (Quinone inside Inhibitors) inhibent I’oxydation du Coenzyme Q situ¢ a la
surface interne du cytochrome b, sur le complexe III des chalnes respiratoires des
mitochondries. Ces fongicides présentent un haut niveau d’efficacité contre les Oomycetes et
sont utilisés en préventif. Récemment introduits, le risque de résistance est élevée.

Les fongicides interférant sur la biosynthése de la paroi végétales (Blum et al., 2010)
sont des fongicides uni-sites ayant pour cible la cellulose synthase, pour lesquels également,
des phénomenes de résistance sont décrits (Corio-Costet, 2012).

Les benzamides inhibent la biosyntheése des microtubules et empéchent la division
cellulaire en agissant sur les microfilaments de tubuline conduisant a un arrét de 1’élongation
des tubes germinatifs et rend la pénétration du champignon dans la plante hote impossible. A
ce jour, aucun phénomene de résistance n’a été décelé.

3.1.4.Lutte raisonnée

Les traitements fongicides sont effectués en fonction du risque de développement de la
maladie. Ce risque est estimé en fonction de la sensibilité du cépage, du dépistage, de
I’historique de la maladie dans le vignoble, du stade phénologique, des conditions
météorologiques, du temps écoulé depuis la derniere pulvérisation, du fongicide utilisé et de
la croissance de la vigne.

Le choix d’un traitement dépend du niveau d’infestation et du stade phénologique de la
vigne (le degré de risque). Lors de la croissance végétative de la vigne (en début de saison),

I’utilisation de traitements a effets systémiques seront privilégiés si les risques deviennent
élevés alors que des traitements de contacts suffiront si les risques sont faibles.
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Lors de la floraison et nouaison, période de grande sensibilit¢ de la vigne, les
traitements devront étre renforcés en utilisant des produits systémiques ou pénétrants (Galet,
1977). Apres la fermeture de la grappe, période de moindre sensibilit¢ de la vigne, les
traitements seront nécessaires en cas de conditions climatiques favorable au développement
du mildiou (humidité). L application des traitements ne doit débuter qu’en présence de foyers
primaires de la maladie et se poursuivre en fonction de la pression de maladie et des
prévisions météorologiques propres a chaque exploitation et se termine en général au début
de la véraison.

Grace a I’¢laboration de modeles de prévisions et d’outils d’aide a la décision, le
viticulteur sera amené a traiter mieux lorsque c’est nécessaire (présence de symptomes,
conditions climatiques favorables et sensibilité¢ du cépage) afin d’éviter les risques liés a une
utilisation intensive et systématique des fongicides et optimiser ainsi leur efficacité.

Ainsi, le modele MILVIT ("MILdiou" et "VITiculture") est-il un systeme
d’avertissement développé en Europe qui permet la description qualitative et quantitative de
I’évolution du mildiou, élaboré par la Sous Direction de la Qualité et de la Protection des
Végétaux (SDQPV) et utilisé par les Services Régionaux de la Protection des Végétaux
(SRPV) pour éditer les avertissements agricoles. Ce modele prend en compte la phase asexuée
du développement du mildiou et la germination des macroconidies issues des oospores au
printemps.

MILSTOP, une variante récente de MILVIT, intégre en plus les données concernant la
conservation des ceufs d’hiver (pour les vignobles méridionaux).

Le mode¢le "Potentiels Systémes" développé par I’Institut Frangais de la Vigne (IFV) de
prévision des risques de mildiou, d’oidium et de Black-rot, est un mod¢le climatique qui
calcule, en fonction des conditions climatiques, le risque épidémique, proche du modele
MILVIT.

Le modéle "VitiMétéo-Plasmopara viticola" ¢élaboré par Agroscope Changins-
Widenswil (Suisse-Allemagne) integre chaque étape du cycle de développement de P.
viticola a 1’aide d’algorithmes spécifiques intégrés dans un modele mathématique pour
évaluer le risque épidémique.

Plus récemment, le Processus Opérationnel et de Décision "Mildium" (POD Mildium) a
été ¢laboré a 1’Unité Mixte de Recherche Santé et Agroécologie du Vignoble de 'INRA de
Bordeaux afin de proposer des méthodes et des outils innovants permettant d’exploiter la
marge de manoeuvre existante dans la gestion des traitements fongicides, plus
particuliérement ceux destinés a protéger la vigne contre le mildiou et 1'oidium (Naud et al.,
2011).

3.2. Lutte anti-oidium

Les feuilles de vigne sont sensibles a I’oidium d¢s le stade premiére feuille déployée et
les baies sont sensibles de leur initiation a la véraison. La période a risque s’étale du stade 4 -
6 feuilles déployées jusqu’a la véraison. En général, I’oidium apparait avant la floraison et se
développe tout au long de la saison sur le feuillage. Les premiéres infections se déroulent au
printemps.

Si les conditions météorologiques sont favorables (une durée de 4 heures a des
températures de 6 a 24 °C), il est nécessaire de débuter les traitements fongicides des
I’apparition des premiers symptomes. La sensibilité a I’oidium dépend également du cultivar.
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3.2.1. Méthodes prophylactiques

Elle consiste a protéger le feuillage lors des périodes a risque et de bien controler les
dommages sur les feuilles avant la floraison pour éviter les dommages sur les baies.

Le champignon se développe des que la température atteint 10 a 12 °C, 'optimum se
situant vers 25 °C. Une atmosphere chaude et humide et un temps couvert sont favorables a
1'0Oidium ; les pluies orageuses d'été, de méme que les nuits fraiches avec rosée et brouillards
matinaux, sont propices a une recrudescence de la maladie. Afin de diminuer le risque
d'attaque, il est nécessaire de maitriser la vigueur du végétal en raisonnant la fertilisation
azotée, les apports minéraux en utilisant 'enherbement, en améliorant 1'aération des grappes et
en diminuant l'entassement du végétal (Gadoury et al., 2011).

3.2.2. Lutte chimique

La lutte contre I'oidium est préventive ou curative durant la période de sensibilité de la
vigne et repose sur l'utilisation de fongicides.

L’application consiste a empécher la dissémination des contaminations primaires a
I’aide de pulvérisations préventives et doit se concentrer sur deux périodes, la premiére au
début de la croissance, et la seconde entre la floraison et le début de la maturation lorsque les
grappes sont les plus exposées. Les grappes sont particuliérement vulnérables a la
contamination immédiatement aprés la nouaison (baies mesurant 2—3 mm de diamétre) et
jusqu’au stade de fermeture de la grappe.

De nombreux fongicides, organiques ou inorganiques sont utilisés pour contrdler
I’oidium de la vigne (Tableau 6).

Le soufre est largement utilisé au niveau mondial, de par son efficacité, son faible coft
et I’absence de résistance. Le développement superficiel d’E. necator rend le pathogene trés
sensible a des applications topiques.

Les fongicides multi-sites de contact ou de surface sont principalement utilisés de
fagon préventive et affectent divers processus qui inhibent la germination des spores ainsi que
la croissance du mycélium déja installé superficiellement (action partiellement curative) et la
formation des sugoirs. Il s'agit de produits lessivables (Tableau 6).

Les fongicides uni-sites sont semi-pénétrants ou pénétrants et possedent une action
préventive en inhibant la germination des spores et la formation des sucoirs. Ils s'utilisent a
faibles doses.

Les fongicides systémiques de type inhibiteurs de la biosynthese des stérols (IBS)
inhibent pour la plupart la déméthylation des stérols (DMIs) et constituent 1’un des es groupes
les plus importants. Ils sont utilisés pour controler une large gamme de maladies des plantes et
agissent en inhibant I’activité¢ de la stérol C14 a-déméthylase dépendante d’un cytochrome
P450 (Corio-Costet, 2003).

Les inhibiteurs de la respiration mitochondriale (Qols) ont pour cible le complexe III de
la chaine respiratoire (ubiquinone-cytochrome C réductase) et inhibent 1’oxydation du
Coenzyme Q situ¢ a la surface interne du cytochrome b, sur le complexe III des chaines
respiratoires des mitochondries (Grasso et al., 2002).

Une majorité de fongicides utilisée a ce jour sont des uni-sites et la résistance de
I’oidium peut se développer par simple mutation ponctuelle.
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E. necator a subi la pression de nombreux fongicides incluant, les inhibiteurs de
biosynthese des stérols (SBI), en particulier les DMIs, et a conduit a l'apparition de souches
d’oidium résistantes dans différents pays (Corio-Costet, 2007). Le mécanisme de résistance
est multigénique, mais avec un mécanisme majeur impliquant une mutation ponctuelle dans le
gene codant pour la 14-eburicol déméthylase (CYP51, Numéro accession GenBank :
U72658.2) d’E. necator. En effet, chez 1'oidium de vigne, une substitution d'un résidu
phénylalanine par une tyrosine en position 136 (Y136F) dans le géne CYPS51 a été associée a
un haut niveau de résistance a DMIs (Délye et al., 1997).

Plus récemment, la résistance aux fongicides inhibiteurs de la respiration
mitochondriale (Qol) a été¢ détectée aux Etats Unis et en Europe (Baudouin et al., 2008 et
Dufour et al., 2011).

3.2.3. Lutte raisonnée

Le raisonnement de la lutte chimique se base sur le positionnement du premier
traitement, le choix des produits utilisés et leur cadence d'application (7 a 10 jours pour les
produits de contacts, 12 a 14 jours pour les produits pénétrants ou systémiques) et comme
pour le mildiou, des mode¢les de prévisions des risques et des outils d’aide a la décision sont
disponibles permettant aujourd’hui de mieux raisonner la lutte anti-oidium (POD "Mildium"
de 'INRA de Bordeaux et "Potentiels Systemes" de I'IFV) (Leger et al., 2010).

Par une observation fine de 1’exploitation afin d’évaluer 1'installation de la maladie le
viticulteur décidera de I'opportunité d'une intervention précoce apres évaluation des risques de
maladie. En effet, les traitements dits "curatifs" de rattrapages sur grappes oidiées sont le plus
souvent inutiles et peu efficaces. Apres le stade de fermeture de la grappe, il est judicieux de
choisir des produits actifs a la fois contre 1’oidium mais aussi contre le mildiou pour limiter
les attaques sur feuilles. Le choix d'une stratégie dépend également de l'historique de la
parcelle. Pour des parcelles sensibles ayant développé des symptomes "drapeaux", il est
indispensable de réaliser des traitements de couverture systématiques jusqu’a la fermeture des
grappes tandis que sur des parcelles peu sensibles ou sans antécédent, la protection devra étre
plus restreinte, du stade "boutons floraux séparés" a "fermeture des grappes".

3.2.4. Lutte biologique

Ces dernieres années, de nouvelles méthodes de lutte sont a 1’é¢tude. La lutte biologique
utilisant des champignons mycoparasites (Ampelomyces quisqualis) ou des traitements
éliciteurs induisent des mécanismes de résistance aux maladies constituent de nouvelles
méthodes de contrdle de I'oidium. Toutefois, en dépit de la preuve des avantages potentiels
de ces stratégies alternatives, des incohérences dans les performances sur le terrain ont été
fréquemment rapportées.

Ampelomyces quisqualis est un champignon hyperparasite naturel de I'oidium. Il infecte et
forme des pycnides (fructifications) dans les hyphes, les conidiophores, et les cléistotheces.
Ce parasitisme réduit la croissance du champignon et peut éventuellement tuer la colonie de
champignon. 4. quisqualis a été 1'objet de nombreuses recherches pour lutter contre I’oidium
depuis plus de 50 ans (Falk et al., 1995 ; Kiss et al., 2010).
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4. Interaction hote-pathogéne

Dans leur environnement, les plantes sont réguliérement soumises a des attaques variées
d’agents pathogenes (champignons, bactéries, virus,...). Toutefois, la maladie représente une
situation d'exception. Au cours de I’évolution, pour faire face a la diversit¢ des agents
pathogenes, les végétaux ont mis en place des mécanismes de défense permettant a la plupart
d’entre-eux de lutter contre les infections de trés nombreux bioagresseurs (Lyon, 2007).
Toutefois a I’instar de ce que nous observons pour les fongicides et la résistance évolutive des
agents pathogenes, les interactions hote-pathogeénes sont une course continue de lutte entre
I’hote et I’agent pathogéne.

Lors de la résistance de la plante, plusieurs types de réponses peuvent €tre mis en
place. Les réponses se différencient par les mécanismes mis en jeu mais surtout par leur
rapidité et leur localisation :

- la réponse dite d'hypersensibilit¢ (HR), similaire au processus de mort cellulaire
programmeée (apoptose), qui déclenche des nécroses cellulaires et confine 1’agent pathogene
au niveau du site d’infection ;

- la résistance locale induite (LAR) qui est mise en place au niveau du site d’infection
suite a des modifications métaboliques et induit une résistance dans les cellules proximales ;

- la généralisation des mécanismes, mis en jeu lors de la LAR, qui conduit a la mise en
place de la résistance systémique acquise au niveau de la plante entiére (SAR).

Trois processus se retrouvent généralement impliqués dans la mise en place des
mécanismes de défenses (Walters et al., 2007), la perception, la signalisation et la réaction.

4.1. Reconnaissance du pathogene
4.1.1. Eliciteurs généraux

La reconnaissance d’un agent pathogene par la plante est initiée par la perception de
molécules appelées éliciteurs ou de molécules associées au pathogene (Pathogen Associated
Molecular Pattern ou PAMP et Microbe Associated Molecular Pattern ou MAMP)
provoquant l'induction des mécanismes de défenses basales (PTI: PAMP-Triggered
Immunity, Figures 8 et 9). Ces signaux peuvent avoir une origine exogene lorsqu'ils
proviennent du pathogeéne, ou endogene lorsqu'ils sont produits par la plante. Leurs natures
sont trés variées (oligomeres de chitine ou B-glucanes pour les éliciteurs fongiques, la
cryptogéine de nature polysaccharidique, la flagelline d'origine bactérienne de nature
protéique ou I’ergostérol de nature lipidique) et ils représentent donc des molécules d’intérét
pour lutter contre les bioagresseurs des plantes (Lyon, 2007).

4.1.2. Eliciteurs spécifiques : modele géne pour géne
La résistance de la plante dépend également de la reconnaissance d’un produit d’un
gene d’avirulence (éliciteur race-spécifque) issu du pathogene et le produit d’un gene de
résistance de la plante selon le modele recepteur-ligand (Keen, 1990).
Les agents pathogeénes ayant contourné la premicre ligne de défenses basales (PTI)

sécretent des effecteurs qui peuvent a leur tour étre reconnus et des réactions de défenses sont
mises en place (Effector-Triggered- Immunity : ETI, Figures 8 et 9).
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Figure 8 : Mod¢le de I'évolution de la résistance aux pathogenes des plantes (d’apres Dry
et al., 2010). Etape 1: La reconnaissance des motifs moléculaires associés aux microbes
(MAMP, tels que la chitine fongique) par un recepteur extracellulaire- like kinase (RLKs)
déclenche I'immunité basale (PTI). Etape 2: Adaptation des pathogénes pour supprimer les
réponses de défense basales via la libération de molécules effectrices, permettant la
pénétration de la paroi cellulaire. Etape 3: les produits des génes de Résistance de la plante,
tels que TIR-NBS-LRR (TIR : domaine récepteur Toll/Interleukin-1; NBS : domaine du
site de fixation des nucléotides; LRR : domaine leucine-rich repeat) reconnaissent les
effecteurs et rétablissent la résistance (ETT). Etape 4: Le pathogéne contourne la résistance
en modifiant ou en €liminant les facteurs qui déclenchent ces défenses.
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Les génes d’avirulence sont également décrits comme des effecteurs sécrétés par le
pathogeéne (Bent er al., 2007). La plupart des geénes de résistance impliqués dans I’ETI
appartiennent a une famille de protéines qui partagent des motifs structuraux communs
possédant un domaine riche en leucine (LRR : Leucine-Rich Repeat) et un domaine qui se lie
a P’ADN (NBS : Nucleotide Binding Site) associés a un domaine variable qui présente des
propriétés communes avec le récepteur Toll-Interleukine 1 de la drosophile (TIR) ou un motif
Coiled-coil (CC) des facteurs d’¢élongation des mammiferes (Figures 8 et 10) (Dangl et Jones,
2001 ; Dry et al., 2010).

Un contournement de la résistance peut avoir lieu suite a I’évolution de l'agent
pathogeéne qui modifie ou élimine l'effecteur qui déclenche les défenses (Figure 8). De tels
changements dans les effecteurs pathogeénes doivent toujours étre compatibles avec son role
de facteur de virulence (Dry et al., 2010). La résistance sera rétablie grace a l'introduction
d'un nouveau geéne de résistance, qui reconnaitra soit I'effecteur modifi¢ soit un autre
effecteur.

La résistance peut étre classée en deux catégories: une résistance qualitative conférée
par un seul géne de résistance et la résistance quantitative controlée par de multiples facteurs
génétiques.

4.2. Voies de signalisation impliquées dans la mise en place des mécanismes de
défense de la plante

Les immunités induites (PTI ou ETI) activent une grande variété de mécanismes de
défense qui font intervenir des mécanismes de défenses passives, limitant 1’entrée ou la
progression du pathogéne dans la plante mais également des mécanismes de défenses actives
qui empéchent le développement du pathogeéne en le confinant au site de I’infection ou
provoquant sa mort. (Figure 11).

Les réponses cellulaires précoces les plus fréquentes sont des mécanismes de
modifications de flux ioniques (influx de Ca?", efflux de C1 et K'), de production de formes
actives de l'oxygéne (ROS) et des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation
(mitogen-activated protein kinase ou MAPKKK, MAPKK et MAPK) (Figure 12) (Zhao et al.,
2005 et Walters et al., 2007)

4.2.1. Le flux ionique

Les réponses les plus précoces des cellules végétales se situent au niveau de la
membrane plasmique ou des modifications de perméabilité provoquent des échanges d'ions
entre les milieux intra et extracellulaires, pouvant impliquer des protéines G, liées au
récepteur membranaire qui interviennent dans la transduction précoce du signal en utilisant le
guanosine diphosphate (GDP) ou triphosphate (GTP). Ces changements incluent des influx de
Ca’ et de H' et des efflux de K, Na" et CI” par des canaux ioniques (Zhao et al., 2005). Le
Calcium semble jouer le role de messager secondaire pour I’ouverture des canaux ioniques et
’activation des protéines Kinases calcium-dépendantes (Figure 12).
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Figure 9 : Mod¢le en Zig-Zag illustrant les mécanismes de défense mis en place contre les
pathogenes (d’aprés Jones et Dangl, 2006). ETI : Effector-Triggered- Immunity; ETS :
Effector-Triggered-Sensibility ; PTI: PAMP-Triggered-Immunity; PAMP : Pathogen
Associated Molecular Pattern; Avr-R: géne d’avirulence.
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Figure 10 : Représentation de la localisation et de la structure des cing classes principales dee
récepteurs impliqués dans I’ETI (d’aprés Dangl et Jones, 2001). CC : Coiled Coil; NB :
Nucleotide Binding ; LRR: Leucine Rich Repeat; TIR: Toll Interleukine Receptor.
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Figure 11 : Schéma de la mise en place des mécanismes de défense naturelle chez les plantes
(d’apres Pajot, 2005). HR : réaction hypersensible ; SAR : résistance systémique acquise ;
LAR : résistance locale acquise.
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Figure 12 : Schéma de la transduction du signal aprés reconnaissance d’un éliciteur par un
récepteur (d’aprés Zhao et al., 2005). DAG : Diacyl glycérol ; MAPK : Mitogen-associated
protein kinase; MAPKK: MAPK kinase; MAPKKK: MAPKK kinase; PLA':
Phospholipase A ; PL.C, Phospholipase C ; ROS, espéces réactives de I’oxygene.
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4.2.2. Les espéces réactives d’oxygene (ROS)

La réaction d’hypersensibilité provient d’un mécanisme complexe appelé « burst
oxydatif », phénomene impliquant des réactions d’oxydo-réductions conduisant a :

- la syntheése de monoxyde d’azote (NO),

- de formes réactives de 1’oxygeéne (ROS) comme le peroxyde d’hydrogene (H,O,),
I’anion superoxyde (O"), ainsi que le radical hydroxyle (OH"),

- mais également d’enzymes antioxydantes incluant des ascorbate-peroxydases, des
glutathione-peroxydases, des catalases et des antioxydants non enzymatiques comme
I’acide ascorbique, le glutathion et la riboflavine (Delledone et al., 1998).

4.2.3. La voie de transduction des MAP Kinases

Des cascades de signalisation faisant intervenir des protéines kinases comme les
mitogen-activated protein kinase (MAPK) sont activées rapidement en particulier en réponse
a des interactions plante/pathogene (Figure 12, Zhang et Kesslig, 2001). La cascade de
MAPK est une composante importante, située en aval des récepteurs et en amont des facteurs
de transcription, dans la transduction des stimuli extracellulaires en réponses intracellulaires.
La MAP kinase (MAPK) est activée par une MAPK kinase (MAPKK), qui, a son tour, est
activée par une MAPKK kinase (MAPKKK).

L'activation ou l'inactivation de protéines ou d’enzymes essentielles au processus
cellulaire est réalisée par phosphorylation ou déphosphorylation.

4.2.4. Les molécules "signal"

A TPissu des phénoménes précédemment décrits, certaines voies métaboliques
secondaires sont stimulées et permettent la généralisation de la réponse dans la plante enticre,
au moment de la mise en place de la SAR (phytohormones) (Raynal et al., 1980 ; Lyon,
2007).

La mise en place de la SAR nécessite le mouvement systémique d'un signal a partir des
tissus infectés vers les tissus sains. Des molécules comme l'acide salicylique (SA), l'acide
jasmonique (JA), I'¢thylene (ET), la systémine et méme le peroxyde d’hydrogene participent a
ces différentes voies de signalisation mises en ceuvre en réponse a une élicitation. Ces
molécules s'accumulent rapidement dans la cellule et permettent 1'activation de 1'expression
des geénes de défense. Notre compréhension actuelle des roles des voies de signalisation SA,
JA et ET dans la défense des agents pathogenes ont été résumées dans plusieurs études (Dong,
1998 et Pieterse et Van Loon, 1999). Leur application de fagcon exogene peut également
déclencher les mécanismes de la SAR. Elles peuvent donc jouer un role d'éliciteur.

La régulation des défenses par SA, JA/ET est complexe et a ce jour, les voies de
signalisation semblent intéragir entre-elles.

4.2.4.1. Défenses médiées par I’acide salicylique

L’acide salicylique est un composé phénolique obtenu par la voie de conversion de la
phénylalanine en acide frans cinnamique par action enzymatique de la phénylalanie ammonia-
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lyase (PAL) ou par la voie de I’isochorismate (Figure 13, Lee ef al., 1995 et Wildermuth et
al., 2001). Des études ont montré que les niveaux de SA augmentent dans les tissus de la
plante en réponse a une infection pathogéne, et que l'application exogéne de SA induit une
meilleure résistance a une large gamme de pathogénes (Ryals et al., 1996). Des études
génétiques ont également montré que 1’acide salicylique est requis pour activer rapidement les
réactions de défense influencées par plusieurs génes de résistance, pour l'induction des
défenses locales visant a contenir la croissance des pathogénes virulents, et pour
I'établissement de la SAR (Ryals ef al., 1996). L'expression de plusieurs genes liés a la
pathogenese (PR genes) dépend de cette voie de 1’acide salicylique et sont couramment
utilisés comme marqueurs de défense des voies SA-dépendantes (PR1, PR2, PR3, PR4, PR5
et PR10). Grace a la mutagénése dirigée chez Arabidopsis thaliana (induction d'une ou
plusieurs mutations dans le génome), il est possible dorénavant d’élucider les voies de
signalisation mises en jeu en réponse a ’attaque de divers pathogénes (La Camera et al.,

2004).
COCH
GCOOH
HoOC NH,
 — <« CM. J-L
2 2 o] COOH

L Phénylalanine E :

OH OH
Arogenate Chorismate
PAL
COOH
ZZ ICS
Acide frans-cinnamique
COR v
- . ,
+
Acide v,
benzoique conjugué.’ COOH
COOH i
Isochorismate
4
Acide benzoique ~ °  o-coumarate
BA2H
E
coon &
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Acide salicylique

Figure 13 : Voie de biosynthése de 1’acide salicylique. A.D., Arogenate déhydratase ; BA2H,
acide benzoique-2-hydroxylase ; C.M., Chorismate Mutase ; ICS, Isochorismates synthase ;
PAL, Phénylalanine ammonia-lyase; P.L., Pyruvate lyase (d’aprés Lee er al, 1995 et
Wildermuth et al., 2001).
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4.2.4.2. Défenses médiées par I’acide jasmonique et I’éthyléne

Les jasmonates dérivent de I’acide linoléique et appartiennent a la famille des
oxylipines (Figure 14, Turner, et al., 2002). L’éthyléne est une hormone végétale dévivée de
la méthionie via 1’acidel-aminocyclopropane-1 carboxylique (ACC) par action enzymatique
de I’ACC synthase (Figure 15, Bleecker et Kende, 2000).

Les mutants Arabidopsis thaliana déficients en production de JA (les triple-mutants
fatty acid desaturase 3/7 et 8-fad3/fad7/fad8), insensibles a 1’application de JA (coronatine
insensitive 1-coil et jasmonic acid resistant 1-jar/) ou les mutants insensibles a I’application
d’¢thyléne (ethylene insensitive 2-ein2) présentent une sensibilité accrue a de nombreux
pathogenes (Vijayan et al., 1998 et Thomma et al.,1999, Figures 16 et 17).

Plusieurs genes JA et ET- dépendant, codant pour des PR protéines (Plant defensin 1.2-
PDF1.2, Thionin 2.1-THI2.1, Hevein like protein- HEL, et Chitinase-PR3 et PRS) sont
couramment utilisés comme marqueurs de réponses de défenses médiées par 1’acide
jasmonique et I’éthyléne (Kunkel et Brooks, 2002).

4.2.4.3. Interactions entre les voies de signalisation SA-JA/ET ("' Cross-talk")

Les intéractions en les voies de signalisation de SA et JA/ET semblent complexes et
peuvent étre a la fois positives et négatives (Figures 16 et 17).

Des mutants d’Arabidopsis thaliana (enhanced disease susceptibilityl-eds!, eds4, eds5,
phytoalexin deficient4-pad4 et SA induction deficient2-sid2) et des lignées de plants
transgéniques NahG exprimant le géne d’une enzyme qui dégrade le SA (géne codant pour
une salicylate hydroxylase) présentent des sensibilités accrues aux pathogenes (Glazebrook et
al., 1996) (Figures 16 et 17). De méme, les plantes qui portent des mutations dans le gene
NPRI (Non- Expressor of PR1), codant pour un élément de signalisation en aval de SA,
présentent également une sensibilité accrue a ces agents pathogenes.

Les mutants eds4 et pad4, déficients pour ’accumulation de SA montrent des réponses
accrues d’accumulation de génes JA-dépendant (Li ef al., 2004) et inversement des mutants
déficients dans I’accumulation de JA (coil) présentent une induction de I’expression des
défenses SA-dépendant et induit la résistance & Pseudomonas. Syringae (Kloek et al., 2001).

Des ¢études ont ¢galement montré que la voie de signalisaiton de 1’éthyléne affecte aussi
négativement les réponses SA dépendantes: le niveau basal d’ARNm de PR/ apparait étre
significativement €levé dans les mutants ein2 (Lawton et al., 1994).

Récemment, des études indiquent que la signalisation des défenses semble complexe, et
que des voies de signalisation supplémentaires sont susceptibles d'étre impliquées dans la
régulation de la défense des plantes. Par exemple, I'induction de geénes de défense de la tomate
Pti4 et Pti5 (qui codent pour des facteurs de transcription) en réponse a l'infection par P.
syringae est indépendant des voies de SA, JA et ET (Robert-Seilaniantz et al., 2011 ; Thara et
al., 1999). De plus, chez A. thaliana, la caractérisation de mutants drh9 qui présentent a la
fois une insensibilité a 1'auxine et une sensibilité accrue a P. parasitica et P. syringae, suggere
qu'au moins certaines composantes de la signalisation de I'auxine pourrait jouer un rdle dans
les réponses de défense aux agents pathogenes (Mayda et al., 2000).

Il est plausible que I’ensemble des phytohormones puissent intervenir dans ce dialogue
moléculaire de défenses des plantes.

33



l — 53!2

~

-
-
-
-
-
-
-
-

Defense against

/ Defens.(s- ?re}sponse Bytiom 3.

Pathogen | colt
dete;?on el p-3A » MPK4 ' JAR y A. brassicicola
CET1 T . \ Defense response Defense against
CET3 e (PDF1.2, Thi2.1, =——»  B.cinerea
- HEL, CHIB) E. carotovora
» ET » EINZ

Current Opinicn in Plant Biology

Figure 16 : Mod¢cle des voies de signalisation du SA, JA et ET dans les défenses
d’Arabidopsis thaliana contre les agents pathogenes (Kunkel et Brooks, 2002).

— GLYCEROLIPID
ACID * LAH in{ggggrs)
. WA NN
:n o ¥ 13-LOX g
e 13-HPOT . oo | §
¥
Y °+ AOS *
Alene N\ =\ /NS ANANASH
oxide
o + AOC
i S GOV
>~ O0H
/
! v OPR3 )
I OPC 80 - £
| con | 2
|
| 3 x B-oxidation 5
| Jv ;
|
et tc’\
|
: \ ETHYLENE
: c0|1
JAR1
Electrophile * adenylation
I - o \Z
! Male gametophyte EHF1
\\ growth + ¥
g I —» Activation of Defense genes

Figure 17 : Voie de biosynthese et de signalisation chez Arabidopsis thaliana (d’aprés La
Camera et al., 2004).

34



4.3. Réactions de défense de la plante

Les modifications métaboliques cellulaires et moléculaires impliquées dans la lutte
contre une infection mises en place par I’ensemble des végétaux induisent systématiquement
trois catégories de réactions :

4.3.1. Le renforcement des parois végétales

Le renforcement des parois pecto-cellulosiques des cellules végétales constitue un
¢lément important des défenses des plantes. L’accumulation de glycoprotéines riches en
hydroxyproline (HRGP dont les extensines, Cheong et al., 2002), de protéines riches en
glycine (GRP) ou riches en proline (PRP), et des dépdts de callose (polymere de D-glucose,
Hui et al., 2003) interviennent dans ces processus de défense mécanique. Des dépdts de
lignine peuvent également s’effectuer au niveau des plasmodesmes bloquant ainsi la
progression des virus et permettent la lignification des papilles en protégeant la plante d'une
infection ultérieure (Robatzek et Somssich, 2002 ; Li et al., 2004).

4.3.2. La production de métabolites secondaires

Certaines voies métaboliques secondaires sont stimulées et induisent la synthése de
composés qui, d’une part, inhiberont ou bloqueront le pathogéne au site d’infection (e.g. les
phytoalexines) (Raynal et al., 1980 ; Lyon, G., 2007).

Les phytoalexines sont des molécules de faible poids moléculaire et a fort potentiel
antibiotique, antifongique et peuvent étre issus de la voie de I’acétyl-CoA, de I’isopentenyle
diphosphate (IPP), des sesquiterpenes, des shikimates (Coumarines), ou des
phénylpropanoides (stilbénes et flavonoides) (Hammerschmidt, 1999).

Le métabolisme des phénylpropanoides conduit, a partir de la phénylalanine (Phe), a la
synthése d’une multitude de composés dont la nature peut varier suivant les especes végétales.
L’ensemble des composés phénylpropanoides dérive de ’acide frans-cinnamique, le premier
phénylpropane formé a partir de la Phe grace a I’action de la Phénylalanine Ammonia-Lyase
(PAL). La PAL est I’enzyme constituant le point de branchement entre le métabolisme
primaire du shikimate, qui conduit aux acides aminés aromatiques, et le métabolisme
secondaire des phénylpropanoides (Figure 18). Un grand nombre de phénylpropanoides sont
des dérivés dont la synthése débute par la condensation du p-coumaroyl-CoA et de trois
molécules de malonyl-CoA. Cette réaction est catalysée par la chalcone synthase (CHS). Le
produit de cette réaction va conduire a toute une panoplie de molécules aux propriétés
antioxydantes (les flavonoides), anti-microbiennes (les isoflavonoides) et toxiques pour les
herbivores (les tannins condensés (Figure 18). Certaines especes végétales codent également
pour une stilbene synthase (STS) qui utilise les mémes substrats que la CHS et conduit a la
synthese des stilbénes, des composés aux propriétés anti-oxydantes ou anti-microbiennes tels
que le resvératrol (Figure 19). La Stilbéne Synthase (STS) est codée par une famille
multigénique comprenant 43 genes différents chez la vigne (Jaillon et al., 2007). La STS est
directement reliée a la Chalcone Synthase (CHS), la premicre enzyme clé de la voie de
biosyntheése des flavonoides (Figure 20) puisqu’elle présente 70 a 75 % d’homologie de
séquence protéique. Les séquences different seulement de 35 acides aminés (Schrdder, 1999).

35



Voie du shikimate

v H, o]
O~
Phénylalanine

. PAL |
= o}

| acides @_/_(
benzoiques

Acide salicylique Acide t-cinnamique

Ho—QﬂOH

Acide p-coumarique

Voo,
HO‘O—HSCOA

p-Coumaroyl CoA
1

o, ° o _ CooM B B

"OCI N’ 0% *

| Rl

CH,OH
oH MeO N

c.;u . OH

i i Acide chlorogénique Coniferyl aldéhyde
- esters d’acides . aldéhyc_les OH e

J cinnamiques cinnamyliques Coniféryl aloool

s o amides d’acides

1

'

1

1

1

1

!

!

!

]

!

1

1

'

'
g S :

:

i alcools

om cinnamiques E cinnamyliques

Féruloyl-tyramine :

'

1

: /

v

HYBO e Sy,

N L 'Lﬂ coumarines «+———— | Hydroxycinnamoyl-CoA | —#——p isoflavonoides
Scopolétine \ (-) - Médicarpine
S
-~
~
\‘ .
/ N A stilbénes on
~
/7 li i ~ : : |
/ ignine X, P
z N J
/ iﬂ;m —_— N e
s g > -
P — [ ; N Resvératrol
/s _< ;4-0— N
f 3 * b
o "-ﬁ{ 2 -
flavonoides tannins condensés
P O oW
& PNy
MO, P HCD >

S N [
. 5 Ic:p:nr& ¥ . # 2 g N |
Kaempférol I @ < el SR
s . —tn ?
oM o | ; i WT Yy
e < 3 ! 3 . HO_ - ‘ﬁJ'O"'/%
o T2 N e i
m\[/\‘\/ n = > = 3 B o
B

‘|° g ko ® i !c — Proanthocyanidine (n=1-30)
¢ 1™ g
Anthocyanine : s oc, M~ T
pélargonidine 3-glucoside _lH,m R e . :
oo™ o o,

Figure 18: Quelques exemples de composés dérivant du métabolisme des
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Figure 19 : Voie de biosynthese des stilbenes. STS : Stilbeéne Synthase.

Malgré une expression de la STS constitutive, elle est également induite en réponse a
des stress biotiques ou abiotiques (Wiese et al., 1994). Les phytoalexines possedent donc une
activité biologique contre une grande variété de pathogénes et peuvent étre considérées
comme des marqueurs de résistances de la plante (Dercks et Creasy, 1989).

Les phytoalexines de vigne semblent constituer un groupe plutdt restreint de molécules
appartenant a la famille des stilbénes (Langcake et Pryce, 1977) basée sur la structure du
trans-resvératrol (Figure 18). D’autres composés, oligomeres du resvératrol, ont été trouvés
chez la vigne en réponse a un stress ou a une infection (les viniférines). Le composé
majoritaire est 1’e-viniférine, un déhydrodimére du resvératrol (Landcake et Pryce, 1977 ;
Jeandet et al., 1997 et Pezet et al., 2004). Néanmmoins, 1’a-viniférine et la d-viniférine
peuvent également étre détectées (Pryce et Langcake, 1977).

Des composés simples ont également été identifiés : le trans-ptérostilbene, un dérivé
diméthylé du resvératrol (3,5 diméthoxy-4’hydroxystilbéne, Figure 19) (Langcake, 1981 et
Pezet et al., 2003) ; le cis et trans picéide et le cis et trans-astringine, des 3-O-BD glucosides
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de resvératrol ou le cis et trans-resvératroloside, un 4’-O-BD glucoside (de Lima et al., 1998).
Les stilbénes sont facilement repérables in vivo et sont responsables d’une fluorescence bleue
observée a la surface des feuilles ou des baies apres exposition aux UV qui induisent leur
accumulation.

Le fait que les stilbénes aient une activité antifongique substantielle suggere que ces
composés interviendraient dans la résistance et pourraient étre utilisés comme des indicateurs
de résistances. Ainsi, des concentrations plus importantes de viniférines sont-elles observées
48 heures apres inoculation de P. viticola, alors que la teneur en resvératrol se maintient
permettant la biosynthese de viniférine (Pezet et al., 2004). Dans les cultivars sensibles, le
resvératrol est synthétis€ en grande quantité mais il est rapidement glycosylé en picéide,
composé moins toxique et ses concentrations sont trop faibles pour protéger la plante. Dans
les cultivars résistants a P. viticola, le resvératrol est également synthétisé en grande quantité,
mais il est rapidement oxydé et transformé en e- et &- viniférines par des peroxydases
spécifiques. Le ptérostilbéne et la 6- viniférine sont 5 fois plus toxiques que le resvératrol ou
I’ e- viniférine (Pezet et al., 2004 et Adrian et al., 1997). Schnee et al (2008) montre
¢galement que les viniférines constituent un marqueur fiable de résistante a l'oidium pour
¢valuer le potentiel de défense des cultivars de vigne dans un programme d’amélioration
variétale. Le ptérostilbéne et la d-viniférine semblent étre de bons marqueurs de résistance de
la vigne.

Parmi les isoflavonoides issus de la condensation du p-coumaroyl-CoA et de trois
molécules de malonyl-CoA catalysée par la Chalcone Synthase (CHS), les
proanthocyanidines (PA, Figure 20 et 21), aussi connus comme tanins condensés, représentent
l'un des groupes les plus importants de métabolites secondaires aprés les phénylpropanoides et
la lignine. Les PAs possedent une gamme d'effets biologiques qui inclue une activité
antifongique contre Botrytis cinerea (Iriti et al., 2005). Les groupes majoritaires de PA sont
les procyanidines (catéchines et cyanidines) et les prodelphinidines (gallocatéchines et
delphinidines) (Figure 21). Les isoflavonoides peuvent également jouer un rdle dans la
protection des jeunes baies ou des feuilles contre des attaques d’agents phytopathogenes tels
que P. viticola (Dai et al., 1995).

Une expression induite des genes CHS, STS et CHI apres inoculation de P. viticola
indique une activation des réponses de défense. Les catéchines affectent négativement la
croissance mycélienne et la sporulation dans les défenses contre P. viticola (Dai et al., 1995;
Kortekamp et Zyprian, 2003).

L'expression des geénes impliqués dans la voie de biosynthese des flavonoides (CHS,
CHI, DFR, F3H, LDOX, LAR) est renforcée dans le cultivar sensible Riesling apres
inoculation avec Pseudoperonospora cubensis et P. viticola et leurs produits semblent
¢galement s'accumuler dans les tissus. Dans le cultivar résistant Gloire, les geénes ne sont pas
exprimés apres infection en raison de la forte teneur en composés flavonoides dans les feuilles
de ce cultivar. Toutefois, 1'activation rapide de l'expression des genes impliqués dans la voie
de biosynthese et la production de ces composés peuvent indiquer une résistance accrue ou
induite (Kortekamp, 2006).
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Figure 21 : Formules chimiques des proanthocyanidines (d’aprées Iriti et al., 2005).

Tableau 7 : Familles de PR protéines connues (d’aprés Van Loon et al., 2006).

Famille Propriétés Membre type
PR-1 Inconnue PR-1a du tabac
PR-2 B-1,3 glucanase PR-2 du tabac
PR-3 Chitinase de type L, IL, IV, V, VI, VII P et Q du tabac
PR-4 Chitinase de type [ et II R' du tabac
PR-5 Thaumatine like protéine S du tabac
PR-6 Inhibiteur de protéase Inhibiteur I de la tomate
PR-7 endoprotéinase Pgo de la tomate
PR-8 Chitinase de type III Chitinase du concombre
PR-9 Peroxydase "lignin-forming peroxidase" du tabac
PR-10 Ribonucléase "PR1" du persil
PR-11 Chitinase de type I Chitinase de classe V du tabac
PR-12 Défensine Rs-AFP3 du radis
PR-13 Thionine THI2.1 d'Arabidopsis
PR-14 Protéine de transfert des lipides LTP4 de l'orge
PR-15 Oxalate oxydase OxOa 'germin) de l'orge
PR-16 Oxalate oxydase like OxOLP de l'orge
PR-17 inconnue PRp27 du tabac
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4.3.3. La synthése de protéines de défense

Les PR protéines (Pathogenesis-Related Protein : protéines liées a la pathogénése) ont
¢té décrites dans de nombreuse espéces de plantes en réponse a une infection. Ces protéines
sont principalement absentes dans la plante saine et possédent des activités antimicrobiennes,
voire toxiques de par leurs propriétés hydrolytiques sur la paroi cellulaire des agents
pathogenes (les chitinases ou les f—1,3 glucanases) (Giannakis e/ al, 1998). D’apres la
classification de Van Loon et Van Strien de 1999, on compte aujourd’hui jusqu'a 17 familles
de protéines PR (Van Loon ef al., 2006, Tableau 7).

Les PR protéines ont dans un premier temps été décrites dans des feuilles de plants de
tabac suite a une infection par le virus de la mosaique du tabac (Gianinazzi et al., 1970). Les
membres d'au moins quatre de ces familles, y compris les -1 ,3-glucanases (PR-2), les
chitinases (PR-3 et PR-4) et thaumatine-like protéines (PR -5), présentent des activités
antifongiques in vitro, qui soutiennent un rdle possible de ces protéines dans la défense des
plantes. Des études ont également démontré que les plantes transgéniques exprimant ces
genes de PR protéines montrent une résistance accrue aux pathogeénes fongiques (Zhu et al.,
1994). Renault et al. (1996) a détecté¢ une induction de PR protéines, dont une chitinase et
plusieurs -1 ,3-glucanases, dans des feuilles de vigne, aprés application d'acide salicylique
ou une infection par Botrytis cinerea. Busam et al. (1997) ont rapporté une expression
différentielle des deux genes de chitinases de vigne en réponse a des activateurs de la SAR et
une infection avec P. viticola. Plus récemment, Giannakis et al. (1998) décrivent une
corrélation entre les activités combinées d’une chitinase et d’une B-1,3-glucanase de plusieurs
cultivars de vigne et la résistance observée au champ face a l'oidium. Par ailleurs, ils ont pu
démontrer que les protéines purifiées a partir des feuilles d'un cultivar résistant inhibent in
vitro la croissance de 1'oidium. De plus, les niveaux d'activités de deux chitinases et d’une -
1,3-glucanase augmentent sensiblement dans les feuilles et les baies de cultivars de vigne
sensibles infectés par 1’oidium associés a l'expression des génes de défense correspondant
(PR-2, PR-3 et PR-5) (Jacobs et al., 1999).

5. Amélioration de la protection de la vigne contre des pathogénes
biotrophes

5.1 Amélioration variétale

L’amélioration variétale de la vigne combine la résistance acquise d’especes de Vitis
américaines, avec la qualité de production de raisins de cuve. Cette stratégie est devenue
importante pour combattre les maladies cryptogamiques de la vigne. Malgré les inconvénients
de I’amélioration varié¢tale de la vigne, au fil du temps cette stratégie a conduit a la fin du
20°™ siecle au développement de variétés résistantes qui peuvent étre cultivées sous faible
pression fongicide. Ainsi a titre d’exemple, Georges Coudrec et Albert Siebel réalisent des
hybridations entre des especes américaines (Vitis riparia, V. rupestris, V. labrusca, V.
berlandieri et V. aestivalis) et européennes (Vitis vinifera), pour allier la robustesse des
cépages américains et la qualité Vitis européens. Une quantité inimaginable d’hybrides
producteurs directs, numérotés au fur et a mesure de leur obtention, va étre ainsi créée (Galet,
1988). Cependant, la qualité des fruits n’était pas satisfaisante, principalement en raison de
I'hérédité quantitative de la résistance et des caractéres de qualité (Eibach er al., 1989).
L'utilisation de ces hybrides a donc été limitée jusqu'a ce que leur culture soit finalement
interdite en Europe (Galet, 1988).
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Cependant, des variétés sont actuellement commercialisées et développées comme
Villard Blanc ou Noir, Chambourcin, Plantet, Bronner, Regent, Solaris, Merzling, Seyval
Blanc, etc..., lesquelles combinent ainsi qualité du vin et résistance a E. necator et P. viticola
(Figure 22) (Gindro et al., 2007).

La génétique, basée sur l'analyse des populations ségrégantes, permet de dresser la carte
des loci liés a des traits spécifiques (QTLs). L'analyse de variants somatiques est une autre
facon de développer I’aspect génétique, mais il n’existe pas a ce jour de collections de
mutants artificiels de Vitis disponibles. Le séquencage complet du génome de Vitis vinifera L.
est récent (Jaillon et al, 2007) et sa comparaison avec d'autres génomes d'angiosperme
(Arabidopsis, le riz, le peuplier et la papaye) a révélé qu'une grande proportion des génes dans
chaque espéce est originale.

Cependant, pour étudier la liaison entre des génes et des caractéres, des études basées
sur la perte ou le gain de fonctions homologues sont exigées. Pour ce faire, des facteurs
génétiques impliqués dans la variation des caractéres quantitatifs (QTLs) ont été localisés, sur
la base d’une carte moléculaire et génétique couverte avec une bonne saturation et répartition
de marqueurs (Fischer et al., 2004 et Pauquet ef al., 2001). Plus un marqueur est proche d’un
gene d’intérét, plus la probabilité de recombinaison entre le marqueur et le géne au cours de la
méiose est faible : suivre le marqueur est équivalent a suivre le géne impliqué dans le
caractere étudié. Ainsi, la cartographie génétique de la vigne est-elle maintenant une étape
importante pour les stratégies d’amélioration.

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte. Un bon marqueur doit étre a hérédité simple, multi-allélique et co-
dominant. Différentes catégories de marqueurs peuvent étre utilisés: les marqueurs de type
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les marqueurs basés sur la méthode de
PCR (Polymerase Chain Reaction). Les marqueurs de type PCR les plus largement utilisés
sont les microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat), I’AFLP, (Amplified Fragment
Length Polymorphism) et la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Une fois la corrélation entre un marqueur moléculaire et un phénotype spécifique
établie, I'hérédité d'un trait d'intérét peut étre marqué dans une descendance a des stades trés
précoces du développement des plantes (sélection assistée par marqueurs : SAM) (Fischer et
al., 2004). Avec cette approche, des genes candidats sont identifiés et ainsi disponibles pour
I'amélioration des cultivars de vigne apres une caractérisation fonctionnelle.

Des études décrivent la cartographie de la résistance a 1’oidium sur les chromosomes 12,
13, 14 et 18 et la résistance au mildiou sur les chromosomes et 7, 8, 9, 10, 12 et 17 chez V.
riparia ; 4 et 18 dans Regent ; 14 dans V. amurensis et. 12 et 18 chez M. rotundifolia (Tableau
8).

En 1974, 'INRA a entrepris la sélection de variétés résistantes en introgressant chez
Vitis vinifera des génes issus de 1’espéce Muscadinia rotundifolia (Figure 23) (Merdinoglu et
al., 2003). La muscadine (M. rotundifolia Michx.), originaire du Sud-Est des Etats-Unis, est
trés résistante a la plupart des agents pathogenes inféodés a V. vinifera (Bouquet, 1986), y
compris E. necator et P. viticola. L'espéce a ¢été classée par Planchon (1887) dans le genre
Vitis, mais en raison de ses caractéristiques anatomiques et morphologiques, la Muscadine est
classée comme un genre distinct. De plus, le nombre de chromosomes est différent dans Vitis
(2n = 38) et Muscadinia (2n = 40). Les programmes visant a l'introgression de genes de
résistance de M. rotundifolia dans V. vinifera sont limités par la stérilité des hybrides obtenus
(Bouquet, 1986).
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Tableau 8 : QTLs associés a la résistance contre P. viticola et E. necator

Groupe de Types
Auteurs QTL Sources de résistance Liaison Marqueurs marqueurs
Merdinoglu, D. et al, 2003 Rpvl Muscadinia rotondifolia 12 VMCAf3,1 SSR
VMC8g9
Weidemann-Merdinoglu, S. etal, 2004  Rpv2 Muscadinia rotondifolia 18 VMC6f11 SSR
VVMD17
Bellin, D. et al, 2009 Rpv3 "Bianca" 18 UDV305 SSR
VMC7f2
Blasi, P. etal, 2011 Rpv8 Vitis amurensis 14 VMC8h10a SSR
S VVIp22
S 9 RA14500 RAPD
=
'S Fisher, B.M. et al, 2004 "Regent" RL14100 SCAR
VVMD27 CAPS
o 10
‘S Aller680 SSR
S —
<) Marguerit, E. et al, 2009 _Vlt’s nparia . 9 VVI052b SSR
g "Gloire Montpellier" 12 VMC8g9
14 ?
S Marino, et al, 2003 Vitis riparia 1 i SSR
Q 18 ? AFLP
18 r%/Vrl p016;17 RGA
Welter, LJ et al, 2007 "Regent” e Vacig:a
4 SSR
VMCNg2el
A14500
Akkurt, M. et al, 2007 "Regent" 18 M21300 SSR
UDV112
RAPD
Fisher, B.M. et al, 2004 "Regent" 16 R9173 SCAR
RLN3900 CAPS
SSR
“ Zyprian, E. et al, 2003 "Villard Blanc" 18 rgVamul137 RGA
g
8 Pauquet, J. etal, 2001 Runil Muscadinia rotondifolia 12 EMab12 AFLP
< Bouquet, A. et al, 1986 EMeb2
.g VMC9h4-2
R Coleman, C. et al, 2010 REN1 Kishmish vatkana 13 VMCNg4e10-1 SSR
g UDV020
w Run2.1  Muscadinia rotondifolia "Trayshed" 18 uDV108
Riaz, S. et al, 2011 Run2.2  Muscadinia rotondifolia "Magnolia i: \\//L\;Ig;fé SSR
REN4 Vitis romaner i
VMC4f3-1
Dalbo, M.A. et al, 2001 Vitis cinerea x Vitis rupestris 14 STS AA6 SSR
Xylella V. arizonica, V. rupestris VMC6e1l
y, ) Kriranek, A.F. et al, 2006 PdR1 P 14 € SSR
fastidiosa V. candicans VMC5b3
Xiphinema Walker, M.A., 2006 V. arizonica 19 RGA
VMC6f11
Meloidogyne
9y Lowe, K.M. et Walker, M.A., 2006 V. champiniix V. riparia 18 VMC6f5 SSR
spp VMCNg3h8
VMCNg1b2.2
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Une résistance totale a 1'oidium provenant M. rotundifolia a été trouvée, controlée par
un seul locus dominant (Bouquet, 1986) dénommé Runl (pour Resistance to Uncinula
necator 1), introduit par six croisements successifs complexes (en utilisant une stratégie de
pseudo-rétrocroisement, différents génotypes Vitis vinifera sont utilisés a chaque étape de
rétrocroisement pour éviter la consanguinité) (Bouquet et al., 1986).

Plus récemment, 1’analyse génétique de populations ségrégantes sur le phénotype de
résistance au mildiou a permis d’identifier deux QTL de résistance majeur, RpvI et Rpv2
(pour Resistance Plasmopara viticola). Rpv2, associé au groupe de liaison 18, provoquerait
une inhibition de la sporulation du pathogene et Rpv/, associé au groupe de liaison 12, ralentit
sa progression mais autorise une sporulation limitée (Merdinoglu et al, 2003).

Q B QTLRpvl

Vitis vini - o A QTLRun
itis {/mlfera Muscadinia jotondlfolla 0 QTLRpv2
Controles « Rpvl » « Rpv2 » « Rpv1+2 »
Sensibles Partiellement Résistants Résistants

résistant

Figure 23: Schématisation des croisements effectués entre Vitis vinifera et Muscadinia
rotondifolia pour introgresser les QTLs de résistance Rpvl (m) et Rpv2 (O0) (Résistance
Plasmopara viticola) (Backcrossl). Le QTL Rpvl est li¢ au QTL de résistance a I’oidium
(Runl, A) (Merdinoglu et al., 2003).

La résistance monogénique a I’oidium (Runl) est génétiquement liée a Rpv1, locus de
résistance partielle au mildiou (Bellin ez al., 2009 et Barker ef al., 2005).

Le séquengage de la région Rpvl/Runl révele la présence d’un cluster de RGAs
(Resistance Gene Assosiated) codant pour des protéines de type TIR-NBS-LRR. Au total, 11
RGA ont été identifés a ce locus (Dry et al., 2010).

Aujourd’hui, grace au séquencage récent du génome de la vigne, les scientifiques
esperent trouver d’autres QTLs impliqués dans les mécanismes de défense et les transférer a
la vigne par rétrocroisement ou par transfert génétique.
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5.2. Vignes transgéniques

L'analyse fonctionnelle d’un géne est une approche expérimentale qui permet d'assigner
une fonction aux geénes et de déterminer comment les genes interagissent. Elle se concentre
sur les aspects dynamiques d'un systéme biologique comme la transcription de gene, la
traduction et des interactions de protéine-protéine, par opposition aux aspects statiques des
informations génomiques contenues dans I'ADN.

Différentes méthodes existent pour étudier la fonction des génes d’une plante :

- la mutagénése permet de produire différentes mutations dans le génome, ayant différents
effets : inactivation, dérégulation de I’expression des geénes ou modification du
fonctionnement des protéines pour lesquelles ils codent. La mutagénese peut étre ciblée et
volontaire (dirigée) ou aléatoire, ponctuelle (SNP) ou concernée une partie du génome
(insertion- délétion).

Cette démarche, délicate chez la vigne en raison de ses caractéristiques biologiques (auto-
incompatibilit¢) est alors réalisée dans des plantes modeles (Arabidopsis thaliana ou
Medicago truncatula).

- la manipulation ectopique d'expression de geéne via la surexpression ou via 1’extinction
de ’expression d’un géne (« silencing »).

Les geénes de résistance notamment ceux codant pour les PR protéines sont trés attractifs
en tant que candidats a I’introgression dans des cultivars de vigne sensibles pour augmenter
leur niveau de résistance. Ainsi I’intégration d’un gene de chitinase de classe I du riz (Oryza
sativa) dans des plants de vigne (Vitis vinifera) confére une résistance a Erysiphe necator
(oidium) (Yamamoto et al., 2000 et Nirala et al., 2010), ou encore des plants de vigne
exprimant les génes de ’endochitinase de Trichoderma harzianum présentent une résistance
contre des pathogenes et produisent 10 a 100 fois plus de chitinases que les plants non
transformés (Reisch et al., 2003 et Ali et al., 2003). Concernant la lutte anti-virale, des vignes
transgéniques exprimant des génes de résistance viraux ont été¢ obtenues par 1’introduction de
genes de protéine du manteau viral. Les plants transgéniques obtenus par embryogenése
somatique expriment un géne codé par le Grapevine Fanleaf Virus (GFLV, virus responsable
de la maladie du court-nou¢) sont résistants a ce virus (Maghuly, et al., 2006).

5.3. Elicitation des défenses naturelles de la vigne

La stratégie de stimulation des défenses de plante (SDP) revét un intérét particulier
pour cette culture en tant qu’alternative ou complément aux traitements chimiques. Par
I’application d’¢liciteurs généraux ou spécifiques, organiques ou inorganiques, il est possible
d’amplifier le niveau basal de défense de la plante. Ainsi grace a 'immunité acquise, la plante
opposera immédiatement, des I’arrivée du pathogeéne, une résistance suffisante pour limiter,
voire empécher son développement. Divers éliciteurs sont connus comme étant susceptibles
de stimuler les défenses de la vigne.

Les ¢éliciteurs biotiques correspondent en général a des molécules issues de la plante
(€liciteurs endogeénes) ou de microorganismes (€liciteurs exogenes), de nature
oligosaccharidique, glycoprotéique, peptidique ou lipidique (Vidhyasekaran, 1993, Lyon,
2007).

Une fois reconnus par la plante a I’aide de récepteurs spécifiques, ils induiront des
modifications moléculaires et biochimiques conduisant a 1’activation des réactions de défense
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de type structural (renforcement de la paroi) ou biochimique (synthése de phytoalexines et de
protéines de défense). Les éliciteurs généraux peuvent &tre soit d’origine abiotique ou biotique
(e.g. Microbe-Associated Molecular Pattern ou MAMPs), vont induire des réponses de
défense générale précoces décrites précédemment (chapitre 4.2).

5.3.1. Elicitateurs d’origine biotique

Il existe une grande variété d’éliciteurs biotiques, d’origine animale, végétale,
fongique ou bactérienne. Citons a titre d’exemple :

- L’acide cholique, un acide biliaire ¢galement retrouvé dans les féceés des animaux et
notamment dans les composts utilisés en tant que fertilisants, protége le riz (Oryza sativa)
contre des attaques d’un champignon pathogeéne (Magnaporthe grisae) en induisant une
réaction hypersensible résultant de I’accumulation de PR protéines et de phytoalexines au site
de I’infection (Koga et al., 2000).

- L’utilisation de formes avirulentes (Leptosphaeria biglobosa) de champignons
pathogenes permet de diminuer significativement les symptomes causés par Leptosphaeria
maculans sur le colza (Brassica napus L.) (Huang et al., 2011).

- Les oligosaccharides qui proviennent de la dégradation des parois de la plante
(oligogalacturonides) ou du pathogeéne (oligochitine ou oligoglucanes) suite a 1’action
d’enzymes spécifiques produites par 1’hdte (glucanases, chitinases, polygalacturonases ou
pectinases). Pour protéger des pousses de millet (Penisetum glaucum) contre Sclerospora
graminicola, Hindumathy et al (2006) appliquent un extrait saccharidique d’'Aspergillus
niger sur les graines qui induit une augmentation de I’activité peroxydasique (PR protéines),
et un renforcement des parois végétales par accumulation de lignine et dépot de callose. Parmi
les oligosaccharides, le chitosan (B, 1-4 glucane, Elexa' ™ homologué par Glycogenesys Inc.),
un dérivé déacétylé de la chitine (N-glucosamine), a ét¢ montré comme efficace dans de
nombreux patho-systémes protégeant ainsi la tomate, le tabac, le concombre et la vigne contre
des champignons pathogeénes (Ma et al., 2011 ; Varnier et al., 2009 ; Jayaraj et al., 2008 ;
Trotel-Aziz et al., 2006 ; Faoro et al., 2008 et Iriti et al., 2011). L'efficacité du chitosan a été
montrée contre l'oidium (Blumeria graminis f. sp. hordei) de 1'orge (Hordeum vulgare), ainsi
que son activité antivirale sur le tabac (Nicotiana tabacum) (Falcon-Rodriguez et al., 2009), le
haricot (Phaseolus vulgaris) (Iriti et al., 2006, Faoro et al., 2008, Iriti et Faoro, 2008), et
contre le Botrytis de la vigne (Trotel-Aziz et al., 2006). La résistance induite des plantes par le
chitosan est associ¢e a 1’accumulation de phytoalexines dans les tissus végétaux traités, en
raison de la stimulation de la voie de biosyntheése des phénylpropanoides, un effet typique de
I'établissement SAR (Hammerschmidt 1999, Iriti et al., 2011 et Aziz et al, 2007).
L’¢licitation de cette voie de biosynthése par le chitosan a également été rapportée dans
d'autres plantes et corrélée a I'augmentation de la transcription de la phénylalanine ammonia-
lyase (PAL) et de la chalcone synthase (CHS), deux enzymes clés de la voie des
phénylpropanoides (Nandeeshkumar et al., 2008, Chen ef al., 2009).

- La laminarine, un oligosaccharide (B, 1-3 glucane - Todus 40°, homologué par la
société Goé€mar) ou son dérivé sulfaté (PS3), extraite de I’algue brune Laminaria digitata,
induit une résistance de la vigne contre P. viticola et B. cinerea (Trouvelot et al., 2008 ; Aziz
et al., 2003), ou du blé contre I’oidium (Blumeria graminis, Renard-Merlier et al., 2007).

- L’application d’un extrait préparé a partir d’une algue verte Ulva armoricana induit
la protection de Medicago truncatula contre une infection par Colletotrichum trifolii, associée
a I’expression du géne marqueur de défense de type PR10 (Cluzet et al., 2004). Les molécules
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actives dans cet extrait d’algue correspondent a des ulvanes, complexes
d’hétéropolysaccharides sulfatés (rhamnose, xylose et acides uronique) (Jaulneau et al.,
2011). Les ulvanes induisent une signature d'expression génique similaire a celle observée
lors du traitement au méthyle jasmonate (Jaulneau et al., 2010, 2011).

- Les peptides ou glycoprotéines qui sont produits par des pathogeénes d’origine
fongique, bactérienne ou végétale. Une glycoprotéine issue de la paroi cellulaire de
Phytophthora megasperma est responsable d’une activité ¢élicitrice dans le persil
(Petroselinum crispum) (Parker et al., 1991).

- Les harpines, riches en glycine, sont isolées a partir des bactéries Erwinia et
Pseudomonas (Messenger®, homologué par la société Eden Biosciences) (Peng et al., 2011),
la cryptogéine (€licitine PB) isolée de Phytophthora cryptogea, la systémine identifiée chez les
Solanacées (El Oirdi ef al, 2011 ; Corrado et al., 2011 et Yamaguchi et al., 2011), ou encore
la flagelline qui constitue les flagelles des bactéries (Van Loon ef al, 2008) permettent la mise
en place des défenses en activant les voies de 1’acide salicylique et du jasmonate en induisant
la production de PR protéines.

- Des lipides issus des membranes cellulaires de certains champignons possedent des
activités élicitrices. C’est notamment le cas de I’acide arachidonique (Garcia-Pineda et al.,
1999 et 2004), I’ergostérol, un stérol majeur de la membrane des champignons a 1’exeption
toutefois des oomycétes, des oidiums et des rouilles (Rossard et al., 2010) et des
sphingolipides (Saucedo-Garcia et al., 2011) qui induisent une cascade de MAPkinase
conduisant a la mort programmée des cellules mise en place lors des réactions
d’hypersensibilité pour confiner I’agent pathogéne au site de I’infection.

- Pythium oligandrum est connu pour ses activités antagonistes contre plusieurs
especes de champignons pathogenes. Il produit un éliciteur des défenses des plantes nommée
oligandrine, qui appartient a la famille des élicitines (protéine del0-kDa synthétisée par les
especes de Phytophthora et de Pythium). P. oligandrum ou I’oligandrine, appliquée au niveau
racinaire, limite la progression de Botrytis cinerea sur vigne en induisant des changements au
niveau ultrastrucural et au niveau moléculaire (Mohamed et al., 2007).

Le monde végétal a fourni de nombreux ¢€liciteurs. Parmi les plus connus, nous pouvons
citer :

- L’extrait de renoué (Fallopia sacchalinensis) (Milsana®, homologué par la société
KHH BioSci Inc.), appliqué en préventif, protége bien les cultures maraichéres (Fofana et al.,
2002 et Bardin et al., 2008). 1l provoque des modifications au niveau ultrastructural associées
a des modifications au niveau biochimique par 1’accumulation de composés phénoliques au
niveau du site de ’infection.

- Un extrait de plante (7rigonella foenum-graecum L, Stifenia® commercialisé par la
société Soft) a récemment bénéficié d’une autorisation provisoire d’homologation sur vigne
en tant que SDN pour lutter contre I’oidium de la vigne. Une défensine de Trigonella foenum-
graecum a été isolée et identifiée. Elle présente une activité inhibitrice contre un large spectre
des pathogénes fongiques, dont Rhizoctonia solani Fusarium moniliforme et Phaeoisariopsis
personata (Olli et al., 2006 et 2007). Toutefois, au vignoble les résultats en terme de
protection sont faibles.

- D’autres éliciteurs issus de plante ont montré des efficacités de stimulation de
défenses. La bardane (Arctium lappa) protége de facon limitée mais significative la tomate
contre des attaque de Botrytis cinerea (Lin et al., 2005)
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- Un extrait de racine de rhubarbe (Rheum palmatum) et un extrait d'écorce de
bourdaine (Frangula alnus) ont été évalués sur le mildiou de la vigne (P. viticola) et une
inhibition significative du développement de [’agent pathogéne a été obtenue. Les
mécanismes de défense induits reposent principalement sur la stimulation de la synthese
delta-viniferin (le plus toxique des stilbénes pour P. viticola) (Gindro et al., 2007b).

5.3.2. Eliciteurs d’origine synthétique

Les éliciteurs abiotiques sont des composés de nature minérale ou organique. Parmi
les nombreux produits chimiques utilisés pour induire la résitance de la plante, figurent
I’acide B amino butyrique (BABA), I’acide salicylique (AS) ou ses analogues fonctionnels
comme [’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA), I’acibenzolar-S-méthyl (ASM) ou
benzothiadiazole (BTH) et 1’acide jasmonique ou son analogue le méthyl jasmonate (Belhadj
et al., 2006 et 2008a), ou encore 1’éthyléne (étéphon) (Belhadj et al., 2008b et Faurie et al.,
2009).

5.3.2.1. BABA

L'acide B-aminobutyrique (BABA), est un acide aminé non protéique, prometteur en
raison de son caractere d’origine naturelle (Zimmerli ef al., 2000), qui élicite les réactions de
défense dans les tissus végétaux (Jakab et al, 2001) et agir sur la croissance fongique
(Tavallali et al., 2008). Des recherches ont indiqué que le BABA pourrait inhiber la
croissance de Penicillium digitatum Sacc. (Porat et al., 2003), Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary (Marcucci et al., 2010), et B. cinerea Pers. (Fischer, et al, 2009) et Bremia lactucae
(Pajot et al., 2001), d'une mani¢re dose-dépendante. Généralement, un traitement avec le
BABA induit des réponses impliquant des activités chitinase, B-1,3-glucanase et peroxydase
chez l'artichaut (Marcucci ef al., 2010), 1'expression de la phénylalanine ammononia lyase et
de chitinases dans les pamplemousses (Porat ef al., 2003), ’accumulation de phénols et de
phytoalexines dans la pomme de terre (Andreu et al, 2006). L’acide B-aminobutyrique
(BABA), reconnu comme un inducteur de la résistance locale et systémique au niveau des
feuilles de vigne contre P. viticola, augmente 1’accumulation de PR1 (PR protéine de classe
1), PR2 (PR protéines de classe 2, regroupant les protéines ayant une fonction B-1,3-
glucanase), de chitinases et de diterpénoides (Cohen et al., 2010). Il induit également un dépot
de callose (Ton ef al., 2004) et de lignine dans les cellules permettant de limiter 1'infection
d’agent pathogéne comme le mildiou (Cohen ef al., 2010).

5.3.2.2. L’acide salicylique et ses analogues

Malamy et al., (1990) rapporte pour la premiere fois que les niveaux endogenes
d’acide salicylique (AS) sont directement corrélés avec le niveau de résistance du tabac au
virus de la mosaique (VMT). Ainsi, ’augmentation d’acide salicylique précede-t-elle
I’induction de génes codant pour des PR protéines.

Des progres considérables ont été faits sur la plante modele Arabidopsis thaliana pour
identifier les génes impliqués dans la mise en place des mécanismes de défense de la plante.
Le gene NPR1 (“Nonexpressor of PR geénes 17) a été identifié comme un régulateur clé de la
voie de signalisation dépendante de ’acide salicylique qui contrdle 1’expression de geénes
codant pour PRI, PR2 (B 1-3 glucanase) et PRS5 (thaumatine-like) (Bai ef al., 2011).
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L’AS est un signal endogéne pour I'activation de la résistance systémique induite (ISR)
et la caractérisation de produits de synthése capables de mimer son action a été réalisée. Ainsi,
I’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA) et son ester méthylique (tous deux référencés sous le
nom de 1'INA) ont été les premiers composés de synthése décrits comme activateurs de I’ISR,
offrant ainsi un large spectre de résistance aux maladies (Conrath et al., 2001 ; Ryals et al.,
1996). L’AS, I'INA (mal tolérée par certaines cultures) et le benzothiadiazole (BTH) ou
acibenzolar-S-méthyl (Friedrich et al., 1996 ; Gorlach et al., 1996 et Lawton et al., 1996)
semblent activer I’ISR a travers un mécanisme de signalisation similaire (Ryals et al., 1996)
étroitement associée a l'activation transcriptionnelle de génes codant pour les PR protéines
(chitinases, 1-3, B glucanases et taumatine-like, Tableaux 9 et 10) (Ziadi et al., 2011) et
conduit a une surexpression de la PAL (Sticher et al., 1997).

Cependant, des études récentes suggerent que la résistance induite par des agents
pathogeénes ou I’application de produits chimiques affectent également le métabolisme
primaire des plantes. L'analyse différentielle de marqueurs de séquence exprimés (EST) dans
le cacao (Theobroma cacao L.) lors de la réponse précoce a un traitement BTH révéle une
sur-expression de 68 genes, impliqués dans les mécanismes de défense, la synthése de
protéines impliquées dans la photosynthése, le transport, I'organisation et la communication
cellulaire (Verica et al., 2004). Une analyse comparable sur les plants de café (Coffea arabica
L.) a montré une sur-régulation de 55 geénes, principalement liés a la défense, et la
dérégulation de 16 genes dans les feuilles (De Nardi ef al., 2006). Une plus grande fraction de
génes a ¢té réprimée dans les racines, la plupart d'entre eux sont impliqués dans le
métabolisme primaire. Une troisiéme étude, décrivant les modifications induites par le BTH
au niveau transcriptionnel, montre une sur-expression de 9 a 24 genes dans le blé, en fonction
de la durée d'échantillonnage (Pasquer et al., 2005).

Le BTH induit une résistance chez le framboisier nain (Rubus arcticus) contre le
mildiou (Peronospora sparsa). Des ¢études protéomiques ont permis d’étudier les
changements effectués dans les feuilles et d’identifier les protéines qui jouent un role putatif
dans la résistance aux maladies (Hukkannen et al., 2008). Il induit une modifcation du profil
protéique des feuilles. En effet, huit protéines sont détectées uniquement dans les plantes
traitées avec le BTH. L’accumulation de flavanone 3-hydroxylase (F3H), d’alanine
aminotransférase, de 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxydase (ACC), de PRI et de PRI0
permet d’expliquer en partie la résistance induite par le BTH contre P. sparsa. Cependant,
d'autres changements protéiques semblent étre également impliqués (métabolisme
énergétique, et transformation des protéines).

La diminution de I'ATP synthase, de la triose-phosphate isomérase, de 1’aldolase
bisphosphate fructose et de la glutamine synthétase suggére que le BTH provoque
d'importants changements dans le métabolisme primaire, fournissant ainsi une explication
possible de la faible croissance végétative observée dans les plantes traitées avec le BTH
(Hukkannen et al., 2008).

5.3.2.3 .Phosphonates ou phosphites

Les phosphites, utilisés comme engrais ou fongicides, ont un mode d'action complexe
en tant que molécules fongicides, impliquant a la fois des effets directs et indirects, et une
stimulation forte et rapide des mécanismes de défense des plantes (Smillie et al., 1989 ; Guest
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et al., 1991; Jackson et al., 2000 ; Hardy et al., 2001 et Daniel et al., 2005). Ils conduisent a la
synthése et au transport de métabolites secondaires tels que les phytoalexines (Bompeix et al.,
1981 ; Nemestothy ef al., 1990; Fenn et al., 1985 et 1989 ; Guest., 1984 et 1989).

Le fosétyl-aluminium [aluminium tris (éthyl phosphonate)], est un phosphonate utilisé
contre les maladies causées par les oomycétes. Ce fongicide dont le mode d'action est
complexe, a fait 'objet de nombreuses études sur son réle comme inducteur de phytoalexines
(Bompeix et al., 1981 ; Saindrenan et al., 1988 et 1990 ; Jackson et al., 2000; Nemestothy et
Guest, 1990).

Le Fosétyl-Al est hydrolysé dans la plante en ion phosphonate (Fenn et Coftfey, 1985,
1989). Le fait que ce phosphonate inhibe la croissance du mycélium des Oomyceétes, confirme
I'hypothese que le fosétyl-Al a un effet direct fongicide conjointement a son mode d'action
indirecte. Les phosphonates sont décrits comme présents dans les plantes a des concentrations
qui induirait un stress physiologique chez l'agent pathogene, qui libérerait ainsi des substances
reconnues par la plante et provoquerait les réactions de défenses de I’hote (Guest, 1984 et
1989).

D’autres produits chimiques dont la maticre active est composée de phosphonates sont
commercialisés (Nutri-Phite®, Ele-Max® et Phytogard®) et plus récemment un nouveau
fongicide-stimulateur, le LBG, a ét¢ homologué sur vigne. Parmi les phosphonates fertilisants,
le PK, (Proval®, Technidis-Agro), un phosphonate de potassium, augmenterait 1’efficacité
des traitements contre le mildiou des pommes de terre car il permet de réduire la dose de
fongicide par 2 selon le fabricant (Soyez, 2001).

Le temps et 'amplitude ou intensité des réponses de défense de I'hdte est affectée par les
phosphonates en modifiant la réponse respiratoire des plantes infectées et en stimulant les
défenses de 1'hote notamment via 1’accumulation de phytoalexines (Guest, 1984 ; Bompeix et
al., 1981 ; Guest et al., 1984, 1986 ; Saindrenan et al., 1988 et 1990).

Des sels de phosphate de potassium ou de sodium (K,;HPOs3) sont également capables
d’induire une résistance systémique chez le riz (Oryza sativa) pour lutter contre la
pyriculariose, et stimulent la résistance du concombre contre 1’oidium (Reuveni et al., 2000).
L’induction de la résistance est associée a des réactions d’hypersensibilité (production de
formes actives de I’oxygene et accumulation d’acide salicylique).

5.3.2.4. Le probénazole

Le probénazole, ou le 3-allyloxy-1,2-benzo-isothiazole-1,1-dioxyde, un précurseur de la
saccharine est le SDN de synthése le plus ancien sur le marché (depuis les années 1970) et
aucun développement de résistance d’agents pathogenes au produit n’a été détecté a ce jour. Il
protege le riz contre la pyriculariose (Magnaporthe grisea) et le feu bactérien (Xanthomonas
oryzae pv. oryzae). 1l est absorbé par les racines et induit la synthése et 1’accumulation
d’acide salicylique suivies d’une production de PR protéines. L’application de probénazole
induit I’accumulation d’acides gras insaturés comme des facteurs anti-conidiens et la
lignification des cellules de riz (Kessmann et al., 1994).

6. Objectifs de ce travail

La lutte contre les maladies causées par les pathogeénes biotrophes nécessite une
utilisation souvent intensive de fongicides. Le vignoble consomme a lui seul plus de 16% des
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fongicides commercialisés chaque année en France. Pour réduire leur impact environnemental
qui conduit a ’acquisition de la résistance aux pesticides des pathogene et la présence de
résidus dans les vins et dans 1’atmosphére, des efforts doivent étre entrepris pour développer
des stratégies de protection innovantes de remplacement ou complémentaires permettant de
réduire les intrants pesticides.

L'utilisation d'¢liciteurs pour induire des défenses des plantes naturelles, s’avére une
méthode alternative et/ou complémentaire intéressante a explorer en termes d’efficacité et de
comportement sur la plante. Les plantes sensibles possédent la "machinerie "nécessaire pour
assurer la résistance, mais elle n'est pas activée a un niveau suffisant pour limiter l'infection.
La stimulation des défenses des plantes en conditions de laboratoire permet de limiter le
développement des bioagresseurs. Toutefois, l'application de cette méthode in natura semble
plus délicate, et conduit généralement a des efficacités variables, trés dépendantes de la
génétique de la plante, des conditions environnementales et de la pression parasitaire.

Force est de constater, qu’il parait important de comprendre les mécanismes mis en
place dans la plante, de posséder des outils ou des marqueurs qui nous renseignent sur le statut
de résistance de la vigne pour évaluer I’efficacité de ces stimulateurs et mieux connaitre leur
potentiel de protection dans le cadre de nouvelles méthodes de lutte.

Globalement, 1'efficacité de I’¢liciteur dépend de nombreux facteurs:

- la plante, en fonction de ses antécédents génétiques, de son age, de 1'organe considéré
ou de la persistance des défenses, présentera des capacités variables a se défendre contre les
attaques des agents pathogenes,

- I'agent pathogene, en fonction de sa diversité, de son agressivité ou de son pouvoir
adaptatif, sa croissance sera plus ou moins limitée et il peut s'adapter a différentes toxines
végétales en les détoxiquant,

- les conditions environnementales, telles que les conditions climatiques, vont
influencer l'expression du caractére de défense des plantes et/ou du développement des agents
pathogenes,

- enfin, la bio-disponibilité du stimulateur.

La mise en place de méthode intégrant I’utilisation de stimulateur sera forcément
délicate et forcément préventive.

Toutefois, devant la multiplicité de produits biologiques ou non vantant les mérites
d’une stimulation des défenses des plantes, et devant I’intérét des viticulteurs pour les SDP, il
parait urgent de disposer de connaissances et d’outils qui permettent d’évaluer I’efficacité
réelle de ces stimulateurs et de connaitre leur potentiel de protection dans le cadre de
nouvelles méthodes de lutte, intégrées et durables.

Le développement de méthodes d’évaluation de ces stimulateurs a été entrepris et la mise
au point d’une méthode "BioMolChem" in vitro a été réalisée.

* Bio : Le test ultime de I’efficacité des défenses d’une plante est avant tout biologique et
se caractérise par sa capacité a limiter, voire stopper le développement d’un parasite. Ainsi, en
choisissant des souches de mildiou ou d’oidium, appartenant a différents groupes
phénotypiques ou génotypiques, est-il possible d’évaluer 1’efficacité¢ d’un SDP en fonction de
la variabilité des bioagresseurs, laquelle peut varier considérablement.

* Mol : une plante soumise a une agression, et/ou a une stimulation de ses défenses met
en ceuvre différents mécanismes, faisant appel a toute une cascade de signalisation
moléculaire qui conduiront ou non in fine a différents niveaux de protection mécanique et
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chimique. Il est possible d’obtenir une vue partielle des défenses mises en place en suivant
I’expression de génes marqueurs impliqués dans ces processus de défenses. Ainsi, le niveau
d’expression de 25 genes de Vitis vinifera impliqués dans les défenses (codant pour des PR-
protéines ou des enzymes impliquées dans des voies de signalisation hormonale ou de
biosynthese...) est-il mesuré par RT-q-PCR au cours du temps.

* Chem : la vigne est connue pour ses capacités a synthétiser de nombreux polyphénols
dont les phytoalexines qui peuvent étre impliquées dans la lutte contre les parasites. L’analyse
qualitative et quantitative de polyphénols a été réalisée par HPLC.

En faisant varier les composantes de 1’interaction plante-pathogene (variabilité inter et
intra spécifique des pathogenes, variabilité génétique de la vigne et utilisation de différents
produits éliciteurs), 1’utilisation de la méthode "BioMolChem" permettra d’établir des
corrélations préliminaires entre I’expression de geénes de défenses et la présence de certains
stilbénes connus ou inconnus avec un niveau de protection foliaire ou des grappes pour
évaluer I’intérét de ’utilisation de ces indicateurs comme marqueurs de défenses.

Fortes de ces marqueurs permettant de définir 1’état de défense de la vigne, nous avons
¢évalué leur intérét in natura au cours de trois années. Ainsi, le potentiel réel de protection
d’un SDP a-t-il été testé sur de petites parcelles €élémentaires, utilisé seul ou en association
avec des fongicides apres inoculation artificielle de mildiou ou d’oidium de la vigne, en
utilisant la méthode "BioMolChem". L’objectif vise a évaluer les réponses de défenses de la
vigne face a une forte attaque sur vigne et & mieux comprendre comment elles se mettent en
place.

Chemin faisant, nous avons recherché si ces éliciteurs présenteraient un intérét pour
augmenter le niveau de défense de plants de vigne hybrides résistants a P. viticola et E.
necator.

Le choix des ¢éliciteurs s’est porté sur deux phosphonates (le fosétyl-Al et un fertilisant
foliaire (PKy), et un analogue de I’acide salicylique le benzothiadiazole (BTH).

Ce travail qui intégre la dimension de la variabilité inter et intra-spécifique de deux
parasites biotrophes (E. necator et P. viticola) se positionne résolument dans une optique de
compréhension et d’applications de la stimulation des défenses de la vigne du géne au champ.
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Matériel et Méthodes
1. Matériels biologiques

1.1 Matériel végétal
1.1.1. En condition controlées

Des boutures foliaires de Vitis vinifera, cv. Cabernet-Sauvignon et de 4 génotypes,
provenant d’un programme d’amélioration variétale réalis¢ a I'INRA de Colmar et visant a
cumuler des sources de résistance ont été utilisées. Une population d’hybrides issus d’un
croisement entre Muscadinia rotundifolia et V. vinifera cv Cabernet Sauvignon (population
8624 sont croisés avec V. vinifera cv Cabernet Sauvignon (Back Cross 1- BCl). Ces
génotypes ont ainsi introgressé¢ ou non les différents QTLs de résistance conférant de la
résistance au mildiou et a I’oidium issus de la muscadine. Avec le QTL de Résistance a
Plasmopara viticola 1 ("Rpvl"), localisé sur le chromosome 12 et le QTL de Résistance a
Plasmopara viticola 2 ("Rpv2)", localisé sur le chromosome 18, les génotypes suivants ont
été testés :

- 7054 et 7056, sensibles (sans les QTLs majeurs "Rpv1" et "Rpv2")

- 7001 et 7160 possédants le QTL "Rpvl" associ¢ au QTL de résistance a

Erysiphe necator 1 ("Runl")
- 7210 possédant le QTL "Rpv2"
- 7164 cumulant les 2 QTLs "RpvI-Rpv2"

Le QTL "Rpvl1" est également li¢ a un QTL de résistance a I’oidium de la vigne "Runl1"
conférant une résistance totale a Erisyphe necator.

Les plants, a I’origine, ont été¢ fournis par 1’équipe Génétique et Amélioration de la
Vigne de ’'UMR Santé¢ de la Vigne et Qualité du Vin dirigée par Didier Merdinoglu (GAV-
SVQV).

La production s’effectue en serre, a partir de boutures foliaires réalisées a partir de
sarments placés dans des terrines de sable. Apres 3 a 4 semaines, les boutures enracinées sont
rempotées dans un mélange sable-terreau et sont cultivés en serre, avec une photopériode de
16 heures. Le temps minimal pour obtenir des plants comportant 4 a 5 feuilles bien
développées est d’environ 4 semaines.

Les troisiémes et quatriemes feuilles a partir de 1’apex de plants 4gés de 2 mois ont été
utilisées pour les inoculations d’oidium et de mildiou respectivement. Les expériences au
laboratoire ont été réalisées soit sur des feuilles détachées (expression des génes et analyses
biochimiques) soit sur des disques de feuilles de 18 mm de diamétre (tests de croissance des
agents pathogenes).

1.1.2. Au vignoble

Les expérimentations ont été réalisées au domaine expérimental de Couhins, constitué
de 45 hectares, situé aux portes de Bordeaux, sur un terroir reconnu comme [’un des meilleurs
de I’AOC Pessac-Léognan. Le sol est composé d’une couche d’argile qui repose sur une
roche calcaire, trés bien toléré par le cépage Cabernet Sauvignon greffé sur le porte-greffe
Fercal qui présente également une grande tolérance au phylloxera radicole, au mildiou et a
I’anthracnose. La conduite en guyot double permet d’obtenir une bonne répartition foliaire et
un étalement de la récolte. La parcelle expérimentale est constituée de 4 blocs de trois ceps
répétés 4 fois par modalité. (Annexes 1 a 5).
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1.2. Matériel fongique
1.2.1. Erysiphe necator

Le champignon biotrophe Erysiphe necator, responsable de l'oidium de la vigne (Vitis
vinifera) est un ascomycete haploide hétérothallique, ectoparasite.

Les souches d’oidium prélevées sur des parcelles, sont repiquées sur des feuilles
maintenues en survie ou conservées sur des vitro-plants de vigne a 15 °C, apres un isolement
monoconidien. Quinze souches appartenant au groupe génétique A et 12 au groupe B ont
été utilisées au cours des expériences (Tableau 11). La détermination du groupe génétique est
réalisée par deux méthodes moléculaires: CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence), (Amrani et Corio-Costet, 2006 ; Montarry ef al, 2009) ou par PCR quantitative en
temps réel (Dufour ef al, 2009) utilisant le polymorphisme génétique qui existe entre les
deux groupes d’oidium au niveau du gene de la B-tubuline (tub2, numéro d’accession
GenBank : AY074934) ou de I’Eburicol-Cs-déméthylase (CYP 51, numéo d’accession
GenBank : AF042067) respectivement.

Tableau 11: Caractéristique des souches d’E. necator utilisées. (CS : Vitis vinifera cv Cabernet
Sauvignon) ; HC : hybrides issus du croisement V. vinifera X M. rotundifolia réalisé a ’'INRA
de Colmar.

Tests Tests
d’efficacité Expression d’efficacité
Origine Date de Groupe in vitro geénes in natura
Souches (département) prélevement  génétique | CS HC [ HC [
BR 33 Carcassonne (11) 2002 A X
PVR 43 Roussillon (84) 2003 A X
ORA 4 Orange (84) 2003 A X
ORA3 Orange (84) 2003 A X
PV 33 Puicheric (11) 2006 A X
LLU 70 Llupia (66) 2006 A X
PVR38 Roussillon (84) 2005 A X X
LLU 41 Llupia (66) 2006 A X X X X
LLU 55 Llupia (66) 2006 A X X
PV15 Puichenic (11) 2006 A X X
Al Tressere (66) 2009 A X
A2 Tressere (66) 2009 A X
A3 Tressere (66) 2009 A X
A4 Narbonne (11) 2009 A X
AS Filou (11) 2009 A X
CC49 Couhins (33) 1999 B X
2B 15 Carcassonne (11) 2000 B X
GF 10 Grand(‘g;mde 2003 B X
LAT 12 Latresne (33) 2003 B X
PAL 01 Cantenac (33) 2003 B X
CHL 02 Pauillac (33) 2004 B X
PV 28 Puicheric (11) 2006 B X
PV 46 Puicheric (11) 2006 B X
PV 74 Puicheric (11) 2006 B X X X X X
Bl Bordeaux GF (33) 2009 B X
B2 Bordeaux GF (33) 2009 B X
B3 Bordeaux GF (33) 2009 B X X

o
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1.2.2. Plasmopara viticola

Une collection de souches mono-sporange issues de collectes sur le terrain, a été
repiquée sur des feuilles de vigne en survie et conservée a — 20°C. Vingt souches présentant
des sensibilités différentes a plusieurs fongicides ont été utilisées dans le cadre de la these
(Tableau 12).

Tableau 12 : Caractéristiques des souches de P. viticola utilisées.

) Tests N Expression Tests
Localités Année de ifg;‘:g ;Zf s d.’ejﬁ cacité

Souches (département) prélevement FAM'  IPRO’  MEF? CcS HC CcS HC in natura
MANO1 Midi-Pyrénées 2005 S R S X

MORO08 Morizer (33) 2003 S S S X
WEI04 * P(fiflfzgzzﬁgr 2007 S S S X

BOMO6 Bommes (33) 2003 S S R X

LANI123 Drome (26) 2004 S R R X

EAU340 Bauze (32) 2005 R R S X

CHASS Champagne 2007 S S R X X

PAU 32 Pauillac (33) 2003 S S r X X X

EAU 08 Eauze (32) 2005 R R S X X X

PIC 59 Couhins (33) 2003 R S R X

COu 15 Couhins (33) 2003 S S S X X

CAS 01 Castillon (32) 2005 R R S X X

FLE 01 Fleurie (69) 2004 S S S X

PV 392 Changin (Suisse) 2010 ND ND ND X
PV 209 Monségur (33) 2009 ND ND ND X
BOM 40 Bommes (33) 2004 R S ND X
MOR 08 Morizés (33) 2003 R S S X
BRIO1 St Brice (89) 2004 S S S X
FRE 01 (/flrf;i‘;‘;ge y 2003 R S R X
ROF 02 Rouffignac (17) 2006 R S S X

FAM" : Famoxadone, fongicide inhibiteur de la respiration mitochondriale (Qol); IPRO’: Iprovalicarbe,
fongicide inhibiteur de la biosynthése de la paroi; MEF’ : Méfénoxam, fongicide inhibiteur de I’ARN
polymérase. R : souche résistante au fongicide, S : souche sensible au fongicide.

WEI 04* : Souche récoltée sur une parcelle de Regent, variété partiellement résistante au mildiou.

CS : Vitis vinifera cv Cabernet Sauvignon
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1.3. Produits chimiques
1.3.1. Molécules potentiellement élicitrices
- Benzothiadiazole ou BTH (Figure 24A)

Nom [UPAC : S-methyl benzo [1, 2, 3] thiadiazole 7 - carbothioate.
Nom commercial: Bion® 5S0WG (Syngenta Agro, concentré a 50 %)
Nom usuel : BTH

Formule brute: CsgHsN,OS,

Poids moléculaire : 210,3 g. mol™

- Fosétyl d’aluminium ou FOS (Figure 24B)

Nom IUPAC: aluminium tris (ethyl phosphonate).

Nom commercial: Aliette® (Rhone-Poulenc, concentré a 80%, non homologué seul
contre le mildiou de la vigne ; de 3,75 a 4 Kg/ ha en association)

Formule brute: C¢H;g-(PO3);3-Al,

Poids moléculaire: 354,1 g. mol™

- Un fertilisant ou PK,; (Figure 24C)

Nom [UPAC : Potassium phosphite

Nom commercial : Proval® PK, (Soci¢t¢ PROVAL a 250 g. L de PO32' libéré,
homologué contre le mildiou de 1 a 3 L/ ha)

Formule brute: KoHPO;

PM = 158 g. mol™!

Figure 24 : Formules développées des molécules potentiellement élicitrices testées : (A)
BTH ; (B) Fosétyl-Aluminium ; (C) Potassium phosphite (PK)

1.3.2. Molécules fongicides
- Mancozebe

Nom IUPAC: manganese ethylene bis (dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc
salt

Nom commercial: Dithane® (75% WG, Dow AgroSciences) ou Remiltine® (46.5%
Mancozebe en association avec 4% de cymoxanil).

Formule Brute: (C4HsMnN>S4)(Zn)y,

Poids moléculaire : 271,3 g. mol™
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Fongicide appartenant a la famille des carbamates, de contact, appliqué en préventif,
utilisé comme fongicide de référence dans les essais mildiou au vignoble (Dithane®) ou en
tant que traitement de couverture dans les essais oidium (Rémiltine®). La dose homologuée
contre le mildiou de la vigne est de 2,1 a 2,8 Kg/ha.

- Tébuconazole:

Nom IUPAC : (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)
pentan-3-ol

Nom commercial: Corail® (250g/L, EW, Bayer Corp Science, homologu¢ a 100 g/ha)
Formule brute: C;¢H2,CIN;O

Poids moléculaire: 307,82 g. mol™

Fongicide systémique anti-oidium de la famille des triazoles (du groupe II, inhibiteur de
la stérol Cj4-déméthylase) utilisé comme référence en préventif ou curatif dans les essais
oidium ou comme traitement de couverture dans les essais mildiou.

- Hydroxyde de cuivre :

Nom [UPAC : copper /] hydroxide

Nom Commercial : Champ® flo (360 g/L, SC, Nufarm, homologué contre le mildiou de
la vigne a 720 g/ha)

Formule brute : H,O,Cu

Poids moléculaire : 97,56 g. mol™

Grace a ses qualités physico-chimiques, ce produit est utilisé a faible dose et remplace
les traitements traditionnels au cuivre pour lutter contre le mildiou. Il est utilis¢é comme
fongicide de référence dans les tests de fongitoxicité au laboratoire.

- Myclobutanil :

Nom IUPAC : (RS)-2-(4-chlorophenyl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)hexanenitrile
Nom commercial : Systhane® (200-240 g/L, EW, Dow AgroSciences, homologué
contre 1I’oidium de la vigne de 30 a 45 g/ha)

Formule brute : C;sH7CINy,

Poids moléculaire : 288,78 g. mol™!

Le myclobutanil appartient également a la famille des triazoles et agit par systémie, en
bloquant la syntheése des stérols. Il est utilis€ comme fongicide de référence dans les
expériences en conditions contrdlées.

- Dinocap :

Nom IUPAC: (RS)-2,6-dinitro-4-octylphényl crotonates & (RS)-2,4-dinitro-6-
octylphényl crotonates

Nom commercial: Kérathane® (350 g/L, EC, Dow AgroSciences, homologué contre
I’0oidium de la vigne a 210 g/ha)
Formule brute: CgsH4N,Og,
Poids moléculaire : 364,4 g. mol™

Fongicide de la famille des phénols de contact a action préventive et curative contre
l'oidium utilisé lors des traitements de couverture des essais mildiou au vignoble.
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Figure 25: Formules développées des stilbénes de référence : (A) resvératrol ; (B) Picéide ;
(C) Ptérostilbene ; (D) d-viniférine; (E) e-viniférine .
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Figure 26 : Formules développées des flavonoides de référence : (A) Catéchine; (B)
Epicathéchine
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1.3.3. Polyphénols de référence
- Resvératrol (Figure 25A)
Nom IUPAC: 3,4'5-trihydroxy-trans-stilbene, 5-[(1E)-2-(4-hydroxyphenyl)ethenyl]-
1,3-benzenediol.
Nom commercial: Resveratrol (Sigma-Aldrich)

Formule brute: C14H;,03
Poids moléculaire: 228,24 g. mol™!

- Piceide (Figure 25B)

Nom IUPAC: Resveratrol 3-O-B-D-glucopyranoside
Nom IUPAC: Polydatin (Sigma-Aldrich)

Formule brute: C;0H2,05

Poids moléculaire : 390,38 g. mol™

- Ptérostilbéne (Figure 25C)
Nom IUPAC: 3,5-dimethoxy-4'-hydroxystilbene, 4-[(1E)-2-(3,5-dimethoxyphenyl)
ethenyl] phenol,
Nom commercial: Pterostilbene (Sigma-Aldrich)

Formule brute: C;cH ;603
Poids moléculaire : 256,30 g. mol™

- J et g-viniférine (Figure 25D et 25E)

Les viniférines sont purifiées a partir de feuilles de vigne (¢ viniférine) et par réaction
enzymatique (O viniférine) comme décrit par Pezet et al, (2004). Ces molécules standard
m’ont été fournies par le laboratoire du Pr. J. M. Mérillon (GESVAB-ISVV Bordeaux).

- Catéchine (Figure 26A)

Nom IUPAC: (2R, 3S ou 2§, 3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2 H-chromene-
3,5,7-triol

Nom commercial : catechin (Sigma-Aldrich)

Formule brute : C;5H ;406

Poids moléculaire : 290,27 g. mol™

- Epicatéchine (Figure 26B)
Nom IUPAC: (2R, 3R ou 2§, 35)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-
benzopyran-3,5,7-triol
Nom commercial : epicatechin (Sigma-Aldrich)
Formule brute : C;5H 404
Poids moléculaire : 290,27 g. mol™
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2. Méthodes
2.1. Production de matériel fongique
2.1.1. E. necator

La troisieme feuille étalée de plants de Cabernet-Sauvignon est prélevée, rincée et
désinfectée dans une solution a 5 % d’hypochlorite de calcium pendant 10 minutes, sous une
hotte a flux laminaire. Apres ringage avec de I’eau distillée stérile et séchage, les disques de
feuilles ou les feuilles enticres sont placés dans une boite de Petri, face inférieure en contact
avec soit un milieu gélosé¢ (20 g L' d’agar contenant 30 mg L'de benzimidazole) soit un
papier Whatmann humidifi¢ avec 2,5 mL d’eau stérile. Les conidies d’E. necator sont
inoculées sous conditions stériles. Les feuilles, placées au fond d’une tour en plexiglas, sont
inoculées avec des conidies issues de feuilles sporulantes a 1’aide d’un aérateur d’aquarium, a
raison de 800 #+ 220 conidies / cm?. Le nombre de conidies déposées est contrdlé par
comptage a I’aide d’une cellule de Malassez placée dans la tour d’inoculation parmi les
feuilles a inoculer. Les boites de Petri sont ensuite placées dans une chambre de culture, avec
une photopériode de 16 heures de lumicre a 22°C et un éclairement lumineux de 1000 lux
(correspondant a une radiation active de photosynthese (PAR) de 350 umole/m?/sec).

2.1.2. P. viticola

La quatriéme feuille depuis 1’apex de la plante est prélevée, lavée puis séchée entre
deux feuilles de papier absorbant. Un disque de papier stérile Whatman est déposé a
I’intérieur d’une boite de Petri, imbib¢ avec 3 ml d’eau stérile. Des disques de feuilles de 18
mm de diamétre (tests efficacité) ou des feuilles entieres (analyse de I’expression de génes)
sont placés dans la boite de Petri, face supérieure en contact avec le papier Whatman. Les
sporanges des différentes souches de mildiou sont inoculés a I’aide d’une suspension de 5000
sporanges.ml™” (25 gouttes de 15 pul par feuille ou 3 gouttes de 15 ul par disque).

Une cellule de Malassez permet de contrdler le nombre de conidies et de sporanges
contenus dans les supensions déposées sur les feuilles.

2.2. Evaluation et comparaison des efficacités d’élicitation des défenses de la
vigne

L’efficacit¢ de stimulation des défenses de la vigne a été évaluée en conditions
contrdlées et en conditions naturelles. Les méthodes d’évaluation des efficacités se situent a
plusieurs niveaux :

- Au niveau biologique (inhibition de la croissance du pathogene) avec des tests
d’efficacité selon deux méthodes standardisées (in vitro et in vivo),

- Au niveau moléculaire en suivant I’expression de geénes impliqués dans les
mécanismes de défense par des analyses de PCR quantitative en temps réel.

- Au niveau biochimique par la quantification des phytoalexines produites par
analyses chromatographiques liquide a haute performance (HPLC).
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2.2.1. Evaluation de la croissance des agents pathogenes

Les évaluations de la croissance des agents pathogeénes ont été réalisées apres 12 jours
de croissance pour I’oidium et apres 7 jours pour le mildiou a 22°C en utilisant une échelle
visuelle de pourcentage de croissance (Figure 27).

0% 1a20% 21240 % 41260 % 61a80%  81a100%

Figure 27 : Echelles de notation de croissance de Plasmopara viticola aprés 7 jours de
culture.

2.2.1.1. Tests d’efficacité in vitro

Les tests d’évaluation de I’efficacité des stimulateurs des défenses de la vigne sont
réalisés sur des disques de feuilles de 18 mm de diameétre avec 27 souches d’oidium (15
souches appartenant au groupe génétique A et 12 souches de groupe B) et avec 13 souches de
mildiou présentant des sensibilités vari¢es a différents fongicides (Tableaux 11 et 12).

Trois produits (BTH, FOS et PK;) ont été testés en tant qu’éliciteurs des défenses de la
vigne sur la variété Cabernet-Sauvignon, et seul le BTH a été utilisé pour stimuler les
défenses des génotypes de Colmar présentant des niveaux de résistances partielles contre le
mildiou et I’oidium. Les solutions de produits sont préparées extemporanément.

Pour I’oidium, les applications sont effectuées en conditions stériles, sous une hotte a
flux laminaire. Les pulvérisations des produits sont effectuées avec un micro-diffuseur a
réserve de pression (Ecospray®). Des controles sont réalisés en appliquant la méme quantité
d’eau distillée stérile sur des feuilles. Huit disques de feuilles sont pulvérisés avec les
différentes concentrations de produits, puis séchés durant une heure.

Les différentes gammes de concentrations utilisées ont été les suivantes :

- BTH est appliqué a 0,47 - 1,18 - 2,36 - 3,54 - 4,72 et 7,08 mM, soit 100, 250, 500,
750, 1000 et 1500 mg. L™

- FOS est appliqué & 0,28 - 0,70 - 1,40 - 2,11 - 2,81 et 4,21 mM, soit 100, 250, 500, 750,
1000 et 1500 mg. L™.

- PK est appliqué 4 0,63 - 1,59 - 3,18 - 4,78 - 6,37 et 9,55 mM, soit 100, 250, 500, 750,
1000 et 1500 mg. L.

L’efficacité du traitement est déterminée par une évaluation visuelle du pourcentage de
croissance des pathogenes sur les disques de feuilles aprés 12 jours de croissance pour
I’oidium et aprés 7 jours pour le mildiou a 22°C. Les résultats sont présentés comme le
pourcentage moyen d’inhibition de la croissance du champignon par rapport a la modalité
témoin, pulvérisée avec de I’eau stérile, obtenu par le calcul suivant :

% croissance "traités”

% inhibition=100x 1 —
% croissance "témoins”
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A T’aide de représentations graphiques du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration du produit, une valeur correspondant a la dose inhibant a 50 % la croissance du
champignon de 50% est déterminée (Cls).

L’évaluation de I’efficacité des stimulations des défenses de la vigne est réalisée par la
comparaison des valeurs de Clsy qui sont inversement proportionnelles a 1’efficacité des
produits : plus les valeurs de Cls, sont fortes, moins le produit a un effet et inversement, plus
elles sont basses, plus le produit est efficace.

2.2.1.2.Tests de toxicité directe sur les pathogénes

L’oidium et le mildiou sont des agents pathogénes obligatoires stricts, c'est-a-dire qu’ils
ne peuvent se multiplier en absence de leur plante hote. L’efficacité des produits testés
correspond en fait a un effet cumulé entre 1’¢licitation des défenses de la vigne et/ou un
éventuel effet fongitoxique direct, qui ne peut pas €tre facilement dissociés dans le cas de ces
pathosystémes avec des agents biotrophes stricts. L’effet fongitoxique a pu étre évalué sur
la germination des sporanges de mildiou et sur le mycélium en croissance de I’oidium.

a. P.viticola :

Des suspensions de sporanges sont préparées & 150 000 sporanges mL™' sont préparées
dans des solutions concentrées d’¢éliciteurs :

- BTH de 0,47 44,72 mM (100, 250, 500 et 1000 mg. L),

- FOS 4 1.13 mM (400 mg. L),

-PK2 40,63 et 6,33 mM (100 et 1000 mg. L™).

- Un contrdle négatif est réalisé¢ avec de 1’eau distillée et un controle
positif avec un fongicide de référence (Champ® Flo a 100 mg. L™).

Les sporanges sont incubés une heure a 4°C pour empécher la libération des zoospores.
Une dilution au 1/10°™ est réalisée avant inoculation conduisant a une suspension a 15 000
sporanges mL" dans 0,047 4 0,47 mM de BTH (10, 25, 50 et 100 mg. L'l), 0,113 mM de FOS
(40 mg. L") et 0,063 et 0,633 mM de PK, (10 et 100 mg. L™).

L’évaluation de D’effet fongitoxique est effectué comme décrit précedemment par
I’évaluation visuelle du pourcentage de croissance du pathogéne et par évaluation de la
sporulation apres 8 jours d’incubation.

L’¢évaluation de la sporulation est réalisée par une méthode d’analyse d’image non
destructive : des photographies numériques des disques de feuille sporulants apres 8 jours de
croissance ont €té prises en conditions lumineuses naturelles. Les images numériques sont
enregistrées sous format jpeg et traitées avec le logiciel d’analyse d’image ImagelJ version
1.43q (http://rsb.info.nih.gov/ij/) comme décrit par Peressotti e al, (2011).

Dans un premier temps, les parametres du logiciel sont ajustés et les deux premicres
¢tapes du procéd¢é ont pour but d’homogénéiser toutes les images afin d’étre analysées en
optimisant les informations disponibles pour chaque image, les apportant tous au méme
niveau de qualité. Pour procéder a la quantification des pixels, I’image est convertie en format
“8-bit”. Puis le contraste du blanc correspondant a la sporulation est augmenté, la surface a
mesurer est sélectionnée. Tous les pixels rouges contenus dans la surface sélectionnée sont
ainsi comptés et le résultat apparait automatiquement dans une nouvelle fenétre.
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b. E. necator :

La pulvérisation de solutions élicitrices de BTH a 1,90 mM (400 mg. L"), FOS a 1,13
mM (400 mg. L") et PK2 & 3,165 mM (500 mg. L) est effectuée sur du mycélium en
croissance (4 jours apres inoculation) avec un micro-diffuseur Ecospray®. Un contrdle
négatif est réalisé avec de 1’eau distillée et un contrdle positif avec un fongicide de référence
(Myclobutanil a 100 mg. L™"). La toxicité directe des produits est évaluée par évaluation
visuelle du pourcentage de croissance des pathogeénes comme décrit précédemment 8 jours
apres traitement (soit 12 jours apres inoculation) et I’évaluation de la sporulation est réalisée
comme décrit précédemment pour le mildiou par la méthode d’analyse d’image non
destructive mais également par la quantification des spores au compteur a particules
(Beckman Coulter® Multisizer 3). Les disques sporulants sont déposés dans 15 ml d’Isoton
(Coulter® Isoton 11 diluant) et une goutte de dispersant cationique (Coulter® dispersant type
IITA). Apres une forte agitation, les disques sont retirés et les particules contenues dans 500 pl
de solution sont comptées. Seules les particules comprises entre 18 et 37 um sont retenues
(correspondant a la taille attendue des spores d’oidium).

2.2.1.3. Tests d’efficacité in natura

Les essais sont réalisés sur une parcelle expérimentale, constituée de répétitions de 4
blocs constitués de trois ceps de Cabernet Sauvignon non traités ou traités par pulvérisation a
jet projeté a 1000 L/ha hebdomadairement (essais mildiou) ou par pulvérisation pneumatique
a 100 L. ha' (essais oidium) selon les dispositifs décrits en annexes (Annexes 1 a 5).
Différentes modalités ont été testées au cours des années 200 a 2011, employant soit des
produits seuls, en mélange ou en alternance (Tableau 13). Les traitements ont débuté au stade
phénologique 13-14 de I’échelle BBCH (Annexe 6, 3-4 feuilles étalées) soit les 5 mai 2009, 4
mai 2010 et 3 mai 2011 pour les essais mildiou et oidium 2010 et le 19 avril 2011 pour I’essai
oidium 2011 car la précocit¢ du développement de la vigne cette année nous a amené a
avancer le protocole expérimental de 2 semaines. Tous les traitements ont cessé au stade 79
de I’échelle BBCH (fruits et baies ont atteint leur taille finale) soit les 21 juillet 2009 et 2010
et le 15 ou 19 juillet 2011), soit apres 12 traitements (Figure 28 et Tableaux 13, 14 et 15).

Les données climatiques ont été également recueillies et analysées par « CLIMATIK »,
un outil stratégique de mise a disposition de données agro-climatiques de I'INRA, assurée a
l'origine par le STEFCE puis maintenant AGROCLIM.
(https://intranet.inra.fr/climatik/do/climatik).

a. Essais mildiou

Une inoculation artificielle a été réalisée au stade 55 BBCH (Annexe 6), 24 h apres le
quatrieme traitement (les 27 mai 2009, 31 mai 2010 et 19 mai 2011), a raison de 6 feuilles par
cep pulvérisé avec une solution concentrée de sporanges (25 000 a 45 000 sporanges /ml,
Tableau 12 des souches mildiou).
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Tableau 13 : Modalités appliquées au cours des expérimentations au vignoble en 2009, 2010

et 2011
Fréquence Mildiou Oidium
Modalités Application 2009 2010 2011 | 2010 2011
1 - Témoin non traité X X X X X
2 -2 g L" de matiére active de BTH 7] X X X X X
3-2,5g L" de Fosétyl-aluminium 7j X X X X X
4-2,1g L" de mancozeébe (fongicide de référence) 7] X X X X X
5-2g L' de matiére active de BTH 14 X X
6-2,1g. L' de mancozébe (fongicide de référence) 14 X X
7-1g. L' de matiére active de BTH (demi dose) 7] X X
8- 1,05 g. L' de mancozébe (fongicide de référence demi 7] X X
dose)
9-1 g L' de matiére active de BTH + 1,05 g. L de 7j X X
mancozebe
10- 1g L' de matiére active de BTH alterné avec 1,05 g. 7] X X
L' de mancozébe.
11- 1,25 g. L' de Fosétyl-aluminium (demi-dose) 7] X
12- 1 g. L' de matiére active de BTH + 1,25 g. L™ de 7] X
Fosétyl-aluminium
13- 1 g. L' de matiére active de BTH et la semaine 7] X
suivante avec 1,25 g. L' de Fosétyl-aluminium

Tableau 14: Calendrier récapitulatif des traitements et prélévements réalisés dans les essais

« Mildiou »

Mildiou 2009 Mildiou 2010 Mildiou 2011

P1 04-mai 03-mai 03-mai

Début traitement 05-mai 04-mai 03-mai

P2 20-mai 27-mai 12-mai

P3 27-mai 31-mai 19-mai

Inoculation 1 27-mai 31-mai 19-mai

P4 29-mai 03-juin 21-mai

P5 24-juin 17-juin 16-juin

Inoculation 2 - - 17-juin

P6 - 15-juil 18-juin

Dernier traitement 21-juil 21-juil 19-juil
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En 2011, une seconde inoculation artificielle a été réalisée sur toutes les grappes par
pulvérisation d’une suspension contenant 17 000 sporanges.mL™' pour ré-implanter I’épidémie
peu développée en raison de conditions climatiques trés défavorables (pas de pluie et tres
chaud).

Cing a 6 prelévements de feuilles choisies al€atoirement sont effectués au cours de la
saison: avant le premier traitement, puis 48 h aprés les 3¢, 47, 57 7M€ et 8¢ traitements
et également 48 heures apres I’inoculation artificielle (Tableaux 14 et 16 et Figure 28). Douze
feuilles de stade similaire sont prélevées pour chaque modalité (1 feuille par cep) réparties en
quatre lots de trois feuilles qui seront utilisés au laboratoire pour moitié¢, pour des analyses
biochimiques et pour des analyses moléculaires.

L’¢évaluation du développement de la maladie au vignoble commence début juin, apres
5, 6 ou 7 traitements et se prolonge de une a trois semaines apres 1’inoculation artificielle (le 4
juin en 2009, 2 juin en 2010 et le 9 juin en 2011). Le niveau d’attaque de 30 feuilles par bloc
est évalué régulierement et le niveau d’attaque de 50 grappes par bloc est évalué deux fois au
cours de I’expérimentation (les 25 juin et 23 juillet 2009, 7 et 30 juillet 2010 puis 27 juin et 12
juillet 2011) soit 4 semaines et 9 semaines apres I’inoculation artificielle (Figure 28).

Des traitements de couverture sont réalisés au cours de la saison pour protéger les essais
mildiou contre des attaques d’oidium a 1’aide de Kérathane (Dinocap) ou de Corail
(Tébuconazole) et des brumisations sont appliquées aprés 1’inoculation ou au cours de la
saison afin de maintenir un certain niveau d’humidité sur la parcelle d’essai permettant la
propagation des zoospores de mildiou et la progression de I’épidémie (Figure 28).

Tableau 15 : Nombre de traitements effectués lors des différents prélévements.

Mildiou Mildiou Mildiou | Oidium Oidium
Prélevements | 2009 2010 2011 2010 2011

P1 0 0 0 0 0
P2 3 4 2 1

P3 4 4 3 3 4
P4 4 5 3 5 5

P5 8 7 7 7 8
P6 - 11 11 11 11

b. Essais oidium

Une inoculation artificielle a été réalisée au stade 13 BBCH (Annexe 6, 6 mai 2010 et
21 avril 2011), 48 h apres le premier traitement, a raison de 2 rameaux inoculés pour chaque
cep central de chaque bloc, par dépot aérien a 1’aide de deux disques sporulants. Six
prélévements de feuilles sont effectués au cours de la saison (Figure 29, tableaux 14 et 15) :
avant le premier traitement (4 mai), 24 heures apres 1’inoculation artificielle (7 mai en 2010 et
22 avril en 2011), puis 48 h aprés les 3™ ou 4™, 5™ 7™ oy 8™ et 11°™ traitements (20
mai, 3, 17 juin et 15 juillet 2010 et 5, 19 mai, 9, 30 juin 2011), a raison de 12 feuilles par
modalité choisies aléatoirement (1 feuille par cep) réparties en quatre lots de trois feuilles
lesquels seront utilisés au laboratoire pour moiti¢, pour les analyses biochimiques et 1’autre
moitié pour les analyses moléculaires.
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Tableau 16 : Calendrier récapitulatif des traitements et prélevements réalisés dans les essais
« Oidium »

Oidium Oidium
2010 2011
P1 03-mai 18-avr
Début traitement 04-mai 19-avr
Inoculation 06-mai 21-avr
P2 07-mai 22-avr
P3 20-mai 12-mai
P4 03-juin 19-mai
P5 17-juin 09-juin
P6 15-juil 30-juin
Dernier traitement 21-juil 05-juil

Notation Notation
croissance croissance
Trait Inoc P, P, Py du mildiou de l'oidium
] } } ] ; } } } } } } } j f—> dpi
-1 0 1 2 3 7 12

Figure 30 : Plan expérimental pour I’étude de 1I’expression des genes in vitro.

(1) Elicitation avec les produits : eau distillée, BTH a 0,47 ou 1,90 mM, FOS 4 1,13 mM et PK2 a 3,18 mM.
(2) Inoculation des pathogénes

(3) Prélévements des échantillons (P, P, et P3) : 6 feuilles par modalités 1, 2 et 3 jours aprés inoculation.
Modalités : témoin non traités non inoculé, témoin traité non inoculé, témoin traité inoculé et les différentes
modalités traitées - inoculées ont été réalisées pour chaque souche de pathogéne et pour chaque produit.
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L’¢évaluation du développement de la maladie a commencé le 3 juin en 2010 et le 19
mai en 2011, apres 5 traitements, soit 4 semaines apres 1’inoculation artificielle. Le niveau
d’attaque de 30 feuilles par bloc est ainsi évalué visuellement hebdomadairement et le niveau
d’attaque de 50 grappes par bloc a été évalu¢ deux fois au cours de ’expérience, 9 et 12
semaines apres I’inoculation artificielle (les 8 et 29 juillet en 2010 et les 15 juin et 4 juillet en
2011).

Des traitements de couverture sont réalisés au cours de la saison avec du Rémiltine
(46,5% mancozebe et 4% de cymoxanil) pour protéger les essais oidium contre des attaques
de mildiou (Figure 29).

2.2.2. Analyses moléculaires

Pour I’étude de I’expression des genes impliqués dans les réponses de défense de la
vigne en conditions contrélées, nous avons choisi d’utiliser un nouveau protocole
expérimental en utilisant les doses suivantes : 0,47 et 1,90 mM de BTH, 1,13 mM de FOS et
3,18 mM de PK,. Les traitements sont réalisés sur des feuilles entiéres, a raison de six
feuilles par modalité. Des témoins traités avec de 1’eau stérile sont également préparés.
L’inoculation des pathogénes est effectuée 24 heures apres le traitement avec les éliciteurs
(Figure 30). Pour évaluer I’efficacité des produits, 6 feuilles sont conservées, sur lesquelles
une mesure de la croissance du pathogene est effectuée soit 12 jours apres I’inoculation pour
I’oidium, soit 7 jours apres I’inoculation pour le mildiou. Le niveau d’inhibition est déterminé
comme décrit précédemment (§ 2.2.1).

Pour I’étude de I’expression des genes impliqués dans les réponses de défense de la
vigne en conditions naturelles, les 4 lots de trois demi-feuilles sont extraits suivant le méme
protocole de prélevements que ci-dessus (Tableaux 14 a 16 et Figures 28 et 29).

2.2.2.1. Extraction des ARNs et obtention des ADNc¢

L’extraction des ARNSs est réalisée en accord avec le protocole décrit par (Reid, 2006
#360), a partir de 3 feuilles congelées dans de ’azote liquide, par modalité, conservées a —
80°C. Apres broyage dans ’azote liquide, la poudre de feuilles est ajoutée a un tampon
d’extraction (20 mL g) préchauffé a 65 °C (300 mM Tris HCI, pH 8,0 ; 25 mM EDTA ; 2
mM NaCl ; 2% CTAB ; 2% de poly-vinyl poly-pyrrolidone (PVPP) ; 0,05% de spermidine
trihydrochloride et 2% P—mercaptoéthanol ajouté extemporanément). Le mélange est agité
vigoureusement et incubé dans un bain marie a 65°C pendant une heure, sous agitantion
réguliére. Un volume égal d’un mélange chloroforme: alcool isoamylique (24:2 ; v/v) est
ajouté puis centrifugé a 3500 g pendant 15 minutes a 4°C. La phase aqueuse est transférée
dans un nouveau tube auquel 0,1 volume d’acétate de sodium 3 M (pH 5,2) et 0,6 volume
d’isopropanol sont ajoutés. Les tubes sont agités et stockés a — 80°C pendant 30 minutes. Le
culot d’acides nucléiques est obtenu aprés une centrifugation a 3500 g (30 minutes a 4°C),
dissout dans 1 ml de tampon Tris-EDTA (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,5), puis transféré
dans un tube Eppendorf de 2ml. Pour précipiter sélectivement les ARNs, 0,3 volume de LiCl
8 M est ajouté, puis I’échantillon est stocké une nuit a 4°C. Les ARNs précipités par
centrifugation a 20000 g (30 minutes a 4°C) sont lavés avec de 1’éthanol a 70% froid, séchés a
I’air et dissouts dans 200 pul d’eau traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC). Les quantités
d’ARNs obtenus sont mesurées a 260 nm et 280 nm par spectrométrie (Genequant pro,
Amersham Bioscience, France).
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Deux pg d’ARNSs sont traités a la DNAse (RQ1 Rnase-free Dnase, Promega, France)
puis rétro-transcrits en utilisant 1,2 uM d’oligo d(T);s et de la reverse transcriptase M-MLV
de Promega selon les recommandations du fabricant. Les ADNc obtenus sont ensuite stockés
a—20°C.

2.2.2.2. PCR quantitative en temps réel

Les amorces pour le géne de référence (EF1y) et les genes étudiés (Tableau 17) utilisées
pour la PCR quantitative en temps réel sont dessinées avec le logiciel Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu). La température d’hybridation (60 °C), la concentration de MgCl, (50
mM) ainsi que la taille des amorces (75 a 150 paires de base) sont fixées pour chaque dessein
d’amorce. Pour assurer la normalisation correcte en temps réel PCR, I'efficacité
d'amplification doit étre semblable. Chaque systéeme PCR a été évalué avec des échantillons
d’ADNc qui ont été dilués en série dans des proportions 1:10 avec l'eau stérile. L'efficacité
d'amplification est déterminée par la pente de la droite obtenue par la régression linéaire du
logarithme de la concentration initiale de ADNc (variable indépendante) en abscisse et les
valeurs de Cq (Cycle Quantification, représentant la valeur du nombre de cycle de qPCR a
partir duquel le seuil de fluorescence devient significativement différent du bruit de fond =
variable dépendante) mesurées par le logiciel CFX 96 (Bio-RAD, Hercule, CA, USA) en
ordonnée (efficacité PCR = 107" _ 1). Des courbes de dissociation pour chaque amplicon
sont analysées pour vérifier leur spécificité.

Les réactions de qPCR sont dupliquées, sur un thermocycleur iCycler (Biorad France,
Ivry sur Seine) programmé pour 40 cycles: 10 s a 95°C, 10 s a 55°C et 20 s a 72 °C, en
utilisant un agent fluorescent, le SYBR Green pour détecter la synthése de ADN double-brin
(issu de I’amplification PCR), dans un volume final de 14 pL contenant 7 pL. d’Absolute Blue
gqPCR SYBR" Green Fluorescein mix (ABGene, France), 1 pL de chaque amorce (sens et
anti-sens, Tableau 17) a 10 uM et 5 uL de ADNc produits précédemment.

Pour chaque geéne et pour chaque modalité¢, une valeur de Cq moyen est obtenue.
Ensuite un ACq est déterminé pour chaque gene, pour chaque modalit¢é comme étant la
différence de Cq du gene étudié et le Cq du géne de référence (EFly) : ACq = Cq (géne x) —
Cq (EF1y).

L’expression relative d’un géne est obtenue par la formule suivante : 24 (AACq =
différence entre les ACq de deux échantillons).

AACq = [Cq (gene x) — Cq (EF1y)] de I’échantillon traité— [Cq (geéne x) — Cq (EF1y)]
de I’échantillon témoin non traité.

Les valeurs d’expression relative comprises entre 0 et 1 correspondent a des répressions
de genes et subissent une transformation de variable en appliquant la formule suivante :

[= -1/ ER] afin d’obtenir une méme échelle entre les surexpressions et les répressions des
genes. Les résultats seront présentés sous forme de figures faisant apparaitre les valeurs
d’expressions relatives associées a un gradient de couleurs allant du bleu pour les génes ayant
une expression relative inférieure ou égale a -3 au rouge pour des expressions relatives
supérieures ou égales a 3, en passant par le blanc pour les expressions relative égales a 1 (pas
de modification d’’expression, Figure 31).

Figure 31: Echelle couleur appliquée aux résultats d’expression relative des génes.
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2.2.3. Analyses biochimiques

2.2.3.1. Préparation des échantillons

Les feuilles prélevées sont placées durant au moins une heure a -80°C puis lyophilisées
pendant une nuit. Apres lyophilisation, les feuilles sont réduites en poudre a I’aide d’un pilon,
puis pesées afin de déterminer la quantité de la matiere seche. Chaque modalité étudiée est
représentée par un lot de feuilles. Dans un erlen de 50 mL, 100 mg de matiere seche sont
mélangés a 20 mL de méthanol 100%, et broyée a I’aide d’un Ultra broyeur (Ultra-turrax).

Les échantillons sont protégés de la lumiere par un film de papier aluminium appliqué
sur les erlens et placés une nuit a température ambiante. Une filtration sur coton de verre est
effectuée le lendemain, afin de retenir le maximum de matériel solide. Puis trois rincages
successifs sont réalisés par le passage de 1 mL de méthanol 100%.

Le filtrat obtenu est réduit par évaporation sous pression réduite a I’aide d’un
évaporateur rotatif (ou Rotavapor).

Le résidu sec obtenu est mis en suspension dans 2 ml de méthanol 30% puis déposé sur
une colonne de silice de purification (Sep-pack C18). L’échantillon est ¢lué avec 5 mL de
méthanol a 90 %, ’¢luat est réduit par évaporation sous pression réduite et repris dans 1 mL
de méthanol 50 %. L’échantillon est filtré sur des membranes de nylon de porosité¢ 0,45 um
puis stockés a -20°C jusqu’a leur dosage.

2.2.3.2. Dosages HPLC

Le dosage des stilbénes (isomere trans du resvératrol et picéide) sont réalisés par
chromatographie liquide haute performance (HPLC).

Une HPLC est constituée d’une phase mobile constituée de I’¢luant A et B ainsi que
d’une phase stationnaire représentée par une colonne Prontosil Eurobond C18 (filtre de Sum,
Longueur 250 mm, Diamétre 4,0 mm). 100 pL d’échantillons sont injectés a I’aide d’un
injecteur automatique Kontron instrument HPLC 360 autosampler boucle. Les conditions
d’élution sont les suivantes :

- débit 1 mL/min,

- phase mobile A : eau/acide trifluoroacétique 1% (975/25, v/v),
- phase mobile B : 80 % acétonitrile/ 20% solvant A (80/20, v/v),
- gradient (Tableau 18).

La détection des stilbénes est réalisée a 1’aide d’un détecteur a fluorescence a une
longueur d’onde d’excitation de 300 nm et une longueur d’onde d’émission de 390 nm et a
I’aide d’un détecteur UV multi-longueurs d’onde (barette d’iode DAD) a 220, 280 et 307 nm
qui correspondent aux longueurs d’onde optimales pour les stilbénes.

Les teneurs en stilbénes des feuilles sont calculées par rapport a des courbes de
référence réalisées avec des composés purs (picéide, resvératrol, ptérostilbéne et viniférines)
de 10 a 1000 ng par injection de 100 pL selon les formules suivantes (régression linéaire de
I’aire des pics y fonction de la quantité injectée x) :

Picéide : y = 10° - 16212

Resvératrol : y = 2.10°% — 4632,4
Ptérostilbéne : y = 10°x +2192,5
g viniférine : y =2.10° — 5104,5

O O O O

78



Tableau 18 : Gradients utilisés pour les analyses HPLC.

Temps  Gradient 1 Gradient 2
(min) (% B) (% B)

0 10
5 20 20
19 25 25
20 30 30
35 40 40
50 40 40
55 60 60
56 100 100
60 100 100
62 20 10
72 20 10

2.2.4. Qualité et rendement de la récolte

Toutes les grappes de chaque bloc expérimental sont récoltées, comptées et pesées. Cela
permet d’évaluer le nombre moyen de grappes produites par cep, ainsi que le poids moyen par
grappe et le rendement. De plus, cent baies prélevées au hasard par modalité, sont mesurées a
I’aide d’un pied a coulisse et pesées afin d’évaluer le poids moyen d’une baie.

Trois lots de 3 grappes par modalité sont €crasés pour obtenir du jus de raisin. Le pH est
mesuré avec un pH-metre, puis 1’acidité est évaluée comme correspondant au volume de
NaOH (0,1 N) nécessaire pour ajuster le pH a 7. Le taux de sucre contenu dans le mott est
mesuré grace a un réfractometre Brix qui utilise certains principes optiques pour estimer la
concentration d’une solution en sucre (un degré Brix représente 1% en poids de saccharose
dans la solution).

2.3. Traitements statistiques

Pour évaluer I’efficacité de stimulation des défenses de la vigne et I’expression des
genes face a la diversité des pathogenes, toutes les données sont soumises soit a une analyse
de covariance par modele général linéaire (données d’efficacité) soit a une analyse de
variance (données d’expression) en utilisant un programme d’analyse statistique Systat 11
(Systat Software, Inc) en utilisant les modalités « souches », « traitements » et « traitement +
souches » comme variables indépendantes. Les différences significatives dans les valeurs
moyennes sont déterminées au seuil de 0,05 et les comparaisons deux a deux sont effectuées
par le test de Tukey.
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Partie I : Stimulation des défenses de Vitis vinifera cv. par le
BTH et deux phosphonates : impact de la diversité génétique des
pathogénes sur P’efficacité de stimulation.

1 Introduction

Vitis vinifera cultivée dans nos vignobles est une espece de Vitacées tres sensible a
plusieurs maladies cryptogamiques d’importation comme le mildiou (Plasmopara viticola) et
I’oidium (Erysiphe necator). Les viticulteurs sont donc obligés de recourir massivement aux
traitements fongicides avec les conséquences que I’on connait : résistances aux fongicides,
problémes environnementaux.

Cependant, les plantes ont la capacité de se défendre contre les agents pathogenes en
activant des mécanismes de défense, mais le succes de ces défenses dépend de la rapidité et de
l'intensité de la réponse. Si l'activation des défenses est trop tardive, l'agent pathogéne va
coloniser les tissus végétaux. En présence d'un agent pathogene, la vigne peut déclencher ses
mécanismes de défense, avec un succes variable selon le niveau de résistance intrinseéque
d’une variété, suggérant une induction de défenses basales (Fung et al., 2008). Une partie de
ces défenses peuvent étre induites et conférer une protection contre un large spectre d'agents
pathogenes, soit autour du site de l'infection, soit de maniére systémique (Walters et al.,
2007). Les connaissances et les outils disponibles pour étudier les mécanismes de défenses
des plantes permettent aujourd’hui d’identifier plus précisément les réactions de défenses
induites sur le modele vigne et d’évaluer leur efficacité vis-a-vis de différents agents
pathogénes.

L’¢licitation des systémes de défense induit généralement un réarrangement de flux
métaboliques entre des voies constitutives exprimées et des voies inductibles. Liées au colt
énergétique ¢élevé de la biosynthése des métabolites secondaires, les cellules des plantes ont
¢laboré des stratégies pour controler leur métabolisme. Cette régulation s’effectue
principalement au niveau enzymatique et au niveau de 1’expression de génes. Une analyse
quantitative du niveau d’expression de certains genes devrait nous éclairer sur I’implication
de certaines voies métaboliques. Ainsi, grice a la transcriptomique, connaissons-nous
aujourd’hui de nombreux geénes impliqués dans les mécanismes de défenses de la vigne (Fung
et al., 2008 ; Hren et al., 2009 et Pontin et al., 2010).

Typiquement, ce systeme de résistance inductible peut étre associée a l'accumulation
d'acide salicylique (SA), nécessaire pour la transduction du signal dans le systéme de
résistance systémique acquise (SAR) (Pieterse et Van Loon, 2007), conduisant a une
expression coordonnée de protéines liées a la pathogeneése (PR), a la production de
phytoalexines, et au renforcement des parois des cellules végétales (Garcion et al., 2007).

Des études antérieures conduites au laboratoire (thése J. Bouscaut, 2005) ont permis de
choisir des ¢éliciteurs potentiellement intéressants, de composition chimique définie, qui
présentaient des efficacités stables et reproductibles contre les deux pathogénes majeurs de la
vigne (I’oidium et le mildiou) en conditions controlées. Notre intérét s’est porté plus
particuliérement sur les phosphonates et un benzothiadiazole : le BTH, déja bien connus
comme stimulateurs des défenses des plantes (Iriti ef al., 2004 et Daniel et Guest, 2006).
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L'application exogene d'inducteurs qui imitent des composés naturels de signalisation
comme [’acibenzolar-S-méthyle ou benzothiadiazole (BTH), a été démontré comme efficace
contre un large spectre de pathogenes dans diverses plantes (Sticher et al., 1997; Dann et al.,
1998 ; Tally et al., 1999; Brisset et al., 2000 ; Baysal ef al., 2003: Bressan et al., 2005), sans
aucune activité antifongique directe (Siegrist et al, 1997). Aujourd'hui, la résistance
systémique acquise (SAR) induite par le BTH a été clairement établie comme dépendante de
la voie de l'acide salicylique (SA) (Friedrich et al., 1996) et s’accompagne d’une
surexpression significative de génes de protéines PR (PR) (Lawton et al., 1996; Brisset et al.,
2000 ; Bovie et al., 2004 ; Hukkanen et al, 2008), d’une accumulation de composés
phénoliques (Iriti et al, 2004), et de la modification d'expression de geénes impliqués dans le
métabolisme primaire (Verica et al., 2004 ; Hukkanen et al., 2008). Le BTH 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 indépendamment des voies de transduction de I’éthyléne et du
jasmonate (Ryals ef al., 1996).

Les phosphonates ou phosphites (H,PO5") est un terme générique utilisé pour les mono
ou di-sels de potassium de l'acide phosphoreux (H3;POs3). Ces produits sont largement
commercialisés, soit comme source de nutrition de phosphore, soit en tant que fongicide pour
lutter contre les oomycetes (Mc Donald et al., 2001). Ils possedent un mode d'action
complexe, contre les champignons, impliquant a la fois des effets directs de type fongicide et
indirects, avec une stimulation forte et rapide des mécanismes de défense des plantes (Smillie
et al., 1989 ; Guest et Grant, 1991 ; Jackson et al., 2000 ; Hardy et al., 2001 ; Daniel et al.,
2005).

Le fosétyl-aluminium, un dérivé phosphonate, est un fongicide systémique utilisé contre
les maladies causées par des oomycetes, qui possede une mobilité et d'acropéte et basipete et
qui est hydrolysé dans la plante en ion phosphonate (Bompeix et Saindrenan, 1984 ; Fenn et
Coffey, 1985, 1989). 11 a fait I'objet de nombreux travaux sur son réle comme inducteur de
phytoalexines (Nemestothy et Guest, 1990 ; Jackson et al., 2000 ; Hardy et al., 2001 ; Daniel
et al., 2005). Suite a Dinhibition par les phosphonates de la croissance mycélienne,
I'hypothese selon laquelle le fosétyl-Al avait un effet direct sur les oomycetes a été confirmée.
Puis une seconde hypothese a été émise, sur un mode d'action indirecte. Les phosphonates
seraient présents dans les plantes a des concentrations insuffisantes pour prévenir la
croissance du mycélium et induiraient un stress physiologique chez l'agent pathogene,
I'amenant a provoquer des réactions de défense de I’hote (Guest, 1984 et 1989). Les
phosphonates modifient divers métabolismes dont la réponse respiratoire et la stimulation des
défenses cytoplasmiques et la production de phytoalexines de la plante hote (Bompeix ef al.,
1981 ; Guest, 1986; Saindrenan et al., 1988 et 1990).

Le PK,, un fertilisant, appartient aussi a la famille des phosphonates. Ce fertilisant
foliaire semble présenter également une action de stimulateur des défenses naturelles de la
vigne. En effet, des plants traités avec ce produit suggerent 1’existence de stimulation des
défenses : une présence précoce d’éthyléne (indication de stress), une accumulation précoce
de lignine et de phytoalexines autour du site d’infection (Soyez, 2001 #218). 1l semble que
tous les phosphonates (H,POj3") possédent ce potentiel de stimulation de défenses des plantes,
et qu’ils soient immédiatement disponibles pour la mise en alerte des systémes de défense de
la plante.

Cependant il n'existe pas de données sur l'efficacité¢ de ces produits face a la variabilité
des agents pathogeénes de la vigne stricts de la vigne et leur comportement. Les quelques
recherches a ce jour tendent a se concentrer sur 1'efficacité directe au vignoble, plutdt que sur
l'explication de la variabilité des réponses obtenues avec ces composés.
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Les travaux de cette partie s’attachent a répondre aux quatre questions suivantes :

- Peut-on stimuler les mécanismes de défense d’une variété de vigne dite
sensible (Cabernet Sauvignon) pour lutter simultanément contre le mildiou et
I’oidium ? Et avec quel éliciteur ?

- Est-ce que la diversité phénotypique et génotypique des agents pathogenes
influencent I’efficacité des défenses et les mécanismes mis en ceuvre ?

- Est-ce que les mécanismes de défense induits par les différents produits
empruntent les mémes voies métaboliques ?

- Peut-on trouver des biomarqueurs (moléculaires ou biochimiques) qui nous
renseigneraient sur le statut de défense de la plante face aux bioagresseurs ?

2. Résultats

Les résultats obtenus dans cette partie seront présentés sous forme de 4 publications:

2.1. Sensitivity of biotrophic pathogens of grapevine (Erysiphe necator and
Plasmopara viticola) to acibenzolar-S methyl and two phosphonates (soumise a Pest
Management Science, novembre 2011).

2.2. Benzothiadiazole-primed defense responses and enhanced differential
expression of defense genes in Vitis vinifera infected with biotrophic pathogens
(Erysiphe necator and Plasmopara viticola). (soumise a Plant Pathology, 29
octobre 2011, N°PP-11-392).

2.3. Fosetyl-Aluminium enhances disease resistance against powdery and downy
mildew in grapevine (en preparation pour soumission dans Pest Management Science)

2.4. A fertilizer with potassium-phosphonate elicits disease resistance against
powdery and downy mildew in grapevine (en preparation pour soumission dans Journal
of Agricultural and Food Chemistry)
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2.1. Sensitivity of biotrophic pathogens of grapevine (Erysiphe necator
and Plasmopara viticola) to acibenzolar-S methyl and two phosphonates
(soumis a Pest Management Science).

M. C. Dufour and M. F. Corio-Costet
INRA, UMR Santé Végétale (1065), ISVV, BP 81, 33883 Villenave d’Ornon, France.

Running title: Sensitivity of E. necator and P. viticola to grapevine defence stimulators.
Keywords: Acibenzolar-S-methyl, Phosphonate, Fosetyl-Aluminium, Erysiphe necator,

Plasmopara viticola, mycelia growth.

Soumise a Pest Management Science en Novembre 2011
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Abstract

BACKGROUND: The antifungal properties of two phosphonates (FOS, PK2) and
acibenzolar-S-methyl (ASM) were evaluated to assess their potential for protecting grapevine
leaves against grapevine mildews (Plasmopara viticola and Erysiphe necator), and to
determine their effects on the development of various mildew isolates, taking into account the

inter and intra species variability of pathogens.

RESULTS: The phosphonates directly and significantly inhibited the growth of these
pathogens. By contrast, ASM had no direct effect on spore production and growth of P.
viticola and of E. necator at 1.9 mM. Applied before inoculation, the mean ECsy of ASM
was 0.50 £ 0.04mM and 1.00 £ 0.07 mM for downy and powdery mildew isolates,
respectively. The ECsy of the fosetyl-aluminium (FOS) was 0.50 = 0.0 mM for downy
mildew and the ECsy for powdery mildew varied depending on the genetic group under
consideration (0.89 £+ 0.32 mM for group B 3.30 + 0.46 mM for group A, respectively). The
ECs of the potassium phosphonate (PK;) was 0.96 + 0.45 mM for downy and 6.9 + 0.76 mM

for powdery mildew isolates.
CONCLUSIONS: These compounds showed differences in their efficacy depending on the
variability of mildews and could be an alternative or additional method to traditional pest

management in the grapevine.

Keywords: Acibenzolar-S-methyl, Phosphonate, Fosetyl-Aluminium, Erysiphe necator,

Plasmopara viticola, mycelia growth.
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1 INTRODUCTION

Vineyards are subject to numerous parasitic pressures, among which obligate parasites such
as powdery mildew (Erysiphe necator Schw.) and downy mildew (Plasmopara viticola Berk.
& Curt) are very important grapevine diseases (Vitis vinifera). These two biotrophic
pathogens, native to the United States, infect green vine tissues and cause significant
economic loss as well as environmental damage through the repetitive application of
fungicides.

The biotrophic oomycete Plasmopara viticola (Berk. & Curt.), the causal agent of downy
mildew, is a heterothallic endoparasite.' Its development involves intercellular mycelial
growth and the differentiation of haustoria, which penetrate parenchyma cells. The genetic
diversity of this oomycete in Europe is low, but the population exhibits various phenotypes

and genotypes (e.g. fungicide resistance).””

By contrast, Erysiphe necator (grapevine
powdery mildew) is an ascomycete, and an ectoparasitic biotrophic fungus. Its populations are
divided into two distinct genetic groups, A and B, in Europe and Australia,”” that have
different ecological requirements,®” but the distribution and the epidemiological significance
of the two groups are unknown. Furthermore, group A isolates are significantly more
sensitive to various fungicides than group B. **

To prevent fungal diseases on leaves and berries numerous fungicides treatments were
required (from two to ten), having consequences on environmental and human health.
Furthermore, the strong selection pressure sometimes applied by uni-site fungicides on
pathogens such as downy and powdery mildew can result in the recurring appearance of
resistant populations and this has limited the success of fungicides on grapevines (e.g. Qol or
DMI fungicides). °'? As plants possess the ability to defend themselves against pathogens,
part of these defenses can be induced this will confer protection against a wide spectrum of
pathogens." Tt would be interesting to integrate these properties of plant defense into future
pest management strategies. Typically, this resistance can be induced by biological or
chemical agents'* leading to a coordinated accumulation of pathogenesis-related proteins
(PR), to production of phytoalexins, and to the reinforcement of plant cell walls."” To improve
grapevine pest management, it is becoming increasingly difficult to ignore plant defence
stimulators which could represent an important component of additional methods of pest
management strategies for E. necator and P. viticola. Because they usually act on the plant

and not directly on the pathogen,'® elicitors trigger a resistance phenomenon in the host plant

89



which could be more difficult for the pathogen to get round than the toxic effect of a uni-site
fungicide.

The acibenzolar-S-methyl (ASM), a functional analogue of salicylic acid, is described as
activating systemic resistance (SAR)""and has been shown to be effective against a broad

17-22

spectrum of pathogens in various plants. The effect of ASM on plants led to subsequent

regulation of genes involved in primary and secondary metabolism, but also to an
accumulation of phenolic compounds.'***2°

Phosphonates or phosphites (H,POs"), a generic term used for mono or di-potassium salts of
phosphoric acid (H3;PO3), are being widely marketed either as a source of plant nutrition or as
a fungicide to control oomycetes.”’ The effect of phosphonates in controlling the pathogen is
determined by the phosphonate concentration and when phosphonate concentrations were
low, the product interacted with the pathogen at the site of ingress to stimulate host defense
enzymes.”® Their mode of action is complex and may directly or indirectly inhibit the
pathogen by activating plant defenses mechanisms. >~ Fosetyl-aluminum, a phosphonate
derivative, is a systemic fungicide which has acropetal and basipetal mobility and is active

3433 Besides its fungicide activity, fosetyl-Al is also described as activating

against oomycetes.
disease resistance mechanisms, such as phytoalexin production in plants.**>® In the grapevine,
it was more efficient in the post-infection period than in the pre-infection period and defenses
of grapevine were activated only in the presence of P. viticola. >° Other phosphonates, e.g.
potassium phosphonate PK, used as fertilizers also seemed to present an action of stimulating
the natural defenses of the grapevine.** Indeed, crops treated with this product suggested the
existence of defense stimulation with a premature presence of ethylen, a premature
accumulation of lignin and phytoalexins around the site of infection. It seems that all
phosphonates are able to stimulate plant defenses.

However there is no data on the efficacy of these products faced with the variability of
grapevine obligate pathogens and their behavior. The few studies have tended to focus on
direct efficacy in the vineyard rather than on an explanation of the variability of responses
obtained with these compounds.

The aim of the present study was to investigate and compare the efficacies of ASM and
phosphonates on various isolates of the two major grapevine pathogens. The overall
objectives were (i) to assess the effect of two phosphites (FOS and PK;) and acibenzolar-S-
methyl on the development of P. viticola and E. necator, and (ii) to examine the role of
pathogen diversity on their efficacy in order to optimize future applications in the vineyard.

The utilization of phosphites or ASM could be considered as a possible strategy to be
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included in an integrated pest management program in order to reduce the intensive use of

fungicides and the phenomenon of fungicide resistance.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

Grapevine plants (Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon) were propagated in a greenhouse at
25°C with a 15:9h light: dark photoperiod. Two-month-old plants were used for the
experiments, and the third and fourth leaves at the apex of plants were used for powdery
mildew and downy mildew inoculations, respectively.

For powdery mildew experiments, whole adaxial surfaces of leaves were disinfected by
immersion (10 min) in a solution of 5 % calcium hypochlorite solution (50g L™), rinsed and
dried between two sheets of sterilised filter paper. Leaf discs were obtained with a pastry-
cutter 18 mm in diameter and were placed in Petri dishes containing agar (20 g L™)
supplemented with benzimidazole (30 mg L) or on Whatman’s paper moistened with 2.5 ml
of sterile water.

For downy mildew experiments, whole abaxial surfaces of leaves were washed, dried between
two sheets of sterilised filter paper and 18 mm-wide leaf discs obtained with a pastry-cutter

were placed in Petri dishes on Whatman’s paper moistened with 2.5 ml of sterile water.

2.2 Fungal materials

2.2.1 Plasmopara viticola

Two fungicide- sensitive isolates and four fungicide- resistant isolates from the laboratory
monospore collection were used, multiplied on grapevine leaves and inoculated according to
the procedure used by Corio-Costet et al,'' (Table 1), with spore suspension at 5000
sporangia ml”, twenty drops of 15 pl per leaf or three drops per leaf disc, and placed in a

growth chamber (mean temperature 22°C, with 16h day™ light, 350 pm m™ s™") for 7 days.

2.2.2 Erysiphe necator

Powdery mildew isolates (8) belonging to genetic group B, and 10 belonging to genetic group
A), used in the assays came from the laboratory collection (Table 1). Monoconidial isolates
were inoculated under sterile conditions on decontaminated grape leaves (cv. Cabernet
Sauvignon) in Petri dishes as described in a previous article.*’ Leaves or leaf discs were

placed at the bottom of a Plexiglas settling tower and conidia were blown in at the top from
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sporulating leaves (1000-1500 conidia per cm? of leaf). Inoculated leaves or discs were placed
in a growth chamber (mean temperature 22°C, with 16h day” light, 350 pm m™ s™) for 12
days.

2.3 Effect of ASM and phosphonate concentrations on pathogen growth

The solutions of products were prepared extemporaneously for the experiments. ASM (S-
methyl benzo[1,2,3]thiadiazole-7-carbothioate, Bion®, 50WG, Syngenta), Fosetyl-
aluminium (aluminium tris (ethyl phosphonate), Aliette®) and a potassium phosphonate (PK,
Proval) were dissolved in water. The effect of products on the mycelial growth of E. necator
and P. viticola was assessed in vitro, using six different concentrations of ASM, FOS and
PK2 (100, 250, 500, 750, 1000 and 1500 mg L™ of a.i.). ASM was so applied at 0.47, 1.18,
2.36, 3.54, 4.72 and 7.08 mM, FOS at 0.28, 0.70, 1.40, 2.11, 2.81 and 4.21 mM and PK, at
0.63, 1.59, 3.18, 4.78, 6.37 and 9.55 mM.

The tests were carried out by spraying dilutions with a micro-diffuser having a pressure
reserve (Ecospray ®) on eight leaf discs as described in detail previously, 1 hour before
inoculation of pathogens.“'43 Controls were carried out by applying an equal quantity of
sterile water onto leaf discs. Four independent experiments were done with various isolates of
powdery mildew and three with various isolates of downy mildew. Inoculations were carried
out as described above with a P. viticola spore suspension at 5000 sporangia ml™ (three drops
of 15 pl per leaf disc), or under sterile conditions by blowing spores of E. necator from
sporulating leaves (1000 conidia per cm? of leaf). Inoculated leaf discs were incubated for 7
and 12 days respectively as described above. Disease intensity was estimated by measuring

11,42
< and

growth and intensity of fungal mycelium and sporulation, as described previously,
was expressed as the mean + standard deviation. Dose-response curves for pathogens were
used to determine ECsy (effective concentration inhibiting growth at 50%) as described

previously.**

2.4 Evaluation of direct toxicity on P. viticola and E. necator

2.4.1 Direct toxicity on P. viticola

Sporangia suspensions were prepared at 150 000 sporangia mL" in product solutions : ASM
from 0.47 to 4.72 mM (100, 250, 500 and 1000 mg L"), FOS at 1.13 mM (400 mg L), PK;
at 0.63 and 6.37 mM (100 and 1000 mg L™"). A negative control was carried out with water
and a positive control with a fungicide (Copper Hydroxyde, Champ Flo® at 100 mg L™).

Sporangia suspensions were incubated 1 hour at 4°C and diluted at 1/10 before inoculation by
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drops of 15 pl, leading to a suspension at 15 000 sporangia mL™" in 0.047 to 0.472 mM of
ASM, 0.113 mM of FOS and 0.063 to 0.367 mM of PK.,.

Assessment of toxicity was made as described above, by visual evaluation of the percentage
of growth and by assessment of spore production after 8 days incubation. The quantification
of spore production was conducted using a non-destructive for analysis of images where
digital photos of sporulated leaf discs after 8 days growth were taken in natural light
conditions. The images registered in JPEG format were treated with the image analysis

software ImageJ version 1.43q (http:// rsb.info.nih.gov / ij/) as described by Peressotti et al. 3

2.5.2 Direct toxicity on E. necator

One mL dish™ of each ASM, FOS and PK, solutions was sprayed with a micro-diffuser under
sterile conditions onto the upper surface of leaf discs four days after E. necator inoculations.
Discs were incubated at 22°C in a growth chamber as described above. Controls with sterile
water or with a reference fungicide (Myclobutanil at 100 mg L) were carried out. Direct
toxicity was assessed by visual evaluation of the percentage of growth as described above, 8
days after treatment (namely 12 days after inoculation).

Spore production was assessed for powdery mildew with a particule counter (Coulter
Counter® Multisizer' ™ 3; Beckman Coulter, Paris-Nord, France). Sporulating discs were
placed in vials filled with 15 mL isoton (Beckman Coulter® Isoton_11 diluant), one drop of
non-ionic dispersant (Nacconol 90F, Dispersant Type IIIA; Beckman Coulter) and shaken.
Spore production was thus assessed by counting the number of particles with diameters

between 18 and 37 um in a sample of 500 pL.

2.6 Statistical analyses

Three or four independent experiments of eight replicates were performed with the different
isolates. Dose-response curves for pathogens were used to determine ECs, (effective
concentration inhibiting growth at 50%) as described in Sombardier et al., 2011.** All data
were subjected to an analysis of covariance by general linear model using the statistical
programme Systat 11 (Systat Software, Inc) and significant differences were determined by

Tuckey’s honest significant difference (HSD) test at level of P < 0.05.
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3 RESULTS

3.1 Effect of acibenzolar-S-methyl concentrations on Erysiphe necator and Plasmopara
viticola

The ASM concentration range was efficient against growth of monospore isolates of powdery
(18) and downy mildews (6) (Table 1) exhibiting different phenotypes and genotypes and led
to 90 to 100 % growth inhibition (Fig. 1). Growth of P. viticola and E. necator isolates were
progressively inhibited by increasing the ASM concentration from 0.47 to 7.08 mM (100 to
1500 mg L'l). The ECsy values of ASM were 0.47+ 0.06 and 0.53 £ 0.13 mM for the two
groups of downy mildew, resistant (Pv-R) or sensitive (Pv-S) to fungicides, respectively. The
ECso were 1.05+ 0.28 mM and 0.95+ 0.10 mM for the two genetic groups A (En-A) and B
(En-B) of E. necator. ASM treatment was significantly more efficient against P. viticola than
E. necator at low concentration (~ 0.5 mM) (P= 0.041, Figure 1). Despite the ECs, difference,
no significant difference concerning ASM efficacy on the various pathogens was observed
(P=0,917).

No direct significant effect on E. necator growth and spore production (P= 0.834, Figures 2,
3) at 1.90 mM of ASM was observed. Concerning P. viticola ASM also had no significant
effect on spore production and mycelial growth (P=0.420) (Figures 2-4) at 1.90 mM, a
concentration corresponding to ~ ECgp when the treatment with BTH was applied before

inoculation (Figure 1).

3.2 Effect of Fosetyl-Al concentrations on Erysiphe necator and Plasmopara viticola

Throughout this study 6 isolates of P. viticola and 18 isolates of E. necator were tested
independently at least three times to evaluate the ECso. Over-all, as expected, fosetyl was
more effective against P. viticola than against E. necator (Figure 5). The ECsy values ranged
from 0.48 £ 0.07 to 0.52 + 0.04 mM, respectively for the fungicide- sensitive isolates and
for the fungicide- resistant isolates of P. viticola, with no significant difference (P = 0.261).
Most surprising was the sensitivity to fosetyl of the two genetic groups of E. necator that was
significantly different (P=0.000). It is apparent that the ECs, value was higher (3.30 + 0.46
mM) for the isolates belonging to genetic group A compared to the ECs, value of the isolates
belonging to genetic group B (0.89 + 0.32 mM). Fosetyl-Al was more efficient (3.70 fold
more) against genetic group B of E. necator than against group A isolates. The ECsy of group
B isolates of E. necator was not significantly different from the ECsg of the two groups of P.

viticola.
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Strong evidence of the direct fosetyl-Al effect on E. necator was found with a significant
decrease in the spore production of 38.7 % (P=0.007), compared to the reference fungicide
myclobutanil which led to 97.3 % inhibition (Figure 3). The incubation of sporangia of P.
viticola in fosetyl at a concentration of 1.13 mM (500 mg L) induced an inhibition of 87.5 %
of downy mildew (Figure 4). Fosetyl had a direct effect on the production of sporangia and

/or mycelial growth.

3.3 Effect of fertilizer PK, concentrations on Erysiphe necator and Plasmopara viticola

It is apparent from Figure 6 that the application of various concentrations of PK, to the
different isolates led to a growth inhibition of 100 % for downy mildew isolates and only to
65 % for powdery mildew isolates (Figure 6). The ECsy values obtained for the fungicide-
sensitive and resistant isolates of downy mildew, respectively, are not significantly different
(0.64 £ 0.22 and 1.27 + 0.08 mM, respectively, P=0.224). However, at lower concentrations
of PK; (e.g. 0.63 mM) applied on the two groups, the efficacy tended to be better against
fungicide-resistant isolates than against fungicide-sensitive isolates of P. viticola. Concerning
the ECs obtained on groups B and A of E. necator, no significant difference was observed
(6.36 = 1.53 and 7.44 + 1.38 mM, respectively, P=0.247) (Table 2). Nevertheless, PK, was
significantly more effective (P=0.000) against E. necator than against P. viticola isolates.

PK, had a significant direct effect on E. necator, leading to complete inhibition of spore
production (100 %), whereas the reference fungicide, myclobutanil, led to 97.3 % inhibition
(Figure 3). Two concentrations of PK, were tested on P. viticola sporangia, and the
incubation of sporangia in solution at 0.63 mM of PK, (100 mg L) had no effect on
development of P. viticola, but at 6.37 mM (1000 mg L), PK, induced a 70.9 % inhibition

of downy mildew growth.

4 DISCUSSION

The purpose of the current study was to determine the sensitivity of various isolates of
grapevine mildews (P. viticola and E. necator) exhibiting different genotypic and/or
phenotypic characteristics to compounds potentially stimulating plant defenses such as ASM
or phosphonates. Amongst the phosphonates, one was used as a fertilizer (PK;) and the
second as a fungicide against oomycetes (FOS). They are also described as inductors of

32-37

acquired systematic resistance to oomycetes, as is ASM which is also a plant stimulator.'”

 One of the more significant findings to emerge from this study was that, depending on the
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mildew species, or on the genetic group intra-species under consideration, the efficacy of the
treatments on grapevine leaves led to very different results. The use of these products showed
that, even belonging to the same chemical family (e.g. phosphonates), different efficacies
were obtained. The relevance of this was clearly supported by the difference in sensitivity of
the two genetic groups of E. necator to fosetyl and to PK,. Indeed, although PK, showed
similar efficacy on the two populations of E. necator, fosetyl, at concentrations included
between 0.5 to 3 mM, exhibited greater efficacy on the isolates belonging to group B, not
significantly different from that observed for the downy mildew isolates. The present study
suggested that spraying phosphonates, or acibenzolar-S-methyl, on grapevine leaves before
inoculation, was effective in reducing powdery and downy mildew development, and that
pathogen growth progressively decreased in relation to the increase in compound
concentrations. Nevertheless, over-all downy mildew isolates were more sensitive to
phosphonates and acibenzolar-S-methyl than powdery mildew isolates. The comparison of the
ECs values obtained tended to show that the three products exhibited better efficacy against
downy mildew isolates than against powdery mildew isolates (Table 2). However, significant
differences between ASM and phosphonate efficacies were found. ASM protected grapevine
leaves effectively whatever the pathogen, whereas the phosphonates exhibited a significantly
better efficacy against P. viticola populations.

As mentioned in the literature,'® no direct effect of ASM on P. viticola and E. necator was
observed on mycelial growth and spore production, contrary to the ASM effect observed on
B. cinerea at high concentrations (1 to 3 g L™).*® By contrast, fungitoxicity was obtained after
use of phosphonates on P. viticola, but also on E. necator. The efficacy against E. necator did
not support the paper by Speiser ez al,'” who wrote that potassium phosphonate was effective
against downy mildew, but not against powdery mildew. On the other hand phosphonates are
known to inhibit spore formation and germination in oomycetes species.””** In our
experiment, the mean ECs of fosetyl was 177 mg L™ (0.5 mM) and the direct action on P.
viticola at 400 mg L (1.13 mM) one hour before dilution (40 mg L™, 0.11 mM) and release
on the encystement of zoospores, could be consistent with the effects of fosetyl on various
Phytophthora species (capsici, citrophora and parasitica) as described by Matheron et al.*
where, depending on the fosetyl concentration, the phosphonate inhibited spore formation (3
to 12 mg L), mycelial growth (30 to 103 mg L") or motility and germination of zoospores
(300 to 1000 mg L™'). It seemed that FOS and PK, reduced sporangia mobility and/or
zoospore release. After one hour of incubation in phosphonate solutions at 1.13 mM and 6.37

mM, respectively, the solutions of sporangia were diluted 10 times before the drop deposits of
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P. viticola sporangia which were in the presence of 0.13 and 0.63 mM of phosphonates up to
the encystement of zoospores. Finally, eight days later, we observed a sporulation inhibition
of 87.5 and 72% for FOS and PK,, respectively, with PK, being less effective than fosetyl-Al
on P. viticola. The present study also provides additional evidence with respect to the direct
effect of phosphonates on powdery mildew spore production, with fosetyl-Al and PK,
exhibiting a significant effect on spore production (38.7 and 100 % inhibition). The current
investigations on growth and sporulation were limited by the obligate nature of the pathogens
and we were only able to examine indirectly the effect of products on plant infection by E.
necator. Powdery mildew and downy mildew are obligate pathogens that can only multiply
on their plant host. The efficiency of the tested products corresponds in fact to a cumulated
effect between a possible direct toxic effect on the fungi and/or the defence elicitation of the
grapevine, which could not easily be separated from one an other in the case of these strict
obligate parasites.

Concerning the effect of ASM, our study once again reinforced the fact that ASM acts on the
elicitation of plant defences. Indeed, no significant difference was found on growth and on
spore production in our experimental conditions when ASM was applied on P. viticola or on
E. necator. The mechanisms of ASM-induced plant resistance have been shown to involve the

activation of SAR mechanisms based on the salicylic acid (SA) pathway' >’

with subsequent
up-regulation of defence genes and an accumulation of phenolic compounds.*® Recently, we
deciphered the effect of ASM on grapevine defenses and we found that, after ASM treatment,
grapevine protection was clearly related to the induction of PR-protein genes (e.g. PR-1, PR-
2, PR-3, PR-10, PR-8 and PR-6), to the over-expression of genes repressed by P. viticola and
E. necator in infected leaves, and to the production of pterostilbene’' according to studies

19212426 The protective effect of acibenzolar-

carried out on different plant-pathogen systems.
S-methyl on the development of Rhizoctonia solani disease in rice was noticeable if it was
applied to leaves 24 hours before inoculation.”’ Our study provided evidence that ASM and
phosphonates applied one hour before pathogen inoculations induced efficient grapevine
protection against downy and powdery mildew, and that this time lapse was sufficient.
Further work needs to be done to establish whether plant stimulators should be applied in
preventive application and to look at their curative potential. This study means have a more
precise idea of doses to apply in the vineyard. In controlled conditions, the ASM dose giving
90 % efficacy (ECq) against downy and powdery mildew was approximatively 6 mM.
Similarly way, the ECq of FOS and PK,; against downy mildew was 2.5 mM, whereas against

powdery mildew, this dose was higher (more than 4.21 and 9.55 mM, respectively).
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In conclusion, with this study we provide results of the direct effects on inhibition of growth
of E. necator and P. vitiocola of two phosphonates (fosetyl-aluminium used as a fungicide
and PK, used as a foliar fertilizer) as well as the possible indirect effects of the products on
the stimulation of grapevine defenses. For the first time, we showed that depending on the
variability of the pathogen (inter- or intra-species), the efficacy of these compounds can be
very variable. We corroborate the fact that acibenzolar-S-methyl exhibits no direct effect on
the two pathogens and the efficacy observed may result from an induction of grapevine
defenses. The findings of this study have important implications for developing the use of
plant defense stimulators which may or not have a double action. The use of products such as
phosphonates or ASM with direct or indirect action and able to stimulate grapevine defense
could help to limit the appearance of resistance to uni-site fungicides and reduce the use of
fungicides harmful to the environment. To develop and support sustainable viticulture, the use
of plant defense stimulators, may represent a promising low-impact tool for the control of
grapevine diseases. However, our study shows that the diversity of pathogens can have an
impact on the efficacy of these compounds. More research on the diversity of pathogen
populations and the effect of these compounds on different varieties of grapevine needs to
undertaken before developing new pest management strategies. Although effective
stimulation of plant defenses shows good, reproducible, results in laboratory conditions, the
use of these compounds in the vineyard is more difficult and usually shows disappointing
results. Further research should be done to investigate the use of phosphonates and ASM in
the vineyard. This is an important issue for future research and for optimization of their use in
commercial vineyards.

This study also gives us a more precise idea of doses to be applied. Although in controlled
conditions, the minimal dose providing 90 % efficiency of ASM (ECq) against downy and
powdery mildew was approximately 6 mM. That of FOS and PK, against downy mildew was
2.5 mM, whereas against powdery mildew, this dose was never reached (more than 4.21 and
9.55 mM respectively). During a trial implementation to assess efficiency of these products in

the vineyard, it would be sensible to apply doses higher than or equal to these ECy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf
treatment with different concentrations of ASM. Data corresponded to the mean of at least
three independent experiments for E. necator (dotted lines, triangle) with N= 10 for group A
isolates (white) and N = 8 for group B (black), and P. viticola (full lines, square) with N = 2

for fungicide- sensitive isolates (white) and N = 4 for fungicide- resistant isolates (dark).

Figure 2. Direct effect of ASM on P. viticola and E. necator spore productions. Box plot

representations of pixel numbers obtained after image analysis.

Figure 3. Graph represents spore quantification of E. necator with a particle counter. (Coulter

Statistical differences were shown by different letters at the threshold of 0.05 %.

Figure 4. Graph represents disease intensity by measuring growth and intensity of of
P.viticola sporulations. Sporangia suspensions were incubated with different compounds one
hour before dilution at 1/10 and inoculation. Fungicide (Champ Flo®) at 100 m L and
distilled water were used as positive and negative controls, respectively. Statistical differences

were shown by different letters at the threshold of 0.05 %.

Figure 5. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf treatment
with different concentrations of FOS. Data corresponded to the mean of at least three
independent experiments for E. necator (dotted lines, triangle) with N= 10 for group A
isolates (white) and N = 8 for group B isolates (black), and P. viticola (full lines, square) with
N = 2 for fungicide- sensitive isolates (white) and N = 4 for fungicide- resistant isolates

(dark).

Figure 6. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf treatment
with different concentrations of PK,. Data corresponded to the mean of at least three
independent experiments for E. necator (dotted lines, triangle) with N= 10 for group A
isolates (white) and N = 8 for group B isolates (black), and P. viticola (full lines, square) with
N = 2 for fungicide- sensitive isolates (white) and N = 4 for fungicide- resistant isolates

(dark).
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Table 1. Characteristics of P. viticola and E. necator isolates. ':Sensitivity to fungicide
famoxadone; *:Sensitivity to iprovalivarb: *:Sensitivity to mefenoxam. S=sensitive isolate,

R=Resistant isolate.

Pathogen Isolates Locality of vineyard Sampling year Fungicide sensitivity
FAM' IPRO’ MEF “*
P. viticola PIC 59 Bordeaux 2003 R S R
Pv-R MIC 128 Bordeaux 2005 R R s
Pv-R PAU 32 Bordeaux 2003 R S R
Pv-R EAU 08 Armagnac 2005 R R S
Pv-S FLE 01 Beaujolais 2004 S S S
Py cou 15 Bordeaux 2004 S S S
Genetic group

PVR 43 Languedoc-Roussillon 2003 A

BR 33 Pays de I’Aude 2002 A

LLU 70 Pyrénées-orientales 2006 A

LLU 41 Pyrénées-orientales 2006 A

LLU 55 Pyrénées-orientales 2006 A

PV 15 Pays de I’Aude 2006 A

PV 33 Pays de I’Aude 2006 A

PVR 38 Languedoc-Roussillon 2005 A

Erysiphe ORA 4 Languedoc-Roussillon 2003 A

necator ORA3 Languedoc-Roussillon 2003 A

LAT 12 Bordeaux 2003 B

CC49 Bordeaux 1999 B

CHL 02 Bordeaux 2004 B

PAL 01 Bordeaux 2003 B

2B 15 Pays de I’Aude 2000 B

PV 28 Pays de I’ Aude 2006 B

PV 46 Pays de I’ Aude 2006 B

PV 74 Pays de I’ Aude 2006 B
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Table 2. Effective concentrations inhibiting growth at 50% (ECsy) obtained from dose-

response curves. Stars represent the significant values at the threshold of 0.05 %.

Mildew isolates ECsp (mM + SEM)
ASM FOS PK,

P. viticola- Fungicide- resistant 0.47 £0.06 0.52+0.04 1.27£0.08
P. viticola- Fungicide- sensitive | 0.53 +0.13 0.48 +£0.07 0.64+ 0.02

E. necator- Group A 1.05+£028  3.30%£046  7.44%+138

E. necator - Group B 0.95+0.10 0.89 +0.32 6.36* + 1.53
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Figure 1. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf treatment

with different concentrations of ASM.
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Figure 2. Analysis of direct effect of ASM on P. viticola and E. necator growth.
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Figure 3: Direct effect of Phosphonates and ASM on E. necator spore production.
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Figure 4. Direct effect of phosphonates and ASM on P. viticola growth.
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Figure 5. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf treatment

with different concentrations of FOS.
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Figure 6. Growth inhibition of Erysiphe necator and Plasmopara viticola after leaf treatment

with different concentrations of PK,.
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2.2. Benzothiadiazole-primed defense responses and enhanced differential
expression of defense genes in Vitis vinifera infected with biotrophic
pathogens (Erysiphe necator and Plasmopara viticola).
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Summary

Benzothiadiazole (BTH), a salicylic acid analogue, strengthens plant defence mechanisms
against a broad spectrum of pathogens. The role of BTH was investigated in the enhanced
resistance of grapevine leaves pre-treated with BTH in response to infection with various
isolates of downy and powdery mildews (Plasmopara viticola and Erysiphe necator). Tools
were developed to better assess the defence status of the plant. In compatible interactions
amongst a set of 19 genes, more than 57.2 % of P. viticola infected-leaves (Pv-infected leaves)
and 90% of E. necator-infected leaves (En-infected leaves) of differentiated transcripts were
down-regulated at 24 hpi, indicating a manipulation of host response by the pathogens. BTH
treatment enhanced grapevine defenses allowing pathogen growth to be inhibited from 61 to
98%, depending on the pathogen variability. Treatment also triggered up-regulation of
pathogenesis-related protein genes such as PR-I, PR-2, PR-3, PRS, PR-10, in Pv-infected
leaves, whereas in En-infected leaves, PR-3, PR-10 and PR-6 transcripts were preferentially up-
regulated. We also show that treatment with BTH led to regulation of indole pathway
transcripts: in particular, anthranilate synthase was down-regulated at 24 hpi in all infected
leaves, then strongly up-regulated afterwards according to the rate of pathogen development.
Quantitation of polyphenols and stilbenes showed that pterostilbene was specifically
accumulated in pre-treated leaves and associated with biological efficacy and significant
increases in PR-protein gene transcripts. The temporal evolution of defence-related genes in
pre-treated infected leaves suggested that grapevine responses vary depending on the inter or

intra-species variability of pathogens.

Introduction

Powdery (Erysiphe necator) and downy mildew (Plasmopara viticola) are very important
grapevine diseases (Vitis vinifera). These two biotrophic pathogens, which are native to the
United States, infect green vine tissues and cause significant economic loss as well as
environmental damage through the repetitive applications of fungicides.

The biotrophic oomycete Plasmopara viticola (Berk. & Curt.), the causal agent of downy
mildew, is a heterothallic endoparasite (Lafon & Clerjeau, 1988). Its development involves
intercellular mycelia growth and the differentiation of haustoria, which penetrate parenchyma
cells. Its population diversity in Europe is low, but it exhibits various phenotypes and genotypes

(e.g. fungicide resistance) (Chen et al., 2007). By contrast, Erysiphe necator (grapevine
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powdery mildew) is an ascomycete, an ectoparasitic biotrophic fungus. In Europe, its
populations are divided into two distinct genetic groups, A and B, that have different ecological
requirements (Amrani et al., 2006). Furthermore, group A isolates are significantly more
sensitive to various fungicides than those in group B (Dufour et al., 2011).

Plants possess the ability to defend themselves against pathogens, but the success of these
defenses depends on the rapidity and/or on the intensity of their response, in addition to
activating the defense mechanisms. Indeed, if the defenses are activated too late, the pathogen
colonizes plant tissue. However, a part of these defenses can be induced and confer protection
against a wide spectrum of pathogens either locally to confine the pathogens at the infection
site, or systemically to lead to the development of resistance within the whole plant (Walters et
al., 2007). Typically, this inducible resistance system can be associated with the accumulation
of salicylic acid (SA), a molecule required for signal transduction in systemic acquired
resistance (SAR) (Pieterse & Van Loon, 2007), leading to the coordinated accumulation of
pathogenesis-related proteins (PR proteins), the production of phytoalexins, and the
reinforcement of plant cell walls Recently, the application of inducers that mimic natural
signaling compounds and have no direct antifungal activity, such as acibenzolar-S-methyl or
benzothiadiazole (BTH), has been shown to be effective against a broad spectrum of pathogens
in various plants ( Sticher ef al., 1997; Brisset et al., 2000; Bressan et al., 2005). Today, SAR
induced by BTH has been clearly established as being dependent on the salicylic acid pathway
(Friedrich et al., 1996), with consequent regulation of the genes involved in primary and
secondary metabolisms, and also the accumulation of phenolic compounds (Lawton et al,
1996; Brisset et al., 2000; Iriti et al., 2004; Hukkanen et al., 2008). Amongst the PR-proteins,
PR-1 protein transcripts are usually induced and represent a marker for SA signaling.

In the presence of pathogen, grapevine triggers defense mechanisms with variable success
depending on the degree of resistance of the varieties, thus suggesting the basal induction of
defenses (Fung et al., 2008). Indeed, genes encoding cytoskeletal and phenylpropanoid
pathways are primarily up-regulated during infection (Polesani et al., 2008), as well as genes
encoding PR-proteins such as B-1,3-glucanase (PR-2), chitinase (PR-8), and PR-1, PR-10,
PR-5 (Legay et al., 2011). The success of a plant’s defenses depends on the final output
resulting from the interactions of various factors, including the genetic and the physiological
characteristics of both partners in the host-pathogen interaction, as well as on environmental
conditions.

Elicitors could be used to reinforce the inherent defenses in susceptible cultivars. In Vitis

vinifera, gene expression was documented after the use of inducers, (Gomes & Coutos-
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Thévenot, 2009), in interactions between the Vitis species and Plasmopara viticola
(Hamiduzzaman et al., 2005; Trouvelot et al., 2008), and between Vitis and Erysiphe necator
(Jacobs et al., 1999; Fung et al., 2008; Belhadj et al., 2008). The efficacy of plant defense
stimulation usually provides good, reproducible results in the laboratory, but efficacy in the
field is often disappointing (Campbell & Latorre, 2004; Perazolli et al., 2008).

The present study sought to elucidate the role played by BTH as an elicitor on infected
grapevine leaves, and to identify defence markers specific or not of pathogen variability (intra
or inter species). The evolution of transcript profiles of selected defence-related genes during
Vitis vinifera-biotrophic pathogen interaction was characterized, and the impact of pathogen
diversity was investigated in the absence or presence of BTH elicitation. The relationship
between transcript profiles, polyphenol contents and pathogen control should contribute to
understanding the basics of the behaviour of grapevine after elicitation with BTH and its ability

to enhance its defenses when subjected to various pathogens.

Materials and methods

Plant and fungal materials

Grapevine plants (Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon) were propagated from wood cuttings
in a greenhouse. After three weeks, rooted cuttings were potted in a sandy soil and were grown
under controlled conditions at 25/20°C day/night temperature, with 75% relative humidity, a
16-h photoperiod (0.51W/m”) with weekly fertilization (2g.L™", N-P-K 20 % with trace
elements). Two-month-old plants with 10-12 leaves were used for the experiments, and the
third and fourth leaves at their apex were used for powdery and downy mildew inoculations,
respectively.

Plasmopara viticola: A fungicide-sensitive isolate and a fungicide-resistant isolate from the
laboratory monospore collection were multiplied on grapevine leaves and inoculated as
described in Corio-Costet et al., (2011) (Tablel), with spore suspension at 5000 sporangia.mL ™
by 15 uL drops per leaf, and incubated for 7 days at 22°C with a 16-8 h photoperiod.

Erysiphe necator: Powdery mildew isolates (one belonging to group B and one to group A),
(Table 1) were inoculated under sterile conditions on decontaminated grape leaves, as
previously described (Debieu et al., 1995) by blowing spores from sporulating leaves (1000
conidia per cm? of leaf), and were incubated for 12-14 days at 22°C with a 16-8 h photoperiod.

Leaf treatment with BTH and inoculation with pathogens
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BTH (S-methyl benzo[1,2,3]thiadiazole-7-carbothioate, Bion®, 50WG, Syngenta) was
dissolved in water and sprayed onto leaves at the concentration of 1.90 mM, 24 h before
inoculation with the different pathogens. The experimental protocol for each sampling time
point (0 hpi, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi) corresponded to six untreated leaves and six BTH-treated
leaves that were inoculated or not with each of four isolates used during this experiment. For
each sampling point, six half leaves were used for biochemical analysis and the six other half
leaves were used for gene expression. In addition, six other leaves treated with BTH or not
were inoculated to confirm the biological efficacy of BTH treatment. The development of the
disease was assessed 7 days after downy mildew inoculation or 12 days after powdery mildew
inoculation. Disease intensity was estimated by measuring growth and intensity of fungal
mycelium and sporulation, as described previously (Corio-Costet et al., 2011, Debieu et al.,
1995), and was expressed as the mean + standard deviation of the six replicates. For biological,
biochemical and gene expression assays, two independent experiments were carried out over
the period. All data were subjected to analysis of covariance by general linear model using the
statistical programme Systat 11 (Systat Software, Inc) and significant differences were

determined by Tukey’s honest significant difference (HSD) test at the level of P < 0.05.

Expression experiments and q-RT-PCR

A series of 20 genes was monitored by real-time quantitative polymerase chain reaction (qQRT-
PCR) by using the y-chain elongation factor 1 gene (EF1-y) as internal standard to normalize
the starting template of cDNA (Table 2). This gene was used because it is not involved in plant
response to infections, unlike a-tubulin or actin genes (Polesani et al., 2008), and because it is
very stable with mean C, values of 20.32 + 0.061. Treatment, infection or both had no effect on
the Cq values of the EF/-y gene.

Sprayed leaves in each experimental condition were removed at all time points and frozen at -
80°C. Each sample resulted from a mixture of six half leaves from which the mRNA was
extracted, and technical duplicates or triplicates were performed. In fine, the data are the
average of duplicates of at least two independent experiments for the 20 genes.

Primers were designed at 60°C Tm to amplify fragments from 75 to 150 bp using primer 3
software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Table 2). RNAs were extracted according to the
method of Reid et al, (2006). Only high quality RNA samples were selected, with an
absorbance ratio at 260/280 nm ranging from 1.82 to 2.06 (1.86 + 0.065). Two pg of RNA

treated by DNAse I (RQ1 Rnase-free Dnase, Promega, France) were reverse-transcribed using
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2 uM oligo d(T);s, ribonuclease inhibitor and M-MLV Reverse Transcriptase (Promega,
France) in compliance with the manufacturer’s instruction.

The amplification specificity of each qRT-PCR was reinforced by a single peak in melt curve
analysis, and no primer was detected. Thereafter, the expression of the selected genes was
assessed by using a CFX 96 system thermocycler (Bio-Rad France, Ivry sur Seine) with
SYBR" Green to detect dsDNA synthesis. For each reaction, 1uL of each primer at 1 pM, and
7 uL of 2X- Blue SYBR Green fluorescein Mix including Hot start DNA polymerase, dNTP
and MgCl, (Abgene, France) and SuL of cDNAs, were used in compliance with the
manufacturer’s instructions. The cycling conditions were: denaturation cycle (94°C for 15 min);
amplification and quantification cycle repeated 40 times (94°C for 10 s, 55°C for 10 s, 72°C for
20 s). Expression ratios for each cDNA were calculated for each time point relative to control
leaves at the same time. Relative gene expression was obtained with the formula: fold induction
= 2[4l where AACt = [Cq GI (unknown sample) - Cq EFly (unknown sample)] - [Cq GI
(reference sample) - Cq EFly (reference sample)]. GI is the gene of interest, and EF1ly is the
grapevine Elongation Factorl y gene used as the internal control. The reference sample chosen
for normalization represented 1- fold the expression of the gene of interest (e.g., control leaves
untreated and uninoculated). The mean values obtained by this calculation method varied from
0. 01 to 109.7 (the AA Cq corresponding means ranged from -6.65 to 6.78). The values of
AACt included between 0 and 1 correspond to repressions.. Each sample was assayed at least in
duplicate in each independent experiment. To ensure correct normalization in real-time PCR,
amplification efficiencies should be similar. Each PCR system was tested with cDNA samples
that were serially diluted 1:10 with distilled water. Amplification efficiencies should be
determined from the slope of the log-linear portion of the calibration curve. Specifically, PCR

efficiency = 10 ~slope

— 1, when the logarithm of the initial template concentration of known
cDNA amounts (the independent variable) is plotted on the x axis and Cq (the dependent
variable) measured by the CFX 96 system software (Bio-RAD, Hercules, CA, USA) is plotted
on the y axis. The PCR efficiency of each primer was included between 0.84 and 1.23. The
dissociation curves for each amplicon were then analyzed to verify the specificity of each
amplification reaction. The dissociation curve was obtained by heating the amplicon from 60°C
to 95°C (data not shown).

Means of relative expression obtained in control and other treatments and/or inoculations were

compared with the analysis of variance using Tukey’s post hoc test. Statistical analyses were

carried out using the Systat 11 programme (Systat Software, Inc).
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Extraction and quantification of stilbenes

Stilbenes were extracted from each sample (80) of dried leaves (100 mg) overnight with 20 mL
methanol as described previously (Belhadj et al., 2008) obtained from the gene expression
experiment (see below). Two independent experiments were performed. Analysis of stilbenes
was carried out by HPLC on a 250 x 4 mm Prontosil Eurobond C18 reverse-phase column (4.0
ID X 250 mm, 5 pm) (Bischoff Chromatography, Leonberg, Germany). Separation was carried
out at a flow rate of 1 mL/min with a modified mobile phase composed of (A) HO: TFA 1%
(97.5/ 2.5, V/V) and (B) ACN: A (80/20, V/V). The run was set as follows: 0 to 5 min, from
10% B to 20% B; 5 min to 19 min, 20% B to 25% B; 19 to 20 min, 25% B to 30% B, 20 to 35
min, from 30% B to 40% B; 35 to 50 min, 40% B; 50 to 55 min, from 40% B to 60% B; 55 min
to 56 min, from 60% B to 100% B, 56 to 60 min, 100% B; 60 to 62 min. Fluorimetric detection
was performed at Aex = 300 nm and Aem = 390 nm, and stilbene contents were estimated from
specific calibration curves as described in Belhadj et al., 2008. Data were expressed as the
means (+ standard deviations) of at least four quantifications. Statistical analysis was carried

out using Newman-Keuls or Student #-tests at level of P <0.05.

Results

BTH induces grapevine resistance against Erysiphe necator and Plasmopara viticola
Activation of grapevine defence by BTH treatment (1.90 mM) 24 hours before inoculation was
efficient to control growth of the four mildew isolates (Table 1) exhibiting different phenotypes
and genotypes. Growth inhibition ranged from 62.0 to 98.3 % (Fig. 1). Globally, BTH induced
inhibition from 62.0 to 73.2% whatever the mildew isolate, except for the downy mildew
isolate Mic-128 (Pv-R), for which inhibition was significantly better than expected (98.3%)
(P=0.005). This isolate, which has good fitness (Corio-Costet et al., 2011), has the peculiarity
of being resistant to fungicides inhibiting cellulose synthase and mitochondrial cytochrome b,
suggesting that the BTH effect on grapevine may promote the effectiveness of the plant’s
defense with regard to this phenotype of P. viticola.

Transcript profiles reveal specific responses of the grapevine depending on the species of
biotrophic pathogen.
V. vinifera is especially susceptible to mildew. To explore compatible interaction with different

obligate pathogens, a comparison in time of transcript profiles of selected genes of leaves
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infected with two isolates of P. viticola (Mic-128: Pv-R and Cou-15: Pv-S) and two isolates of
E. necator (Llu-41: En-A and Pv-74: En-B) was carried out (Table 2). The grapevine defenses
were measured by transcript evolution at 24, 48 and 72 hours post-inoculation (hpi) and
completed by biological efficacies at 8 or 12 dpi (see above). The gene set used included PR-
proteins, some genes involved in the phenylpropanoid pathway, others involved in the oxido
reduction system, in the ethylene or oxylipin pathways and others involved in the indole
pathway (Table 2, Fig. 2).

At 24 hpi, the transcript analysis in grapevine leaves pointed to a down-regulation of genes with
57.2 to 58.4% of the differentially-expressed transcripts significantly down-regulated in P.
viticola-infected leaves, and 90% in E. necator-infected leaves (Fig. 3A, Table 3). In Pv-
infected leaves, some transcripts were up-regulated in the presence of two P. viticola isolates,
such as PR-3 and PR-10. However, transcript profiles also varied depending on the isolate and
the genes under consideration (e.g. PR-1, PR-6, CHI, CHS). Indeed, in leaves infected with P.
viticola fungicide-sensitive isolate (Pv-S), genes involved in the phenylpropanoid pathway
(CHI, CHS) were strongly repressed, whereas in Pv-R infected leaves, it was the LDOX gene
coding for enzyme situated more in down-stream of the pathway which was specifically
repressed. In En-infected leaves, the PR-protein transcripts (PR-1, PR-2, PR-3, PR-8, PGIP)
were generally significantly down-regulated.

Only four genes behaved in a similar way whatever the pathogen considered: LDOX
(polyphenol pathway), ACC (ethylene pathway), and GST (oxidative stress response system)
transcripts which were all repressed, and the CHORM (indole pathway) transcript which was
up-regulated.

At 48h hpi (Fig. 3A, Table 3), most of the grapevine transcripts were not affected significantly
in Pv-S and En-A-infected leaves (26.3% and 31.6% of differentiated genes, respectively). By
contrast, in En-B and Pv-R-infected leaves, 42.1 to 57.9% of transcripts were either down or
up-regulated. In Pv-infected leaves, some PR- protein transcripts were up-regulated such as PR-
1, PR-2, PR-6, PR-8) depending on the isolate under consideration, while in En-infected leaves
only PR-3 was over-expressed. A peculiarity of En-infected leaves was the accumulation of
STS transcripts and the repression of ANR and CHORM transcripts (Table 3). By contrast, an
up-regulation of ANR and ANTS transcripts was specific to Pv-infected leaves.

At 72 hpi, the majority of differentiated transcripts (83.4 to 100 %) in P. viticola-infected
leaves were down-regulated, with significant down-regulation of transcripts of the
phenylpropanoid pathway (S7S, CHI, CHS), PR-proteins, LOX, GST and ACC (Fig. 3A, Table

3). In E. necator-infected leaves, the down-regulation was also high with 62.5 to 83.4% of
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differentiated transcripts affected, with CHI and PR-1, PR-2 commonly repressed. Only the
LDOX gene was over-expressed in En-infected leaves, suggesting the possibility of metabolic

flow towards flavonoid biosynthesis.

Effect of BTH treatment on transcript profile of un-inoculated leaves

To decipher the effect of BTH in grapevine, transcripts were monitored for four days in
uninfected leaves. To simplify the gene expression data resulting from transcripts extracted
from the third or fourth leaves, the averages obtained are presented in Table 4 and in Fig. 3B.
No significant difference in gene expression according to the foliar stage was found except for
the expression of the ANR gene at 96 hpt (P= 0.016, data not shown). Over time, 21 to 36.8%
of transcripts were affected (Fig. 3B, Table 4), with up-regulation of PR-protein transcripts
mainly at 24 and 48h post-treatment, with a marked over-expression of PR-I/, PR-10, PR-3.
Stilbene synthase (S7S), GST and LOX transcripts were up-regulated at 24 hpi as the chorismate
mutase and chorismate synthase genes (CHORS, CHORM), which points to a possible role in
lignin or in SA synthesis required for PR-1 gene expression (Slusarenko et al., 2003). Amongst
the down-regulations, the chalcone isomerase gene (CHI) was generally repressed over time
after treatment with BTH. Four days after the treatment only the PR-I gene was still
significantly up-regulated. Over time, we also noticed that BTH treatment triggered the up-
regulation on differentiated transcripts which progressively decreased from 100 to 16 % (Table

4).

Gene expression in BTH-pre-treated grapevine leaves inoculated with P. viticola or E
necator

Inoculation with downy mildew isolates of BTH treated leaves triggered over-expression of PR
proteins (PR-1, PR-2, PR-3, PR-6, PR-8, PR-10) that varied, in time depending on the isolates
inoculated.

At 24 hpi in Pv-infected leaves, down-regulation essentially involved in the phenylpropanoid
and indole pathways was observed (Table 5, Fig. 3B). Transcript down-regulation was more
marked in Pv-S-infected leaves than in Pv-R-infected leaves, perhaps due to the lesser efficacy
of BTH treatment on sensitive isolate (Pv-S: Cou-15, 62.0% of inhibition) than on a fungicide -
resistant isolate (Pv-R: Mic-128, 98.3% of inhibition, Fig. 1). At 48 hpi, a majority of PR-
proteins (PR-1, PR-2, PR-3, PR-10), stilbene synthase (STS) and anthranilate synthase (ANTS)
transcripts were commonly up-regulated in Pv-infected leaves. As shown in Table 5 and Fig.

3B, in Pv-R-infected leaves, LOX, ACC and GST genes were also up-regulated, whereas in Pv-
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S-infected leaves, CHI and PRS genes were more strongly up-regulated. At 72 hpi, the
expression profiles were similar in P. viticola infected leaves with few genes regulated except
for PR-10 (up-regulated), and LOX and PR-2 genes (down-regulated) (Table 3, Fig. 4B, I, C).
In E. necator-infected leaves, PR-protein transcripts were over-expressed later than in Pv-
infected leaves (Table 5, Fig. 3B). At 24 hpi, PR-10 was up-regulated and LDOX and ANTS
transcripts were down-regulated, as in downy mildew-infected leaves (Fig. 4B, 4H, Table 5). At
48 hpi, few genes were up-regulated and regulation seemed to depend on the isolate under
consideration, with no significant up-regulation in En-B-infected leaves. By contrast, in En-A-
infected leaves, several genes were up-regulated (PR-1, PR-6, STS, LDOX, GST) (Table 5, Fig.
4A, 4E, 4G). At 72 hpi, many PR-protein transcripts were up-regulated, e.g. PR-2, PR-3, PR-6,
PR-8 or PR-10, as were transcripts involved in the tryptophan pathway (ANTS) (Fig. 3B, 4,
Table 5).

The evolution of the relative expression of 10 genes undergoing expression modulation over
time after pre-treatment with BTH and pathogen inoculations revealed different responses of
grapevine leaves according to the isolate under consideration. This was in particularly the case
for genes coding for PR-proteins (PR-1, PR-10, PR2, PR-3, PR-6, PR-8), where the plant
responses were generally more marked in the presence of downy mildew than powdery mildew
(Fig. 4A-F). Interestingly, transcripts of anthranilate synthase (ANTS, Fig. 4H) were down-
regulated at 24 hpi and could be a common marker of grapevine response to the presence of
biotrophic pathogens, such as PR-10 and PR-1 genes, which were up-regulated in all infected-
leaves after treatment with BTH. Other genes could be specific markers of one pathogen
species such as PR-3, PR-8 in Pv-infected leaves. Depending on the pathogen isolate, we also
noticed faster or slower plant defense responses (e.g. PR-6 in En-treated leaves, or PR-8 in Pv-
leaves). For other genes such as GST or ST, plant responses evolved in the same way whatever
the pathogen, but with different intensities, while for other genes such as the LOX gene, the
evolution was different depending on the isolate (Fig. 4J, GI).

Effects of pathogens and BTH on stilbene accumulation

BTH treatment exhibited no significant effect on total polyphenol content in leaves over the
three days of analysis (Fig. 5). No significant differences were found depending on the isolate,
so we pooled the data of four experiments for each mildew species. A significant increase in
total content was obtained only in Pv-infected leaves (254 and 233 pg.g”' of dry weight) and in
En-infected leaves (375 and 344 pg.g' of DW), without BTH treatment. A more precise

quantitation of three major stilbenoid phytoalexins (resveratrol, piceid, and pterostilbene)
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showed that quantitatively tramns-piceid produced the highest level of stilbene, with a high
increase at 24, 48 and 72 hpi in En-infected leaves (Fig. 6A). Trans-resveratrol content was
very low in uninfected leaves, often less than 2 pg.g’' of DW (Fig. 6B), and its content
increased strongly in En-infected leaves after pre-treatment with BTH or not, and but less in
Pv-infected leaves (Fig. 6B). Accumulation of frans-resveratrol at 24 hpi reached the value of
8.86 + 0.75 pg.g”"' of DW, i.e. 6-fold more than in control leaves (1.42 + 0.58 pug.g”' of DW).
Interestingly, only pterostilbene increased significantly in relation to BTH treatment and
reached 16.9 to 21 ug.g'1 of DW. The highest quantities were found in En-infected leaves after
BTH treatment (Fig.6D).

Discussion

Treatment of grapevine leaves with BTH led to a significant reduction in P. viticola and E.
necator development and induced changes in the expression of transcripts and in pterostilbene
contents, depending on the sampling time and the pathogen. Analysis of transcripts of
grapevine leaves after application of BTH or not over three days threw light on the potential
defense pathway required during the SAR response. After the different mildew attacks, a large
proportion of genes were repressed, indicating the suppression of defense responses in Pv- and
En-infected grapevine leaves, as suggested by Polesani et al., (2008). Therefore, the real effect
of BTH on gene expression may be underestimated. As gene expression levels are generally
expressed relative to un-inoculated and untreated controls, we also expressed data concerning
gene expression by changing the calibrator. By calculating the relative gene expression, i.e. the
expression of untreated inoculated leaves instead of untreated un-inoculated leaves (Fig. 7) we
were obtained the real effect of BTH after inoculation. Therefore, various transcripts (PR-
proteins, STS, PAL, ACC,GST ) were strongly up-regulated in Pv-R-infected leaves treated with
BTH, and at 24 hpi correlated with better efficacy of grapevine defense on this isolate. The
reference chosen to calculate the relative gene expression then became all important, showing
that the pathogen can lead to significant down-regulation that may be compensated by the plant
defense activator treatment.

The transcript pattern of P. viticola-infected leaves was significantly different from that of E.
necator-infected leaves, showing that grapevine possesses different defense systems to fight
against these two biotrophic pathogens. This may be related to the ectoparasitic development of
powdery mildew on leaves and the endoparasitic development of the downy mildew inside

tissues, as well as with their speed of development and their biological specificity One of the
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characteristics of responses associated with BTH is theinduction of PRgene transcripts such as
PR-1, B-1,3 glucanase (PR2), chitinases and thaumatin-like proteins, which are known to
accumulate mainly in the extracellular spaces (Van Loon and Van Strien, 1999). Usually, PR-
proteins (PR-1, PR-10, chitinases) and enzymes of the phenylpropanoid pathway are
modulated, but a broad range of transcripts seem to be dependent on the plant and on the
experimental conditions (Lawton ef al., 1996; Brisset et al., 2000,, Hukkanen et al., 2008).
Concerning PR-proteins, the most interesting transcripts, PR-1, PR-10, PR-3, PR-2 and PR-
8, were significantly increased in time after BTH treatment in infected leaves (Fig. 4A, B, D,
F), like other plant species (Van Loon & Van Strien 1999; Brisset et al., 2000; Hukkanen ef al.,
2008). The role of PR-proteins in defense against P. viticola remains uncertain because PR-1
was sometimes but not always induced in infected-leaves of susceptible cultivars (Legay et al.,
2011). In our study, PR-1 was the most abundant transcript up-regulated after BTH induction
of SAR and it was a common marker for SAR. As previously reported in grapevine (Chong et
al., 2008; Hamiduzzaman et al., 2007;), BTH treatments strongly induced PR-/ expression
before mildew inoculation, indicating the direct activation of defense processes.
As expected, PR-10 transcripts increased in infected leaves after BTH induction, suggesting
that PR-10 may also be a marker of grapevine defense against P. viticola and, to a lesser extent,
against E. necator. The transcripts corresponding to chitinases (PR-3, PR-8, Fig. 4D, F),
glucanase (PR-2, Fig. 4C) and PR-6 (Fig. 4E) exhibited increasing dependence on pathogen
isolates. For example, a delay in the transcript over-expression of PR-3 and PR6 was observed
in En-B-infected leaves (Figure 4D, E). We suggest that genetic group A of E. necator, which
develops more quickly and produces more spores than isolates of genetic group B (Montarry et
al., 2008), could trigger plant responses earlier in relation to pathogen development. Similarly,
at 24 hpi, the transcript level of PR-8 (Fig. 5F) in Pv-R-infected leaves was significantly
greater than in Pv-S-infected leaves, followed by a higher level of PR-2 transcripts at 48 hpi
(Fig. 4C). The earlier and more intense up-regulation combination could partially explain the
better growth inhibition (98.3%) obtained after BTH treatment in Pv-R-infected leaves.
In our study, the B—1,3 glucanase (PR-2) or chitinase transcripts, corresponding to acidic class
IIT endochitinase (PR-8) and class IV endochitinase (PR-3)were over-expressed more intensely
and more durably in infected leaves after BTH treatment and could be considered as markers of
BTH induction,. Correlation of f—1,3 glucanase (PR-2) and chitinase activities with pathogen
resistance has been reported and both are thought to boost defence against downy and powdery

mildew (Giannakis ef al., 1998).
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PR-proteins in grapevine appear to be part of the front line of defence due to rapid induction of
their genes after infection (Gomes & Coutos-Thevenot, 2009), which continue over time up to
48 hpi. PR proteins also display synergisms, confirming that in most cases, an assortment of PR
proteins belonging to diverse subclasses are induced, rather than one single PR protein (;
Brisset et al., 2000).

BTH also elicited grapevine defences in infected leaves by triggering up-regulation of GST
coding for an enzyme involved in the redox status of the plant (Fig. 4J), in accordance with
glutathione-S-transferase induction activities that were enhanced by salicylic acid (Sappl et al.,
2004).

The case ACC, an enzyme involved in the ethylene pathway, produced in most tissues in
response to stresses, was more interesting, since ACC transcripts were usually down-regulated
in Pv-infected leaves. By contrast, after BTH treatment in Pv-infected leaves, an up-regulation
was observed (Fig 7), suggesting that BTH tended to modulate the ACC transcripts, another
phytohormone involved other than SA. Moreover, a proteomic analysis identified ACC after
BTH treatment in arctic bramble (Hukkanen et al., 2008), and Jacobs et al., (1999) reported the
induction of PR-3 and PR-2 genes after ethephon treatment, two genes that we also found over-
expressed after BTH treatment simultaneously with the ACC gene. Collective evidence now
shows that a coordinated network prevails among SA, JA, ET signalling pathways engaged in
the establishment of resistance against a pathogen and the possibility that the ethylene pathway
is also involved in BTH elicitation seems to be confirmed by our study.

BTH also acted in infected leaves at 24 hpi by down-regulation on aromatic amino acid
pathway transcripts (ANTS, CHORM) followed by up-regulation later on, indicating an effect of
BTH either on the secondary salicylic pathway (isochorismate pathway), on lignol synthesis,
or on potential indole alkaloid biosynthesis. We suggest that the indole pathway might be
involved in grapevine plant defence after elicitation. BTH treatment may act either directly on
toxic indole alkaloids biosynthesis (tetrahydro-B-carbolines in the grapevine) (Ali et al., 2010),
as does A. thaliana with camalaxin production or indirectly by disrupting plant growth and the
auxin signals, or yet again by promoting SA biosynthesis through the isochorismate pathway.
This effect of BTH and its involvement in grapevine resistance would be worth investigating
further.

An inducer like BTH enhanced the resistance of treated tissues associated with the rapid
induction of two key enzymes in the phenylpropanoid pathway (PAL) and chalcone isomerase
(CHI) (Lawton et al., 1996). However, in our study in grapevine leaves, ST transcripts were

up-regulated in both untreated and En-infected leaves at 48 and 72 hpi, leading to an increase
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in total polyphenol content leaves. This demonstrates that the accumulation of these compounds
at this quantity was not able to interrupt pathogen growth. Commonly, stilbene levels can
discriminate cultivars that are susceptible or resistant to powdery mildew and they have been
used as a reliable resistance marker to assess resistance to mildews However, studies have
described resveratrol and piceid as not being toxic, or only slightly, to E. necator and P.
viticola, and then only at high concentrations (Pezet et al., 2004). In the present study, piceid
quantitation was as per amounts found in grapevine leaves treated with methyl jasmonate or
ethephon (Belhadj et al., 2008), but the trans-resveratrol amount was three times lower than
expected. Moreover, pterostilbene alone was found in high concentrations in BTH-treated
leaves (whether inoculated or not), suggesting a role of this compound in growth inhibition of
pathogens, as indicated by Slaughter er al., (2008) who suggested the involvement of
pterostilbene in resistance against downy mildew after induction.

After BTH treatment, ST transcripts were slightly up-regulated at 48 hpi, without any increase
in total polyphenol suggesting that the increase in stilbene was delayed. On the other hand, it
may be that the high BTH concentration used (1.9 mM) did not promote stilbene biosynthesis,
as suggested by Dao et al., (2009) in A. thaliana, and that metabolization (methoxylation or
oligomerisation) of resveratrol occurred only in more toxic compounds, such as pterostilbene or
viniferin. The low or non accumulation of total polyphenols and the increase in pterostilbene
found in our study suggest the methoxylation of resveratrol or piceid, or the reavailability of
stored polyphenols. The early recognition of pathogens and the speed of synthesis or
metabolization of stilbenes, could be essential in defining the level of resistance against
mildews.

Concerning flavonoids which have been described as being induced only in resistant and
intermediate-resistant P. viticola cultivars (Dai et al., 1995), CHI transcripts were rather
repressed in time after mildew infections with different isolates, so we hypothesize that the
trend for up-regulation of this gene after BTH treatment in Pv-infected leaves may also play a
role in inhibiting pathogen growth (Fig. 7). In conclusion, the effect of BTH on the
phenylpropanoid pathway seems rather complex since it involves up-regulation of key enzymes
in plants, and possibly enhancing flavonoid or specific stilbene accumulations.

The present findings provide insights into the potential use of transcripts and stilbenes as
markers of the defense status of grapevine leaves with or without elicitation or infection.
Altogether, they indicate that modulation of defense gene regulation is often more marked after
inoculation with isolates that are less sensitive to fungicides (Pv-R or En-B). This could be due

to the greater efficacy of grapevine defense on these phenotypes.
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The different responses observed in infected leaves according to the isolates could be due to the
aggressiveness of isolates and also to the effector-triggered susceptibility of the plant, which
reduces its immune response to a resistance level that is insufficient to provide effective
protection against the pathogen attack. Indeed, without BTH treatment, the up-regulation of the
PR-protein genes in infected leaves seemed insufficient, suggesting a threshold of expression
necessary to protect the plant that is closely related to the activation of defense mechanisms, as
indicated by the induction of defense markers e.g. PR-proteins. It is likely that BTH conjugates
one over-expression of PR-protein transcripts with the production of pterostilbene, and that this
could be partially responsible for the efficacy of defense. Understanding the mechanisms and
possessing markers of grapevine resistance status will be a prerequisite for developing inducers

for integrated pest management in the vineyard.
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Figure legends
Figure 1: Growth inhibition of the two isolates of P. viticola (Cou-15, Pv-S; Mic-128, Pv-R)

and the two isolates of E. necator (Llu4l, En-A; Pv 74, En-B) after pre-treatment with BTH at
1.90 mM.
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Figure 2: Schematic representation of pathways in which the different transcripts were

involved.

Figure 3: Relative gene expression in infected leaves with different isolates of Plasmopara
viticola (Pv) and Erysiphe necator (En), without (A) or with BTH pre-treatment (B). Each
column represents the time point after pathogen inoculation (24, 48 or 72 hpi) and each line
corresponds to one gene represented by a single row of boxes. The color scale bars represent
the ratio values corresponding to the mean of two independent experiments. Genes over
expressed appeared in red gradient color with expression level higher than 3 appeared in intense
red color, while those repressed appeared in blue gradient color with intensity lower than 0.3
appeared in dark blue (in white no change in gene expression compared to respective control
un-inoculated and without treatment at each time and at each foliar stage). In Fig. 3B, the
columns corresponding to BTH treatment alone represent the mean of the relative gene

expression of the different foliar stages of the two independent experiments.

Figure 4: Comparative expression profiles of 10 genes [PR-1 (A); PR-10 (B); PR-2 (C); PR-3
(D): PR-6 (E); PR-8 (F); STS (G); ANTS (H); LOX-9 (I); GST(J)] over three days in infected-
leaves after BTH pre-treatment 24h before inoculation. The log2 normalized expression values
were plotted for each gene at three time points (24, 48, 72 hpi). Data correspond to the mean of
2 independent experiments for each E. necator isolate (N=2 En-A, (white triangle) and N = 2
En-B, (black triangle, dotted lines) and for each P. viticola isolate (N = 2 Pv-S (white square)
and N = 2 Pv-R (black square) of P. viticola isolates, full lines). Stars represent significant
values different from controls at the threshold of 0.05%. The expression is shown as the relative
expression of genes with control samples (untreated and un-inoculated). Bars represent a 95%
confidence internal calculated according to at least two technical replicates and two

independent biological experiments.

Figure 5: HPLC quantification of polyphenols in Vitis vinifera (L.) leaves in response to BTH
treatment after pathogen inoculations, or not. Results represent the means (+ standard
deviations) of four experiments. Stars represent the significant values at the threshold of 0.05

%.

Figure 6: HPLC quantification of three stilbenes, (A) trans-piceid, (B) trans-resveratrol, and

(O) pterostilbene, in Vitis vinifera (L.) leaves in response to BTH treatment (1.90 mM), with or
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without pathogen inoculations. Results represent the means (+ standard deviations) of four
experiments. Stars represent the significant values at the threshold of 0.05 %. (L) control; ()
BTH treatment; (M) Pv-infected leaves; (E1) En-infected leaves; (H) Pv-infected leaves and
BTH treatment; () En-infected leaves and BTH treatment.

Figure 7: Relative gene expression in infected leaves with different isolates of Plasmopara
viticola (Pv) and Erysiphe necator (En), after BTH treatment with the gene expression found in
inoculated leaves as reference for calculating the relative expression. Each column represents
the time point after pathogen inoculation (24, 48 or 72 hpi) and each line corresponds to one

gene represented by a single row of boxes as described in Fig. 3.
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Table 1: Characteristics of P. viticola and E. necator isolates.

. famoxadone; 2, iprovalivarb: 3. mefenoxam. S=sensitive isolate, R=Resistant isolate.

Pathogen Isolates Locality of vineyard Sampling year Fungicide sensitivity
FAM’ IPRO’ MEF *
P. viticola
PvR MIC 128 Bordeaux 2005 R R s
Pv-5 COoU 15 Bordeaux 2004 s s s
E. necator Genetic group
En-A LLU 41 Pyrénées-orientales 2006 A
En-B PV 74 Pays de I’Aude 2006 B
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Table 2: Primer sets used for gene expression of grapevine.

" The PCR efficiency of primers was: 0.97 for EFly ; 1.08 for PAL; 097 for STS: 0.84 for LDOX ;
1.21 for ANR; 1.10 for CHI; 1.12 for CHS, 088 for PRI; 1.03 for PRI0; 1.18 for PR2; 1.14 for PR3, 1.23 for
PRO6; 1.05 for PRS; 0.96 for PGIP; 0.89 for LOX; 0.99 for GST;: 0.86 for ACC; 0.84 for ANTS; 1.05 for CHORM

DN BN W -

and 1.00for CHORS””

1
Genes

Forward primer (5’-3%) Reverse primer (5°-3’) GenBank N°

Elongation Factor 1~y Chain (EF1) GAAGGTTGACCTCTCGGATG AGAGCCTCTOCCTCAAAAGG AF176496
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ACAACAATGGACTGCCATCA CACTTTCGACATGGITGGTG X759%7
Stilbene synthase (STS) ATCGAAGATCACCCACCTTG CTTAGCGGTTCGAAGGACAG X76892
Leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) TGGTGGGATGGAAGAGCTAC CCOCACTTGCCCTCATAGAAA X759%66
Anthocyanidin reductase (4NR) CCTGCCTCCAAGACACTAGC GGOCATCAGAGTAGGGATGA VVIO00166
Chalcone isomerase (CHI) AGAAGCCAAAGCCATTGAGA CCAAGGGGAGAATGAGTGAA X75963
Chalcone synthase (CHS) CCAACAATGGTGICAGITGC CTCGGTCATGTGCTCACTGT X75969
PR proteinclass 1 (PRI) CCCAGAACTCTCCACAGGAC GCAGCTACAGTGICGTTCCA AJ536326
PR protein class 10 (PRI0) GCTCAAAGTGGTGGCTTCTC CTCTACATCGOCCTTGGTGT AI291705
B3 1,3 glucanase (PR2) GGGGAGATGTGAGGGGTTAT TGCAGTGAACAAAGCGTAGG AF239617
Chitinase class TV (PR3) TATCCATGTGTCTCOGGTCA TGAATCCAATGCTGTTTCCA VVU97521
Serine protease inhibitor (PR6) ACGAAAACGGCATCGTAATC TCTTACTGGGGCACCATTTC AY156047
Chitinase class Il (PRS) AATGATGCCCAAAACGTAGC ATAAGGCTCGAGCAAGGTCA 768123
Polygalacturonase inhibitor protein (PGIP) COGGGAAAATCCCATATTCT AAGGTCCAACGACGTCAAAC AF305093
Lipoxygenase 9 (LOX) GACAAGAAGGACGAGCCTTG CATAAGGGTACTGOCCGAAA AY159556
Glutathione S-transferase (GST) GGGATCTCAAAGGCAAAACA AAAAGGGCTTGCGGAGTAAT AY156048
l-aminocyclopropane, 1-carboxylic acid oxidase

GAAGGCCTTTTACGGGTCTC CCAGCATCAGTGTGTGCTCT AY211459
ACO)
Anthranilate synthase (ANTS) AAAAATCCAAGAGGGGTGCT ~ AAGCTTCTCCGATGCACTGT XM 002281597
Chorismate mutase (CHORM) TCATTGAGAGGGCCAAATTC ~ AGGAGGCAGAAAAAGCATCA  FJ6048%4
Chorismate Synthase (CHORS) GCCTTCACATGCAGATGCTA  CTGCAACTCTCCCAATGGTT FI604855
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Table 4: Relative expression of defence-related genes that are significantly induced (bold) or
repressed (underlined and italic) in BTH-treated leaves in comparison with controls un-
inoculated at the threshold of 0.05 %.

24hpt 48hpt 72hpt 96 hpt

PRI
PR2
PR3
PR6
PRS
PRI10
PGIP
PAL
STS
CHI
CHS
LDOX
ANR
LOX
GST
ACC
ANTS
CHORM
CHORS
% of differentiated
genes 36.8 31.6 21 31.6

81.60 - 28.10

. 031  0.09
2.10
; - 0.34 -

16.40 - - 0.12
14.40 4.80 - 0.42

8.10 7.70 -
9.10 - 0.42 0.53

Relative % of up
regulated genes 100 50 25 16
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 7
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2.3. Fosetyl-Aluminium enhances disease resistance against powdery
and downy mildew in grapevine (en preparation pour soumission dans

Pest Management Science)

Marie-Cécile Dufourl, Stéphanie Cluzetz, Jean-Michel Meérillon® and Marie-France Corio-
Costet'”

! Institut National de la Recherche Agronomique, UMR Santé Végétale, CR Bordeaux, BP
81, 71 avenue E. Bourleaux, 33883 Villenave d’Ornon CEDEX, France.

? Institut des Sciences de la Vigne et du Vin- Groupe d’Etude des Substances Végétales
a Activités Biologiques, 210, chemin de Leysotte, CS 50008, 33882 Villenave d'Ornon.

Running title: Fosetyl-aluminium role in grapevine against downy and powdery mildew.

Key words: phosphonate, Fosetyl-Aluminium, chemical induced resistance, Erysiphe
necator, Plasmopara viticola, gene expression.
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ABSTRACT

Phosphites sold as fungicides or fertilizers have a complex mode of action against fungi
involving both direct and indirect effects with a rapid and strong stimulation of plant defense
mechanisms. The role of Fosetyl-aluminium was investigated in the enhanced resistance of
grapevine leaves pre-treated in response to infection with different isolates of downy and
powdery mildew (Plasmopara viticola and Erysiphe necator).

The grapevine leaf protection triggered by FOS, limiting the development of E. necator
and P. viticola from 45% to 95% respectively, is directly correlated with the percentage of
genes differentially up-regulated. Amongst a set of 19 defense-related genes studied, more
than 36 % and 84 % of transcripts were differentially up-regulated in E. necator and P.
viticola -infected leaves respectively. The grapevine responded by triggering up-regulations of
pathogenesis-related protein genes (PR-1, PR-2, PR-3, PR6, PRS, PR-10 and PGIP), genes
involved in phenylpropanoid biosynthesis (PAL and S7S) and involved in aromatic
compounds biosynthesis pathways (ANTS, CHORM and CHORS). PAL and STS transcripts
up-regulationwas accompanied with a rapidly increase in total polyphenol and resveratrol
contents just before pathogen challenges. Pterostilbene was specifically accumulated in
pretreated leaves and associated with biological efficacy and significant increases of PR-
protein transcripts.
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1 INTRODUCTION

In their environment, plants are regularly subjected to attacks varied by pathogenic agents
(fungi, bacteria and virus). However, the disease represents a situation of exception. During
the evolution, plants set up mechanisms of defense allowing most of them to fight against the
infections of the very numerous bioaggressors which include preformed physical and
chemical barriers such as strengthening the cell wall and synthesis of antimicrobial molecules.
However, some microorganisms are able to overcome the defense system and infect plant
tissues. Control of plant diseases caused by these pathogens can be achieved through the
selection of resistant varieties or by the use of antimicrobial compounds. Although susceptible
plants possess the machinery necessary for resistance, it is not activated in sufficient
magnitude or speed to restrict the infection .'

The grapevine cultivated in Europe (Vitis vinifera) is subjected to the pressure of numerous
bio aggressors among which of the obligate parasites such as the powdery and the downy
mildew that attack all herbaceous parts of the plant and result in poor fruit set and poor fruit
quality, resulting in significant economic losses.

Downy mildew caused by the obligate biotrophic oomycete Plasmopara viticola (Berk. &
Curt.) is one of the most destructive grapevine diseases. This disease is present in many parts
of the world. Primary infection begins with over-wintering oospores which germinate into
motile zoospores that can actively locate stomata and start the infection process. Colonization
involves intercellular mycelia growth and the differentiation of haustoria, which penetrate
parenchyma cells but not breaking the plasma membrane .

The biotrophic fungus Erysiphe necator which causes powdery mildew on grapevine is a
haploid heterothallic ascomycete. It produced wind-dispersed conidia on green which without
sexual reproduction during grapevine growing season. It over-winters as mycelium within
dormant buds that can reinitiate growth after bud break and colonize young flag shoots. It
may also complete one sexual reproduction cycle in which cleistothecia are produced on bark
of grapevine from which primary infections are initiated on susceptible tissues by released
ascosporous during the spring °.

With less than 3 % of total cultivated area in France, the vineyard consumes 20 % of
pesticides marketed in France every year, among which 80 % are fungicides.” The Ecophyto’s
plan 2018 aims in particular to reduce the dependence of farms to phyto-sanitary products,
while maintaining a high level of quantity and quality production.

The use of stimulators of plant defenses, besides the plant breeding and the biological fight,
represents an interesting alternative and\or complementary method of pest management.
Elicitor perception triggers the formation of ion fluxes, oxidative burst, protein
phosphorylation, and the synthesis of signal molecules such as salicylic acid, jasmonic acid,
and ethylene.” The signaling pathways induce defense-related genes leading to the
reinforcement of plant cell walls, accumulation of antimicrobial compounds such as
phytoalexins and synthesis of pathogenesis related-proteins.°

These inferred proteins, called pathogenesis related proteins (PR), locally accumulated in the
site of the infection are classified in 17 different families.”® The PR proteins are described as
being of good resistance markers inferred in some species of plant.

Phosphites sold as fungicides or fertilizers have a complex mode of action against fungi
involving both direct and indirect effects with a rapid and strong stimulation of plant defense
mechanisms °°. The fosetyl-aluminum (aluminium tris (ethyl phosphonate)), a systematic
fungicide used against diseases caused by Oomycetes, utilize this complex mode of action and
was the object of numerous works on its role as inductor of phytoalexines "',

Fosetyl-Al is hydrolysed in the plant to the phosphonate ion '>'®. Evidence that phosphonate
inhibits mycelial growth of Oomycetes has been used to support the hypothesis that fosetyl-Al
has a direct fungicide mode of action. The indirect mode of action hypothesis predicts that
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phosphonates present in plants at insufficient concentrations to prevent mycelia growth
induce physiological stress in the pathogen, causing it to elicit lethal host responses ''®. The
timing and magnitude of host defense responses is affected by phosphonates. Phosphonates
alter the respiratory response of infected plants, and stimulate cytoplasmic and phytoalexin
defenses of the host ' %%,

In this study, we examine the fosetyl-aluminium role and evaluate in vitro its ability to
induce resistance in grapevine toward its two major bio-aggressors, P. Viticola and E.
necator. The efficacy were assessed at different scales, biological (efficacy tests on growth),
molecular (gene expression levels involved in defense responses) and biochemical
(quantitative analysis of phenolic compounds and particularly stilbens).

After treatment of leaves with fosetyl, we monitored the expression of defence-related genes
encoding for enzymes involved in the phenylpropanoid pathway (PAL, STS, CHI, CHS,
LDOX, ANR) encoding to PR proteins (PRI, PR10, CHIT3, CHIT4c, PIN, PGIP, and GLU),
involved in the oxido reduction system (GST), in the ethylene or oxylipine pathways (ACC
and LOX respectively) and others involved in the indole pathway (ANTS, CHORM and
CHORS) by real-time quantitative polymerase chain reaction (RTq-PCR). We performed too
quantitative analyses of stilbenes, the major antimicrobial compounds of grapevine, to check
for a correlation between the level of gene expressions involved in the biosynthesis of
stilbenes and the accumulation of these polyphenols.

The present study sought to elucidate the role played by FOS as an elicitor on infected
grapevine leaves, and to identify defence markers specific or not of pathogen variability (intra
or inter species). Kinetics of transcript profiles of selected defence-related genes during Vitis
vinifera-biotrophic pathogen interaction were characterized, and the impact of pathogen
diversity was investigated in the absence or presence of FOS elicitation. The relationship
between transcript profiles, polyphenol contents and pathogen control should contribute to
understanding the basics of the behaviour of grapevine after elicitation with FOS and its
ability to enhance its defenses when subjected to various pathogens. Grapevine protection
with fosetyl against downy and powdery mildew (Plasmopara viticola and Erysiphe necator)
was evaluated on detached leaves.

2 EXPERIMANTAL METHODS
2.1 Materials and methods

2.1.1 Plant and fungal materials

Grapevine plants (Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon) were propagated from woodcuttings
in a greenhouse. After three weeks, rooted cuttings were potted in a sandy soil and were
grown under controlled conditions at 25/20°C day/night temperature, with 75% relative
humidity, a 16-h photoperiod with fertilization every week (2g.L™", N-P-K 20 % with trace
elements). Two-month-old plants with 10-12 leaves were used for the experiments, and the
third and fourth leaves at their apex were used for powdery and downy mildew inoculations,
respectively.

Plasmopara viticola: A fungicide-sensitive isolate and a fungicide-resistant isolate from the
laboratory monospore collection were multiplied on grapevine leaves and inoculated as
described in Corio-Costet et al, (2011) (Table 1), with spore suspension at 5000
sporangia.ml™ by 15 ul drops per leaf, and incubated for 7 days at 22°C with a 16-8 hr
photoperiod.

Erysiphe necator: Powdery mildew isolates (one belonging to group B and one to group A),
(Table 1) were inoculated under sterile conditions on decontaminated grape leaves, as
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previously described (Debieu ef al., 1995) by blowing spores from sporulating leaves (1000
conidia per cm? of leaf), and were incubated for 12-14 days at 22°C with a 16-8 hr
photoperiod.

2.1.2 Leaf treatment with FOS and inoculation with pathogens

Fosetyl-Al (aluminium tris (ethyl phosphonate)) was dissolved in water and sprayed onto
leaves at the concentration of 1.13 mM, 24 h before inoculation with the different pathogens.
The experimental protocol for each sampling time point (0 hpi, 24 hpi, 48hpi, 72 hpi)
corresponded to six untreated leaves and six FOS-treated leaves that were inoculated or not
with each of four isolates used during this experiment. For each sampling point, six half
leaves were used for biochemical analysis and the six other half leaves were used for gene
expression. In addition, six other leaves treated with FOS or not were inoculated to confirm
the biological efficacy of FOS treatment. The development of the disease was assessed 7
days after downy mildew inoculation or 12 days after powdery mildew inoculation. Disease
intensity was estimated by measuring growth and intensity of fungal mycelium and
sporulation, as described previously 2> ** (Corio-Costet ef al., 2011, Debieu ef al., 1995), and
was expressed as the mean + standard deviation of the six replicates. For biological,
biochemical and gene expression assays, two independent experiments were carried out over
the period. All data were subjected to analysis of covariance by general linear model using
the statistical programme Systat 11 (Systat Software, Inc) and significant differences were
determined by Tukey’s honest significant difference (HSD) test at the level of P <0.05.

2.1.3 Expression experiments and -RT-PCR

A series of 20 genes was monitored by real -time quantitative polymerase chain reaction
(qQRT-PCR) by using the y-chain elongation factor 1 gene (EF1-y) as internal standard to
normalize the starting template of cDNA (Table 2). This gene was used because it is not
involved in plant response to infections, unlike o-tubulin or actin genes »° (Polesani et al.,
2008), and because it is very stable with mean C, values of 20.32 + 0.061 (P=0.531).
Treatment, infection or both had no effect on the Cq values of the EF /-y gene.

Sprayed leaves in each experimental condition were removed at all time points and frozen at
-80°C. Each sample resulted from a mixture of six half leaves from which the mRNA was
extracted, and technical duplicates or triplicates were performed. In fine, the data are the
average of duplicates of at least two independent experiments for the 20 genes.

Primers were designed at 60°C Tm to amplify fragments from 75 to 150 bp using primer 3
software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Table 2). RNAs were extracted according to the
method of Reid et al., (2006).%° Only high quality RNA samples were selected, with an
absorbance ratio at 260/280 nm ranging from 1.82 to 2.06 (1.86 = 0.065). Two pug of RNA
treated by DNAse I (RQ1 Rnase-free Dnase, Promega, France) were reverse-transcribed
using 2 uM oligo d(T);s, ribonuclease inhibitor and M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega, France) in compliance with the manufacturer’s instruction.

The amplification specificity of each qRT-PCR was reinforced by a single peak in melt curve
analysis, and no primer was detected. Thereafter, the expression of the selected genes was
assessed by using a CFX 96 system thermocycler (Bio-Rad France, Ivry sur Seine) with
SYBR" Green to detect dsSDNA synthesis. For each reaction, 1pl of each primer at 1 pM, and
7 ul of 2X- Blue SYBR Green fluorescein Mix including Hot start DNA polymerase, dNTP
and MgCl, (Abgene, France) and 5ul of cDNAs, were used in compliance with the
manufacturer’s instructions. The cycling conditions were: denaturation cycle (94°C for 15
min); amplification and quantification cycle repeated 40 times (94°C for 10 s, 55°C for 10 s,
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72°C for 20 s). Expression ratios for each cDNA were calculated for each time point relative
to control leaves at the same time. Relative gene expression was obtained with the formula:
fold induction = 2° 2“4 where AACt = [Cq GI (unknown sample) - Cq EFly (unknown
sample)] - [Cq GI (reference sample) - Cq EFly (reference sample)]. GI is the gene of
interest, and EFly is the grapevine Elongation Factorl y gene used as the internal control.
The reference sample chosen for normalization represented 1- fold the expression of the
gene of interest (e.g., control leaves untreated and uninoculated). The mean values obtained
by this calculation method varied from 0. 01 to 109.7 (the AA Cq corresponding means
ranged from -6.65 to 6.78). The values of AACt included between 0 and 1 correspond to
repressions, so we performed variable transformations (= -1 / x) in order to have a scale
equivalent to the positive data . Each sample was assayed at least in duplicate in each
independent experiment. To ensure correct normalization in real-time PCR, amplification
efficiencies should be similar. Each PCR system was tested with cDNA samples that were
serially diluted 1:10 with distilled water. Amplification efficiencies should be determined
from the slope of the log-linear portion of the calibration curve. Specifically, PCR efficiency
= 10 8P _ | when the logarithm of the initial template concentration of known cDNA
amounts (the independent variable) is plotted on the x axis and Cq (the dependent variable)
measured by the CFX 96 system software (Bio-RAD, Hercules, CA, USA) is plotted on the y
axis. The dissociation curves for each amplicon were then analyzed to verify the specificity
of each amplification reaction. The dissociation curve was obtained by heating the amplicon
from 60°C to 95°C (data not shown).

Means of relative expression obtained in control and other treatments and/or inoculations
were compared with the analysis of variance using Tukey’s post hoc test. Statistical analyses
were carried out using the Systat 11 programme (Systat Software, Inc).

2.1.4 Extraction and quantification of stilbenes

Stilbenes were extracted from each sample (80) of dried leaves (100 mg) overnight with 20
ml methanol as described previously (Belhadj et al., 2008) obtained from the gene expression
experiment (see below). Two independent experiments were performed. Analysis of stilbenes
was carried out by HPLC on a 250 X 4 mm Prontosil Eurobond C18 reverse-phase column
(4.0 ID X 250 mm, 5 um) (Bischoff Chromatography, Leonberg, Germany). Separation was
carried out at a flow rate of 1 ml/min with a modified mobile phase composed of (A) H,O:
TFA 1% (97.5/ 2.5, V/V) and (B) ACN: A (80/20, V/V). The run was set as follows: 0 to 5
min, from 10%B to 20% B; 5 min to 19 min, 20% B to 25% B; 19 to 20 min, 25% B to 30%
B, 20 to 35 min, from 30%B to 40% B; 35 to 50 min, 40% B; 50 to 55 min, from 40% B to
60% B; 55 min to 56 min, from 60% B to 100%B, 56 to 60 min, 100% B; 60 to 62 min.
Fluorimetric detection was performed at Aex = 300 nm and Aem = 390 nm, and stilbene
contents were estimated from specific calibration curves as described in Belhadj et al., 2008.
Data were expressed as the means (£ standard deviations) of at least four quantifications.
Statistical analysis was carried out using Newman-Keuls or Student #-tests at level of P <
0.05.

3 RESULTS
3.1 Fosetyl protects grapevine against Erysiphe necator and Plasmopara viticola

For the studies of transcript and polyphenol content, leaves were pre-treated with 1.13 mM of
FOS, 24 hours before inoculation with the different mildew isolates (Table 1).
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The results in Fig.1 show that grapevine leaves treated with 1.13 mM of FOS resulted in a
reduction of disease symptoms compared with control leaves. The reduction in disease
severity was estimated as the percentage of fungi growth inhibition. The percentage of P.
viticola growth suppression was 92.95% and that of E. necator was 45.85 %.

Globally, FOS induced an inhibition of 92.56 = 11.02 and 93.33 + 9.85 % on the P. Viticola
isolates (Pv-S and Pv-R respectively). On E. Necator, FOS induced a significant lower
inhibition than P. viticola with 42.5 £ 12.88 % and 49.19 + 19.26 % on En-A and En-B,
respectively.

3.2 Transcript profiles reveal specific responses of the grapevine depending on the
species of biotrophic pathogen.

V. vinifera is especially susceptible to mildew. To explore compatible interaction with
different obligate pathogens, a comparison in time of transcript profiles of selected genes of
leaves infected with two isolates of P. viticola (Mic-128: Pv-R and Cou-15: Pv-S) and two
isolates of E. mecator (Llu-41: En-A and Pv74: En-B) was carried out (Table 2). The
grapevine defenses were measured by transcript kinetics at 24, 48 and 72 hours post-
inoculation (hpi) and completed by biological efficacies at 8 or 12 dpi (see above). The gene
set used included PR proteins, some genes involved in the phenylpropanoid pathway, others
involved in the oxido reduction system, in the ethylene or oxylipine pathways and others
involved in the indole pathway (Table 2, Fig. 2).

At 24 hpi, the transcript analysis in grapevine leaves pointed to a down-regulation of genes
with 57.2 to 58.4% of the differentially -expressed transcripts significantly down-regulated in
P. viticola-infected leaves, and 90% in E. necator—infected leaves (Fig. 3A, Table 3). In Pv-
infected leaves, some transcripts were up-regulated in the presence of two P. viticola isolates,
such as PR-3 and PR-10. However, transcript profiles also varied depending on the isolate and
the genes under consideration (e.g. PR-1, PR-6, CHI and CHS). Indeed, in leaves infected
with P. viticola fungicide- sensitive isolate (Pv-S), genes involved in the phenylpropanoid
pathway (CHI and CHS) were strongly repressed, whereas in Pv-R infected leaves, it was the
LDOX gene coding for enzyme situated more in down-stream of the pathway which was
specifically repressed. In En-infected leaves, the PR-protein transcripts (PR-1, PR-2, PR-3,
PR-8 and, PGIP) were generally significantly down-regulated.

Only four genes behaved in a similar way whatever the pathogen 1 considered: LDOX
(polyphenol pathway), ACC (ethylene pathway), and GST (oxidative stress response system)
transcripts which were all repressed, and the CHORM (indole pathway) transcript which was
up-regulated.

At 48h hpi (Fig. 3A, Table 3), most of the grapevine transcripts were not affected
significantly in Pv-S and En-A-infected leaves (26.3% and 31.6% of differentiated genes,
respectively). By contrast, in En-B and Pv-R-infected leaves, 42.1 to 57.9% of transcripts
were either down or up-regulated. In Pv-infected leaves, some PR- protein transcripts were
up-regulated such as PR- I, PR-2, PR-6 and PR-8) depending on the isolate under
consideration, while in En-infected leaves only PR-3 was over-expressed. A peculiarity of En-
infected leaves was the accumulation of S7S transcripts and the repression of ANR and
CHORM transcripts (Table 3). By contrast, an up-regulation of ANR and ANTS transcripts
was specific to Pv-infected leaves.

At 72 hpi, the majority of differentiated transcripts (83.4 to 100 %) in P. viticola-infected
leaves were down-regulated, with significant down-regulation of transcripts of the
phenylpropanoid pathway (S7S, CHI and CHS), PR-proteins, LOX, GST and ACC (Fig. 3A,
Table 3). In E. necator-infected leaves, the down-regulation was also high with 62.5 to 83.4%
of differentiated transcripts affected, with CHI and PR-1, PR-2 commonly repressed. Only the
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LDOX gene was over-expressed in En-infected leaves, suggesting the possibility of metabolic
flow towards flavonoid biosynthesis.

3.3 Effect of Fosetyl treatment on defence-related gene expressions in un-inoculated
leaves

Grapevine leaves were challenge with FOS and with or without pathogen infections. The
expression of 19 genes selected for their involvement in grapevine defence responses was
followed by real time quantitative polymerase chain reaction (RTq-PCR) using the y-chain of
Elongation Factor 1 gene as internal standard (Table 2). To evaluate the stimulating effect of
grapevine defences, gene expressions were measured during three days after pathogen
inoculations. The gene set included PR-proteins, some genes involved in phenylpropanoid
pathway, others involved in oxido reduction system, in ethylene or oxylipine pathways or
involved in indole pathways.

In time, 15.8 to 68.4 % of transcripts were affected, mainly at 24 and 48 hpt (42.1 and 68.4 %
respectively, Table 3) with up regulation of PR proteins (PRI, PR3, PRS, PR10 and PGIP), of
genes coding for the two key enzymes involved in phenylpropanoid pathway (PAL and STS)
as the GST and LOX genes and ANTS, CHORM and CHORS genes, involved in indole
pathway.

During the three days, the up-regulation on differentiated transcripts progressively decreased
from 100 to 0%.

3.5 Defence-related genes expressions in FOS-pretreated grapevine leaves inoculated
with P. viticola or E. necator

In time, in Pv-infected leaves, 42 to 100% of genes were differentiated (Table 3). At 24 hpi,
down regulations, involved in flavonoid (CHI and LDOX) and indole (CHORM) pathways
and up-regulation of PR proteins (PR2, PR3, PRI10 and PGIP) as well as GST were observed
(Table 4). At 48 hpi, 47.4 % of genes were significantly modulated with 66.7 % of up-
regulation concerning PR proteins (PR2, PR10 and PGIP), genes involved in flavonoid (CHI
and CHS) and indole pathways (ANTS). At 72 hpi, 100% of genes were differentiated with
84.2% up-regulated.

In En-infected leaves, 10.5 to 47.4 % of studied genes were significantly modulated. At 24
hpi, 47.4 % of genes were mainly up regulated (77.8%), principally coding for PR proteins
(PR2, PR3, PRS, PRI10 and PGIP) as were LDOX and CHORM. At 48 hpi, 10.5 % of genes
were differentially regulated with only PR2 gene up-regulated and LOX gene down regulated.
At 72 hpi, 36.8% of genes were significantly regulated and all of them were up-regulated
coding for PR proteins (PR2, PR3, PR6 and PRI0) or CHI and ANTS genes, involved in
flavonoid and indole biosynthesis pathways respectively.

The means of relative gene expressions during the three days showed 11 genes on 19 were
more than 3 times up regulated in downy mildew defence response and only 6 genes were
over expressed in powdery mildew’s (Figure 2). Among these results, 7 genes were
significantly up-regulated (36.8 % of differentiated genes) in downy mildew interaction
against 2 genes significantly over expressed in powdery mildew defence response (10.5 % of
differentiated genes). The grapevine leaf protection triggered by FOS against P. viticola and
E. necator is directly correlated with the percentage of gene differentially up-regulated
(Figure 3). More than genes were up-regulated, more than the grapevine will be protected.

3.5 Effect of FOS treatment on phytoalexins and polyphenol accumulations in grapevine
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The polyphenol content and the frans-form content (the main form found in leaves) of three
major stilbenic phytoalexins, resvetrol, piceid and pterostilbene were quantified during 72
hours after pathogen inoculation with or without BTH pre-treatment (Figures 4 and ).

In FOS treated leaves, the polyphenol content was significantly accumulated during the 72
hours analysis (mean of 310.05 + 35.09 pug g of dried leaves), with an increase of 2.6 fold
than in control leaves (120.8 + 9.98 ug g of dried leaves) . In downy and powdery mildew
challenges, a significant accumulation of phenolic compounds occurred leading to an increase
of 2 and 3 time more than in control, (243.4 + 12.1 and 359.3 + 40.3 pg g of dried leaves
respectively). Significant accumulations were observed in FOS pre-treated leaves after downy
and powdery mildew inoculations, with an increase of from 2.2 to 3.3 fold more than in
control, respectively (392.5 + 43.6 and 269.4 + 42.9 pg g of dried leaves respectively).

Over time, trans-piceid was quantitatively the most prolific stilbene produced in grapevine
leaves (Fig 5A et 6A).

In downy mildew experiments, control leaves contained 11.4 to 31.5 pg of trans-piceid per g
of dried leaves and in these of powdery mildew, control leaves contained from 8.0 to 43.4 pg
g of dried leaves. Piceid accumulation was significantly observed after powdery mildew
inoculations (45.8 to 59.7 pg g of dried leaves). FOS treatment at 0, 24 and 48 hpi only in
powdery mildew leaves (between 27.3 and 54.1 pg g of dried weight) and in FOS treated
and En infected leaves (16.8 to 50.5 pg g of dried leaves) (Figures 5 and 6). No frans-piceid
significant accumulation was observed after Pv inoculations compared to control leaves. FOS
treatment with or without pathogen inoculations in downy mildew leaves.

The trans-resveratrol content was very low in control grapevine leaves (0.01 to 1.8 pg g of
dried leaves). Globally, the content increased significantly after downy and powdery mildew
inoculations (from 2.7 to 8.9 pg g of dried leaves). FOS treatment at 0, 24, 48 and 72hpi
increased also the content of resveratrol in leaves (from 3.9 and 4.3 pug g of dried weight in
En-leaves or from 3.5 and 3.8 ug g of dried weight in Pv-leaves). In similar way, FOS
treatment increased its content in Pv and En infected leaves, 48 and 72 hpi (from 2.0 to 3.5 ug
¢! of dried weight).

Pterostibene was more abundant in Pv-leaves (4.21 + 0.84 pg g of dried leaves) than in En-
leaves (0.65 + 0.37 pug g of dried leaves). But at relatively lower levels compared to the
quantity of the other phytoalexins. A significant accumulation was observed only in leaves
FOS-treated 72 hours after downy mildew inoculation (18.6 + 0.56 pg g of dried leaves).

4 DISCUSSIONS

The biological or chemical mechanisms of induced resistance by Fosetyl-aluminium have
rarely been analyzed, while the importance of the induced molecules related to resistance has
been well documented > °.

The present study reveals that Fosetyl-Aluminium, a phosphonate derivative which is largely
reported as effective against Oomycetes '>2', was also effective against an ascomycete
E.nector. In these in vitro experiments, FOS treatment on grapevine leaves resulted in a
protection to P. viticola and E. necator with fungal development reduced of 92.95 % for P.
viticola compared to untreated leaves. FOS was also able to limit the growth of E. necator but
only at 45.85 %.

Fosetyl treatment induced changes at transcriptional level and phytoalexins content depended
on sampling time, and on the pathogen. The transcript analysis of defence-related genes over
three days informed us as to the potential defence pathway required during the SAR response.

The PR-protein transcripts (PRI, PR2, PR3, PR6, PRS, PR 10 and PGIP), stilbene pathway
(PAL and STS), LOX and GST as well as genes involved in indole pathway (ANTS, CHORM
and CHORS) were strongly up-regulated in leaves treated with 1.13 mM of FOS.
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The mainly role of these PR proteins is to limit pathogen activity and growth. The
identification of the PR-2 family as B-1,3-endoglucanases and the PR- 3, -4, -8, and -11 as
endochitinases, as well as the PR-6 family as proteinase inhibitors, which could act against
fungi. The correlation of B1-3 glucanase (PR2) and chitinase (PR3 and PRS) activities with
pathogen resistance has been well reported and both are thought to support defence against
downy and powdery mildew *’. PR2 proteins are probably the most important pathogenesis-
related (PR) proteins related to resistance to downy mildew. ** In tobacco, PR proteins
induction is associated with SAR and particularly the class III chitinases represent one of a
subset of PR proteins induced (PRS).”’ Chitinase genes are constitutively expressed in
resistant plant whereas PB1-3 glucanase (PR2) was exclusively expressed after fungal
challenge. **

Since cell walls of P. viticola consist to chitine and glucanes, the over expression of genes
encoding for enzymes as [3,1-3 glucanase ou chitinase may inhibit fungal growth by degrading
cell walls of the pathogen. This degradation provides fragments of cell wall, which could play
as elicitors the activation of another plant defence response.

The PR1 family has been associated with activity against oomycetes. PR-1 and PR-10
proteins are often used as markers of the the defense status of plant state conferred by
pathogen-induced systemic acquired resistance (SAR), but their biological activity has
remained elusive. The biological function of PR10 is not known, nevertheless, its transcript
accumulation was observed after fungal challenge. In our study, we observed transcript
accumulation of PR10 in leaves primed by FOS with or without fungal challenge.

Our results confirmed that FOS had an indirect effect by enhancing grapevine systemic
acquired resistance, before and after pathogen challenges in susceptible cultivar Cabernet
Sauvignon, in agreement with work previously describes, which found PR-/ induced, or not,
in infected-leaves of susceptible cultivars. *'**

The signal transduction pathway through SA accumulation is found in the systemic acquired
resistance (SAR with PR/, PR2) induced by pathogen attack > while it is thought that JA and
ET are the signal transduction molecules for induced systemic resistance (ISR with PR3 and
PR4).

The fosetyl treatment led to up regulation of all of studied genes coding for these majors PR
proteins in downy and powdery mildew defense responses over the three days. This suggests
that the SA and JA/ET signaling pathways play an important role in mode of action of Fosetyl
in Vitis vinifera in agreement with the dual mode of action (direct and indirect). Its direct
action against pathogens leads to the pathogen degradation, releasing PAMPs (Pathogen
associated Molecular patterns) recognized by the plant basal immune system. Secondly, by its
indirect effect, FOS is able to stimulate the systemic acquired resistance by SA and JA/ET
signaling pathways. It’s the first work that is able to specify more clearly the mode of action
of FOS in grapevine defense stimulation.

After FOS treatment, PAL and STS transcripts were slightly up regulated 24 and 48 hours
after treatment accompanied with a rapid increase in total polyphenol and resveratrol contents
just before pathogen challenges. Our results are in accordance with those Nemestothy and
Guest. ° The enzyme phenylalanine ammonia lyase (PAL), the first enzyme involved in
phenylpropanoid biosynthesis, is activated earlier in treated plants. *°

Pterostilbene, the methoxylated form of resveratrol, is a toxic as viniferin against P. viticola,
was only identified in samples in response to downy mildew infection. The present results
showed that plants treated with fosetyl-Al induced low levels of pterostilbene in grapevine
leaves compared to the content found after other treatment, while a higher accumulation of
these compounds was observed after inoculation with P.viticola.

The localization of stilben phytoalexins at the infection sites as well as their concentrations
and the time-rate of their synthesis contribute to the establishment of resistance mechanisms
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in grapevine.’ Stilbens, and particulary viniferins, are strongly implicated in the resistance of
grapevine to powdery mildew. In resistant cultivars, resveratrol is rapidly polymerized into
viniferins which have an effective toxic effect toward the pathogens. These compounds are
typically produced in leaves and berries of grapevine, in response to stresses, which include
fungal infection, UV irradiation, and induction by chemicals. * It could be important to note
that viniferins were never identified in the samples in grapevine defense response to downy or
powdery mildew infections, in our experiments.

Data, expressed per dried weight, seem to be in contradiction with the hypothesis that
stilbens, and particularly viniferins, are strongly implicated in the resistance of grapevine to
powdery and downy mildews, because we observed that its accumulations occurred after
pathogen challenge with or without FOS treatment. Our results were in accordance to Pezet et
al., *® because the response of the pathogen inoculation leads to a rapid stilbene synthase
induction and an important resveratrol synthesis maintained after infection. Romero-Perez et
al., *" have shown that the concentration of resveratrol and piceid in grape berry skins of
susceptible cultivars of V. vinifera increased with the level of infection in the vineyard and
thus demonstrated that the only accumulation of these compounds is not able to interrupt the
pathogen growth.

Moreover, pterostilbene alone was found in high concentrations in FOS treated leaves 72
hours after P. vitcola infection, suggesting a important role of this compound in growth
inhibition of this pathogen. Similarly, Slaughter e al.,”® pointed to the involvement of
pterostilbene in resistance against downy mildew after beta-aminobutyric induction.

The FOS-enhanced grapevine protection was probably due to the combination of over
expression of defence related-genes coding mainly for PR proteins and enzymes involved in
phytoalexin biosynthesis. These results obtained in Vitis vinifera are in agreement with those
obtained on tobacco by Nemethoty and Guest "> which found that fosetyl-Al, enhanced
sesquiterpenoid phytoalexin accumulation, PAL activity, lignin deposition and ethylene
biosynthesis after an inoculation.

This work gives an indication of the potential use of transcripts and stilbenes as markers of
the defence status of grapevine leaves after FOS elicitation, and after infection, or not. Overall
results indicate that modulation of defence gene regulation is often more marked after
inoculation with P. viticola isolates and this could be in relation to the greater efficacy of
grapevine defense on these pathogens.

Although the stimulating of defenses of plants present good reproducible efficiencies in
controlled conditions in the laboratory, it turns out that the application of this method in
natura is more delicate and presents generally very variable efficiencies. Understanding the
mechanisms and possessing markers of grapevine resistance status will be a prerequisite for
inducer development in integrated pest management in the vineyard.

The results of the Cooke and Little ** experiments indicate that a spraying program where
phosphites are integrated with reduced applications of a systemic or non-systemic fungicide
could help to suppress foliar and tuber late blight infection and overwinter survival of P.
infestans in potato tubers.
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Table 1: Characteristics of P. viticola and E. necator isolates.

1 2 . . . . . .
: famoxadone; *: iprovalivarb: *: mefenoxam. S=sensitive isolate, R=Resistant isolate.

Pathogen Isolates Locality of vineyard Sampling year Fungicide sensitivity
FAM' [IPRO’ MEF *
P. viticola
PvR MIC 128 Bordeaux 2005 R R s
Pv-5 Cou 15 Bordeaux 2004 S S S
E. necator Genetic group
En-A LLU 41 Pyrénées-orientales 2006 A
En-B PV 74 Pays de I’Aude 2006 B
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Table 2: Primer sets used for gene expression of grapevine.

Genes Forward primer (5°-3°)  Reverse primer (5°-3°) GenBank N°
Elongation Factor 1-y Chain (EFI7) GAAGGTTGACCTCTCGGATG AGAGCCTCTCCCTCAAAAGG AF176496
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ACAACAATGGACTGCCATCA CACTTTCGACATGGTTGGTG X759%7
Stilbene synthase (S7S) ATCGAAGATCACCCACCTTG CTTAGCGGTTCGAAGGACAG X76892
Leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) TGGTGGGATGGAAGAGCTAC COCCACTTGCCCTCATAGAAA X759%66
Anthocyanidin reductase (4NR) CCTGCCTCCAAGACACTAGC GGOCATCAGAGTAGGGATGA VVIO00166
Chalcone isomerase (CHI) AGAAGCCAAAGCCATTGAGA CCAAGGGGAGAATGAGTGAA X75963
Chalcone synthase (CHS) CCAACAATGGTGTCAGTTGC CTCGGTCATGTGCTCACTGT X75969
PR proteinclass 1 (PRI) CCOCAGAACTCTCCACAGGAC GCAGCTACAGTGTCGTTCCA AJ536326
PR protein class 10 (PR10) GCTCAAAGTGGTGGCTTCTC CTCTACATCGOCCTTGGTGT AI291705
31,3 glucanase (PR2) GGGGAGATGTGAGGGGTTAT TGCAGTGAACAAAGCGTAGG AF239617
Chitinase class IV (PR3) TATCCATGTGICTCCGGICA TGAATCCAATGCTGITTCCA V97521
Serine protease inhibitor (PR6) ACGAAAACGGCATCGTAATC TCTTACTGGGGCACCATTTC AY156047
Chitinase class I (PRS) AATGATGCCCAAAACGTAGC ATAAGGCTCGAGCAAGGTCA 768123
Polygalacturonase inhibitor protein (PGIP) COGGGAAAATCCCATATTCT AAGGTCCAACGACGTCAAAC AF305093
Lipoxygenase 9 (LOX) GACAAGAAGGACGAGCCTTG CATAAGGGTACTGOCCGAAA AY159556
Glutathione S- transferase (GST) GGGATCTCAAAGGCAAAACA AAAAGGGCTTGCGGAGTAAT AY156048
l-aminocyclopropane, 1-carboxylic acid oxidase
“co GAAGGCCTTTTACGGGICTC CCAGCATCAGIGIGTGCICT AY211459
Anthranilate synthase (ANTS) AAAAATCCAAGAGGGGTGCT  AAGCTTCTCCGATGCACTGT XM 002281597
Chorismate mutase (CHORM) TCATTGAGAGGGCCAAATTC  AGGAGGCAGAAAAAGCATCA  FJ6048%4
Chorismate Synthase (CHORS) GCCTTCACATGCAGATGCTA  CTGCAACTCTCCCAATGGTT FI604855
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Table 4: Relative expression of defence-related genes that are significantly induced (bold and
italic) or repressed (italic and underlined) in FOS-treated leaves in comparison with controls
un-inoculated at the threshold of 0.05%.

24 hpt 48 hpt 72 hpt 96 hpt

PRI 6.91  16.35  3.60 11.66

PR2 114 888  -1.02  -6.18

PR3 266  -1.84 123 1.05

PR6 1.59 261 1.72 2.04

PRS 356 771  -2.62 1.52

PRI0 4.16  11.43 267 1.07

PGIP 300 9.90 -166  -1.11

PAL 107 275 208 111

STS 212 3.93 1.17 1.06

CHI 200  -5.00 -119  -6.44

CHS 216 -1.02  2.05 1.38
LDOX 2.08 2.18 1.39 2.75

ANR 130 141 1.21 1,51

LOX 1.26 757  4.88  -7.06

GST 4.07 223 1.09 1.42

ACC 149  -717  -128  -9.28

ANTS 3.78 358  4.52 21.10
CHORM 324 1064 650 1.59

CHORS 559  4.08 204  -1.14

% of d':;enrss”t'ated 42.1 68.4 15.8 21.1
Relative % of up 1000 692 66.7 0.0

regulated genes
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Table 5: Relative expression of defence-related genes that are significantly induced (bold and
italic) or repressed (underlined and italic) in FOS pre-treated leaves after inoculation in
comparison with controls inoculated at the threshold of 0.05.

Plasmopara viticola Erysiphe necator

24 hpi 48 hpi 72 hpi |24 hpi 48 hpi 72 hpi

PR1 -1.34 -8.13 30.62 1.40 3.47 1.50
PR2 6.85 3.55 4.99 2.21 3.24 5.50
PR3 4.05 1.99 4.02 4.63 -1.86 3.47
PR6 -2.33 -1.24 7.80 -1.18 1.39 3.24
PRS8 2.72 1.49 6.77 12.93 -1.30 -1.50
PR10 1.88 3.52 4.28 3.38 -1.01 -1.15
PGIP 14.47 3.47 4.45 5.60 -1.75 2.73
PAL 1.06 -2.48 -1.20 2.10 1.51 1.80
STS 2.39 1.39 4.61 -1.63 1.44 -2.82
CHI -4.78 9.84 5.57 -26.19 1.51 8.46
CHS 1.92 2.89 50.64 -2.17 2.99 -1.29
LDOX -1.68  -1.10  -2.46 | 1579 -1.47 111
ANR -2.08 -3.59 -1.43 1.14 1.90 -1.28
LoX 1.72 -4.52 7.55 1.16  -5.02  -1.55
GST 5.47 -4.83 5.03 2.42 -2.09 1.04
ACC 1.56 1.37 2.91 -1.21 -2.97 1.41
ANTS 1.67 3.68 3.02 -1.28 2.23 19.30
CHORM -13.48 -1.11 1.57 7.22 2.11 -1.87
CHORS -1.78 -10.10 1.41 -2.98 1.40 -1.02
% of d';er:s:t'ated 421 474 1000 | 474 105 368
f:g'itlg’teed/g‘:n‘fs’ 714 667 8.2 | 778 500  100.0
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Figure legends

Figure 1: Protection of grapevine detached leaves in response to Fosetyl treatement against
Plasmopara viticola and Erysiphe necator. Fosetyl (1.13 mM) was sprayed 24 hours before
pathogen inoculations. Diseases were assessed 7 and 12 days post-inoculation for downy and
powdery mildew respectively and expressed as the percentage of growth inhibition. Results
represent the mean + standard deviations. Statistical analysis was performed using variance
analysis using the statistical software Systat 11 (Systat Software, Inc) and significant
differences were determined by Tuckey’s honest significant difference (HSD) test at level of
P < 0.05.

Figure 2: Relative gene expression in infected leaves with different isolates of Plasmopara
viticola (Pv) and Erysiphe necator (En), without (A) or with BTH pre-treatment (B). Each
column represents the time point after pathogen inoculation (24, 48 or 72 hpi) and each line
corresponds to one gene represented by a single row of boxes. The colour scale bars represent
the ratio values corresponding to the mean of two independent experiments. Genes with a
higher expression level appear in red with a colour gradient, while those with lower intensity
appear in blue (in white no change in gene expression compared to respective control
uninoculated and without treatment at each time and at each foliar stage). In Fig. 3B, the
columns corresponding to BTH treatment alone represent the mean of the relative gene
expression of the different foliar stages of the two independent experiments.

Figure 3: Means of relative expression of defense-related genes during three days in FOS
pre-treated leaves after inoculation in comparison with controls no inoculated. Values which
are significantly induced at the threshold of 0.05 were bold underlined. Data corresponded at
the mean of 2 independent experiments for E. necator and P. viticola.

Figure 4: Correlation between the percentages of genes up regulated and leaves protection
triggered by Fosetyl against downy and powdery mildew

Figure 5: HPLC quantification of polyphenol content in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to FOS treatment, with or without pathogen inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 1.13mM of FOS. Results represent the means (+ standard deviations) of four
experiments. Stars represent the values significantly different from controls at the threshold of
0.05 %.

Figure 6: HPLC quantification of three trans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to FOS treatment, with or without P. viticola inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 1.13 mM of FOS. (A) trans-piceid, (B) trans-resveratrol and (C) pterostilbene. Results
represent the means (+ standard deviations) of four experiments. Stars represent the values
significantly different from controls at the threshold of 0.05 %.

(|:|) control; (D) FOS treatment; (.) Pv-infected leaves; (.) Pv-infected leaves and FOS
treatment.

Figure 7: HPLC quantification of three frams-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to FOS treatment, with or without E. necator inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 1.13 mM of FOS. (A) trans-piceid, (B) trans-resveratrol and (C) pterostilbene. Results
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represent the means (+ standard deviations) of four experiments. Stars represent the values
significantly different from controls at the threshold of 0.05 %.

(|:|) control; (D) PK,; treatment; En-infected leaves; (.) En-infected leaves and PK,
treatment.
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Fig. 1. Protection of grapevine detached leaves in response to fosetyl treatement against
Plasmopara viticola and Erysiphe necator. Mean of the growth inhibition of two isolates for
each pathogen in two independant experiment.
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Fig3. Means of relative expression of defence-related genes during three days in FOS pre-
treated leaves after inoculation in comparison with controls untreated and no inoculated.
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Fig. 3. Correlation between the percentages of genes up regulated and leaf protection
triggered by Fosetyl against downy and powdery mildew.
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Fig. 4. Quantification of polyphenol content in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet Sauvignon
leaves in response to FOS treatment, with or without pathogen inoculations.
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Fig.S. HPLC quantification of three frans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to FOS treatment, with or without P. viticola inoculations.
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Fig 6. HPLC quantification of three trans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to FOS treatment, with or without E. necator inoculations.
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ABSTRACT

Phosphites are used as fungicide or fertilizer and have a complex mode of action against fungi
involving direct and indirect effects with a rapid and strong stimulation of plant defense
mechanisms. The efficacy and the role of a phosphonate fertilizer (PK,) was investigated in
the enhanced resistance of grapevine pre-treated leaves in response to infection with different
1solates of downy and powdery mildew (Plasmopara viticola and Erysiphe necator).

The grapevine leaf protection triggered by PK,, limiting the development of E. necator and P.
viticola from 27.9 % to 81.5% respectively. The pretreatment with the PK, led light
modifications at the transcriptional level in absence of the challenge of the pathogens (7 genes
on 19 are differentially expressed) while it led strong gene modulation of 17 genes 19 in
downy and powdery mildew defense response during the three days. The pre-treated
grapevine defense responses against a downy mildew attack led in a stronger over-expression
of genes coding for the PR proteins (PRI, PR3, PR6, PRI0 and PGIP) than those led in
powdery mildew attack (PR6, PRS and PRI10). The PK;-enhanced grapevine protection was
probably due to the combination of over expression of defence related-genes coding mainly
for PR proteins and pterostilbene accumulations.
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INTRODUCTION

The grapevine (Vitis vinifera) is subjected to the pressure of numerous bio aggressors (fungi,
bacteria and virus) among which the powdery and the downy mildew, that attack all plant
organs and result in poor fruit set and poor fruit quality, resulting in significant economic
losses.

Plasmopara viticola (Berk & Curt.), a biotrophic oomycete which caused downy mildew, is
one of the most destructive grapevine diseases. This disease is present in many parts of the
world. Primary infection begins with over-wintering oospores which germinate into motile
zoospores that can actively locate stomata and start the infection process. Colonization
involves intercellular mycelia growth and the differentiation of haustoria, which penetrate
parenchyma cells but not breaking the plasma membrane (7).

Powdery mildew caused by biotrophic fungus Erysiphe necator on grapevine is a haploid
heterothallic ascomycete. After over winters as resting mycelium within dormant buds, it
produced wind-dispersed conidia by asexual reproduction on green leaves of the growing host
and colonized young flag shoots. It may also produce cleistothecia by sexual reproduction at
the end of the annual cycle on bark of grapevine from which ascosporous were released
during the spring initiating primary infections on susceptible tissues (2).

The control of diseases caused by these pathogens, an intensive use of fungicides is required.
The vineyard consumes 16 % of fungicides marketed in France every year. To reduce the
environmental impact of their intensive use (pesticide-resistant pathogen strains appearance
and residues found in wines) while maintaining a high level of agricultural production, in
quantity and in quality, efforts must be made to develop alternative protection strategies.

An interesting alternative and\or complementary method consists of the use of elicitors to
induce natural plant defenses. Although susceptible plants possess the machinery necessary
for resistance, it is not activated in sufficient magnitude or speed to restrict the infection.

The recognition of the microorganism by the plant and the induction of the defense
mechanisms are introduced by the perception of molecules called elicitors. The most frequent
premature cellular answers are mechanisms of modifications of ion fluxes, of production of
active forms of the oxygen (oxidative burst) and of protein phosphorylation (Mitogen-
Activated Protein Kinase, MAPK or MAPKK and MAPKKK) and the synthesis of signal
molecules such as salicylic acid. jasmonic acid, and ethylene (3, 4). The cellular and
molecular metabolic modifications set up systematically three categories of reactions: the
reinforcement of plant cell walls, accumulation of antimicrobial compounds such as
phytoalexins and the synthesis of pathogenesis related-proteins (PR proteins).

Phosphites act as fungicide or fertilizer and have a complex mode of action against fungi,
involving both direct and indirect effects, with stimulation of plant defense mechanisms (3-
18). Phytoalexins from Vitaceae are phenolic compounds product by the phenylpropanoid
pathway which play an important role in the secondary plant metabolism including lignins,
phenolic acids, flavonoids and stilbenes.Stilbens have biological activity against a wide range
of pathogens and can be considered as markers for plant disease resistance (/9).

Potassium phosphonate used here (PK;) is commercialized as a “fertilizer (Proval®,
Technidis-Agro) which increases the efficiency of treatments against downy mildew on
potatoes and allows dividing by 2 the doses of fungicide” (20).

The present study aimed to evaluate the effect of a foliar application of PK, on detached
grapevine leaves and to analyze the grapevine protection against the two major bio-
aggressors, P. viticola and E. necator. Since phytoalexin accumulation is a part of the general
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defense response induced by phosphonates, quantitative HPLC analyses of stilbenes, major
antimicrobial compounds of grapevine, were performed as well as investigation of the
expression level of genes encoding for enzymes involved in the phenylpropanoid pathway
(PAL, STS, CHI, CHS, LDOX and ANR), coding for PR-proteins (PRI, PRI10, PR2, PR3,
PR6, PRS and PGIP), involved in the oxido reduction system (GST), in the ethylene or
oxylipine pathways (ACC and LOX respectively) and others involved in the indole pathway
(ANTS, CHORM and CHORS) were monitored by real-time quantitative polymerase chain
reaction (RTq-PCR). Here we showed that the pre-treatment of a susceptible cultivar
(Cabernet Sauvignon) of grapevine with PK, prior to infection with Plasmopar viticola and
Erysiphe necator, the two major biotrophic pathogens of the grapevine, primed the
accumulation of specific phytoalexins and the over expression of defense related genes. As
result, the susceptible cultivar became more resistant to downy and powdery mildew.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material

Grapevine (Vitis Vinifera cv. Cabernet Sauvignon) was propagated from wood cuttings in a
greenhouse. We took the third and the fourth leaves at the top of the plant. The first one was
used for powdery mildew experiments and the second one for those of downy mildew.

For powdery mildew experiments, leaves are disinfected in a solution of 5 % of calcium
hypochlorite during 10 minutes under a horizontal lamination flow. After rinsing with some
sterile distilled water and drying, the sterile leaves were placed in a Petri dish, lower face in
touch with an agar plate (5 % of agar containing 0.003 % of benzimidazole) or a Whatmann’s
paper moistened with 2.5 ml of sterile water.

For downy mildew experiments, the washed and dried leaves were placed in a Petri dish, a
superior face in touch with the Whatman’s paper soaked with some sterile water.

PK2 treatment, Inoculation Procedure and Disease Evaluation

PK,; (Proval®, Technidis-Agro) was used to at the final concentration of 3.18 mM. Solutions
of PK, were prepared on the day of application. Controls were applied with the same amounts
of sterile distilled water. Treatments were applied as a fine mist to 6 whole detached leaves
(above 1.5 ml per Petri dish).

Twenty four hours after treatment, leaves were dried by opening of Petri dishes, during
approximately 1 hour in sterile conditions for powdery mildew experiments or not for downy
mildew experiments.

A collection of downy mildew isolates were produced on vine leaves in survival. Grape
leaves previously treated or not were inoculated with spore suspensions of two isolates
presenting different sensibility to several fungicides (Table 1) at 5000 sporangia ml™! (15
drops of 15 ul per leaf) and incubated for 7 days at 22°C with a 16-8 hr photoperiod.

Six leaves were collected 24,48 and 72 hours after pathogen inoculation, 3 of them were
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for molecular analyses and the other were frozen
and stored at -20°C for biochemical analyses. Six inoculated leaves treated and not treated
were incubated in culture chamber at 22 °C under a 16 h photoperiod for seven more days.

Two powdery mildew isolates belonged to the two different genetic groups (A and B) (Table
1) were inoculated under sterile conditions on decontaminated grape leaves (cv. Cabernet
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Sauvignon) in Petri dishes as previously described (27), in sterile conditions. Leaves were
placed at the bottom of a Plexiglass settling tower and conidia were blown in at the top from
sporulating leaves (1000-1500 conidia per cm? of leaf). Inoculated leaves were incubated for
12-14 days at 22°C with a 16 h photoperiod.

Two independent experiments were performed for each pathogen with 2 different isolates.

The number and size of mildew colonies formed on the leaf segments were assessed to
determine a mean growth inhibition. Disease severity was determined by estimating the level
of growth and intensity of fungal mycelium growth and sporulation by a visual scale (0 to 100
%).

The results of treatment efficiency were presented in the form of average percentage of
inhibition of the growth of the fungus with regard to the modality control, pulverized with
some sterile water, obtained by the following calculation:

% growth inhibition = 100 x [(% growth "treated” / % growth "control”) -1]

All data were subjected to variance analysis using the statistical programme Systat 11 (Systat
Software, Inc) and significant differences were determined by Tuckey’s honest significant
difference (HSD) test at level of P < 0.05.

RNA Extraction and Quantification of Gene Expression by Real-Time Quantitative RT-
PCR

For molecular analysis, we quantified the expression levels of 20 genes selected for their
involvement in defence by real time quantitative polymerase chain reaction (RTq-PCR) using
an Elongation Factor gene as internal standard in removed whole leaves sprayed or not with
PK; solution (3.18 mM) and inoculated or not with powdery and downy mildew. 24 hours
after PK, stimulation. Leaves are taken daily during 3 days and freezed at -80°C. The
experiment was twice realized independently for each pathogen category.

The leaves were ground in the presence of liquid nitrogen, and the resulting powder was used
for RNA extraction. RNA was isolated from frozen tissue samples by chloroform extraction
followed by lithium chloride precipitation according to the method of Reid et a/ (22). The
extraction buffer contained 300 mM Tris HCI (pH 8.0), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% CTAB,
2% PVPP, 0.05% spermidine trihydrochloride and just prior to use 2% [B-mercaptoethanol.
Tissue was ground to a fine powder in liquid nitrogen using a mortar and pestle. The powder
was added to pre-warmed (65°C) extraction buffer at 20 ml/g of tissue and shaken vigorously.
Since berries have higher water content than other grape tissues, a lower extraction buffer
ratio of 10-15 ml/g weight was sufficient. Tubes were subsequently incubated in a 65°C
water bath for 10 min and shaken every couple of min. Mixtures were extracted twice with
equal volumes chloroform:isoamyl alcohol (24:1) then centrifuged at 3.500 % g for 15 min at
4°C. To the supernatant, 0.1 vol 3 M NaOAc (pH 5.2) and 0.6 vol isopropanol were added,
mixed and then stored at -80°C for 30 min. Nucleic acid pellets (including any remaining
carbohydrates) were collected by centrifugation at 3.500 % g for 30 min at 4°C. The pellet was
dissolved in 1 ml TE (pH 7.5) and transferred to a microcentrifuge tube. To selectively
precipitate the RNA, 0.3 vol of 8 M LiCl was added and the sample was stored overnight at
4°C. RNA was pelleted by centrifugation at 20.000 x g for 30 min at 4°C then washed with
ice cold 70% EtOH, air dried, and dissolved in 50-150 pl DEPC-treated water. RNAs were
quantified after DNase I digestion by absorbance measure at 260nm and 280 nm and 260/280
nm ratios were determined (Genequant pro. Amersham Bioscience. France). cDNAs were
synthesized from 2 pg of the RNA were reverse-transcribed using 2 uM oligo d(T);s, using
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Promega reagents. The reverse transcription reaction mix is assembled on ice to contain
nuclease-free water. M-MLV reverse transcriptase and its 5X reaction buffer. dNTPs, and
ribonuclease inhibitor according to the manufacturer's instructions. An initial annealing at 4°C
for 5 min. the reaction is incubated at 42°C for lhr. The obtained cDNA was stocked at -
20°C.

Real-time PCR reactions were performed in 96-well plates with a CFX 96 system
thermocycler (Bio-Rad france. Ivry sur Seine) using SYBR® Green to detect dsDNA
synthesis. For each reaction, 1pul of each primer at 10nM and 7 pl of 2X- Blue SYBR Green
fluorescein Mix including Hot start DNA polymerase. dNTP and MgCl, (Abgene, France)
and Sul of cDNAs, were used in compliance with manufacturer’s instruction. Amplifications
were performed in a real-time thermal CFX 96 system under the following conditions: a first
step at 94°C for 15 min. and 40 cycles at 94°C for 10 s. 55°C for 10 s. and 72°C for 20 s.
Relative gene expression was obtained with the formula: fold induction = 27 [*4“4 where
AACt = [Cq GI (unknown sample) - Cq EF1ly (unknown sample)] - [Cq GI (reference sample)
- Cq EFly (reference sample)] with control leaves (no untreated and no inoculated) at each
time point (0, 24, 48 and 72hours after treatment) as reference sample. GI is the gene of
interest, and EF1y is the grapevine Elongation Factorl y gene used as the internal control. The
reference sample is the sample chosen to represent 1 x expression of the gene of interest (e.g.,
control leaves untreated and no inoculated). Each sample was assayed in duplicate at the
minimum.

To ensure correct normalization in real-time PCR, amplification efficiencies should be
similar. Each PCR system was tested with cDNA samples which were serially diluted in 1:10
ratios with distilled water. Amplification efficiencies should be determined from the slope of
the log-linear portion of the calibration curve. Specifically, PCR efficiency = 10 5P _ 1,
when the logarithm of the initial template concentration of known cDNA amounts (the
independent variable) is plotted on the x axis and Cq (the dependent variable) measured by
the CFX 96 system software (Bio-RAD. Hercules, CA, USA) is plotted on the y axis.

Dissociation curves for each amplicon were then analyzed to verify the specificity of each
amplification reaction; the dissociation curve was obtained by heating the amplicon from
60°C to 95°C (Data not shown).

Statistical analyses were carried out using the Systat 11 software (Systat Software, Inc).
Expression ratios for each cDNA were calculated for each time point relative to control leaves
at this time. Means of relative expression obtained in control and other treatments and/or
inoculations were compared with the analysis of variance using Tukey’s post hoc test.

Quantification of Stilbenes

For chemical analysis, we analysed the polyphenol content in removed whole leaves sprayed
or not with PK, solution (3.18 mM) and inoculated or not with powdery and downy mildew,
24 hours after stimulation. Leaves are taken daily during 3 days and freezed at -80°C.

Leaves were freeze-dried during 24 hours. Freeze-dried leaves (= 0.1 g) were homogenized
with 20 ml of Methanol by means of an Ultra-Turrax (Kinematica, Swiss). After incubation
during the overnight in the darkness, the extracts were filtrated on glass wool and rinsed 3
times with Iml of MeOH 100%. Extracts were concentrated under reduce pressure with a
Rotavapor Re 111 (Biichi, Swiss). We added 1 ml of MeOH 30 % to dry extracts. The total
extracts were purified using a purification column (Sep-pack Cartridges C18. Waters, France),
eluted with 5 ml of MeOH 90%.
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Fractions were concentrated in reduced pressure (Speed-vac RC 1010. Jouan, France),
readjusted at 1ml with MeOH 50% and filtered with Acrodisc® syringe filters nylon (Sigma,
0.45 um pore size).

One hundred pl of sample was injected automatically (Kontro HPLC 360 autosampler) in a
Prontosil Eurobond C18 reverse phase column (4.0 ID X 250 mm, 5 um). The crude extract
samples were eluted at a flow rate of Iml/min, with A solvent (1% trifluoroacetic acid in
water) and B solvent (80% acetonitrile + 20 % A solvent). The run was set as follows: 0 to 5
min, from 10% B to 20% B; 5 to 19 min, 20 % B to 25 % B; 19 to 20 min, 25% B to 30 % B;
20 to 35 min, from 30% B to 40% B; 35 to 50 min, 40% B; 50 to 55 min, from 40% B to 60%
B; 55 to 56 min, from 60% B to 100% B; 56 to 60 min, 100% B; 60 to 62 min, gradient
processing from 100 % solvent B to 10 % solvent B and to 7% solvent B in 10 minutes.

Stilbene dosages (resveratrol, piceid and pterostilbene) were made by HPLC system equipped
with a fluorescent detector set (Detector Prostar 363, Varian) at an excitatory wavelength at
300nm and an emission wavelength at 390nm. Stilbene contents were estimated from
calibration curves prepared with pure standards. Standard range were realised with resveratrol
, piceid and pterostilbene solutions at 0.25, 0.5, 1, 1.5 and 2 pg/100 pl in MeOH 50 %. Each
dosage was made 3 times.

The surface of detected peak permit to calculate stilbene content in relation to reference
curves with pure compounds.

Data were expressed as the means (% standard deviations) of at least four quantifications.
Statistical analysis was carried out using Newman-Keuls or Student’s #-tests at level of P <
0.05.

RESULTS
Effects of PK2 on Grapevine Protection

We tested PK, efficiency against 2 different strains of powdery mildew and downy mildew
having different origins and biotypes (Table 1).

The results in Fig.1 show that grapevine leaves treated with 3.18 mM of PK, resulted in a
inhibition of growth compared with control leaves. The reduction in disease severity was
estimated as the percentage of fungi growth inhibition. The percentage of P. viticola growth
suppression was 81.5 % with 92.56 + 11.02 % and 70.83 + 23.92 % for Pv-S and Pv- R
isolates and that of E. necator was 27.9 % with 27.50 + 11.38 % and 28.29 + 30.03 % for for
En-A and En- B isolates .

Transcript profiles reveal specific responses of the grapevine depending on the species of
biotrophic pathogen.

V. vinifera is especially susceptible to mildew. To explore compatible interaction with
different obligate pathogens, a comparison in time of transcript profiles of selected genes of
leaves infected with two isolates of P. viticola (Mic-128: Pv-R and Cou-15: Pv-S) and two
isolates of E. necator (Llu-41: En-A and Pv74: En-B) was carried out (Table 2). The
grapevine defenses were measured by transcript kinetics at 24, 48 and 72 hours post-
inoculation (hpi) and completed by biological efficacies at 8 or 12 dpi (see above). The gene
set used included PR proteins, some genes involved in the phenylpropanoid pathway, others
involved in the oxido reduction system, in the ethylene or oxylipine pathways and others
involved in the indole pathway (Table 2, Fig. 2).
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At 24 hpi, the transcript analysis in grapevine leaves pointed to a down-regulation of genes
with 57.2 to 58.4% of the differentially -expressed transcripts significantly down-regulated in
P. viticola-infected leaves, and 90% in E. necator—infected leaves (Fig. 3A, Table 3). In Pv-
infected leaves, some transcripts were up-regulated in the presence of two P. viticola isolates,
such as PR-3 and PR-10. However, transcript profiles also varied depending on the isolate and
the genes under consideration (e.g. PR-1, PR-6, CHI, CHS). Indeed, in leaves infected with P.
viticola fungicide- sensitive isolate (Pv-S), genes involved in the phenylpropanoid pathway
(CHI, CHS) were strongly repressed, whereas in Pv-R infected leaves, it was the LDOX gene
coding for enzyme situated more in down-stream of the pathway which was specifically
repressed. In En-infected leaves, the PR-protein transcripts (PR-1, PR-2, PR-3, PR-8, PGIP)
were generally significantly down-regulated.

Only four genes behaved in a similar way whatever the pathogen 1 considered: LDOX
(polyphenol pathway), ACC (ethylene pathway), and GST (oxidative stress response system)
transcripts which were all repressed, and the CHORM (indole pathway) transcript which was
up-regulated.

At 48h hpi (Fig. 3A, Table 3), most of the grapevine transcripts were not affected
significantly in Pv-S and En-A-infected leaves (26.3% and 31.6% of differentiated genes,
respectively). By contrast, in En-B and Pv-R-infected leaves, 42.1 to 57.9% of transcripts
were either down or up-regulated. In Pv-infected leaves, some PR- protein transcripts were
up-regulated such as PR- I, PR-2, PR-6, PR-8) depending on the isolate under consideration,
while in En-infected leaves only PR-3 was over-expressed. A peculiarity of En-infected
leaves was the accumulation of S7S transcripts and the repression of ANR and CHORM
transcripts (Table 3). By contrast, an up-regulation of ANR and ANTS transcripts was specific
to Pv-infected leaves.

At 72 hpi, the majority of differentiated transcripts (83.4 to 100 %) in P. viticola-infected
leaves were down-regulated, with significant down-regulation of transcripts of the
phenylpropanoid pathway (S7S, CHI, CHS), PR-proteins, LOX, GST and ACC (Fig. 3A, Table
3). In E. necator-infected leaves, the down-regulation was also high with 62.5 to 83.4% of
differentiated transcripts affected, with CHI and PR-1, PR-2 commonly repressed. Only the
LDOX gene was over-expressed in En-infected leaves, suggesting the possibility of metabolic
flow towards flavonoid biosynthesis.

Effect of Potassium Phosphonate (PK;) Treatment on Defense Gene Expression in
uninoculated Grapevine Leaves

Over time, in PK; treated-leaves, 0 to 68.4 % of transcripts were significantly affected, mainly
at 48 hpt (68.4 %, Table 3 and Figure 2B). A slight regulation of PR-proteins (PR/0 and
PGIP) was observed at 24 and 48 hpi. The GST, ANTS and CHORM genes were rather up-
regulated over the time. Transcript accumulation of PGIP, GST, ANTS, CHORM and CHORS
genes were rapidly up-regulated 24 hours after PK, treatment and a maximal induction of 3-,
21-,4.3-, 6- and 6.6- fold higher, respectively, than in un-treated leaves. PR10 and LOX genes
reached a maximal level of transcript only 48 hours after PK, treatment with 5.9- and 11.7-
fold induction, respectively.

Over the three days, the up-regulation on differentiated transcripts decreased rapidly from 100
to 0% between 72 and 96 hpt.

Defence-related genes expressions in PK,-pretreated grapevine leaves inoculated with P.
viticola or E. necator
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In Pv-infected pre-treated leaves, 15.8 to 52.6% of genes were differentiated (Table 4 and
Figure 2). At 24 hpi, 52.6 % of genes were differentially expressed with 70 % of up-
regulations. Significant up-regulation of PR proteins (PRI, PR3, PR6, PRI0 and PGIP) as
well as CHI and CHORS and significant down regulations of PR2, STS and LDOX genes were
observed. At 48 hpi, the genes that were significantly modulated decreased (31.6 %) with
83.3 % of up-regulation concerning PR-protein transcripts (PRI, PR3, PR6 and PR10), and a
gene involved in indole pathways (ANTS). Only CHORS gene was significantly repressed (8.1
fold less than the control). At 72 hpi, only 15.8 % of genes were differentiated with 100 %
which were still up-regulated (PR3, PR6 and PGIP).

In En-infected leaves, above 40 % of studied genes were significantly modulated (36.8 or
42.1 %). At 24 hpi, 36.8 % of genes were differentially expressed, with 57.1% up regulated
(Table 4). High significant down-regulations of PR2, PR3, STS and CHI genes were observed
(22.8, 11, 4.8 and 27.2 fold lower than in control leaves, respectively) and significant over
expression occurred for PR6, PRS and PR10 genes with 14.1, 3.7 and 8.7 fold higher than in
control leaves, respectively. At 48 hpi, 36.8 % of genes were differentially regulated. Only
PR2 and ACC genes were down-regulated and PR6, PR10, STS, GST and ANTS trancripts up-
regulated. At 72 hpi, 42.1 % of genes were still significantly regulated and 75 % of them were
up-regulated coding for PR proteins (PR2, PRS) or PAL, STS and CHI genes, involved in
phenylpropanoid biosynthesis pathway.

The means of relative gene expressions over the three days showed that 7 genes on 19 were
up-regulated in downy and powdery mildew defense response (Figure 3). The grapevine leaf
protection triggered by PK, after P. viticola and E. necator inoculations was directly
correlated with the mean of the relative expression of 19 genes (Figure 4). More than genes
were up-regulated, more than the grapevine should be protected.

Effect of PK; Treatment on Stilbene Accumulations in Grapevine Leaves

The polyphenol content and the #rans-form content (the main form found in leaves) of three
major stilbenic phytoalexins, resvetrol, piceid and pterostilbene were quantified during 72
hours after pathogen inoculation with or without PK, pre-treatment (Figures 5, 6 and 7).

In PK, treated leaves, the polyphenol content was significantly increased over the three days
(310.05 + 35.09 pg g of dried leaves), an increase 2.6-fold than in control leaves (120.8 +
9.98 ng g' of dried leaves). In P. viticola and E. necator challenges, a significant
accumulation of phenolic compounds occurred, with an increase of 2 to 3 fold than in control
(243.4 +12.1 and 359.3 + 40.3 pg g of dried leaves, respectively). Significant accumulations
were observed in PK, pre-treated leaves after downy and powdery mildew inoculations. An
increase of 2.7 to 3.1 folds than in control leaves was observed (328.84 + 41.75 and 369.06 +
47.65 pg g of dried leaves, respectively).

During the 72 h analysis, trans-piceid was quantitatively the most prolific stilbene produced
in grapevine leaves.

In downy mildew experiments, control leaves contained 17.4 to 31.5 pg of trans-piceid per g
of dried leaves and in control leaves of powdery mildew experiment contained from 8.0 to
434 ng g of dried leaves. After powdery mildew inoculations, frans-piceid content
increased significantly (from 45.8 to 59.7 ug g'1 of dried leaves). As PK, treatment alone led
to an increase of piceid (between 41.7 to 50.9 pg g of dried weight in En-leaves and 38.4
and 30.6 ug g of dried weight in Pv-leaves). In En-infected leaves pre-treated with the PKo,
a significant accumulation of trans-piceid was observed at 24 and 48 hpi (58.4 and 36.6 ug g
of dried leaves, respectively) (Figures 7A). No trans-piceid significant accumulations were
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observed after Pv inoculations in untreated leaves (18.3 to 32.5 ug g of dried weight) but in
PK, pretreated leaves, a significant accumulation occurred 24 hpi (27.4 pg g of dried
weight).

The trans-resveratrol content was very low in control grapevine leaves (0.01 to 1.8 pg g™’ of
dried leaves). A significant accumulation was observed after downy and powdery mildew
inoculations (2.7 to 8.9 pg g of dried leaves). After PK, treatment at 0 and 72 hpi in
untreated powdery mildew leaves (5.7 and 2.1 pg g of dried leaves) or at 0, 24 and 72 hpi in
untreated downy mildew leaves (3.1 and 4.3 pug g of dried weight). In Pv-infected leaves
pre-treated with PK,, a significant accumulation of trans-resveratrol was observed (1.0 and
1.43 pg g of dried leaves) at 48 and 72 hpi, as in En-infected leaves pre-treated with PK,
(1.9 to 4.6 ug g of dried weight).

Pterostibene was more abundant in downy mildew leaves (4.21 + 0.84 pg g of dried leaves)
than in powdery (0.65 + 0.37 pg g of dried leaves), but at relatively lower levels compared
to the quantity of the other phytoalexins. Significant accumulations were observed at 24 hpi in
Pv- leaves PKo-treated and no inoculated (4.6 pg g of dried leaves), in untreated leaves and
24 hours after downy mildew inoculation (4.05 pg g of dried leaves) and in Pv- leaves PK,-
treated and downy mildew inoculated (8.6 pg g of dried leaves).

Globally, in En-infected leaves, after or not PK2 treatment, trans-piceid and resveratrol
contents were higher thanin Pv-infected leaves. By contrast, pterostilben was higher in Pv-
infected leaves than in En-infected leaves and this is correlated with the efficacy observed.

DISCUSSIONS

This study investigated the effect of a fertilizer (a phosphonate derivative) on the interaction
between grapevine and two major biotrophic pathogens (P. viticola and E.necator). PK,
treatment on grapevine leaves resulted in an increased resistance of grapevine to Plasmopara
viticola and Erysiphe necator. In this in vitro experiment, fungal development of P. viticola
was reduced by 81.5 % compared to its growth on untreated leaves and the infection of E.
necator was reduced at a lesser degree (27.9 %). The biological or chemical mechanisms of
induced resistance by a fertilizer based on phosphonate derivative like PK; have rarely been
analyzed, while the importance of the induced molecules related to resistance has been well
documented (5-18).

The present study reveals that PK, enhanced the effective grapevine protection against an
Oomycete (P. viticola) but also against an Ascomycete (E. nector) by leading the SAR,
probably due to the accumulation of defense-related proteins and phytoalexins content
depended on sampling time, on the pathogen..

The pretreatment with the PK, led light modifications at the transcriptional level in absence of
the challenge of the pathogenic (7 genes on 19 are differentially expressed) while it led strong
gene modulation of 17 genes 19 in downy and powdery mildew defense response during the
three days. The pre-treated grapevine defense responses against a downy mildew attack led in
a stronger over-expression of genes coding for the PR proteins (PR1, PR3, PR6, PR10 and
PGIP) than those led in powdery mildew attack (PR6, PR8 and PR10).

In our study, we found no significant modulation of PR2 gene in PK, pre-treated leaves while
after pathogen challenge, a significant repression of PR2 gene was obtained 24 hpi after
downy mildew infection and 24 or 48 hpi after powdery mildew attack and only a significant
over-expression was obtained 72 hours after powdery mildew infection. As regard chitinase
genes (PR3 and PRS8) we obtained a significant accumulation of PR3 gene was in defence
response against downy mildew while it’s significantly repressed in powdery mildew
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infection and a significant accumulation of PRS gene in powdery mildew challenge while no
modification was observed in interaction with downy mildew.

The identification of the PR2 family as B 1-3-endoglucanases and the PR3, -4, -8 and -1/ as
endochitinases, as well as the PR6 family as proteinase inhibitors, which could act against
fungi. Since cell walls of fungi consist to chitine and glucanes, these encoding genes
expression may inhibit fungal growth by degrading cell walls of the pathogen. This
degradation by chitinases provides fragments of cell wall, which act as elicitors and primes
the activation of another plant defence response which was more important in downy mildew
interaction than in this of powdery mildew. The correlation of B1-3 glucanase (PR2) and
chitinase (PR3 and PRS) activities with pathogen resistance has been well reported and both
are thought to support defence against downy and powdery mildew (23). Chitinase genes are
constitutively expressed in resistant plant whereas 31-3 glucanase (PR2), probably the most
important pathogenesis-related (PR) proteins related to resistance to downy mildew (24), was
exclusively expressed after fungal challenge (25). The stimulation of grapevine defences by
PK, seems to be more related to the modulation of chitinase genes (PR3 and PRS) than to
glucanase gene (PR2).

Polygalacturonase inhibitor proteins (PGIP) inhibit fungal endopolygalacturonases leading to
the production of longer degradation products which acts as elicitors. PGIP was only
significantly over expressed in response to downy mildew attack (26).

This modulation of the expression of these genes coding for PR proteins seems to explain, to
her only, the grapevine protections obtained because we obtained either a higher or earlier
over expression in downy mildew infection than in powdery mildew’s. More the PR protein
genes were over-expressed more the grapevine will be protected against pathogen attack
(Figure 3).

The PRI family has been associated with activity against oomycetes and PRI0 transcript
accumulation was observed after fungal challenge. In our study, we observed transcript
accumulation of PR10 in leaves PK,-primed with fungal challenge as well in oomycete
defence response as in this of ascomycete.

As regard PRI gene, we found only a significant induction after pathogen challenges in
susceptible cultivar Cabernet Sauvignon stimulated by PK, in agreement with describe
previously (27 et 28) which found PR-I induced, or not, in infected-leaves of susceptible
cultivars.

The systemic acquired resistance induced by pathogen attack through the signaling pathway
salycilic acid (SA) dependent (29) (SAR with PRI, PRI0 and PR?2), while the induction of
acquired resistance involves the jasmonic acid and ethylene (JA/ET) signaling pathway
dependent (ISR with PR3, PR4 or PR8) and we obtained both the modulation of PRI, PRI10),
PR3 and PRS in the treated and inoculated leaves suggesting a cumulative effect of the ISR
PK;-induced and SAR induced by pathogens. SA and JA/ET signaling pathways play an
important role in mode of action of PK; in Vitis vinifera in agreement with the dual mode of
action of phosphonate derivatives (direct and indirect). Its direct action against pathogens
leads to the pathogen degradation, releasing PAMPs (Pathogen associated Molecular patterns)
recognized by the plant basal immune system. Secondly, by its indirect effect, PK, is able to
stimulate the systemic acquired resistance by SA and JA/ET signaling pathways. It’s the first
work which is able to specify more clearly the mode of action as elicitor of a fertilizer in
grapevine defense stimulation.
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After PK, pre-treatment, PAL and STS transcripts were slightly up regulated after treatment
accompanied with a rapidly increasing in total polyphenol and resveratrol contents just before
pathogen challenges. Our results are in accordance with Nemestothy and Guest (/0).

Amongst the genes coding for enzymes involved in the biosynthetic pathways of
phenylpropanoids, only the CHI was strongly and significantly over-expressed in response to
the defense of an attack of downy mildew while S7S and LDOX were in response defense in
that of the powdery mildew.

Stilbens, and particulary pterostilene and viniferins, are strongly implicated in the resistance
of grapevine to downy and powdery mildew (30-32). These compounds are typically
produced in leaves and berries of grapevines, in response to stresses, which include fungal
infection, UV irradiation and induction by chemicals (33).

Piceid and resveratrol were quantitatively the major stilbenes produced in grapevine leaves. In
stress response, the piceid, the glycosylated form of resveratrol, constitute a pool of
resveratrol. In our experimental procedure, we obtained a significant accumulation of piceide
and resveratrol in response of downy and powdery mildew attack in absence of PK, pre-
treatment.

Alonso-Villarde et al (34) obtained equally piceid and resveratrol accumulation only with
pathogen inoculation and thought that they are not good resistance markers. Our results were
in accordance to Pezet et al (35) because the response of the pathogen inoculation leads to a
rapid stilbene synthase induction and an important resveratrol synthesis maintained after
infection. Romero-Perez et al (36) have shown that the concentration of resveratrol and piceid
in grape berry skins of susceptible cultivars of V. vinifera increased with the level of infection
in the vineyards and thus demonstrated that the only accumulation of these compounds is not
able to interrupt the pathogen growth.

Analysis of the expression of S7S, a key enzyme in the biosynthetic pathway of stilbene,
showed a significant over-expression 48 hours after an attack of powdery mildew in the
leaves pretreated with PK, but there was an overall accumulation of metabolites of this
pathway at 24 hours after the initial infection of powdery mildew.

This early accumulation of metabolites can be explained by an over-expression of the STS
gene very early in the first hours, prior to the first sampling, not detected. We did not find
significant over-expression of PAL, the first key enzyme in the phenylpropanoid biosynthetic
pathway as it is commonly described because it occurring within 8 to 12 hours after infection
(37). This phenomenon could explain the accumulation of secondary metabolites 24 hours
before the STS over-expression. Despite the concept that phytoalexins are derived from
distant precursors through de novo synthesis, previous studies (38) have suggested that
preformed glycosides may represent a precursor pool for phytoalexin biosynthesis. A rapid de
novo synthesis of B glucosidase (by induction of its expression), faciliting a releasing of
prestored intermediates for the biosynthesis of phytoalexins.

Pterostilbene, the methylated form of resveratrol, is as toxic as viniferin against P. viticola
was only identified in the samples in response to downy mildew infection. The present results
showed that PK, treatment induced significant accumulation of pterostilbene in grapevine
leaves (4.6 png g of dried leaves), as well as an inoculation with P.viticola (4.05 pg g of
dried leaves). No significant accumulation of pterostilbene was observed after powdery
mildew infection. And the downy mildew inoculation in PK, pre-treated leaves induced the
accumulation of pterostilbene 2 times higher than in untreated and inoculated or treated and
no inoculated leaves (8.6 pg g of dried leaves). There is a cumulative effect of PK, treatment
and downy mildew inoculation on pterostilbene accumulation.
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The localization of stilbenic phytoalexins at the infection sites as well as their concentrations
and the time-rate of their synthesis contribute the establishment of resistance mechanisms in
grapevine (32). It could be important to note that viniferins were never identified in the
samples in defense response to downy or powdery mildew infections.

Data, expressed per dried weight, seem to be in contradiction with the hypothesis that piceid
and resveratrol are strongly implicated in the resistance of grapevine to powdery and downy
mildews, because we observed that its accumulations occurred after pathogen challenge with
or without PK, treatment.

Moreover, pterostilbene alone was found in high concentrations in PK, treated leaves 72
hours after P. vitcola infection, suggesting an important role of this compound in growth
inhibition of this pathogen. Similarly, Slaughter et a/ (38) pointed to the involvement of
pterostilbene in resistance against downy mildew after beta-aminobutyric induction. Our
results showed a strong correlation between the accumulation of pterostibene and the
grapevine protection.

Many metabolites can be stored in the plant as conjugates inactive and can be activated by the
hydrolysis of glucosidic bridges after alteration of the cell membrane. Naoumkina in 2007
(39) found that the defense response induced by methyl jasmonate in Medicago truncatula
results from the induction of de novo synthesis of glucosidases, thus facilitating the re-release
of stored pre-intermediate for the biosynthesis of defense compounds. This early
accumulation of metabolites before the peak of expression of genes involved in metabolism
could be explained by their quick retrieval from inactive conjugates.

The PR proteins act in conjunction with flavonoids and stilbenes directly on the pathogen
(40). It would be interesting to search for and quantify other compounds from the secondary
metabolism (flavonoids) as we have observed changes in the expression of genes coding for
enzymes in their biosynthetic pathway (CHI, CHS, LDOX, ANR) .

The PKj-enhanced grapevine protection was probably due to the combination of over
expression of defence related-genes coding mainly for PR proteins and pterostilbene
accumulations. These results obtained in Vitis vinifera are in agreement with those obtained
on tobacco by Nemethoty and Guest (/0) which found that fosetyl Aluminium, a phosphonate
derivative enhanced sesquiterpenoid phytoalexin accumulation, PAL activity, lignin
deposition and ethylene biosynthesis following inoculation.

This work gives an indication of the potential use of transcripts and stilbenes as markers of
the defense status of grapevine leaves. Overall results indicate that modulation of defense
gene regulation is often more marked after inoculation with P. viticola isolates and this could
be in relation to the greater efficacy of grapevine defense on these pathogens.

From these results, the evaluation of effectiveness must be made in the vineyard to examine
the effectiveness that can be expected and to assess the level of defense of the whole plant
under field conditions in natura. Although the stimulating of defenses of plants present good
reproducible efficiencies in controlled conditions in the laboratory, it turns out that the
application of this method in natura seems more delicate and presents generally very variable
efficiencies. Understanding the mechanisms and possessing markers of grapevine resistance
status will be a prerequisite for inducer development in integrated pest management in the
vineyard.

The results of the Cooke and Little (4/) experiments indicate that a spraying program where
phosphites are integrated with reduced applications of a systemic or non-systemic fungicide
could help to suppress foliar and tuber late blight infection and overwinter survival of P.
infestans in potato tubers.
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The application of elicitor molecules appears promising as an alternative fungicide to fight
downy and powdery mildew, but knowing that these treatments induce strong changes both at
the molecular and biochemical level, one wonders what will the impact of these new methods
in terms of protection and quality of clusters. Tests were carried out in experimental vineyard
to evaluate the effectiveness of this protection in natural conditions on foliage but also on the
harvest producted at the end of the season (grape protections, yield, pH and acidity of musts
and sugar contents).

ABBREVIATION USED

PR protein: Pathogenesis Related protein ; EF/y: ychain of Elongation Factor 1; PGIP:
Polygalacturonase Inhibiting Protein; PAL: Phenylalanine Ammonia Lyase; S7S: Silbene
Synthase; CHI Chalcone Isomerase; CHS: Chalcone Synthase; LDOX : Leucoanthocyanidin
Oxydase ; ANR : Anthocyanidin Reductase ; LOX: Lipoxygenase ; GST: Gluthation S-
transferase ; ACC : 1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid oxidase ; ANTS : Anthranilate
Synthase ; CHORS : Chorismate Synthase ; CHORM : Chorismate Mutase ; MAPK : Mitogen
Activated Protein Kinase ; PAPM : Pathogen Associated Molecular Pattern ; SA/JA/ET :
Salycilic Acid/Jasmonic Acid/Ethylen ; HPLC : High Performance Liquid Chromatography ;
RTqPCR : quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction ; RNA : Ribonucleic Acid ;
DNA : Deoxyribonucleic Acid; cDNA : complementary DNA ; dNTP : Deoxynucleotide
Triphosphates ; HCI : Hydrochloric acid; EDTA : Ethylen Diamine-Tetraacetic acid ;
CTAB : Cetyl Trimethylammonium Bromide ; PVPP : Polyvinyl Polypyrrolidone ; NaOAc :
Sodium Acetate ; EtOH : Ethanol ; MeOH : Methanol ; SAR : Systemic Acquired Resistance ;
ISR : Induced Systemic Resistance ; Pv : Plasmopara viticola ; En : Erysiphe necator.
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Table 1: Characteristics of P. viticola and E. necator isolates.

1 2 . . . . . .
: famoxadone; *: iprovalivarb: *: mefenoxam. S=sensitive isolate, R=Resistant isolate.

Pathogen Isolates Locality of vineyard Sampling year Fungicide sensitivity
FAM' [IPRO’ MEF *
P. viticola
PvR MIC 128 Bordeaux 2005 R R s
Pv-5 Cou 15 Bordeaux 2004 S S S
E. necator Genetic group
En-A LLU 41 Pyrénées-orientales 2006 A
En-B PV 74 Pays de I’Aude 2006 B

192



Table 2: Primer sets used for gene expression of grapevine.

Genes Forward primer (5°-3°)  Reverse primer (5°-3°) GenBank N°
Elongation Factor 1-y Chain (EFI7) GAAGGTTGACCTCTCGGATG AGAGCCTCTCCCTCAAAAGG AF176496
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ACAACAATGGACTGCCATCA CACTTTCGACATGGTTGGTG X759%7
Stilbene synthase (S7S) ATCGAAGATCACCCACCTTG CTTAGCGGTTCGAAGGACAG X76892
Leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) TGGTGGGATGGAAGAGCTAC COCCACTTGCCCTCATAGAAA X759%66
Anthocyanidin reductase (4NR) CCTGCCTCCAAGACACTAGC GGOCATCAGAGTAGGGATGA VVIO00166
Chalcone isomerase (CHI) AGAAGCCAAAGCCATTGAGA CCAAGGGGAGAATGAGTGAA X75963
Chalcone synthase (CHS) CCAACAATGGTGTCAGTTGC CTCGGTCATGTGCTCACTGT X75969
PR proteinclass 1 (PRI) CCOCAGAACTCTCCACAGGAC GCAGCTACAGTGTCGTTCCA AJ536326
PR protein class 10 (PR10) GCTCAAAGTGGTGGCTTCTC CTCTACATCGOCCTTGGTGT AI291705
31,3 glucanase (PR2) GGGGAGATGTGAGGGGTTAT TGCAGTGAACAAAGCGTAGG AF239617
Chitinase class IV (PR3) TATCCATGTGICTCCGGICA TGAATCCAATGCTGITTCCA V97521
Serine protease inhibitor (PR6) ACGAAAACGGCATCGTAATC TCTTACTGGGGCACCATTTC AY156047
Chitinase class I (PRS) AATGATGCCCAAAACGTAGC ATAAGGCTCGAGCAAGGTCA 768123
Polygalacturonase inhibitor protein (PGIP) COGGGAAAATCCCATATTCT AAGGTCCAACGACGTCAAAC AF305093
Lipoxygenase 9 (LOX) GACAAGAAGGACGAGCCTTG CATAAGGGTACTGOCCGAAA AY159556
Glutathione S- transferase (GST) GGGATCTCAAAGGCAAAACA AAAAGGGCTTGCGGAGTAAT AY156048
l-aminocyclopropane, 1-carboxylic acid oxidase
“co GAAGGCCTTTTACGGGICTC CCAGCATCAGIGIGTGCICT AY211459
Anthranilate synthase (ANTS) AAAAATCCAAGAGGGGTGCT  AAGCTTCTCCGATGCACTGT XM 002281597
Chorismate mutase (CHORM) TCATTGAGAGGGCCAAATTC  AGGAGGCAGAAAAAGCATCA  FJ6048%4
Chorismate Synthase (CHORS) GCCTTCACATGCAGATGCTA  CTGCAACTCTCCCAATGGTT FI604855
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Table 3: Relative expression of defense-related genes that are significantly induced (bold and

italic) in leaves after PK, treatment in comparison with controls un-inoculated at the threshold
of 0.05 %.

24 hpt 48 hpt 72 hpt 96 hpt

PR1 3.53 3.81 -1.29 1.13
PR2 2.63 3.07 1.41 4.06
PR3 1.37 -1.80 1.08 1.45
PR6 4.02 3.66 2.68 -1.35
PR8 2.27 2.48 1.96 1.36
PR10 3.50 5.94 2.63 122
PGIP 3.09 2.41 -1.08 1.25
PAL 1.10 1.06 3.74 1.64
STS 2.15 3.85 1.44 4.20
CHI 2.48 -2.04 -2.50 1.20
CHS -1.31 -1.02 1.10 2.42
LDOX 1.12 5.27 2.20 1.05
ANR -1.03 2.73 -2.35 -1.20
Lox -1.75 11.67 1.74 -1.68
GST 21.13 8.79 13.83 2.79
ACC -1.18 1.59 -2.50 2.83
ANTS 4.31 -1.09 4.31 1.0
CHORM 6.00 6.22 2.44 -1.02
CHORS 6.62 1.68 1.47 -1.37
% of d:feer:::“ated 263 684 105 0.0
Relative% ofUP 1500 1000 1000 0.0

regulated genes

194



Table 4: Relative expression of defense-related genes that are significantly induced (bold and
italic) or repressed (underlined and italic) in PK, pre-treated leaves after inoculation in
comparison with controls inoculated at the threshold of 0.05.

Plasmopara viticola Erysiphe necator
24 hpi 48 hpi 72 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
PR1 3.08 3.39 1.66 1.17 1.74 1.72
PR2 -7.41 -1.04 1.44 -22.82  -3.11 4.55
PR3 33.30 4.10 3.50 -11.04 3.61 1.12
PR6 6.07 17.33 5.22 14.12 7.01 1.62
PR8 -1.29 1.80 -1.49 3.70 248 2.85
PR10 14.05 4.37 1.40 8.70 2.76 1.64
PGIP 26.15 178 3.31 -1.09 1.79 -1.48
PAL 2.91 -1.02 1.84 111 1.29 3.16
STS -2.54 -2.37 1.72 -4.83 35.50 2.91
CHI 26.97 1.74 1.28 -27.24 3.17 -3.17
CHS 118 1.56 1.83 1.92 1.77 2.76
LDOX -9.08 213 132 1.20 2.39 6.13
ANR 1.19 1.06 1.06 2.42 -4.65 -1.79
LOX 1.53 -1.45 1.68 -19.40 1.83 -8.19
GST 1.53 1.04 1.30 1.68 2.79 -1.85
ACC 2.85 1.06 -2.15 -18.36 -3.01 2.01
ANTS 132 8.77 1.70 251 2.88 2.07
CHORM 132 -1.42 1.05 27.36 2,13 2.73
CHORS 3.93 -8.14 1.24 1.94 -1.30 1.78
v of di;er:::“ated 526 316 158 | 368 368 421
f:g'if;"teegg‘:n‘g 70 833 100 | 571 714 75
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Figure legends

Figure 1: Protection of grapevine detached leaves in response to PK, treatment against
Plasmopara viticola and Erysiphe necator. PK; (3.18 mM) was sprayed 24 hours before
pathogen inoculations. Diseases were assessed 7 and 12 days post-inoculation for downy and
powdery mildew respectively and expressed as the percentage of growth inhibition. Results
represent the mean + standard deviations. Statistical analysis was performed using variance
analysis using the statistical software Systat 11 (Systat Software. Inc) and significant
differences were determined by Tuckey’s honest significant difference (HSD) test at level of
P < 0.05.

Figure 2: Relative gene expression in infected leaves with different isolates of Plasmopara
viticola (Pv) and Erysiphe necator (En), without (A) or with PK, pre-treatment (B). Each
column represents the time point after pathogen inoculation (24, 48 or 72 hpi) and each line
corresponds to one gene represented by a single row of boxes. The colour scale bars represent
the ratio values corresponding to the mean of two independent experiments. Genes with a
higher expression level appear in red with a colour gradient, while those with lower intensity
appear in blue (in white no change in gene expression compared to respective control
uninoculated and without treatment at each time and at each foliar stage). In Fig. 3B, the
columns corresponding to PK, treatment alone represent the mean of the relative gene
expression of the different foliar stages of the two independent experiments.

Figure 3: Means of relative expression of defense-related genes during three days in PK, pre-
treated leaves after inoculation in comparison with controls untreated and no inoculated.
Values which are significantly induced at the threshold of 0.05% were bold underlined. Data
corresponded at the mean of 4 independent experiments for E. necator and P. viticola.

Figure 4: Correlation between the mean of relative gene expressions and leaves protection
triggered by PK, against downy and powdery mildew.

Figure 5: HPLC quantification of polyphenols content in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to PK, treatment with or without pathogen inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 3.18 mM of PK,. Results represent the means (+ standard deviations) of four
experiments. Stars represent the values significantly different from controls at the threshold of
0.05 %.

Figure 6: HPLC quantification of three frans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to PK, treatment with or without P. viticola inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 3.18 mM of PK,. (A) trans-piceid. (B) trans-resveratrol and (C) pterostilbene. Results
represent the means (+ standard deviations) of four experiments. Stars represent the values
significantly different from controls at the threshold of 0.05 %. (D) control; (|:|) PK,
treatment; (.) Pv-infected leaves; (.) Pv-infected leaves and PK, treatment.
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Figure 7: HPLC quantification of three trams-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to PK, treatment with or without E. necaftor inoculations.
Grapevine leaves were pre-treated 24 hours before downy and powdery mildew inoculations
with 3.18 mM of PK,. (A) frans-piceid. (B) trans-resveratrol and (C) pterostilbene. Results
represent the means (+ standard deviations) of four experiments. Stars represent the values
significantly different from controls at the threshold of 0.05 %. (D) control; (D) PK,
treatment; () En-infected leaves; (.) En-infected leaves and PK, treatment.
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Fig. 1. Protection of grapevine detached leaves in response to PK, treatement against
Plasmopara viticola and Erysiphe necator.
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Fig. 2. Relative gene expression in infected leaves with different isolates of Plasmopara
viticola (Pv) and Erysiphe necator (En), without (A) or with PK, pre-treatment (B).
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Fig. 3. Means of relative expression of defense-related genes during three days in PK, pre-
treated leaves after inoculation in comparison with controls untreated and no inoculated.
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Fig. 4. Correlation between the mean relative gene expressions (M) and leaves protection (%

of growth inhibition (M) triggered by PK, against downy and powdery mildew.
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Fig. 5. Quantification of polyphenol content in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet Sauvignon
leaves in response to PK, treatment with or without pathogen inoculations.
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Fig. 6. HPLC quantification of three trans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to PK,; treatment with or without P. viticola inoculations.
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Fig. 7. HPLC quantification of three frans-stilbenes in Vitis vinifera (L.) cv Cabernet
Sauvignon leaves in response to PK; treatment with or without E. necator inoculations.
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3. Conclusions

L’objectif principal de ce travail visait a préciser le role de phosphonates tels que le PK,
et le fosétyl-Al dans I’¢licitation des défenses de la vigne contre deux agents pathogenes
biotrophes majeurs (E. necator et P. viticola). La comparaison des réponses de la plante,
obtenue apres élicitation avec les phosphonates, a été comparée a celle obtenue apres une
stimulation avec le BTH, et devait nous permettre de mieux comprendre le potentiel éliciteur
de ces molécules.

Nous avons évalué dans un premier temps, le niveau de protection apportée par les
traitements a I’aide d’une gamme de concentrations de BTH, FOS et PK2 (de 0 a 1500 mg/L),
que nous avons testé sur 19 souches d’oidium appartenant aux deux groupes génétiquement
distincts (A et B) et sur 6 souches de mildiou présentant des caractéristiques phénotypiques
différentes (résistances aux fongicides, agressivit¢) afin d’appréhender I’impact de la diversité
des agents pathogenes sur I’efficacité des traitements.

Mes résultats montrent sans ambiguité que 1’efficacité des réponses de la vigne varie
selon 1’¢éliciteur utilisé mais également selon la variabilité de I’agent pathogeéne considéré.

La comparaison des différentes valeurs des EDsy obtenues (Tableau 19) montre que les
trois produits présentent tous une meilleure efficacité anti-mildiou, qu’anti-oidium. Le PK,
apporte une protection a la vigne plus modérée contre 1’ensemble des pathogeénes. Les trois
produits induisent une efficacité de protection similaire contre le mildiou sans distinction des
isolats. Le BTH, quant a lui, protege la vigne efficacement quel que soit le pathogene
considéré. En revanche, les phosphonates révelent des efficacités bien différentes. Ainsi le
FOS apporte-t’il une efficacité significativment plus faible contre I’oidium de groupe A que
contre I’oidium B. Globalement une moindre efficacité des phosphonates contre les oidiums
est observée. A noter, que Speiser ef al., (2000) avait constaté que le phosphonate de
potassium était efficace contre le mildiou, mais pas contre l'oidium. Le fait nouveau est
certainement la moindre sensibilité des souches d’oidium de groupe A au FOS.

Dans cette étude, nous avons observé aucun effet direct du BTH, méme a de fortes
concentrations, sur la croissance mycélienne et la production de spores de P. viticola et E.
necator, en accord avec ce qui est couramment décrit (Freidrich ef al., 1996 et Gorlach et al.,
1996). En revanche, pour les phosphonates, conformément a leur mode d’action, ils
présentent bien une activité fongitoxique sur 1’oomycéte P. viticola et de fagon plus
surprenante sur I’ascomycete E. necator.

Tableau 19 : Comparaison des EDs, obtenues apres traitement avec le BTH, fosétyl et PK,.

Valeurs de EDsy (mM)
BTH FOS PK,
Mildiou R 0,47 +£0.06 0,52 +0.04 1,27 £0.02
Mildiou S 0,53 +£0.13 0,48 £0.07 0,64 £ 0.08

Oidium A 1,05+0.28 3,30 £ 0.46* 7,44 £ 1.38*
Oidium B 2,00 +0.10 0,89 + 0.32 6,36 £ 1.53%

* valeur significative au seuil de 5%.

Les données présentées dans cette étude démontrent que les produits testés protégent la
vigne efficacement contre des infections de mildiou et d’oidium en induisant une résistance
systémique acquise. En effet, la vigne module ses défenses en réponse a I’application des
stimulateurs au niveau moléculaire en surexprimant un ensemble de génes de défense, mais
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leurs expressions varient selon la molécule utilisée. Nous montrons de surcroit que
I’agressivité ou les particularités génétiques ou phénotypiques des agents pathogénes
interagissent également.

Les produits appliqués sur les feuilles induisent trés rapidement, 24 ou 48 heures apres
traitement, des modifications au niveau moléculaire. Le BTH induit des modifications plus
importantes que les phosphonates, puisqu’il induit, 24 heures aprés traitement, la sur-
expression de 13 geénes sur les 23 étudiés alors que ces derniers induisent en 48 heures, la sur-
expression de seulement 8 d’entre-eux (Figure 32).

Quel que soit le stimulateur utilisé, nous remarquons que 7 geénes se retrouvent
communément sur-exprimés 24 heures aprés le traitement, lesquels codent pour 3 PR-
protéines (PRI, PRI0 et PGIP), trois enzymes impliquées dans la voie de biosynthese des
composés indoliques (ANTS, CHORM et CHORS) et la GST intervenant dans le maintien du
status rédox de la plante (Figure 32). Quarante huit heures aprés traitement, une sur-
expression commune de PRI, PRI0 et CHORM est observée en réponse a I’¢licitation des
trois produits.

Figure 32: Diagramme de Venn représentant les surexpressions des geénes de feuilles de
vigne 24, 48, 72 et 96 heures apres traitement avec le BTH, FOS et PK,.
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Figure 33: Diagramme de Venn représentant les surexpressions de génes dans les
feuilles de vigne prétraitées avec (A) le BTH ; (B) le FOS et (C) le PK; en réponse a une
attaque de mildiou sensible (Pv-S) ou résistant (Pv-R) au fongicide ou d’oidium de groupe A
(En-A) ou de groupe B (En-B).
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Sur I’ensemble de la période d’étude, la vigne stimulée par le BTH, le FOS et le PK,
induit la surexpression de PR6, PRI10 et ANTS en réponse de défense de tous les pathogénes
¢tudiés (Figure 33), puis une sur-expression de PRI et PR3 en réponses a une attaque de
mildiou (Pv-S et Pv-R) ou une sur-expression de STS et CHORM en réponse a une attaque
d’oidium (En-A et En-B). Le BTH seul induit une surexpression de S7'S en réponse a I’attaque
des 4 especes de pathogenes et le fosétyl induit la surexpression de CHI et PGIP lors de la
défense de la vigne contre tous les pathogeénes. Les souches d’oidium B et de mildiou
résistantes aux fongicides semblent conduire la plante & mettre en place des régulations plus
importantes que celles mises en place pour les souches plus sensibles aux fongicides (En-A et
Pv-S) pour limiter leur développement (Figure 33). Il semble que la plante réagisse d’autant
plus intensément que les souches soient agressives. En effet, comme les souches d’oidium de
groupe A ont été montrées moins agressives que les souches de groupe B en termes de
germination et d’efficacité d’infection (Montarry et al., 2009), il est plausible de faire cette
hypothése. De maniere similaire, la souche de mildiou utilisée, résistante aux fongicides (Pv-
R), présente un indice de fitness (FI=2,15) supérieur a la souche sensible (Pv-S, FI= 1,78)
(Corio-Costet et al., 2011), avec un fort potentiel d’infection. Dans ce cas €galement nous
notons une meilleure efficacité des défenses de la vigne sur cette souche. Toutefois, pour la
souche de mildiou résistante, sa résistance aux fongicides de type CAA (inhibiteur de la
biosynthése de la paroi fongique) pourrait éventuellement la rendre plus sensible aux
défenses mises en ceuvre par la vigne. A noter également, le peu de génes communs exprimés
par la vigne, en réponse aux attaques des deux types de souches, et ce quel que soit I’¢liciteur
utilisé.

A noter également, le peu de génes communs exprimés par la vigne, en réponse aux
attaques des deux types de souches, et ce quel que soit I’¢éliciteur utilisé.

Une sur-expression de PGIP est observée dans les feuilles traitées avec les
phosphonates (FOS et PK,) en réponse a une attaque de mildiou (Pv-S et Pv-R). Les
polygalacturonases, produites par les champignons, sont des enzymes qui dégradent la pectine
des parois végétales lors du processus de colonisation (Kortekamp et al., 2006). Les PGIP
doivent jouer un rdle plus important dans les défenses de la vigne contre le mildiou, un
oomycete endoparasite, pour inhiber sa croissance que contre 1’oidium, un champignon
ectoparasite. En effet, du fait de leur appartenance a un autre phylum que les champignons, la
paroi cellulaire des oomycetes est connue pour contenir de la cellulose, et des glucanes
(gluco-, xylo- et manno- glucanes) des composés différents de ceux communément rencontrés
chez les champignons.

Les réponses de défenses induites par les trois éliciteurs, en réponse a une attaque de
mildiou, conduisent a une sur-expression généralisée de PR3 (Figure 33), une PR protéine
ayant une activité chitinase, appartenant a la classe IV. Ce qui peut paraitre surprenant si I’on
tient compte de la littérature qui décrit les oomycétes comme ne contenant pas de chitine.
Néanmoins, I’action co-jointe de chitinases et glucanases doit intervenir dans 1’efficacité des
défenses de la plante contre le mildiou. De plus, les enzymes agissant directement sur le
pathogene induisent la dégradation de la paroi fongique et libérent des fragments qui peuvent
aussi induire ’activation des défenses.

Un ensemble de genes a été indentifié comme marqueurs de la SAR médiée par la voie
de Dl’acide salicylique (Ward et al.,, 1991 et Friedrich et al., 1996) et induits de fagon
coordonnée codant pour PRI, PR2, PR5 et PRI0. En revanche, les génes codant pour des
chitinase (PR3, PR4 et PRS) sont couramment utilisés comme marqueurs de réponses de
défenses médiées par 1’acide jasmonique et 1’éthyléne. Nos résultats obtenus montrent que le
BTH et les phosphonates induisent une résistance systémique acquise par sur-expression de
genes potentiellement SA-dépendants comme décrits dans la littérature, mais induisent aussi
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la sur-expression de chitinases (PR3 et/ou PRS), marqueur supposé provenir d’une
signalisation passant par les voies de 1’acide jasmonique et de I’éthyleéne. Perazzolli et al.,
(2011) a obtenu une surexpression de PR4, une PR protéine marqueur de la voie de I’acide
jasmonique (Hamiduzzaman et al., 2005) apres traitement avec le BTH. Nous montrons aussi
dans notre étude que la voie de I’éthyleéne (transcripts ACC), apres un traitement avec le BTH
ou les phosphonates semblent également intervenir.

Les métabolites secondaires produits par les plantes sont des ¢léments nécessaires a leur
le développement et pour leurs réponses a des changements environnementaux. L’analyse de
I’expression du gene ST, enzyme clé de la voie de biosynthese des stilbenes, montre une sur-
expression significative, 48 heures apres une attaque d’oidium et de mildiou dans les feuilles
prétraitées avec les trois produits, et nous observons globalement une accumulation des
métabolites issus de cette voie dés 24 heures aprés une infection d’oidium. Cette
accumulation rapide de métabolites pourrait résulter d’une sur-expression du gene ST
précoce des les premiéres heures, qui ont précédé le premier prélévement de 24 heures et que
nous n’avons pas pu déceler. En revanche, nous n’avons pas trouvé de sur-expression
significative de la PAL, la premiére enzyme clé de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides. Couramment décrite comme survenant dans les 8 a 12 heures apres
I’infection (Latunde-Dada et al., 2001 et Belhadj, 2008), ce phénoméne non per¢u dans notre
¢tude pourrait expliquer cette accumulation de métabolites secondaires 24 heures avant le
deuxiéme pic de sur-expression observée. L’augmentation observée des polyphénols en amont
du pic d’expression des enzymes cl¢ de la voie de biosyntheése pourrait également étre due a
une métabolisation des ressources disponibles. Ainsi, l'accumulation de ptérostilbeéne
résulterait-elle d’une méthoxylation du resvératrol ou picéide. La reconnaissance précoce de
pathogénes et la vitesse de synthése ou de métabolisation des stilbénes pourraient étre
essentielles dans la définition du niveau de résistance contre le mildiou.

En plus des phénylpropanoides, les alcaloides, isoflavonoides, la lignine et les dérivés
de l'indole pourraient jouer un role important dans la résistance aux pathogenes (Hu et al.,
2009). Suite au travail de J. Bouscaut (2005), qui identifiait des composés, a noyau indolique
de type tryptophane, accumulés dans les feuilles traitées avec le BTH, nous nous sommes
intéressées a cette voie de biosynthése, par homologie a celle d’Arabidopsis thaliana. En
effet, chez cette plante modele, I’induction de la synthése de camalexine, un composé dérivé
du métabolisme du tryptophane, ou de la scopolétine (un isoflavonoide) représente une part
importante des mécanismes de defenses en réponse a une attaque de pathogene, laquelle
implique des voies de signalisation dépendante de I’acide salicylique, de 1’acide jasmonique
ou de I’éthylene (Figure 34) (Beets et Dubery, 2011). De plus, la chorismate synthase
(CHORS), anthranilate synthase (ANTS), et chorismate mutase (CHORM) sont des genes
différentiellement exprimés lors d’interactions compatibles et incompatibles de 'orge avec B.
graminis f. sp. hordei (Hu et al., 2009) (Fig. 34). En présence d’agents pathogénes, dans notre
¢tude, les réponses de défenses de la vigne contre le mildiou et I’oidium, induites par les trois
¢liciteurs, conduit a une forte modulation de 1’expression des genes ANTS, CHORM ou
CHORS. Nous suggérons, qu’a I’instar du modéle Arabidopsis, la vigne serait capable de
moduler ses défenses et de produire des phytoalexines différentes des stilbénoides pour lutter
plus efficacement contre certains agents pathogenes. Toutefois, cette voie des indoles est
¢galement celle qui préfigure la biosynhtése de I’auxine (AIA) (Figure 34) et I'implication
d’un role du BTH sur cette voie de manicre directe ou indirecte reste plausible au vu de
certain effet de retard de croissance qu’induit un traitement avec le BTH (cf. partie II).
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Figure 34: Voies métaboliques conduisant a la production de métabolites secondaires et des
composés antimicrobiens chez I’orge (Hu et al., 2009).

Outre, les phytoalexines ayant des activités antifongiques, la plante empéche le
développement d’un bio-agresseur en renforcant ses parois pectocellulosique par dépdt de
lignine ou de callose qui serviront de barriere mécaniques, affectant ainsi ’efficacité de
pénétration de 1’agent pathogene. L’exploration de ces nouvelles voies métaboliques a donc
¢été entreprise, en dessinant de nouvelles amorces spécifiques de génes codant pour d’autres
genes impliqués dans les défenses de plante.

En conclusion de cette partie, nous avons développé un systeéme d’évaluation in vitro de
I’efficacité de produits éliciteurs au niveau biologique, moléculaire et biochimique. Les
modifications observées au niveau moléculaire et au niveau biochimique nous confirment que
les mécanismes de défense de la vigne sont complexes. La méthode "BioMolChem" utilisée
dans cette ¢tude a permis d’étudier plus finement le comportement de la vigne, face a une
attaque de mildiou et d’oidium, dans ses réponses aprés une élicitation, et montre que la
plante module son métabolisme en fonction du produit utilisé, mais ¢galement en fonction de
la diversité phénotypique et génétique des agents pathogeénes rencontrés.

Cette méthode devra étre testée en conditions naturelles au vignoble afin d’étre validée
pour appréhender les limites de 1'usage des SDPs au vignoble, lors de 1’¢laboration de
stratégies de lutte alternatives ou complémentaires aux fongicides. Ce travail fait 1’objet de la
deuxieme partie de ma thése.
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Partie II : Evaluation, comparaison et efficacité des effets
inducteurs in natura

1 Introduction

Des essais au vignoble, sur des parcelles expérimentales €¢lémentaires prétraitées avec
les différents produits éliciteurs (BTH, FOS), ont été réalisés en 2009, 2010 et 2011, afin
d’évaluer I’efficacité de ce type de méthode en conditions naturelles. Les travaux réalisés se
sont attachés a répondre a 3 questions majeures :

- Peut-on appliquer cette méthode et I’intégrer dans les stratégies de lutte avec des
résultats intéressants ?

- Peut-on évaluer I’état de défense de la vigne in natura et valider les marqueurs
développés précédemment ?

- La triple approche "BioMolChem" peut-elle nous éclairer pour expliquer les
variabilités de réponses et d’efficacité observées ?

Pour ce faire, nous avons effectué¢ des inoculations artificielles avec les deux agents
pathogenes. Le projet s’est intéressé principalement aux mécanismes de défense de la vigne,
de la période du débourrement (fin avril- début mai), a la véraison (juillet). Au cours de
chaque essai, ’efficacité a été évaluée par :

= un suivi des épidémies et des mesures de rendement,
. I’expression de genes de défense,

= des analyses qualitative et quantitative par HPLC des composés phénoliques
présents dans des feuilles prélevées a différents temps.

Le geéne codant pour la chaine gamma du facteur d’¢élongation 1 (EF[y) a été choisi
comme gene de référence. L’ensemble des geénes utilisés dans la partie I (Tableau 17) a été
utilisé sur le terrain. L’expression a ¢été suivie temporellement sur 4 blocs répétés (cf
Matériels et Méthodes- 2.2.2.).
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Figure 36: Evolution des épidémies de mildiou en 2009, 2010 et 2011, exprimée en termes de
sévérité sur feuilles (% moyen d’attaque) et d’intensité (% de feuilles attaquées) (¢ témoin
non traité ; A Fosétyl ; m BTH et m Mancozebe).
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2 Résultats

2.1 Efficacité des différents traitements sur le développement des épidémies de
mildiou et d’oidium de la vigne

2.1.1 Effet des traitements sur le mildiou de la vigne

Les développements des épidémies de mildiou observées durant ces trois années
d’expérimentations au vignoble ont été¢ trés différents, liés aux variations climatiques
annuelles.

Le développement et la dispersion de P. viticola nécessite des conditions favorables de
température mais surtout d’humidité car les zoospores flagellées nécessitent de I’eau liquide
pour atteindre les stomates lors de I’infection. Les données climatiques recueillies montrent
que globalement nous n’avons pas eu de différences en températures importantes. En
revanche, de fortes différences au niveau des précipitations au cours des trois années
d’expérimentation ont été observées (Figure 35).

Ainsi, I’année 2009 fht-elle la plus pluvieuse, et 2011 a-t-elle ét€ une saison trés séche
avec tres peu de pluie. 2010 s’est comportée de manicre intermédiaire.

En 2009, les parcelles témoins révelent que 1’épidémie prend son essor des le 18 juin et
une phase particuliérement explosive s’exprime a partir du 9 juillet, conduisant a la date du 20
aolt a plus de 90% de sévérité sur les feuilles. Sur grappes, plus de 90% de sévérité sont
atteints en juillet (Figure 36) et aucune grappe ne subsiste a la date du 1* septembre (Figure
37 et annexes 8§ et 9).

En 2010, I’épidémie de mildiou est moins sévere. Elle s’intensifie comme en 2009 dés
le 24 juin, puis stoppe brutalement a partir du 13 juillet, conduisant a la date du 23 juillet a
seulement 54 % de sévérité sur les feuilles. Ce niveau d’attaque se maintiendra jusqu’a la fin
de la saison et la récolte des fruits. Sur grappes, plus de 66% de sévérité de la maladie sont
atteints en juillet sur les parcelles témoins.

Par contraste avec 1’année 2009, quelques grappes sont présentes a la fin de la saison
présentant un niveau d’attaque inférieur a 55 % de maladie.

En 2011, I’épidémie démarre de maniére similaire a celle de I’année 2009 (18 juin),
mais elle progresse doucement au cours de la saison sans phase explosive pour atteindre fin
aolt a 68 % de sévérité sur les feuilles. Sur grappes, 40 % de sévérité de maladie est atteint
fin juillet. En 2011, une deuxiéme inoculation artificielle a été réalisée afin d’augmenter la
pression parasitaire restée trop faible a cause des conditions climatiques trés défavorables au
mildiou.

Au cours des trois années d’expérimentation, nous avons obtenus 3 développements
d’épidémies trés différents avec en 2011 des niveaux d’attaques les moins prononcés
montrant un effet trés important du millésime.

Le Mancozebe, un fongicide multi-site appliqué en tant que fongicide de référence,
montre une bonne efficacité tout au long de 1’expérience, tant sur feuilles que sur grappes
(Figures 36, 37 et 38). La sévérité d’attaque obtenue dans cette modalité est de seulement
12,5% en 2009 et 3 % en 2010 et 2011 fin juillet. Seuls 45,5 % et 20 % de feuilles sont
atteintes par la maladie (Figures 36 et 38). Cependant dés I’arrét des traitements, la maladie
reprend son développement pour atteindre un peu plus de 30 % de sévérité sur feuille fin aofit.
Malgré des intensités sur feuilles fortes en 2011, le niveau d’attaque observé sur grappes a la
récolte est trés faible, seulement 9 % en 2009 et moins de 4 % en 2010 et 2011 (Figure 37).

213



vic

"(999z0ouBIA B 10 H1g W ¢ [A19S0, W ¢ $9)IeI) UOU SUIOWD) M)
‘(onbeye, p uokow o) soddei3 sop anbene p 91119A9s ud dQWILIAXd [ 107 10 010Z-600T UL NOIP[IW 9P SAMWIPIA SOp uonn[oAy : L€ INSIg

3oqnf uy 1oqnlingap
: - 0
q q q q
q a %,
0C m
—a
™
e >
X
oy 3
e o
<
S
09 a
Q
=
Q
08 o
c
o
00l
3oqnl uy 1oinlingap 1oinl uy Jeqnlingap
(7]
O %
> <
= [}
= =
3 &
w S
: 3
S <
= D
o =
) o
Q
g =
K] Q
c Q9
() c
= )
00l e [1]1]}




Le Mancozebe appliqué a demi-dose (1,05 g/L) selon la cadence décrite dans les
Matériels et Méthodes (§ 2.2.1.3) assure également une bonne efficacité de la protection des
feuilles et des grappes, non significativement différente de celle obtenue avec le fongicide a
pleine dose (2,1 g/L). Nous obtenons respectivement 7,5 et 7,3 % de sévérité d’attaque sur les
feuilles en juillet 2010 et 2011. Néanmoins, une sévérité d’attaque sur feuilles plus intense est
atteinte en 2011 avec 41 % de sévérité fin aolit et seulement 21 % en 2011. Un constat
identique a été fait pour la sévérité d’attaque des grappes, une attaque plus intense en 2011
(15 % de sévérité) et seulement 2,5 % de sévérité sur grappes en 2010 (Figures 36, 38 et 40).

60

==&— Mancozébe 2010

/. ==>==-Mancozébe 1/2
ped dose 2010
r’,
// / —l— Mancozébe 2011
=-{J=--Mancozébe 1/2
dose 2011

27-aolt

Sévérité (% moyen d'attaque)

Figure 38 : Evolution des épidémies de mildiou en 2010 et 2011 en terme de sévérité
d’attaque sur les feuilles avec la modalité mancozebe a pleine (2,1 g/L) et demi-dose (1,05
g/L).

L’application de fosétyl d’aluminium (FOS) conduit a une efficacité¢ sur feuilles qui
permet de limiter a environ 40% [’attaque sur feuilles fin aott (38 % en 2009, 41,5 % en
2010 et 49,4 % en 2011) (Figure 36). Sur grappes, un niveau d’attaque important est atteint en
2009, une année trés favorable au développement du mildiou, avec 20% des grappes attaquées
au mois de juin et 70 % en juillet. En 2010 le niveau d’attaque observé a été de 38 % en fin
de saison et moins de 2 % en 2011 (Figure 37).
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Figure 39 : Evolution épidémie de mildiou en 2009-2010 et/ou 2011 en termes de sévérité
d’attaque sur feuilles avec les modalités BTH a pleine et a demi-dose.
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Concernant le BTH, il procure une protection modérée mais significative des feuilles
par rapport au témoin avec une sévérité qui atteint 70% en 2009 et 2011, et 42,5 % en 2010
(Figure 36 et 39). La protection des grappes a été plus surprenante. En effet, la sévérité atteint
90% en 2010 alors qu’elle n’est que de 40 % en 2009 et de moins de 4 % en 2011 (Figure 40).
L’effet millésime et la pression épidémique semblent avoir un role prépondérant. A noter, que
la notation de la sévérité sur grappes en 2010 a été délicate a réaliser du fait que le BTH a
conduit a faire des symptomes de millerandage, qui seraient la conséquence d’un effet
hormonal du BTH plutét que de I’attaque du mildiou. En effet, au niveau foliaire, le niveau
d’attaque est significativement plus faible avec le BTH que chez les témoins non traités.

En 2010, le BTH a eu un meilleur effet protecteur des feuilles qu’en 2009 et permet
d’atteindre un niveau de protection similaire a celui obtenu avec le FOS (Figure 36). Suite au
probléme de toxicité physiologique du BTH, la protection des grappes a été meilleure avec le
FOS qu’avec le BTH pour une année a pression épidémique moyenne. Des phénomeénes de
"russeting”, qui se caractérise par une "roussissure" parfois liégeuse donnant un aspect
particulier a la peau du fruit qui devient plus dure et de couleur brun verdatre ont pu étre
observés (Figure 41). Cet effet physiologique est également observé aprés application de
cuivre ou de certains fongicides. De plus, un retard de véraison a €té observé sur toutes les
grappes traitées au BTH au cours des trois années d’expérimentation (annexes 8, 11 et 12).

Le BTH appliqué a demi-dose révele un niveau de protection des feuilles et des grappes
similaire a celui obtenu avec la pleine dose au cours des deux saisons évaluéées (Figures 39
et 40).

Lors des essais réalisés en 2010 et 2011, nous avons également comparé 1’association
des ¢liciteurs avec le fongicide de référence, soit en mélange appliqué a 2 dose chacun, soit
en alternant les applications du fongicide et de 1’¢liciteur, également a 2 dose. Ainsi,
I’association combinée du BTH et du mancozebe a demi-dose procure une excellente
protection des feuilles conduisant a une protection significativement supérieure a celle
obtenue avec le fongicide seul a pleine dose en 2010 (5,8 % de sévérité au 14 septembre pour
I’association contre 30 % avec le fongicide utilisé a pleine dose) (Figure 42). L’épidémie de
mildiou ayant ét¢ moins sévere en 2011, ’association combinée apporte le méme niveau de
protection aux feuilles que le fongicide a pleine dose (Figure 42). En ce qui concerne la
protection des grappes, nous observons une diminution de I’efficacit¢ de 1’association
BTH+Mancozebe comparée a celle du fongicide seul pleine dose, mais nous obtenons le
méme niveau de protection fin juillet 2011 avec les modalités complémentaires associant le
BTH et le fongicide a demi-dose (BTH+Dithane ou BTH+ Fosétyl), qu’en présence du
fongicide ou du BTH a pleine dose (entre 2 et 3,7 % de sévérité d’attaque des grappes)
(Figure 40). En revanche, les modalités alternatives associant le BTH et les fongicides a demi-
dose (BTH/Dithane et BTH/FOS), les produits appliqués a demi dose (BTH/2, FOS/2,
Dithane/2) ainsi que les produits appliqués a pleine dose toutes les deux semaines (B14J et
D14J) conferent un méme niveau de protection comprise entre 9 et 15 % de sévérité
d’attaque des grappes (Figure 40).

L’alternance de demi-doses de BTH et de Mancozebe confere une moins bonne
protection en 2010 que le mélange et permet d’atteindre seulement 7,3% d’attaque sur les
feuilles a la date du 14 septembre (Figure 42). En juillet 2011, la protection apportée par
I’association de demi-dose de BTH et mancozebe est similaire a celle observée en 2010 (14 %
de sévérit¢ sur feuilles). Toutefois, dés I’arrét des traitements, la maladie reprend sa
progression conduisant a 40 % de dégats sur feuilles fin aolt 2011, non significativement
différente a la modalité témoin (Figure 42). Sur grappes, 20 % des grappes sont attaquées fin
juillet 2010 et moins de 8 % en 2011 apportant une protection similaire a celle la modalité
fongicide pleine dose ou 72 dose (Figure 40).
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Figure 41: "russeting" sur grappes traitées au BTH.
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Figure 42 : Sévérité d’attaque sur feuilles de P. viticola en 2010 et 2011, exprimée en %
moyen d’attaque avec 1’association des éliciteurs avec le fongicide de référence, soit en
mélange appliqué a '2 dose chacun, soit en alternant les applications du fongicide et de
I’¢liciteur. BTH+Manco : demi-dose de produits en association ; BTH/Manco : demi-dose

de produits appliqués alternativement.
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Figure 43 : Sévérité d’attaque sur feuilles de P. viticola en 2011, exprimée en % moyen
d’attaque avec les modalités contenant du FOS a demi-dose par rapport a la pleine dose.
FOS/2 : FOS appliqué a demi-dose tous les 7 jours ; BTH+FOS : demi-dose de produits en
association appliqués tous les 7 jours; BTH/FOS : demi-dose de produits appliqués

alternativement tous les 7 jours.
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Concernant le phosphonate, en I"occurrence le fosétyl-Al, la demi-dose procure une
protection identique des feuilles (4,2 % de sévérité d’attaque) a celle obtenue avec le fosétyl
pleine dose (Figure 43). Utilisé en association ou en alternance avec le BTH, le niveau de
protection atteint est intermédiaire a celui du FOS pleine dose et des témoins non tratités, avec
une sévérité¢ d’attaque des feuilles fin juillet de 12,9 % et 14,3 %, respectivement (Figure 43).
Au niveau des grappes, nous obtenons la méme protection fin juiller 2011 avec les modalités
associant le BTH et les fongicides a demi-dose (BTH+Mancozebe ou BTH + FOS) qu’avec
les fongicides ou le BTH a pleine dose (entre 2 % et 3,7 % de sévérité¢ d’attaque des grappes)
(Figure 40). Toutefois, les modalités alternant le BTH et FOS révéelent une efficacité sur
grappe fin juillet 2011 inférieure aux modalités les associant. L altenance semble procurer une
protection intermédiaire a celles des produits seuls a 2 dose et a celle de I’association.

De fagon générale, nous obtenons un meilleur niveau de protection des feuilles avec une
association BTH et fongicide qu’avec une utilisation des produits en alternance. Les résultats
obtenus en 2010 et 2011 sur grappes sont contradictoires. En effet, nous obtenons des
résultats opposés : une meilleure protection est apportée avec I’association BTH-Mancozebe
en 2011 qu’avec l’alternance, et des résultats opposés sont obtenus en 2010. Nous suggérons
dans ce cas, qu’en 2010, année ou des effets importants du BTH sur la physiologie de la vigne
ont ét¢ observés, lors des notations, la perte de grain, 1i¢ a du millerandage du au BTH ait été
imputé a un effet mildiou. Cette hypothese est renforcée par le fait que 1’année 2010, la
pression parasitaire du mildiou était la plus faible sur les trois années d’expérimentation.

2.1.2 Effet des traitements sur I’oidium de la vigne

Les essais oidium ont été réalisés en 2010 et 2011 et les épidémies issues des
inoculations artificielles ont conduit sur les parcelles témoins a des résultats assez proches.
En effet, nous notons une forte progression quasi linéraire, dés le début juin qui évolue au
cours de la saison et conduit vers mi- septembre, de 90 a 100% de sévérité d’attaque sur les
feuilles. Sur grappes, plus de 80 a 95% de sévérité d’attaque sont observés mi-septembre
(Figures 44 et 45 et annexes 13 et 15).

Le fongicide de référence choisi, le Tébuconazole est un triazole inhibant la biosynthése
des stérols, en particulier la C14-déméthylase d’E. necator. En 2010, la protection assurée par
le fongicide s’est avérée moins bonne que les traitements avec le BTH, avec une sévérité
d’attaque obtenue de 12% avec 65% de feuilles attaquées, et 28,2% d’intensité sur grappes et
100% de grappes attaquées a la fin de la saison 2010 (Figure 44). En 2011, les traitements
fongicides ont permis de contenir totalement la maladie malgré une épidémie plus forte qu’en
2010, avec seulement 6,5 % de sévérité¢ d’attaque sur feuilles fin juillet. L’arrét des
traitements fongicides a cette date conduit a une explosion de la maladie qui atteint 100 %
d’attaque sur feuilles a la mi- septembre (Figure 44). Suite a ce pseudo-échec de protection en
2010, nous avons évalué le niveau de résistance de I’oidium aux DMI présent sur la parcelle
en fin de saison. La présence d’all¢le de résistance dans la population d’oidium a été détectée
et quantifiée d’aprés la méthode mise au point au laboratoire par Dufour ez al, 2010 (annexe
16). Nous avons obtenu une fréquence allélique de 31% de la population d’oidium en fin de
saison, de I’all¢le portant la mutation conférant la résistance a ce fongicide.

Le fosétyl d’aluminium connu comme anti-oomycete, a néanmoins €té évalué sur les
¢pidémies d’oidium. Son efficacité sur les feuilles est similaire a celle du fongicide de
référence en 2010 mais il présente une efficacit¢é moindre en 2011 lors d’une pression
épidémique plus forte (Figure 44). Sur grappes, la protection apportée par le FOS est
significative, avec respectivement 72 et 38,4 % de dégats sur grappes en 2010 et 2011 (Figure
45).
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Figure 45 : Evolution de 1’épidémie d’oidium sur grappes en 2010 (A) et 2011 (B)
(mmodalité témoin non traitée ; m modalité traitée au Tébuconazole ; m traitée au BTH et m
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L’arrét des traitements fin juillet conduit a une reprise foudroyante de la maladie pour
atteindre une sévérité d’attaque de 60 a 100 % sur feuilles (Figure 44) et 100 % sur grappes
fin septembre pour les deux années (Figure 45).

Concernant le BTH, connu pour ses effets sur 1’oidium, les résultats obtenus sur les
deux années sont similaires. Le traitement procure une trés bonne protection pendant toute la
durée des traitements (jusqu’a fin juillet). L’efficacité des traitements avec le BTH est
similaire a celle apportée par le fongicide de référence (pres de 1% en 2010 et 7,6 % en 2011),
mais dés D’arrét des traitements, la maladie progesse pour atteindre 65 et 95% mi-septembre
respectivement (Figure 44). Sur grappe, en 2010, une meilleure protection est conférée par le
BTH que par le fongicide de référence puisqu’on atteint seulement que 1,8 % de sévérité sur
grappe contre 28,2% avec le fongicide alors qu’elle est similaire au fongicide en 2011.

2.2. Efficacité des différents traitements sur le rendement et la qualité des récoltes

La totalit¢ des grappes de chaque bloc expérimental est récoltée, comptée et pesée.
Nous avons ainsi évalué le rendement par le nombre moyen de grappes produites par cep et le
poids moyen des grappes. Cent baies aléatoirement prélevées par modalité, sont pesées pour
donner le poids moyen d’une baie. Trois lots de 3 grappes par modalité sont écrasés pour
obtenir du jus de raisin et le pH est mesuré ainsi que 1’acidité. Le taux de sucre du mott est
¢galement mesuré et exprimé en degré Brix (un degré Brix représente 1% en poids de
saccharose dans la solution).

2.2.1. Rendement des essais
2.2.1.1. Rendement des essais inoculés avec P. viticola

L’année 2009, qui a subit la plus forte attaque de mildiou, a produit trés peu de raisins,
toutes modalités confondues (559,4 g/cep) (Tableau 20). Par contraste, ’année 2011, une
année a faible incidence de maladie en a produit 3 fois plus (1564,3 g/cep), avec ’année 2010
se situant a I’interface (niveau attaque et poids récolté). A noter que le nombre moyen de
grappes produites par cep n’est pas significativement différent au cours des trois années
(Figure 46, Tableau 20). En 2011, les ceps ont produit de plus grosses grappes que les autres
années, qui contenaient significativement un plus grand nombre de baies (3 a 6 fois plus qu’en
2010 et 2009), et significativement plus grosses (26 a 30 % plus grosses qu’en 2010 et 2009)
(Tableau 20 et Figure 46).

Ces observations traduisent de manicére cohérente la nuisibilité des épidémies de
mildiou au cours des ces trois années.

Tableau 20: Récolte moyenne annuelle de 2009, 2010 et 2011.

2009 2010 2011
poids récolté par cep (g) 559.4 + 401.1 a 1366.6 + 422.5 ab 1564.3 + 191.8 b
Nombre grappes par cep 131 £ 24 a 18.2 + 2.4 a 171 £+ 1.3 a
poids moyen grappes (g) 31.8 + 19.2 a 68.3 + 15.3 a 2542 + 7.3 b
poids (g) de 100 baies 97.2 + 6.4 a 102.0 + 4.8 a 126.3 + 7.4 b
nombre de baies par grappe 32.7 + 33.0 a 67.0 + 31.5 a 201.3 + 100.6 b

La modalité témoin produit significativement moins de raisins que les modalités traitées
au cours des trois années. Les récoltes obtenues sur les ceps non traités nous permettent
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d’évaluer I’incidence de la maladie (année plus ou moins favorable au développement du
mildiou (Figure 46 et Tableaux 20 et 21). Ainsi I’année 2009 fiit trés propice au mildiou et la
récolte a subit une perte de 99.1 %. Les années 2010 et 2011 ont enregistré des pertes de
récolte moindre mais conduisant respectivement a 80,8 et 75,1 % de perte, confirmant que
I’année 2011 était moins propice a une épidémie de mildiou (Tableaux 20, 21, 22 et 23).

Quelle que soit I’année considérée, I’application de Mancozebe a pleine dose permet
d’obtenir un récolte homogene (2197 + 339 g par cep) (Tableau 21), indépendamment des
conditions climatiques, favorables ou non au développement de la maladie. L’application
hebdomadaire a demi-dose ou toutes les deux semaines a pleine dose permet d’obtenir un
rendement similaire de 1’ordre de 2023 £ 124 et 1987 + 428 g par cep (Tableau 21).

L’efficacité du BTH sur les trois années présente des résultats trés variés. En 2009, il
apporte une protection significative, puisqu’on enregistre le deuxiéme meilleur rendement,
apres le traitement fongicide, avec 22,8 % du rendement obtenu avec le Mancozebe (Tableau
21). En 2010, un effet délétere du BTH est observé sur la production de raisin, puisque on
obtient moins de grappes que chez la modalité témoin (Figure 46 B). L’application a demi-
dose du BTH permet de réduire cet effet négatif et permet d’atteindre un rendement similaire
a la modalité¢ témoin (Tableaux 21 et 22). En revanche, en 2011, I’effet du BTH permet
d’obtenir une récolte aussi importante que celle obtenue apres traitement avec le Mancozebe
(perte de récolte de seulement 25,8%). Néanmoins, appliqué a demi-dose, la récolte est plus
faible (P < 0.05).

L’association du BTH et du Mancozebe a demi-dose (BTH+Manco) permet d’obtenir
des rendemenst de récoltes similaires en 2010 et 2011 qu’avec ’application du BTH seul a
demi-dose et 1’alternance des demi-doses (BTH/Manco) permet quant a elle d’obtenir le
méme niveau de production que le fongicide a demi-dose (Tableaux 21, 22 et 23 et Figure
46). L’alternance BTH/Manco revient a diviser par 2 la dose appliquée de fongicide par
rapport a la modalité Mancozebe demi-dose (Manco/2) administrée hebdomadairement ou a la
modalité associant le BTH et le Mancozebe appliqués a demi-dose (BTH+Manco). Dans ce
cas, il semble que I’alternance des deux produits a demi-dose soit plus intéressante que le
mélange, mais cela reste a confirmer. L’association du BTH et du Mancozebe appliqués a
demi-dose provoque une perte de récolte moins importante en 2011 (21,5%) qu’en 2010 (71,4
%) alors que I’alternance des produits & demi-doses conduit a un rendement stable et induit
une perte de récolte respectivement de 32,9 et 25,4 %.

Les essais réalisés aves le FOS permettent d’obtenir des rendements de récoltes proche
du Mancozebe en 2011 (90 %) (Tableau 22). En revanche, en 2009, une perte considérable de
la récolte est observée quasi-totale, similaire a celle observée sur les parcelles témoins. Une
diminution significative de la production de raisin est observée sur les ceps traités avec le
FOS a demi-dose en 2011, dose partiellement efficace pour limiter 1’épidémie de mildiou.
L’association ou I’alternance des demi-doses de FOS et de BTH (BTH+FOS ou BTH/FOS)
proteégent les raisins de fagon similaire a celle observée apres traitement avec le Mancozebe
pleine dose sur la seule année testée (2011), et s’aveére présenter un effet supérieur aux
modalités BTH et FOS seuls appliqués a demi-dose (BTH/2 et FOS/2) (Tableaux 21, 22 et 23
et Figure 46). En 2011, il a été possible d’obtenir le méme rendement qu’avec le fongicide en
le remplagant totalement par les deux éliciteurs. Bien que le bilan final d’application soit le
méme qu’avec le fongicide lors de I’association des demi-doses d’¢éliciteurs (environ 2 g/L. de
produits appliqués), la résistance induite de la vigne est suffisante pour produire la méme
quantité de raisins.
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Tableau 21 : Poids des grappes par cep récoltées sur les différentes modalités
appliquées en 2009-2010 et 2011

2009 2010 2011 Moyenne
Témoin 150 = 8.9 549.6 £ 77.0 496.7 + 164.6 2294 + 1559
BTH 3963 + 107.3 238.1 + 97.5 1480.0 = 296.1 463.8 £ 3353
FOS 89.2 + 66.1 1706.7 + 209.6 1794.2 + 262.9 773.1 £ 516.3
Mancozebe 1737.1 £ 565.5 2860.4 + 298.0 1994.2 + 484.4 1491.0 £ 610.2
BTH/2 692.1 + 155.8 1227.9 + 1455 691.9 + 379.1
Manco/2 2148.3 + 223.9 1899.6 + 226.6 1423.9 + 740.1
BTH+Manco 817.5 + 1582 1565.8 + 228.6 847.2 + 498.0
BTH/Manco 1920.0 + 290.9 1488.3 = 177.6 1233.1 £ 596.8
FOS/2 1298.3 + 276.5
BTH+FOS 1716.7 + 194.0
BTH/FOS 1852.1 + 242.1
B14J 1535.0 = 183.9
M14J) 1987.1 + 428.9

BTH+Manco ou BTH+FOS : demi-dose de produits en association appliqués hebdomadairement, BTH/2,
Manco/2 et FOS /2 : produits appliqués a demi-dose hebdomadairement, BTH/Manco ou BTH/FOS : demi-
dose de produits appliqués alternativement hebdomadairement, B14J et M14J : BTH et Mancozebe a pleine
dose appliqués bi-hebdomadairement.

Tableau 22 : Rendement du poids de grappes par cep récoltées sur les différentes modalités
appliquées exprimé en % par rapport a la modalit¢ Mancozebe pleine dose.

2009 2010 2011 Moyenne
Témoin 09 + 05 19.2 + 2.7 249 + 83 15.0 £ 7.3
BTH 228 + 6.2 83 + 34 742 + 14.8 35.1 + 20.0
FOS 51 + 3.8 59.7 £ 7.3 90.0 + 13.2 51.6 + 24.8
Mancozebe 100.0 + 32.6 100.0 = 10.4 100.0 + 24.3 100.0 = 0.0
BTH/2 242 + 54 61.6 + 7.3 429 + 153
Manco/2 751 + 7.8 95.3 £ 114 85.2 + 8.2
BTH-+Manco 286 £ 55 785 + 11.5 53.6 + 20.4
BTH/Manco 67.1 + 10.2 746 + 89 70.9 + 3.1
FOS/2 65.1 £ 13.9
BTH+FOS 86.1 £ 9.7
BTH/FOS 929 + 12.1
B14] 77.0 £ 9.2
M14] 99.7 + 215

Tableau 23 : Rendement moyen sur les trois années.

Témoin 15.0 + 7.3
BTH 35.1 + 20.0
BTH/2 429 + 153
FOS 51.6 + 24.8
BTH+Manco 53.6 + 20.4
FOS/2 65.1
BTH/Manco 70.9 + 3.1
B14J 77.0
Mancozébe/2 85.2 + 8.2
BTH+FOS 86.1
BTH/FOS 92.9
M14J 99.7
Mancozébe 100.0 + 0.0
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Au cours de I’année 2010, les modalités qui ont permis la production des plus belles
grappes ont été traités soit avec le Mancozebe (a pleine ou demi-dose) soit avec le
Mancozebe en alternance avec le BTH (a demi-dose) (Figure 46 et Tableaux 21, 22 et 23). En
revanche en 2011, seules les modalités utilisant le fosétyl a demi-dose (FOS/2, BTH+FOS et
BTH/FOS) ou les traitements espacés de 2 semaines avec le BTH et le Mancozebe (B14J et

M14J) ont produit des fruits significativement plus gros que ceux des grappes témoins, les
autres modalités étant intermédiaires (Figure 46 et Tableaux 21,22 et 23).

2.2.1.2 Rendement des essais inoculés avec E. necator

Globalement I’année 2011 a été plus favorable pour la production de raisins malgré une
incidence de la maladie similaire a I’année 2010 (Figures 45, 46 et 47). En effet, les blocs
protégés par le fongicide de référence (tébuconazole) ont produit 2400 g de raisins par cep en
2010 contre 8200 g en 2011, soit 3,5 fois plus et ont permis de récolter des grappes plus
grosses et plus nombreuses en 2011.

En 2011, les blocs traités avec le BTH ont produit autant de grappes que les blocs non
traités. Par contre en 2010, il a eu un effet délétere sur les récoltes avec une réduction du
nombre et de la taille des grappes (Figure 47B).

Le FOS apporte une protection limitée des fruits en 2010 et 2011 puisqu’on obtient 45 a
63 % de perte de récolte par rapport au traitement tébuconazole, contre 70 a 87 % de pertes
sur les blocs témoins (Figure 47A et Tableau 24). Les ceps traités avec le fosétyl-Al
produisent des grappes significativement plus grosses que les ceps n’ayant subit aucun
traitement au cours des années d’étude (Figure 47C).

Tableau 24 : Rendement du poids de grappes récoltées par cep sur les différentes modalités,
exprimé en % par rapport a la modalité fongicide.

2010 2011

Témoin 31.78 23.38
BTH 6.49 22.93
FOS 55.66 36.94

Tébuconazole 100.00 100.00

2.2.2. Qualité des récoltes

2.2.2.1. Récoltes des essais inoculés avec P. viticola

Concernant les essais mildiou en 2009, seules les grappes des modalités traitées avec le
Mancozebe et le BTH ont pu étre analysées pour leur teneur en sucre, le pH et ’acidité de leur
moft, les autres modalités n’ayant pas produit de récolte. Aucune différence significative n’a
¢été obtenue entre ces deux modalités (Tableau 25).

La teneur moyenne en sucre des grappes récoltées en 2010 est de 197,5 £ 5 g/L avec un
maximum de 204 g/L (BTH) et un minimum de 187 g/ (Mancozebe). La teneur en sucre des
grappes est inversement proportionnelle a la quantité de grappes produites (Figure 46 et
Tableau 25A). Les grappes produites sur les blocs traités avec le BTH sont moins grosses
mais contiennent plus de sucre que celles produites sur les blocs traités avec le Mancozebe.
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En 2011, la teneur moyenne en sucre des grappes est de 181 + 5 g/ avec un minimum
de 175 g/L (alternance de BTH et FOS a demi-dose) et un maximum de 191,5 g/L
(Mancozebe demi-dose).

Il existe un réel effet millésime, ainsi les grappes produites en 2010 sont-elles plus
sucrées que celles produites en 2011 et ce qu’elle que soit la modalité appliquée. Les ceps
traités avec le Mancozebe tendent a produire des grappes moins sucrées que les autres ceps
traités (Tableau 25A). En 2010, les grappes traitées avec le BTH seul appliqué a pleine ou
demi-dose (BTH et BTH/2) sont significativement plus sucrées que celles traitées avec le
Mancozebe a pleine dose, mais aucune différence de la teneur en sucre n’est obtenue dans les
grappes traitées des différentes modalités par rapport aux grappes non traitées (Tableau 25 A).
En 2011, la teneur en sucres des grappes traitées avec des doses appliquées de fongicide
réduites (Manco/2, BTH+Manco, BTH/Manco et M14J) présentent une teneur en sucre
significativement supérieure a celle produites dans la modalité témoin (Tableau 25A).

L’acidité du moft reste stable quel que soit le traitement et ’année considérée, avec un
pH de 3,33 £ 0,18 et une acidité de 4,39 =+ 0,45 mL (de NaOH a 0,1 M). Le pH moyen des
molts obtenus en 2009 est plus ¢élevé qu’en 2010 et 2011, est pouvait s’expliquer par une date
de récolte plus précoce en 2009 (14 septembre) qu’en 2010 et 2011 (3 ocotbre). Pendant la
maturation des fruits, la teneur en sucre augmente et le pH du moit diminue (augmentation de
I’acidité également observée) (Tableau 25). Les grappes récoltées dans les modalités traitées
avec le mancozébe a pleine ou demi-dose sont significativement plus acides que celles
récoltées dans la modalité témoin. (Figure 25B) et ce méme en alternance avec le BTH.

2.2.2.2. Récolte des essais inoculés par E. necator

Les raisins produits dans ces essais €taient totalement oidiés a la récolte en 2010 et 2011
et les analyses qualitatives des raisins n’ont pas été réalisées.

2.3. Analyses de ’expression de génes de défense in natura en 2009

Pour I’¢tude de I’expression des genes impliqués dans les réponses de défense de la
vigne en conditions naturelles, 4 lots de trois demi-feuilles ont été extraits (§ 2.2.2 du
Matériels et Méthodes et Tableaux 14 a 16 et Figures 28 et 29).

L’expression des 20 genes, étudiés précédemment au laboratoire, a été suivie au
vignoble en 2009. Ils sont généralement sous-exprimés par rapport a EF/y dans les modalités
témoins, a 1’exeption du gene codant pour la protéine PR10, qui est 2 a 10 fois plus exprimé.

L’ensemble des résultats d'expression des geénes est exprimé par rapport a la modalité
contrdle, et sont présentés sous la forme d’un gradient de couleur allant du bleu pour les geénes
sous-exprimeés, au rouge pour les génes sur-exprimés (Figure 48).

A ce jour, seuls les échantillons prélevés au cours de la premiére année
d’expérimentation ont été analysés. Dans les feuilles prélevées, 48 heures aprés le 3™
traitement (P2, Figure 48), indépendamment du traitement, la majorité des génes codant pour
les PR- protéines sont sur exprimés (PRI-PRI10-PR2, PR3 et PRS) ainsi que les deux genes
PAL et STS codant pour deux enzymes clés de la voie de biosynthése des phenylpropanoides
quelle que soit la modalité considérée. Le niveau d’expression de PAL, STS et PR2 est
totalement corrélé au niveau de protection foliaire obtenue a la fin de la saison (Figure 49 A)
et celui du géne GST correle avec celui de la protection des grappes.
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Globalement, méme précocément, plus les génes sont exprimés, plus les feuilles seront
potentiellement protégées de la maladie (Figure 49 B).

Juste avant I’inoculation artificielle (P3), la majorité des geénes codant pour les PR-
protéines sont encore sur-exprimés. Aprés 1’inoculation (P4, Figure 48), nous observons un
gradient de la surexpression des genes, directement li¢ a I’efficacité des traitements, tel que les
génes PR2, PR3 et PRI0 sur-exprimés dans les feuilles traitées avec le BTH et le Mancozebe.
Ainsi les feuilles provenant des blocs traités avec le Mancozebe exhibent-elles la plus forte sur-
expression de génes (12 geénes sur 24), suivi par celles issues de la modalit¢ BTH (4 génes sur
24) et celles traitées avec le Fosétyl (1 geéne sur les 24). Apres 8 traitements (P5), (Figure 48),
soit 4 semaines apres I’inoculation artificielle, seules les feuilles traitées avec le fongicide
présentent un haut niveau de surexpression de I’ensemble des génes. A noter cependant une
sur-expression encore visible dans les feuilles traitées avec le BTH des génes PR2 et de la
GST, et du géne PAL dans les feuilles traitées avec FOS.

Ces résultats montrent que la surexpression des geénes codant pour une 3, 1-3 glucanase
(PR2) et des chitinases de classe III et IV (PR3 ou PRS8) semble étroitement liée a la protection
de la vigne contre le mildiou, corroborant ainsi les résultats obtenus au laboratoire.

Ces résultats, quoique préliminaires demandent a étre confortés par 1’analyse des
transcrits des feuilles échantillonnées en 2010 et 2011. Ainsi, les feuilles traitées avec le BTH
montrent-elles une sur-expression des génes PR2, PR3 et GST. A noter que le géne GST que
nous avons corré¢lé a une meilleure protection des grappes lors du prélévement P2 (Figure 48)
est I’un des rares genes encore sur-exprimé¢ a P3, P4 ou P5 dans les feuilles traitées avec le
BTH et le Mancozebe.

2.4. Analyses qualitatives et quantitatives des stilbénes in natura

Des analyses biochimiques réalisées par HPLC (Figure 50) montrent que parmi tous les
polyphénols détectés tels que le picéide, le resvératrol, le ptérostibene ou d'autres composés
inconnus, leurs accumulations ne semblent pas étre totalement corrélées avec 1'elicitation et/ou
la protection de la vigne (Figures 51).

Extraitde 3 % feuilles devigne

Mélange de molécules standard
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Figure 50: Profil HPLC utilisant une détection fluométrique d’un extrait de trois demi-feuilles
de vigne prélevées au vignoble (A) ou d’un mélange de picéide, resvératrol et ptérostilbéne de
référence (B).
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Comme attendu, suite aux travaux in vitro, une augmentation des polyphénols totaux est
observée en réponse a I’attaque de mildiou (de 3867 + 17,4 a 530,9 + 27,4 pg/g de matiere
séche), indépendamment du traitement appliqué (Figure 51). Les quantités de picéide et de
resvératrol présents dans les feuilles aprés 4 traitements et avant inoculation (P3) sont
inversement corrélées avec le niveau de protection des grappes (Figures 51 et 52). En
revanche, les quantités de ptérostilbéne sont totalement corrélées avec le niveau de protection
des grappes (Figures 51 et 52). A noter toutefois une forte augmentation de 6 fois la quantité
du resvératrol dans les feuilles des modalités BTH et fongicide 48 heures aprés I’inoculation
(de 0,01 a 0,6 ng/g de matiere seche et de 0,2 a 1,2 pg/g de maticre seche, respectivement)
Comme le picéide est une forme de stockage du resvératrol (glycosylation), lui-méme
précurseur du ptérostilbéne (méthoxylation), les résultats obtenus au vignoble semblent
corroborés les résultats obtenus au laboratoire a savoir que ’efficacité d’une partie des
deéfenses de la vigne semble dépendre de sa capacité a mobiliser le plus rapidement possible
du ptérostilbene.

Slaughter et al., (2008) avait déja souligné l'implication du ptérostilbéne dans la
résistance induite de la vigne contre le mildiou, apres une élicitation avec le BABA et Pezet et
al., (2004) a montré que des cultivars résistants au mildiou réagissent rapidement en
produisant au niveau du site d’infection une grande concentration de resvératrol, rapidement
transformé en composés plus toxiques (ptérostibénes et viniférines). Si nous trouvons une
corrélation avec la présence de ptérostilbéne, nous mettons également plutot en évidence une
corrélation négative de 1’e-viniférine 48 heures apres inoculation. En revanche, un composé
phénolique non identifi¢, ayant un temps de rétention de 24,9 min semble quant a lui,
positivement corrélé avec le niveau de protection et trés présent en particulier dans les feuilles
des modalités BTH et Mancozebe (Figures 51 et 53).

Toutefois, ces analyses préliminaires demandent a &tre conforter, par I’analyse des
¢chantillons prélevés en 2010 et 2011.

3. Conclusions et perspectives

Les expérimentations "terrains" mises en place durant ces trois années, ont permis de
montrer qu’il était possible de stimuler les défenses de la vigne et de protéger partiellement
celle-ci contre le mildiou et I’oidium y compris sous de trés forte pression épidémique. Il est
donc plausible d’intégrer leur utilisation au sein de stratégies alternatives et/ou
complémentaires afin de diminuer les intrants fongicides.

L’utilisation du Mancozebe a demi-dose en 2010 et 2011 a protégé la vigne contre le
mildiou aussi efficacement qu’a pleine dose en présence d’une pression épidémique forte a
moyenne. Le BTH associé au fongicide, ou administré en alternance, a permis d’augmenter le
niveau de protection obtenu avec le fongicide seul. Les résultats les plus prometteurs de 2010
et 2011 concernent les traitements BTH en alternance avec le fongicide ou en association a
demi-dose. Ainsi, les doses de fongicide et de BTH ont-t-elles été réduites de 2 a 4 fois tout
en conservant une bonne efficacité. Cependant, nous ne sommes pas dans des conditions de
traitements raisonnés, avec les cadences réalisées lors de ces expériences.

Le traitement avec le fosétyl conduit a une protection anti-mildiou sur les feuilles
similaires en 2010 et 2009, et peu satisfaisante en 2011 (environ 40% de sévérité sur feuilles
en 2009 et 2010 et 62,5 % en 2011). En revanche, les résultats obtenus sur grappes sont tres
différents : les grappes produites sont significativement plus nombreuses et plus grosses en
2011 qu’en 2010 et quasi absentes en 2009.
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Figure 52: Quantité de Resvératrol + picéide (m) et de ptérostilbéne (m) accumulés dans les
feuilles de vigne aprés 4 traitements et avant inoculation artificielle de mildiou (P3).
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Figure 53: quantités d’e viniférine (M) et d’un composé inconnu (composé X, TR = 24,9

min) (M) dans les feuilles prélevées sur le terrain, apreés 4 traitements et 48 heures apres
inoculation artificielle de mildiou (P4).
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Par conséquent, une meilleure protection des fruits a été obtenue en 2011 (6,8 % de
sévérité d’attaque contre 70 % en 2009 et 38% en 2010. L’efficacité protectrice du Fosétyl
(anti-mildiou ou anti-oidium) est fortement variable et semble dépendre des conditions
climatiques et des pressions épidémiques.

Concernant le BTH, il semble que I’efficacit¢ de sa stimulation dépende beaucoup de
I’état physiologique de la vigne. En effet, quel que soit le millésime, il semble induire une
réduction systématique du nombre des grappes et de leur taille indépendamment du taux de
maladie, par rapport aux grappes traitées avec le fongicide.

La mise en place de stratégies alternatives utilisant les SDP au vignoble présente des
résultats souvent décevants et inexpliqués car les essais sont rarement adaptés aux questions
posées. En déterminant des courbes doses-réponses pour chaque SDP en conditions controlées
(cf. Partie I), nous avons pu choisir une dose minimale de BTH efficace a appliquer au champ
trés supérieure & celle utilisée par nos collégues (60 mg/L). A tel point, que Perrazolli, dés la
présentation de nos résultats préliminaires en 2007 a ’ICPP de Turin a utilisé cette dose de 2
g/L (Perrazolli et al., 2008). Etant donné que les expérimentations au vignoble conduisent a
des efficacités bien inférieures a celles obtenues au laboratoire, nous avons choisi de traiter les
blocs expérimentaux a une dose supérieure a la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
1,5 g/L soit une dose de 2g/L.

La transposition de la méthode « BioMolChem », mise au point au laboratoire, sur des
essais en conditions naturelles a permis d’étudier plus finement les réponses de la feuille de
vigne face au mildiou et a I’oidium, apres différents types de stimulation. Les cinétiques
d’expression de génes par q-RT-PCR et 1’analyse des polyphénols impliqués dans les
défenses de la vigne ont permis de corréler certains facteurs a une protection contre le mildiou
in natura. Certaines sur-expressions ou accumulation de produits comme le ptérostilbéne sont
corrélées avec un niveau de protection induite par le traitement éliciteur. Les analyses
moléculaires et biochimiques des échantillons prélevés en 2010 et 2011 sont indispensables
pour mieux comprendre le comportement de la plante. En effet, il apparait que 1’utilisation
des SDPs au vignoble se doit de prendre en compte les conditions environnementales
fluctuantes. Leur intégration dans des stratégies restent a développer, et devront s’établir sur
la base de modeles de prises de décision, faisant intervenir des indicateurs fiables (risques
épidémiques, pluviométrie, phénologie de la vigne).

L’outil "BioMolChem" mis au point in vitro s’avere d’intérét in natura. Ces premicres
¢tudes au vignoble révelent grande une complexité des mécanismes mis en ceuvre dans
I’acquisition d’un état de défense nécessaire et suffisant. Au cours de ces trois années, malgré
un protocole expérimental assez rigide en termes de traitements (fortes doses, cadences
régulieres), de pression parasitaire (inoculation artificielle et forte pression parasitaire), les
résultats obtenus sont trés variables.Ces essais montrent également que [’efficacité d’un
¢liciteur est fortement dépendante de la dose appliquée, des conditions climatiques plus ou
moins favorables au développement de la maladie et de 1’état physiologique de la plante. Pour
une méme dose de BTH appliquée (2 g/L), son effet est limité en 2009 face a une forte
épidémie de mildiou et des conditions climatiques favorables a son développement, trés bonne
en 2011 face a une année moins favorable au mildiou et des conditions climatiques trés
séches, ou délétere en 2010 face a une incidence moyenne et des conditions climatiques
particulieres avec des séquences tres arides. De plus, lors de ces expérimentations, nous avons
¢galement mis en évidence une sélectivité des produits en termes d’efficacité: le BTH
protége mal les feuilles alors qu’il procure une protection significative des grappes et des
résultats inverses ont été observés avec le FOS qui protege mieux les feuilles que les grappes.
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Les pressions parasitaires appliquées au cours de ces trois années sont extrémes, et rarement
rencontrées de fagon naturelle (inoculation artificielle précoce et forte). Il a été néanmoins
possible de limiter significativement le développement du mildiou et de I'oidium. Ces
conditions nous ont permis de tester "la solidité¢" des défenses de la vigne apres stimulation en
nous apportant, enfin des données globales et précieuses, si nous voulons comprendre et
¢évaluer le statut de défense de la plante et envisager ’utilisation de SDP au vignoble.
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Partie III : Impact de la diversité génétique de la vigne sur
Pefficacité de stimulation des défenses de la vigne in vitro aprés
élicitation avec le BTH

1. Introduction

Des génotypes, issus de I’amélioration variétale, ayant introgressé des QTLs de résistance
majeur au mildiou (« Rpvl » li¢ au QTL de résistance a ’oidium « Run » et/ou « Rpv2 »),
présentent des niveaux de résistance partielle face a de fortes pressions parasitaires de mildiou
ou d’oidium.

L’efficacité¢ de la stimulation des défenses de la vigne a été évaluée sur 5 génotypes
différents. Au coté d’une variété sensible de Vitis vinifera, cv. Cabernet-Sauvignon, 4
génotypes issus d’un croisement entre V. vinifera et Muscadinia rotundifolia ayant introgressé
les QTLs de résistance sités ci-dessus ont ¢té utilisés. Le génotype ayant introgréssé le QTL
Rpvl est partiellement résistant au mildiou alors que ceux ayant introgréssé le QTL Rpv2 sont
totalement résistants selon le tableau ci-dessous. (Tableau 26). Le QTL Rpvl est étroitement 1ié
au QTL de résistance a 1I’oidium (Runl).

Il était intéressant d’identifier et de comparer le comportement des différents génotypes,
face a la diversité intra et inter spécifique des pathogénes, mais ¢galement d’examiner s’il est
possible d’augmenter leur niveau de résistance par ¢€licitation.

Tableau 26: Comportement attendu des différents génotypes de Vitis face a des infections d’E.
necator et de P. viticola.

sensibilité aux
pathogenes
attendue
génotypes N° clone oidium mildiou

V. vinifera cv. Cabernet sauvignon

(N° du clone ?) (+++) (+++)
V. vinifera x  Mrotundifolia :

phénotype sensible, "Controle" 7054/7056 (+++) (+++)
Rpvl 7001/7160 (--) (+)
Rpv2 7210 (++) (---)
RpvI+Rpv2 7164 (--) (--)

La comparaison de profils d’expression de certains genes, ainsi que les profils
biochimiques mis en jeu dans les feuilles de ces génotypes, face a la diversité intra et inter
spécifique des pathogeénes a été réalisée en complément de la possibilité d’augmenter leur
niveau de résistance par élicitation. Ainsi, 1’évaluation de I’efficacité de 1’¢élicitation a-t-elle
¢tait réalisée a trois niveaux (biologique, moléculaire et biochimique) sur 5 génotypes
présentant des niveaux différents de résistance vis-a-vis des deux pathogeénes considérés
(Cabernet Sauvignon, génotypes sensibles du BCI1, Rpvl, Rpv2 et Rpvi+Rpv2) selon le
protocole expérimental décrit dans "Matériels et Méthodes, § 2.2.2" (Figure 30 page 72).

Les travaux réalisés dans cette partie s’attacheront a répondre a plusieurs questions
majeures :

- La sensibilité des génotypes étudiés est-elle en accord avec celle attendue ?
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Figure 54 : Inhibition de la croissance de P. viticola (O) et d’E. necator de groupe A (M) ou de
groupe B (M) sur les différents feuilles des différents génotypes.
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Figure 55 : Croissance d’un mélange de souches de P. viticola (O) et la souche LLU41 d’E.

necator appartenant au groupe A (M) et de la souche PV74 appartenant au groupe B (H) sur les
différents feuilles des différents génotypes obtenues dans le protocole expériemental spécifique
pour les analyses moléculaires et biochimiques (Tableaux 11 et 12).
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- Peut-on augmenter les défenses de vignes partiellement résistantes ?

- Comment réagit un génotype résistant ou partiellement résistant, face a une
¢licitation comparé¢ a la réponse d’un génotype sensible ?

- La stimulation des défenses a-t-elle des limites, ou une plante peut-elle étre
stimulée quel que soit son niveau de défense intrinséque ?

Le comportement de disques de feuilles de vigne pré-traitées ou non avec le BTH (0,47
et 1,90 mM) a été évalué face a une infection avec différentes souches d’oidium appartenant
aux deux groupes génétiquement distincts (8 souches du groupe A et 5 souches du groupe B)
et différentes souches de mildiou présentant des caractéristiques phénotypiques différentes (9
souches présentant des résistances aux fongicides variable et des agressivités différentes).

Pour mieux comprendre le comportement de ces génotypes et les voies métaboliques
mises en jeu dans les réponses de la vigne, j’ai évalué et comparé les patrons d’expression par
RT-Q-PCR des 24 geénes décrits précédemment (Tableau 17 page 74) dans les réponses de
défense des 5 génotypes, au niveau de feuilles témoins, élicitées par le BTH et/ou infectées par
les différentes agents pathogenes.

Les génotypes du BC1 ont été fournis par 1’équipe Génétique et Amélioration de la Vigne
de ’'UMR Santé de la Vigne et Qualité du Vin dirigée par Didier Merdinoglu (GAV-SVQV).

En collaboration avec le laboratoire du Prof. JM Me¢érillon (GESVAB-ISVV
Bordeaux), des analyses qualitatives et quantitatives de stilbénes contenus dans les feuilles
ont été réalisées.

2. Résultats

2.1. Caractéristiques des différents génotypes de Vitis utilisés
2.1.1. Comparaison et comportement des différents génotypes au niveau biologique

Les génotypes sensibles (N°7054 et 7056 du BC1 utilisés dans cette étude, sont moins
sensibles au mildiou et a I’oidium que le Cabernet-Sauvignon utilisé au laboratoire, suggérant
I’expression de QTLs de résistance mineurs présents dans les génotypes "Contrdle". En effet,
nous obtenons 27,8 % d’inhibition de croissance de P. viticola, 4,6 % et 24,3 % d’inhibition de
croissance de E. necator de groupe A et B, (Figure 54).

Nous confirmons que les génotypes possédant le QTL Rpvl (N°7001 et 7160) sont
partiellement résistants au mildiou puisque nous obtenons une inhibition partielle de la
croissance du pathogene (85 % d’inhibition, Figure 54). Nous observons également que les
génotypes "Rpvl", qui posseédent également le QTL "Runl", impliqué dans une résistance
compléte a I’oidium, ne conduisent pas aux résultats attendus puisque nous observons un
développement d’E. necator (50,6 a 66,2 % d’inhibition de croissance pour les deux souches
¢tudiées). Le génotypage des individus est basé sur des marqueurs microsatellites (SSR)
fortement liés a la résistance et les marqueurs de résistance pour Rpvl et Runl sont identiques
car ses deux QTLs co-ségregent. Il semblerait que le QTL "Runl" ne soit pas totalement
fonctionnel dans les génotypes Rpvl étudiés. Les résultats obtenus montrent également une
différence significative de sensibilit¢ des génotypes Rpvl face au 2 groupes d’oidium
(P=0.000) avec une sensibilité plus faible de ce génotype a I’oidium de groupe A suggérant que

241



I’oidium de groupe A, a priori asexué en France, et hivernant dans les bourgeons dormants
9 M b
puisse s’étre partiellement adapté a quelques mécanismes de défense de la vigne.

Toutefois, les génotypes possédants les QTLs Rpv2 (7210) et Rpvl+2 (7164), sont
totalement résistants au mildiou comme attendu, mais permettent de légere croissance d’F.
necator (inférieur a 10 %), correspondant a un développement mycélien partiel, non
accompagné de germination de conidies.

Pour I’¢tude de I’expression des genes et les analyses qualitatives et quantitatives des
polyphénols, un protocole expérimental spécifique a ét€¢ mis au point (cf; Partie Matériels et
Me¢éthodes, chapitre 2.2.2.). L’évaluation de la croissance d’'un mélange de souches de mildiou
(Tableau 12) et de la souche LLU41 d’E. necator appartenant au groupe A et de la souche
PV74 appartenant au groupe B a été mesurée sur les différents génotypes testés.

Dans cette expérience, nous obtenons des résultats différents de ceux obtenus
précédemment. Bien que la croissance dans la variété sensible Cabernet-Sauvignon soit
optimale, les souches d’oidium se sont moins bien développées sur le génotype "Controle"
(Figures 54 et 55), avec 47,2 et 58,8 % de croissance de la souche LLU4! d’E. necator
appartenant au groupe A et de la souche PJV'74 appartenant au groupe B alors que nous avions
obtenu des croissances moyennes de 95,4 et 75,7 % respectivement sur les 9 souches de groupe
A et les 4 souches de groupe B. Les génotypes Rpvl ont été plus résistants a 1’attaque du
mélange de souches de mildiou (2,5 % de croissance) mais plus sensibles aux attaques
d’oidium. Ainsi, la souche LLU41 de groupe A s’est développée a 96 % et les résultats obtenus
montrent également une différence significative de sensibilité des génotypes Rpvl face au 2
groupes d’oidium (P=0.000) mais cette fois-ci avec une sensibilité plus forte de ce génotype a
I’oidium de groupe B (40,8 % de croissance). Les génotypes contenant le QTL Rpv2 (Rpv2 et
Rpv1+2) sont totalement résistants au mildiou mais permettent de légeres croissances d’E.
necator. Ainsi, le génoytpe Rpv2 permet un développment de I’oidium de groupe A de 25 %
(Figure 55).

2.1.2. Comparaison des profils d’expression des génes des différents génotypes

L'expression des 24 génes sélectionnés pour leur implication dans les réactions de
défense de la vigne a été suivie par PCR quantitative en temps réel (RTQ-PCR) en utilisant le
gene codant pour la chaine y du facteur d'élongation 1 comme standard interne (Tableau 17).
Pour évaluer I’expression des défenses chez les différents génotypes, les patrons d’expression
ont ¢été suivis pendant trois jours. Seules les données obtenues a TO et T24 de la premicre
expérimentation indépendante ont été analysées a ce jour dans les feuilles des génotypes
Colmar "Contrdle", Rpvl, Rpv2 et RpvI+2 (Figures 56, 57 et 58). Arbitrairement, les génes
présentant des valeurs d’expression relative (ER) supérieures ou égales a 3 (ou inférieures ou
¢gales a -3) seront prises en compte comme significatives.

Au cours des 24 heures (T0 et T24 confondus), la variété la plus sensible de Vitis vinifera
cv Cabernet-Sauvignon présente plus de génes réprimés (N=7), et le moins de sur-expression
de génes (N=6) (Figure 56). Ainsi, deux génes codant pour des PR protéines (PR et PRS) ainsi
que les geénes codant pour les enzymes de la voie de biosynthese des flavonoides (CHI, CHS,
LDOX et F3H) et la LOX sont significativement réprimés (ER < -3). A I’inverse, ceux codant
pour PR2, PR3, PR6, ’'ACC, la CHORM et la PER sont significativement sur-exprimés (ER >
3). Une sur-expression de PR6, PAL, CHS, LDOX et LOX est observée chez tous les génotypes
possédant les QTLs Rpvs au cours des 24 heures d’¢tude (Figure 57). Les génotypes possédant
le QTL Rpvl (Rpvl et RpvI+2) sur-expriment les genes ANTS et CHORS au cours des 24
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heures et ceux possédant le QTL Rpv2 (Rpv2 et Rpv1+2) sur-expriment les génes codant pour
PRI, PRI10, STS, PER et CAGT (Figure 56).

Au début de I’expérimentation, lors du prélevement des feuilles (T0O), une sur-expression
de CHORM est obtenue dans les génotypes contenant les QTLs Rpvs, une sur-expression de
PR6, LOX, ACC et CHORS dans les génotypes possédant le QTL Rpvl (Rpvl et Rpvl+2)
(Figures 56A et 58A). Une surexpression de la callose synthase (CALS et LDOX) est obtenue
uniquement dans le génotype Rpv2, et une surexpression des transcrits CHS et GST uniquement
dans le génotype Rpvl et PR3, PRI10, ANR et ANTS est obtenue que dans le génotype possédant
les deux QTLs (Rpv1+2) (Figures S56A et 58A).

Vingt quatre heures apres le prélévement, une surexpression significative des transcrits
PR6, PAL, CHS est observée dans les génotypes possédant les QTL Rpvs, LDOX et ANTS dans
les génotypes possédant le QTL Rpvl (Rpvl et Rpv1+2) tandis que PRI, STS, LOX, CAGT et
PER ne sont surexprimés que dans les génotypes possédant le QTL Rpv2 (Rpv2 et Rpv1+2).
Une surexpression de PRI( est obtenue uniquement dans le génotype Rpv2, et une
surexpression de transcrit GST uniquement dans les génotypes Rpvl et CHI, CHORS et F3H
est obtenue que dans le génotype possédant les deux QTLs (Rpv1+2) (Figures 56B et 58B).
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A .~ B 4w 3

> > > > > >

g & 3 g & 3
PR1 PR1
PR2 PR2
PR3 PR3
PR6 PR6
PR8 PRS8
PR10 PR10
PGIP PGIP
PAL PAL
STS STS
CHI CHI
CHS CHS
LDOX LDOX
ANR ANR
F3H F3H
LOX LOX
GST GST
ACC ACC
ANTS ANTS
CHORM CHORM
CHORS CHORS
CALS CALS
PER PER
CAGT CAGT

Figure 56: Expression relative des geénes des feuilles témoin des 5 génotypes (A) lors du

prélevement des feuilles (0 hpi) et (B) et 24 heures apres par rapport aux feuilles "Controle"
non traitées et non inoculées.
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Figure 57 : Diagramme de Venn représentant les sur-expressions relatives des geénes dans les
génotypes possédant les QTLs Rpvs globalement sur les 24 heures d’étude (TO et T24
confondus).

A

Figure 58 : Diagramme de Venn représentant les sur-expressions relatives des genes dans les
génotypes possédant les QTLs Rpvs (A) juste avant inoculation et (B) 24 heures apres
prélévement des feuilles.

Le génotype Rpv2 (N°7210), totalement résistant présente plus de surexpression de génes
codant pour différentes catégories de génes (PR protéines, enzymes de la voie de biosynthese
des phénylpropanoides et impliqués dans le renforcement de la paroi) que les génotypes
partiellement résistants (Tableau 27 et Figures 55B et 57B). Le nombre de genes surexprimés
dans les génotypes possédant les deux QTLs (Rpv1+2) peut correspondre soit a la somme des
genes observés dans les deux génotypes possédant un seul QTL (e.g. PR protéines et
phénylpropanoides), soit a I’'un des deux génotypes (e.g. Indoles vs Rpvl et Paroi vs Rpv2), ou
encore intermédiaire entre Rpv1 et Rpv2 (e.g. signalisation).
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Tableau 27: Récapitulatif des surexpressions significatives obtenues dans les 3 génotypes
résistants par classe de génes durant les 24 heures d’étude (TO et T24).

Geénes Rpvl Rpv2 Rpv1+2

PR protéines 1 3 4
Phénylpropanoides 3 4 7
Signalisation 3 1 2
Indoles 3 1 3
Paroi 0 2 2
A o ¥ B o :
g 3 T S g S T S
8 8§ & & & 8 8§ & & &
PR1 PR1
PR2 PR2
PR3 PR3
PR6 PR6
PR8 PR8
PR10 PR10
PGIP PGIP
PAL PAL
STS STS
CHI CHI
CHS CHS
LDOX LDOX
ANR ANR
F3H F3H
Lox LOX
GST GST
ACC ACC
ANTS ANTS
CHORM CHORM
CHORS CHORS
CALS CALS
PER PER
CAGT CAGT

Figure 59: Expression relative des genes dans les feuilles des 5 génotypes en réponse a (A) une
attaque de mildiou et (B) d’oidium par rapport aux feuilles non traitées et non inoculées des
génotypes correspondant.
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Les analyses moléculaires montrent que les génotypes étudiés répondent rapidement au
simple stress occasionné par le protocole expérimental (préleévement des feuilles, avant tout
autre traitement) en activant les mécanismes de défenses. Les réponses de la variété sensible
sont précoces et limités puisqu’ils sont rapidement mis en sommeil tandis que pour les
génotypes résistants, les défenses sont rapidement et fortement mobilisées.

2.1.3. Comparaison des profils d’expression des différents génotypes apres
inoculation avec P. viticola et E. necator.

En prenant en compte comme significatif seulement les geénes présentant des valeurs
d’expression relative (ER) supérieures ou égales a 3 (ou inférieures ou égales a -3), dans le
cultivar Cabernet-Sauvignon, les réponses de la vigne a I’attaque de P. viticola et E. necator
conduisent a une forte modification de I’expression des genes de défense, étant plutdt en faveur
d’une surexpression que d’une répression des geénes. Ainsi, 65,2 % des genes sont-ils modulés
apres une attaque de mildiou (15 genes sur 23), avec les 65% des transcrits étant surexprimeés
(10 genes sur-exprimés sur 23) et 78,3 % aprés une attaque d’oidium (18 genes sur 23)
(Figure 59A).

Précédemment, l'analyse des transcrits dans la vigne feuilles de Cabernet-Sauvignon
montrait que 31,5% des geénes étaient sur-exprimés (6 génes sur 19 présentant une expression
relative >3), 24 heures apres infection avec P. viticola et E. necator (Partie 1 Figure 3A et
Tableau 3) suivi par une forte répression des génes reflétant une suppression des réponses de
défense dans les feuilles de vigne infectées. Dans cette nouvelle expérience, nous notons une
réponse de défense de la variété sensible plus marquée 24 heures apres infection.

Dans le génotype contrdle, nous notons une répression beaucoup plus importante apres
une inoculation de P. viticola (69,6 %) qu’aprés une inoculation d’E. necator (8,7%).
Néanmoins, le niveau de sur-expression est faible dans les deux cas, 8,7 % et 21,7 % comparé
au Cabernet-Sauvignon. Les génotypes possédant le QTL Rpv2 se comportent de fagon
similaire aux génotypes "Contrdle" a une attaque de mildiou (8,7 % des genes surexprimés et
47,8 % de geénes réprimés). En revanche, en réponse a une attaque d’oidium, seul le geéne
codant pour CHS est surexprimé. Les génotypes possédant le QTL Rpvl (Rpvl et Rpvi+2)
réagissent a une attaque de mildiou en surexprimant 47,9 et 65,3 % des transcrits. Cependant,
13 et 4,3 % des transcrits sont réprimés. En réponse a une attaque d’oidium, les génotypes
possédant Rpv1 réagissent différemment en réprimant 65,2 % des génes et surexprimant 8,7 %
d’entre eux, et de facon plus modérée dans les génotypes Rpvl+2 (30,4 et 17,4 %,
respectivement).

Le "Controle" est rapidement et fortement modulé négativement lors d’une attaque de
mildiou mais répond plus fortement a une attaque d’oidium avec la sur-expression de PRI,
PR2, PR6, PGIP, PAL, STS, CHI, CHS, LDOX, F3H, LOX, GST, ANTS, CHORM, CHORS,
PER et CAGT. Rpv2, présente une répression des genes lors d’une attaque de mildiou,
supposant une tentative de suppression des défenses de la plante par le pathogéne. En revanche,
apres inoculation avec 1’oidium, il n’y a aucune modification. Le génotype Rpv1+2 réagite tres
rapidement et beaucoup plus intensément a une attaque de mildiou que les génotypes possédant
un seul QTL (effet cumulatif possible). Les génotypes Rpvs, résistants a 1’oidium (Rpv2 et
Rpv1+2) répondent peu I’oidium alors que Rpvl, peu résistant a 1’oidium, présente une forte
répression des génes lors de 1’attaque de 1’oidium confirmant la suppression des défenses de la
vigne pour son développement et rapidement une réponse de défense au mildiou.
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Figure 60: Teneur en stilbénes des feuilles témoins
exprimées en pg par g de matiére seche.
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Figure 61 : Corrélation entre la teneur en ptérostilbéne des feuilles des différents génotypes
avant inoculation et la protection de la vigne contre le mildiou (®) et ’oidium A (®) et B (A).
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2.1.4. Comparaison des profils en polyphénols des différents génotypes

La teneur en stilbénes des feuilles témoins varie de maniere significative en fonction du
génotype considéré (Figure 60).

Le génotype Rpv2 contient significativement plus de polyphénols totaux et de picéide
que le cultivar Cabernet-Sauvignon. Dans les feuilles des génotypes Rpvl et Rpv1+2, les
quantités trouvées sont intermédiaires.

Concernant le resvératrol, nous obervons une accumultion significative chez les
génotypes résistants possédant le QTL (Rpv2) comparée aux autres génotypes. A noter que, sa
teneur est significativement plus importante chez le génotype résistant possédant uniquement le
QTL Rpv2, que dans le génotype possédant les deux QTLs (Rpv1+2). Rpvl contiennent une
teneur en resvératrol similaire a celles des génotypes sensibles. Les feuilles du génotype
possédant les 2 QTLs (Rpv1+2) présente une teneur en resvératrol intermédiaire a celle trouvée
dans les génotypes possédant un seul QTL (Rpv1 et Rpv2).

Les quantités de ptérostilbéne sont également significativement plus importantes dans les
génotypes possédants les QTLs Rpv2, que dans les génotypes sensibles CS et Contrdles. La
quantit¢ accumulée dans le génotype Rpvl est intermédiaire. Il apparait que les quantités de
ptérostilbene détectées sont d’autant plus importantes que le génotype est résistant. Ainsi
obtenons-nous une corrélation positive entre la teneur en ptérostilbéne et le niveau de
protection du génotype considéré (R?>=0,94 pour le mildiou, R?=0,99 pour I’oidium de groupe A
et R?=0,93 pour I’oidium de groupe B) (Figure 61).

Les teneurs des différents stilbénes étudiés chez les différents génotypes, sont fortement
modulées en fonction du génotype. Ainsi, la quantité de stilbénes accumulés dans les feuilles de
vigne est-elle directement corrélée (R?=0.99) au niveau d’expression des geénes codant pour les
deux enzymes majeures impliquées dans la voie de biosyntheése de ses métabolites (PAL et STYS)
(Figure 62). Il semble, que selon le fond génétique de la plante, les systemes de défense soient
déja fonctionnels avant toute attaque, pouvant limiter ainsi rapidement la progression et le
développement des agents pathogenes dans la plante lors d’une infection.
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Figure 62: Corrélation entre le niveau d’expression moyen de PAL et STS dans les
feuilles témoins des différents génotypes et la quantité de stilbenes présents dans les feuilles
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2.1.5. Comparaison des profils en polyphénols des différents génotypes apres
inoculation de mildiou et d’oidium

Lors d’une infection (24 hpi), nous observons une forte accumulation significative du
picéide dans les feuilles des génotypes Rpv2 inoculés avec 1’oidium, ainsi que dans les feuilles
Rpvl dans une moindre mesure. Dans les génotypes "Contrdle" et Rpv2 inoculés avec le
mildiou, nous notons ¢galement une accumulation significative du picéide (Figure 63).

Une accumulation significative du resvératrol est observée apres une attaque d’oidium,
quel que soit le génotype issu du croisement entre Vitis et Muscadinia considéré et apres une
attaque de mildiou, mais uniquement dans les feuilles du génotype Rpv1+2 (Figure 63). Nous
observons ¢galement une chute de la quantité de resvératrol accumulé dans les feuilles des
génotypes Rpv2 aprés ’attaque de mildiou, qui peut-étre liée a 1’augmentation de picéide
décrite précedemment. Les génotypes Rpv2 et Rpvl+2 répondent bien a une attaque de
mildiou et Rpv2 a une attaque d’oidium et les génotypes "Controle" et Cabernet-Sauvignon
répondent de facon intermédiaire.

Aucune accumulation de ptérostilbéne significative n’est observée dans les différents
génotypes apres une inoculation avec les deux agents pathogenes comparée aux modalités non
inoculées (Figure 63) a I’exeption d’une accumulation significative obtenue dans les feuilles de
Cabernet-Sauvignon infectées par le mildiou et I’oidium comparable a celle présente dans les
génotypes "Controle", Rpvl, Rpv2 aprés une attaque de mildiou.

2.2. Caractéristiques des différents génotypes de Vitis utilisés aprés traitement
avec le BTH

2.2.1. Comparaison et comportement des différents génotypes au niveau biologique
apres traitement avec le BTH

Le traitement des différents génotypes avec une faible dose de BTH (a 0,47 mM,
Figure 64A) induit une inhibition significative de la croissance des agents pathogénes en
particulier pour le cultivar Cabernet-Sauvignon, les génotypes "Controle" et Rpvl. Pour les
génotypes contenant Rpv2, nous obtenons une inhibition de croissance compléte (Figure 64A)
Sur les génotypes sensibles CS et "Contrdle", nous obtenons 60 et 78,8 % d’inhibition de la
croissance pour le mildiou, et 100 a 98,3 % de réduction de croissance pour I’oidium A et 73 et
98,3 % de réduction de croissance de 1’oidium B, respectivement.
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Figure 64 : Inhibition de la croissance de P. viticola (O) et d’E. necator de groupe A (M) ou de

groupe B (M) sur les feuilles des différents génotypes pré-traités (A) avec 0,47 mM et (B) 1,90
mM de BTH 24 heures avant inoculation.
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Les défenses de vigne induites par le BTH dans ces génotypes sensibles sont donc plus
efficaces pour lutter contre 1’oidium que contre le mildiou, et particulierement contre 1’oidium
A sur Cabernet-Sauvignon.

L’¢licitation du génotype Rpvl par le BTH a la dose de 100 mg/L (0,47 mM) ne change
pas le niveau de protection contre le mildiou (environ 95 % d’inhibition de croissance) et induit
une protection contre 1’oidium plus intense pour les souches de groupe B (de 60,2 a 95 %
d’inhibition de croissance apres traitement) que pour les souches de groupe A (de 4 a 71,7 %
d’inhibition de croissance apres le traitement) (Figure 64A). L’application d’une concentration
de 400 mg/L de BTH rend les génotypes Rpvl totalement résistants au mildiou et a I’oidium
(Figure 65 B)

Pour les génotypes contenant le QTL Rpv2 (Rpv2 et Rpv1+2), le traitement BTH rend
ces génotypes totalement résistants a I’oidium. La dose de 100 mg/L de BTH suffit donc pour
induire dans ces génotypes des défenses totales contre les deux pathogenes biotrophes majeurs
de la vigne (Figure 65).

Le BTH administré a la concentration de 400 mg/L (1,90 mM) permet de protéger les
génotypes sensibles contre le mildiou et 1’oidium. Nous obtenons une croissance de 11,6 %
avec I’oidium de groupe B sur Cabernet-Sauvignon et 6,6 % de croissance du mildiou sur le
génotype "Contrdle", correspondant a un développement mycélien avec peu ou pas du tout de
production des conidies (Figure 64B).

2.2.2. Comparaison des profils d’expression des différents génotypes apres
traitement avec le BTH

Le BTH induit des modifications de I’expression des génes dans les feuilles de vigne
mais variables selon le fond génétique de la plante.

Ainsi, dans le cultivar Cabernet-Sauvignon, il induit trés rapidement (24 heures apres le
traitement) la surexpression de geénes (17,4 %) codant principalement pour des PR protéines
(PRI-PR6-PR10), d’un géne impliqué dans le renforcement des parois (CAGT) (Figure 65).
Quarante huit heures apres le traitement, 56,5% des geénes sont modulés significativement en
incluant les génes codant pour des enzymes de la voie de biosynthése des phénylpropanoides et
des indoles (PAL, STS, CHI, CHS, ANR, F3H, ANTS et CHORS), dans la signalisation (LOX et
GST) (Figure 65). Les résultats obtenus sont en accord avec ceux précedemment décrits (Partie
D).

Dans le génotype sensible issu du BC1 entre Vitis et la muscadine, le BTH induit
¢galement une surexpression rapide (24 hpt) de PR protéines (PR3, PR6 et PR10), d’'un gene
impliqué dans la voie de biosynthese des indoles (CHORM) et dans le renforcement des parois
(CALS ou CAGT) et du transcrit GST avec, respectivement 34,8 et 21,7 % des geénes sur-
exprimés, 24 et 48 heures apres traitement (Figure 65A).

Le BTH stimule fortement 1’expression des transcrits dans les génotypes Rpv1l et Rpv2,
48 heures apres traitement, avec la sur-expression des transcrits PRI, PR3, PRS8 et PRI0 dans
Rpvl, PR2, PRS et PGIP dans Rpv2, et des genes STS et CHI dans Rpvl ou CHI, CHS, ANR
et F3H dans Rpv2, impliqués dans la voie de biosyntheése des phénylpropanoides, ou encore les
genes ACC dans Rpvl et GST, CALS et CAGT dans Rpv2 conduisant a 30,4 et 43,5 % des
genes surexprimés respectivement (Figure 65 B et 66).
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Figure 65: Expression relative des genes dans les feuilles des 5 génotypes (A) apres 24 et (B)

48 heures de traitement au BTH a 1,90 mM (400 mg L) par rapport aux feuilles témoin non
traitées correspondantes
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Figure 66: Diagramme de Venn représentant les sur-expressions obtenues dans les feuilles 48

heures de traitement au BTH a 1,90 mM (400 mg L") par rapport aux feuilles témoin non
traitées correspondantes
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Figure 67 : Corrélation entre le niveau d’expression moyen de PRI/( (M) et PR2 (M) dans les
feuilles des différents génotypes et la sensibilité¢ des génotypes au mildiou.
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Figure 68: Expression relative des genes dans les feuilles des 5 génotypes prétraitées avec 1,90
mM (400 mg L") de BTH, 24 heures aprés inoculation avec (A) le mildiou et (B) I’oidium B
par rapport aux feuilles des génotypes correspondant non inoculées et non traitées.
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La stimulation induite par le BTH dans le génotype possédant les deux QTLs semble plus
modérée puisque seul les geénes codant pour PR3 sont induits 24 heures apres le traitement, et
les génes PR2, PR3, PR6 et CALS, 48 heures apres le traitement (soit 8,7 et 17,4 % des genes
sur-exprimes).

Les transcrits PRI et PR6 sont induits dans les génotypes sensibles (CS et Controle) et
dans le génotype partiellement résistant (Rpvl).

Dans tous les descendants du croisement, PRI/0 est d’autant plus stimulée par le BTH
que le génotype est sensible et inversement pour PR2 qui est d’autant plus exprimé que le
génotype est résistant (2,7 dans Rpv1 et 7,0 dans Rpv2) et son expression est cumulative dans
le génotype possédant les 2 QTLs (15,9 dans Rpv1+2) (Figure 67). Les transcrits de PRI, PR2,
PR3 et PRI0 semblent a nouveau étre de bons marqueurs de résistance.

L’expression des genes codant pour les enzymes impliquées dans la voie de biosynthese
des phénylpropanoides n’est modifiée que 48 heures apres le traitement avec le BTH dans les
génotypes Rpvl et Rpv2 mais aussi dans la variété Cabernet-Sauvignon, avec une sur-
expression des génes PAL, STS, CHI, CHS, ANR et F3H variant selon le génotype.

Les geénes CALS et PER, impliqués dans le renforcement de la paroi sont stimulés
précocement (24 hpt) dans les génotypes Controle et Rpvl et plus tardivement (48 hpt) dans les
génotypes possédant le QTL Rpv2.

Au global, sur les 2 jours étudiées, nous observons que 1I’ensemble des génes étudiés ont
subi des modifications d’expression en réponse au traitement BTH, avec des résultats tres
variables selon le fond génétique considéré, avec une tendance d’une modulation plus
importante dans les feuilles des génotypes sensibles que dans les génotypes présentant des
résistances. Ainsi, ceux sont les feuilles de CS qui surexpriment le plus de transcrits et dans les
feuilles de Rpv1+2 que nous voyons 1’expression la plus faible (Figure 65).

2.2.3. Comparaison des profils d’expression des différents génotypes apres
traitement avec le BTH en réponse a ’attaque de mildiou et d’oidium

Les réactions de défense de la vigne élicitée par le BTH en réponse a une attaque de
mildiou, au niveau moléculaire, concernent principalement la modulation de I’expression de
genes codant pour des PR protéines.

La variété Cabernet-Sauvignon et les génotypes possédant le QTL Rpvl (Rpvl et
Rpv1+2) présentent le plus fort taux de surexpression puisque 21,7, 26,1 et 30,4 % des genes
¢tudiés sont surexprimés avec 100, 66,7 et 71,4 % codant pour des PR protéines (PRI, PR2,
PR3, PR6, PRS, PR10 et PGIP) (Figure 68 A).

L’ensemble des génes codant pour des enzymes impliquées dans la voie de biosynthése
des phénylpropanoides sont significativement réprimés dans tous les génotypes traités en
réponse a I’attaque de mildiou. Cependant, le génotype Rpvl1 élicité surexprime CHI et F3H,
deux genes codant pour des enzymes impliqués dans la voie de biosynthése des flavonoides
comme la catéchine et épicatéchine. A I’inverse, le génotype Rpv1+2 surexprime le transcrit de
la silbéne synthase (STS) (Figure 67A).

La PAL et STS sont fortement réprimés, notamment dans le génotype Rpv2, en accord
avec les résultats obtenus au niveau biochimique (Figure 62), ou nous notions une diminution
des quantités de resvératrol dans ces mémes feuilles apres inoculation de mildiou.
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L’ensemble des génes codant pour les enzymes de la voie de biosynthése des indoles
et ceux impliqués dans le renforcement de la paroi sont également significativement
réprimés 24 heures apres une infection avec le mildiou. Seul le transcrit de la GST7,
impliquée dans le maintien du statut redox de la plante est fortement induit en réponse a
I’attaque de mildiou dans les génotypes : Contrdle et Rpv1+2 traités par le BTH.

Les réponses de défenses mises en place pour lutter contre 1’oidium, induites par le
traitement BTH dans 1’ensemble des génotypes étudiés impliquent une surexpression
générale des genes étudiés. Toutefois, le géne codant pour PR6 est surexprimé uniquement
dans les génotypes Rpvs (Rpvl, Rpv2 et Rpvl+2), tandis que PR3 et CHI sont
significativement surexprimés quel que soit le génotype considéré. Le gene codant pour PAL
est surexprimé uniquement dans les génotypes possédant le QTL Rpv2 (Rpv2 et Rpv1+2).

Le développement du mildiou est plus rapide que celui de 1’oidium (7 jours et 12
jours, respectivement), il est donc possible que les réponses de défenses contre le mildiou
apparaissent plus précocément que celles contre 1’oidium avant 24 heures, expliquant que les
expressions soient plus intenses 24 heures aprés une attaque d’oidium que de mildiou, car
déja réalisées antérieurement.

Si I’on compare les profils obtenus apres traitement avec le BTH et I’infection (Figure
68) et ceux obtenus en absence d’¢licitation (Figure 59), on note globalement moins de sur-
expression de génes 24 heures apres le traitement BTH, suggérant que les sur-expressions se
sont déja déroulées avant 24 heures, lors de I’infection par le mildiou. En revanche, 24
heures apres une inoculation avec 1’oidium, les feuilles pré-traitées avec le BTH conduisent
a une sur-expression plus importante dans les feuilles.

2.2.4. Comparaison des profils en polyphénols des différents génotypes apres
traitement avec le BTH

Comme attendu, 1’analyse quantitative des stilbénes dans les feuilles des différents
génotypes traitées avec le BTH a 400 mg/I ne révele aucune différence significative des teneurs
apres 24 ou 48 heures de traitement avec le BTH et le traitement n’induit pas de modifications
significatives des teneurs en polyphénols totaux dans les feuilles des génotypes considérés en
accord avec les réusltats obtenus dans la partie I (Figure 69).

Les quantités de picéide détectées dans les feuilles de I’ensemble des génotypes traités au
BTH ne sont pas significativement différentes de celles présentes dans les feuilles non traitées.
A noter qu’en absence de traitement BTH, les feuilles du génotype Rpv2 contiennent
significativement plus de picéide que les feuilles de 1’ensemble des génotypes non traités
(29,52 + 7,04 pg/g de maticre seéche). En revanche, aprés traitement, les feuilles du génotype
Rpv2 contiennent des quantités de picéide similaires a celles des autres génotypes (7,11 = 1,63
ug/g de matiere seche).

Concernant le resvératrol, son contenu dans les feuilles des génotypes sensibles (CS et
contrdle), Rpvl et Rpv1+2, apres traitement avec le BTH sont similaires a celles des génotypes
non traités. Seules les feuilles Rpv2 accusent une diminution des quantités de resvératrol, apres
un traitement avec le BTH (de 40pg/g MS 4 0,87ug/g MS). A noter toutefois, une accumulation
significativement plus importante du resvératrol dans les feuilles du génotype RpvI+Rpv2
traité, comparé aux quantités trouvées dans les feuilles des autres génotypes Rpvs traités.

Nous notons également qu’il n’y a pas d’effet significatif du traitement avec le BTH sur
I’accumulation de ptérostilbéne comparée aux modalités non traitées.
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L’¢licitation avec le BTH n’a pas permis d’augmenter significativement les quantités
des polyphénols étudiés. Ces résultats sont des arguments supplémentaires au fait que ces
composés semblent étre peu impliqués dans ’acquisition de la résistance des génotypes de
vigne étudiés.

2.2.5. Comparaison des profils en polyphénols des différents génotypes apreés
traitement avec le BTH en réponse a ’attaque de mildiou et d’oidium

Les quantités de polyphénols totaux restent similaires dans les génotypes prétraités
apres infection avec les deux agents pathogeénes (509 = 43 ng/g de maticre séche), exepté pour
le génotype Rpv2 qui voit les quantités significativement augmentées (972 ug/g de maticre
séche).

Seule une accumulation significative de picéide est observée dans les feuilles du
génotype Rpv2 prétraitées avec le BTH et inoculées avec le mildiou (59,96 pg/g de matiére
seche), similaire a celles des feuilles non traitées et inoculées (70 = 2.5 pg/g de maticre seche)
(Figure 70). Pour les autres génotypes, la teneur en picéide est similaire a celle trouvée dans
les feuilles traitées ou non.

Les teneurs en resvératrol enregistrées dans les feuilles traitées avec le BTH et inoculées
sont identiques a celles trouvées dans les feuilles témoins ou traitées avec le BTH pour
I’ensemble des génotypes résistants, a 1’exception du génotype Rpv2, pour lequel, seules les
feuilles non inoculées révelent une teneur en resvératrol importante.

Concernant le ptérostilbeéne, les quantités trouvées dans les différents génotypes ne
montrent aucune différence significative quel que soit le traitement (traités ou non au BTH et
inoculés ou non). Seule une accumulation significative dans les feuilles du génotype sensible
Cabernet Sauvignon traitées ou non avec BTH puis infectées par 1’oidium et le mildiou a été
observée (Figures 62, 69 et 70).

Les génotypes résistants présentent des teneurs en polyphénols naturellement élevées,
suffisantes pour protéger la plante d’une agression et 1’¢licitation n’induit pas d’accumulation
supplémentaires. Ces molécules ont un fort pouvoir antioxydant, pouvant étre néfaste pour la
survie de la cellule qui les fabrique. Une production excessive pourrait lui étre fatale. La vigne
module ses défenses lorsqu’elles sont limitées (dans les génotypes sensibles ou partiellement
résistants) mais pas dans les génotypes résistants. Nous confirmons encore une fois que ces
composés stilbéniques ¢étudiés sont de bons marqueurs de niveau de résistance, et plus
particulierement le ptérostilbéene pour lequel sa teneur semble fortement corréler avec le
niveau de protection des variétés sensibles ou partiellement résistantes.

3. Conclusions, discussions et perspectives

L’objectif principal de ce travail visait a préciser le role du BTH dans 1’¢licitation des
défenses de la vigne en fonction du fond génétique de la plante et d’évaluer la capacité¢ de
génotypes possédant des niveaux de résistance variés a répondre a cette élicitation. Ainsi,
différents génotypes issus d’un croisement entre une variété sensible Vitis vinifera et une
variété résistante Muscadinia rotondifolia ayant ou non introgressé des QTLs de résistance
contre les pathogenes biotrophes (E. necator et P. viticola) ont été choisis afin d’étudier et de
comparer leurs réponses apres élicitation, et aprés ou non infection avec différents
pathogeénes.
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= Comportement des génotypes résistants selon la variabilité génétique des
agents pathogeénes

Nous avons évalué la réponse des génotypes face a des attaques de 13 souches d’E.
necator appartenant a deux groupes génétiquement distincts (A et B) et face a des souches de
P. viticola. Les génotypes sensibles issus du croisement entre Cabernet-Sauvignon et M.
rotundifolia (dit "Controle" dans notre étude) sont moins sensibles au mildiou et a 1’oidium
que le cépage Cabernet-Sauvignon utilisé au laboratoire, suggérant que ces génotypes
sensibles possedent certainement quelques QTLs de résistance mineurs a ces deux agents
pathogenes.

Le QTL RUN, impliqué dans une résistance compléte a 1’oidium est décrit comme
étroitement li¢ au QTL Rpv1 (Barker et al., 2005). Les résultats obtenus dans mon étude, avec
le génotype Rpvl ne correspondent pas a ceux attendus. En effet, ils montrent une sensibilité
a I’oidium, mais aussi une différence significative de sensibilit¢ de ce QTL Rpvl selon le
groupe génétique d’oidium considéré (P=0.000). Ainsi, une plus faible résistance de ce
génotype face a 8 souches d’oidium de groupe A est-elle observée (Figure 54), que nous
retrouvons dans le protocole expérimental mis spécifiquement en place pour les analyses
moléculaires et biochimiques. Le niveau de résistance du génotype Rpvl1 est significativement
plus fort contre la souche PV 74 (de groupe B) que contre la souche LLU41 (de groupe A).

I1 semblerait que le QTL "RUNI1" ne soit pas totalement fonctionnel dans ce génotype
Rpvl et que les souches d’oidium de groupe A soient moins sensibles aux défenses mises en
place dans les génotypes Rpv1 que les souches d’oidium de groupe B.

Le génotype possédant seulement le QTL Rpv2, comme attendu, est totalement résistant
au mildiou, mais de fagon plus surprenante est également totalement résistante a 1’oidium.

De facon inattendue, les génotypes obtenus dans cette descendance entre Vitis vinifera
et Muscadinia rotundifolia n’ont pas le phénotype attendu. Les Rpv1 sont sensibles a 1’oidium
par absence (ou non fonctionnalit¢) du QTL RUNI1 et les Rpv2 sont résistants a 1’oidium
comme s’ils avaient introgressé le QTL RUNI, ou le QTL Rpv2 est un QTL conférant aussi
de la résistance a I’oidium. Dans la sélection assistée par marqueurs, du fait de 1’a priori que
les QTL Rpvl et RUN sont liés, les marqueurs moléculaires utilisés pour suivre dans la
déscendance I’introgression du QTL RUN sont ceux de Rpv1. Or dans les génotypes utilisés,
les 2 QTLs ne semblent pas totalement liés. La recherche de nouveaux marqueurs
moléculaires bien spécifiques de RUN semble indispensable pour confirmer la présence du
QTL RUNI1 dans les génotypes.

Les génotypes possédants les deux QTLs (Rpv1+2) sont, comme attendus, totalement
résistants au mildiou et fortement résistants a I’oidium.

Des pulvérisations a 100 et 400 mg/L de BTH protege la vigne efficacement quel que
soit le pathogéne considéré, tant chez les génotypes sensibles que chez les autres génotypes,
avec toutefois une moins bonne efficacité anti-oidium A, qu’anti-oidium B et anti-mildiou.
Nous remarquons également que le BTH n’a pas d’effet phytotoxique sur les génotypes
résistants Rpv2 et Rpv1+2 qui sont totalement résistants a I’oidium et au mildiou.

= FEffet et intérét d’une élicitation BTH

La résistance systémique acquise (SAR) induite par le BTH chez les plantes sensibles a
clairement ét¢ démontrée comme dépendante de la voie de signalisation de 1’acide salycilique
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(Friedrich et al., 1996) et s’accompagne d’une surexpression significative de génes codant
pour des PR protéines (Lawton ef al., 1996; Brisset et al., 2000; Bovie et al., 2004; Hukkanen
et al., 2008, Kortekamp, 2006, Van Loon et al., 2006), d’'une accumulation de composés
phénoliques (Iriti ef al., 2004), et aussi de changements dans I’expression de geénes impliqués
dans le métabolisme primaire (Verica et al., 2004; Hukkanen et al., 2008).

La vigne est capable de moduler les niveaux d’expression de génes impliqués dans les
mécanismes de défenses, en réponse a une attaque de pathogéne ou a I’application du BTH,
mais leurs expressions varient selon le génotype de la plante et en fonction du pathogéne
rencontré.

Nos résultats montrent qu’une reprogrammation du transcriptome a lieu seulement dans
les variétés sensibles (Cabernet Sauvignon et Controle) en réponse a une attaque d’oidium en
accord avec Fung et al., (2008) qui notait une modification de seulement 3 transcripts chez la
variété résistante V. aestivalis et de 625 transcripts chez la variété sensible de Vitis vinifera en
réponse a une attaque d’oidium. Ces geénes codaient principalement pour des MAPKinases,
des génes WRKY, PRI et la stilbéne synthase et suggére une induction des défenses basales
chez les variétés sensibles, alors que chez les génotypes résistants celles-ci seraient
constitutives.

En ce qui concerne les réponses a une attaque de mildiou, elles semblent différentes de
celles obtenues en présence d’oidium. La modification transcriptomique est plus importante
chez les variétés résistantes que chez les variétés sensibles. Ces résultats sont en accord avec
les conclusions de Polesani et al., (2010) qui obtient une reprogrammation transcriptomique
chez la variété résistante V. riparia plus intense que chez la variété sensible Cabernet
Sauvignon en réponse a une attaque de mildiou. Force est de constater, que nous obtenons une
plus forte sur-expression des génes codant pour les PR protéines (PRI et PR3 chez Rpvl et
PRG6 chez Rpv2) et de genes codant pour des enzymes de la voie des phénylpropanoides (ST,
LDOX, ANR et F3H chez Rpv1 et PAL chez Rpv2) chez les variétés possédant des QTLs de
résistance que chez les variétés sensibles.

Une infection de P. viticola se traduit dans les feuilles de vigne, généralement par de
nombreuses répressions des geénes impliqués dans les défenses et quelques surexpressions
(CHS, LDOX, PAL, STS et PRI). Ces résultats semblent refléter 1’exploitation de ressources
cellulaires de la plante, et/ou un possible effet suppresseur des mécanismes de défense du
pathogéne, comme suggéré par Polesani ef al., (2008) et Perazzolli et al.,(2008), et que nous
avions mis en évidence dans la partie I.

Les données préliminaires présentées dans cette étude, confirment une fois de plus que
le BTH induit une protection, des variétés sensibles, efficace contre des infections de P.
viticola et d’E. necator, en induisant une résistance systémique acquise. Néanmoins, les
résultats que nous obtenons sur I’effet inducteur du BTH sur des variétés partiellement ou
totalement résistantes sont tout a fait novateurs et peuvent conduire a des applications
d’intérét dans le cadre du développement de méthodes alternatives.

» Comparaison des profils en polyphénols des différents génotypes apres
traitement avec le BTH selon la variabilité génétique des agents pathogénes

Les analyses quantitatives des stilbénes majoritaires (picéide, resvératrol et
ptérostilbéne) dans les feuilles de vigne montrent des accumulations significativement
différentes entre les différents génotypes et les modalités témoins.
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Dans les feuilles non triatées et non inoculées (témoin), les quantités de stilbénes
découvertes sont d’autant plus importantes que le génotype est résistant. De plus, chez les
génotypes résistants nous notons une forte corrélation entre la surexpression des génes codant
pour les enzymes de la voie de biosynthése des phénylpropanoides (surtout la PAL et la STS)
et I’accumulation significative de composés biochimiques de type stilbenoides de manicre
constitutive.

Le resvératrol et le picéide semblent ne pas étre impliqués directement dans la défense
de la plante contre les agents pathogenes. En effet, nous notons des accumulations apres
infection (lors du dévelopement des agents pathogene), sans réel effet sur le développement
des pathogenes, dans les génotypes sensibles. En revanche, un dérivé, tel que le ptérostilbéne,
participerait potentiellement a une lutte efficace contre les agents pathogenes. Les quantités
produites de ce composé sont directement corrélées a la résistance observée chez les
génotypes. Toutefois, la protection conférée par une ¢€licitation avec le BTH ne semble pas
statistiquement corrélée avec la quantité de ptérostilbéne chez le cultivar sensible Cabernet-
Sauvignon. L’inhibition totale du développement de 1’oidium et du mildiou chez les variétés
résistantes, pourrait, pour partie, résulter d’une production ou d’une réserve de ptérostilbéne
avant I’infection, lequel est considéré comme une des molécules la plus toxique vis-a-vis du
mildiou (Pezet et al., 2004 et Schnee et al., 2008).

Les génotypes testés dans cette étude ont introgressés des QTLs fortement liés a des
locus de genes de résistance (RGA codant pour des récepteurs de type NBS-LRR) (Di
Gaspero et al., 1997 et Zyprian et al., 2003). Dans la résistance mono-génique des systémes
de défenses gene-pour-géne, la production de phytoalexines y est fortement associée
(Glazebrook et al., 1997 ; Hammerschmidt, 1997) et il est possible de classer les niveaux de
résistance des cépages par évaluation de leurs concentrations (les quantités de stilbénes sont
directement proportionnelles au niveau de résistance des différents cépages, Gindro et al.,
2007). Les génotypes possédant le QTL Rpv2 (Rpv2 et Rpv1+2) sont les génotypes qui
produisent le plus de stilbénes et corrobore le fait que le QTL Rpv2 est associ¢é a une
résistance mono-génique totale et qu’il sagit d’un locus RGA. Les génotypes possédant le
QTL Rpvl, présentent des quantités de stilbénes intermédiaires, confirmant qu’il est associ¢ a
une résistance partielle, probalement multi-génique.

Cette ¢étude apporte des résultats originaux, sur la possibilité d’augmenter le niveau de
résistance de génotypes partiellement résistants par élicitation jusqu’a 1’obtention d’une
résistance totale et pourrait participer a leur durabilité.

En termes de perspectives de ce travail, il conviendra d’exploiter la totalit¢ des
expériences réalisées afin d’assurer la significativit¢ des données, d’analyser les profils
d’expression de geénes potentiellement impliqués dans les défenses de la vigne contre
I’0idium, pour pouvoir confirmer ou infirmer les différences d’efficacité de stimulation des
différents génotypes face a la diversité génétique d’E. necator et de P. viticola, en apportant
ainsi des données inédites sur le comportement des génotypes. A partir des résultats et des
conclusions qui émaneront de cette étude, nous pourrons évaluer 1’efficacité des molécules
étudiées au vignoble afin d’examiner le niveau de défense de la plante entiere in natura, et
mettre en place des stratégies de lutte alternative intégrant l’utilisation d’éliciteur et des
variétés partiellement résistantes. Ainsi, ce travail combine-t-il la variabilité génétique de la
plante et la réponse a une élicitation, et devrait contribuer a apporter des éléments de réponses
significatifs et participer au développement de nouvelles méthodes de lutte visant a atteindre
I’objectif du plan « ecophyto » de réduction des intrants pesticides.

La réalisation d’essais en conditions naturelles, identiques a ceux réalisés sur la variété
sensible Cabernet-Sauvignon (cf. partie II) devrait nous éclairer sur I’intérét d’associer ces
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deux démarches dans le cadre d’une modification des pratiques viticoles pour une viticulture
innovante et une protection durable.
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Conclusions générales et
perspectives
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CONCLUSIONS GENERALES

L'oidium et le mildiou de la vigne représentent les deux maladies les plus importantes
de la vigne cultivée. En absence de protection phytosanitaire, ces maladies conduisent a une
réduction de rendement qui peut aller jusqu’a une perte totale de récolte. A la suite du
Grenelle de I’environnement, le plan "Ecophyto 2018", mis en place, vise a réduire de moitié
I’utilisation des intrants phytosanitaires, tout en maintenant une production agricole de
qualité. Il parait donc nécessaire de modifier les pratiques agricoles et développer de
nouvelles stratégies capables d'intégrer ['utilisation d'autres méthodes comme la lutte
biologique, la sélection variétale ou la stimulation des défenses des plantes.

L'utilisation d'¢liciteurs, pour induire les défenses des plantes, s’aveére une méthode
alternative et/ou complémentaire intéressante a explorer en termes d’efficacité. Envisager son
utilisation sur des variétés sensibles ou partiellement résistantes aux maladies, permettrait de
limiter potentiellement le contournement variétal, de diminuer fortement les intrants
pesticides et de surcroit de limiter 1’acquisition de la résistance aux fongicides d’agents
pathogenes.

L’¢tude menée dans ce travail de thése a permis d’analyser plus finement le
comportement de la vigne face a une attaque de mildiou et d’oidium, et ses réponses apres
une ¢licitation avec des produits potentiellement stimulateurs.

Ainsi, démontrons-nous que les pathogenes manipulent le métabolisme de la plante pour
se développer, en réprimant de nombreux geénes, et confirment des travaux qui montraient que
les agents pathogenes exploitaient les ressources cellulaires de la plante, et/ou exergaient un
possible effet suppresseur sur les mécanismes de défense par leur effecteurs (Polesani, et al.,
2008).

Nous montrons que les ¢liciteurs choisis (BTH et phosphonates) peuvent protéger
efficacement la vigne contre le mildiou et I’oidium en induisant une résistance systémique
acquise, conduisant a une expression coordonnée de PR protéines et a la production de
phytoalexines. Cependant, la vigne module ses défenses en sur-exprimant un ensemble de
genes de défense, dont I’expression varie selon la molécule utilisée (le BTH induit plus de
modifications que les phosphonates), mais également en fonction de la diversité¢ phénotypique
et génétique des agents pathogénes contre lesquels elle se défend. Nous avons mis en
¢vidence que pour les groupes génétiques d’E. necator ou pour les souches de P. viticola
résistantes aux fongicides, les niveaux de sur-expression de certains genes de défense
semblent plus élevés et plus précoces. Nous notons également que certaines surexpressions
sont directement corrélées au niveau de protection foliaire obtenu, et la vitesse a laquelle les
genes sont surexprimés semble plus importante que leur niveau de sur-expression. Les
¢liciteurs agissent €galement sur la vigne en limitant 1’action négative des pathogénes et en
induisant la sur-expression de geénes de défense et I’accumulation de phytoalexines les plus
toxiques pour les pathogenes (ptérostilbéne, viniférines et un composé de nature inconnue).
En accord avec la littérature (Gindro et al, 2007), nous confirmons que les stilbénes
représentent bien des marqueurs de résistance (quantité directement proportionnelle au niveau
de résistance dans les variétés résistantes), mais leur implication dans les mécanismes de
défenses induites par €licitation dans la variété sensible Cabernet-Sauvignon semble limité. I1
serait fort intéressant de chercher d’autres phytoalexines permettant de mieux expliquer la
protection de la vigne obtenue par élicitation (comme isoflavonoides avec la catéchine et
épicatéchine), ou des dérivés indoliques, et identifier le composé inconnu détecté (temps de
rétention = 24,9 min) dont I’accumulation semble corrélée avec la protection de la plante.

Le BTH et les phosphonates induisent une résistance systémique acquise par une sur-
expression de génes SA-dépendants (PRI, PR2, PR4, PR5 et PRI0) mais potentiellement,
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aussi en empruntant la voie de 1’acide jasmonique et de 1’éthyléne, suggérant que le dialogue
moléculaire et le role des phytohormones soient plus complexes que ne le décrit la littérature.
En effet, non seulement, nous obtenons la sur-expression de PR3 et/ou PRS dans les réponses
de défenses de la vigne identifiés comme des marqueurs de la voie de I’acide jasmonique,
mais également une sur-expression de 1I’ACC codant pour la I-aminocyclopropane-1
carboxylate oxydase, impliquée dans la voie de biosynthése de 1’éthylene, apres élicitation
avec le BTH. De plus, des analyses protéomiques récentes ont montré¢ une accumulation de
I’ACC oxydase en réponse a I’¢élicitation du framboisier nain (Rubus arctica) avec le BTH
(Hukkanen ef al., 2008).

Lors de [l’induction des défenses aprés une élicitation avec le BTH, une
reprogrammation du métabolisme se met en place avec la synthese de métabolites secondaires
via la voie oxydative des pentoses phosphate et des shikimates (Scheideler et al., 2002 et Hu
et al., 2009), mais également un changement généralis¢ des fonctions de maintien
("housekeeping" ou métaoblisme primaire) (De Nardi et al., 2006). De plus, Pontin et al.
(2010) observent une répression d’un nombre de geénes répondant a une signalisation
transitant par I’AIA, lors de I’induction des défenses de la vigne par les UV-B, supportant
I’idée qu’une répression du signal de I’auxine contribuerait a induire des réponses de défense
de la plante.

Dans les réponses de défenses de la vigne induites par les trois éliciteurs contre le
mildiou et 1’oidium, une forte modulation de 1’expression des génes ANTS, CHORM ou
CHORS, impliqués dans la voie de biosyntheése d’alcaloides putatifs et de I’auxine est
observée. Avec les stilbenes, les isoflavonoides, la lignine, les alcaloides et les dérivés indoles
jouent un role important dans la résistance aux pathogenes (Hu et al., 2009 et Beets et
Dubery, 2011). Chez A. thaliana, I’induction de la synthése de camalexine, un composé
dérivé du métabolisme du tryptophane en réponse a une attaque de pathogene joue un rdle
important dans les défenses qui impliquent des voies de signalisation dépendantes de I’acide
salicylique, de I’acide jasmonique ou de 1’éthyléne (Beets et Dubery, 2011). De plus, la
chorismate synthase (CHORS), I’anthranilate synthase (ANTS), et la chorismate mutase
(CHORM) sont des geénes différentiellement exprimés lors d’interactions compatibles et
incompatibles de l'orge avec B. graminis f. sp. hordei (Hu et al., 2009). En se basant sur ce
modele, nous suggérons que la vigne serait peut-étre capable de moduler ses défenses et de
produire d’autres phytoalexines. En effet, J. Bouscaut (2005), au cours de sa thése, avait
montré une accumulation significative d’un composé inconnu, dérivé du métabolisme du
tryptophane (donc dérivé de la voie de 1’auxine) lors d’une interaction incompatible avec P.
viticola. L’exploration plus minutieuse de cette voie permettrait d’identifier de nouveaux
marqueurs d’intérét et de mieux comprendre les mécanismes de défenses de la vigne.

Les expérimentations "terrains" mises en place durant ces trois années, ont permis de
montrer qu’il était possible de stimuler les défenses de la vigne pour protéger partiellement
celle-ci contre le mildiou et ’oidium y compris sous de trés fortes pressions épidémiques.
Contrairement a de nombreuses études réalisées sur le terrain qui n’ont pas donné de résultats
satisfaisants, nous avons fait le choix d’utiliser une dose de BTH 3 fois plus forte que celles
utilisées habituellement, basé sur les résultats obtenus in vitro. Force est de constater que des
la présentation de nos résultats préliminaires en 2007 a I’ICPP de Turin, de nombreuses
modifications dans les protocoles expérimentaux de nos collégues sont apparues (Perrazolli et
al., 2008).

Les expérimentations terrains mises en place, malgré un grand nombre de traitements,
montrent qu’il est possible d’utiliser les SDP, et que leur alternance ou leur association avec
des fongicides mériteraient quelques investigations supplémentaires. En effet, nous avons
obtenu contre toute attente des résultats trés intéressants car en condition de trés forte pression
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parasitaire (rarement obtenue naturellement) des protections significatives ont été obtenues
en associant ’utilisation de stimulateurs et de fongicides. Conformément a ce qui était
attendu, les résultats sont trés variables et fortement liés a la physiologie de la plante et aux
conditions environnementales. L’efficacité d’éliciteur s’avere fortement dépendante de la
dose appliquée, mais aussi des conditions climatiques plus ou moins favorables au
développement de la maladie et au développement de la plante. Pour certains éliciteurs
comme le BTH, il semble qu’il induise, outre la stimulation des défenses, des retards de
croissance et ce quel que soit le millésime. Le stade phénologique de la vigne et les conditions
environnementales lors des applications semblent avoir une incidence sur ces effets. Son
efficacité induit néanmoins une réduction systématique du nombre des grappes et de leur taille
indépendamment du taux de maladie, par rapport aux grappes traitées avec le fongicide.

Au cours de ces expérimentations, nous avons mis en évidence une sélectivité des
produits en termes d’efficacité avec une protection différentielle au niveau des feuilles ou des
grappes. Le BTH procure une protection significative des grappes en 2009, un effet délétere
en 2010 et apporte une bonne protection des grappes en 2011. Le FOS, quant-a lui, plus
efficace que le BTH sur feuilles en 2009, a trés mal protégé les grappes.

De plus, les applications de BTH induit au vignoble une diminution significative de la
charge en raisin. Cet effet pourrait résulter, soit d’une phytotoxicité¢ dépendante de la dose
appliquée, soit d’un cofit énergétique important pour la plante lors de 1’allocation des
ressources pour sa défendre.

La transposition de la méthode, mise au point au laboratoire, sur des essais en
conditions naturelles a permis d’aborder le comportement de la vigne face au mildiou et a
I’oidium apres différents types de stimulation. Les cinétiques d’expression de geénes d’intérét
par g-RT-PCR et les analyses des polyphénols ont permis de confirmer la corrélation entre
certains facteurs et un niveau de protection contre le mildiou et I’oidium au vignoble en 2009.
Ainsi, une surexpression des geénes codant pour une 3, 1-3 glucanase (PR2) et des chitinases
de classe III et IV (PR3 ou PRS8) semble corréler avec le niveau de protection foliaire, et une
sur-expression de la GST avec le niveau de protection des grappes. L’accumulation de
ptérostilbéne ou d’un composé inconnu décrit précédemment est corrélée avec le niveau de
protection. Les analyses moléculaires et biochimiques des échantillons prélevés en 2010 et
2011 sont maintenant indispensables pour confirmer ces résultats préliminaires et valider la
méthode.

L’utilisation de la méthode "BioMolChem" sur les variétés résistantes confirme 1’intérét
de I'utilisation des ces marqueurs d’état de défense et pourrait s’avérer intéressante pour de
nombreuses équipes qui cherchent a obtenir des marqueurs d’état de défense (Réseau
INDRES). Cette derni¢re étude apporte des résultats originaux sur la possibilité d’augmenter
le niveau de résistance de génotypes partiellement résistants par ¢licitation, jusqu’a
I’obtention d’une résistance totale. Des pulvérisations a faible dose de BTH (100 mg/L)
permettent de rendre une vigne partiellement résistante, totalement résistante au mildiou et a
I’oidium. Les analyses biochimiques montrent que les quantités des stilbénes sont d’autant
plus importantes que le génotype est résistant en accord avec Little ez al., (2003). En effet, des
dérivés du resvératrol, e.g. le ptérostilbene, interviendraient et participeraient potentiellement
a une lutte efficace contre les agents pathogenes étudiés. En effet, les quantités de ce composé
sont directement corrélées au niveau de résistance observé chez les génotypes le produisant.
De plus, chez les génotypes résistants nous notons une forte corrélation entre la sur-
expression des geénes codant pour les enzymes de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides (surtout la PAL et la STS) et I’accumulation significative de composés de
type stilbenoides de maniere constitutive. En revanche, la protection conférée apres

267



I’élicitation avec le BTH ne semble pas statistiquement corrélée avec la quantité de
ptérostilbéne dans le cas des génotypes résistants. Les résultats obtenus sur I’effet inducteur
du BTH sur des variétés partiellement ou totalement résistantes sont tout a fait novateurs et
pourraient conduire a des applications d’intérét dans le cadre de méthodes alternatives.

PERSPECTIVES

Ce travail que nous avons réalisé en combinant la variabilité génétique de la plante et la
réponse a une ¢€licitation devrait contribuer a apporter des éléments de réponses significatifs et
participer au développement de nouvelles méthodes de lutte visant a atteindre I’objectif du
plan « Ecophyto 2018 » de réduction des intrants pesticides.

En terme de perspectives, il conviendra d’exploiter la totalit¢ des échantillons obtenus
afin d’assurer la significativit¢ des données de terrain et sur les génotypes résistants,
d’analyser les profils d’expression de génes potentiellement impliqués dans les défenses de la
vigne contre I’oidium, pour confirmer ou infirmer les différences d’efficacité de stimulation
des différents génotypes face a la diversité génétique d’E. necator et de P. viticola, apportant
ainsi des données inédites sur le comportement des génotypes.

Grace a la transcriptomique et le séquencage récent du génome de Vitis vinifera, il est
possible de dessiner de nouvelles amorces pour augmenter le nombre de génes candidats pour
un suivi au niveau transcriptionnel. Ainsi, il nous sera possible d’explorer de nouvelles voies
métaboliques et d’avoir une vision plus globale des effets d’¢liciteurs. Actuellement, 30
nouvelles amorces ont ¢té dessinées et sont actuellement testées dans le cadre d’un projet
FUI Neoprotec, auquel je participerai courant 2012.

Si dans un premier temps, nous nous sommes intéressés principalement aux stilbeénes, il
est indispensable d’étudier I’importance des flavonoides (catéchine, épicatéchine et dérivés),
connus comme possédant également de nombreuses activités biologiques et les dérivés
indoles afin d’identifier un composé potentiellement équivalent & la camalexine chez A.
thaliana et d’évaluer son importance dans les réactions de défense.

La méthode « BioMolChem » mise au point sera fort utile pour les projets de recherches
initiés au laboratoire, et les programmes de deux FUIs (DEFISTIM et NEOPROTEC).

A ce jour, il est possible d’évaluer 1’efficacité de molécules étudiées au vignoble et
d’examiner le statut de défense de vigne in natura. Ainsi, la mise en place de stratégies de
lutte alternative intégrant I’utilisation d’éliciteur et de variétés partiellement résistantes
pourrait-elle étre menée a bien. Une parcelle expérimentale de variétés de vigne partiellement
résistantes a été plantée sur le site de la Grande Ferrade a Bordeaux. La mise en ceuvre
d’expérimentations d’élicitation sur ces génotypes in natura semble étre une approche des
plus intéressantes. En effet, si les SDP semblent potentiellement intéressants, appliqués seuls
au vignoble, ils n’apporteront pas de résultats constants et stables, et seront peu acceptés par
la profession. C’est pourquoi, outre I’intérét des SDP sur des variétés partiellement
résistantes, nous poursuivrons des essais sur différents cépages bordelais, car il sera
indispensable de raisonner les traitements avec ces produits et de les associer éventuellement
a des molécules fongicides a doses réduites. De plus, les connaissances sur les défenses de la
vigne en fonction des organes et des stades de sensibilité (floraison, nouaison) sont pauvres,
voire inexistantes et nous avons commencé a étudie ces points, sans lesquels une utilisation
rationnelle des SDP risque d’étre voué¢ a 1’échec. L’utilisation des marqueurs de défense
retenus comme indicateurs sera nécessaire pour valider le statut de défense de la plante, et la
prise de décision pour I’application de traitements fongicides.
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Les essais avec les SDP réalisés depuis plus de vingt ans sur vigne, ont rarement permis
de comprendre pourquoi leurs efficacités étaient si décevantes. Avec les outils développés
dans ce travail et les résultats obtenus, nous avons bons espoirs de mieux comprendre et de
mieux exploiter le potentiel de ce type de lutte.
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Annexe 1

Essai Mildiou 2009
. Concentrations
. Fréquence —

Modalités . - Matiere )

d'applications . Produit
active
Témoins non traités
Bion 50 WG (BTH) 7 jours 2g/L 4g/L
Aliette (Fosétyl-Aluminium) 7 jours 2,5g/L 3,125g/L

Dithane (Mancozebe) 7 jours 2,1g/L 2,8g/L

Représentation schématique de la parcelle expérimentale :

Chaque carré¢ représente 1 bloc de 3 ceps. Chaque modalité est répétée 4 fois.

En blanc, blocs non utilisés.
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Annexe 2

Essai Mildiou 2010

. Concentrations
Fréquence -
Modalités , . Matiere .
d'applications . Produit
active
Témoins non traités
Bion 50 WG (BTH) 7 jours 2g/L 4g/L
Aliette (Fosétyl-Aluminium) 7 jours 2,5g/L 3,125g/L
Dithane (Mancozebe) 7 jours 2,1g/L 2,8g/L
Bion 50 WG (BTH) 7 jours 1g/L 2g/L
N 06 Dithane (Mancozébe) 7 jours 1,05g/L 1,4g/L
Bion 50 WG (BTH) + Dithane )
N 07 R 7 jours 1+1,05g/L|2+1,4g/L
(Mancozebe)
Bion 50 WG (BTH) alternance 7 jours 1g/L 2g/L
Dithane (Mancozébe) .
7 jours 1,05g/L 1,4g/L
alternance
Représentation schématique de la parcelle expérimentale :

N 04- N 06-
Rep2 Rep2

N 07- N 06-
Rep4 Rep3

Chaque carré représente 1 bloc de 3 ceps. Chaque modalité est répétée 4 fois.
En blanc, blocs non utilisés.
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Annexe 3

Essai Oidium 2010
. Concentrations
L, Frequence -
Modalités , L Matiere .
d'applications . Produit
active
Témoins non traités

Bion 50 WG (BTH) 7 jours 2g/L 4g/L
Aliette (Fosétyl-Aluminium) 7 jours 2,5g/L 3,125 g/L
N 04 Corail (Tébuconazole) 7 jours 0,1g/L 0,4 mg/L

Représentation schématique de la parcelle expérimentale :

N 04-
Rep2
N 04-
Rep4

N 04-

Rep3

Chaque carré¢ représente 1 bloc de 3 ceps. Chaque modalité est répétée 4 fois.

En blanc, blocs non utilisés.
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Annexe 5

Essai Oidium 2011
. Concentrations
L Fréquence -

Modalités . . Matiere .

d'applications . Produit
active
Témoins non traités

Bion 50 WG (BTH) 7 jours 2g/L 4g/L
Aliette (Fosétyl-Aluminium) 7 jours 2,5g/L 3,125g/L
Corail (Tébuconazole) 7 jours 0,1g/L 0,4 mg/L

Représentation schématique de la parcelle expérimentale :

Chaque carré¢ représente 1 bloc de 3 ceps répétés 4 fois.

En blanc, bloc non utilisés.
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Annexe 6

Echelle BBCH des stades phénologiques de la vigne (Vitis vinifera L. ssp.
vinifera)
Code Définition

Stade principal 0 : bourgeonnement ou débourrement

00 dormance: les bourgeons d’hiver sont pointus a arrondis, suivant la variété ils sont brun clair a fonc¢ et les écailles
sont plus ou moins appliquées aux bourgeons

01 début du gonflement des bourgeons: les bourgeons s’allongent a I’intérieur des écailles

03 fin du gonflement des bourgeons, les bourgeons ne sont pas encore verts

05 «stade de la bourre»: une protection cotonneuse est nettement visible

07 début de 1’éclatement des bourgeons (débourrement): 1’extrémité verte de la jeune pousse est juste visible

09 débourrement: I’extrémité verte de la jeune pousse est nettement visible

Stade principal 1 : développement des feuilles

11 premiére feuille étalée et écartée de la pousse
12 2 feuilles étalées

13 3 feuilles étalées

1. et ainsi de suite ...

19 9 ou davantage de feuilles sont étalées

Stade principal 5 : apparition des inflorescences

53 les grappes (inflorescences) sont nettement visibles
55 les grappes augmentent de taille, les boutons floraux sont agglomérés
57 les grappes sont bien développées, les fleurs se séparent

Stade principal 6 : la floraison

60 les premiers capuchons floraux se séparent du réceptacle

61 début de la floraison: 10% des capuchons floraux sont tombés
62 20% des capuchons floraux sont tombés

63 floraison partielle: 30% des capuchons floraux sont tombés
64 40% des capuchons floraux sont tombés

65 mi-floraison: 50% des capuchons floraux sont tombés

66 60% des capuchons floraux sont tombés

67 70% des capuchons floraux sont tombés

68 la floraison s’achéve: 80% des capuchons floraux sont tombés
69 fin de la floraison

Stade principal 7: développement des fruits

71 nouaison: début du développement des fruits, toutes les pieces florales sont tombées

73 les fruits (baies) ont la grosseur de plombs de chasse, les grappes commencent a s’incliner vers le bas
75 les baies ont la grosseur de petits pois, les grappes sont en position verticale

77 début de la fermeture de la grappe (les baies commencent a se toucher)

79 la fermeture de la grappe est compléte, les fruits ont fini de grossir

Stade principal 8 : maturation des baies

81 début de la maturation: les baies commencent a s’éclaircir et/ou a changer de couleur
83 éclaircissement et/ou changement de couleur en cours

85 véraison: les baies deviennent molles au toucher

89 les baies sont mires pour la vendange

Stade principal 9 : sénescence ou début du repos végétatif

91 apres la vendange: 1’aotitement du bois est terminé
92 début de la coloration des feuilles

93 début de la chute des feuilles

95 50% des feuilles sont tombées

97 fin de la chute des feuilles

99 baies mires en phase de conservation
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Annexe 7

Représentation schématique des voies métaboliques suivis au niveau

moléculaire

Shikimate

Tryptophan

stilbenes

JcHors
ANTS‘/chorismate ('5':'-6;{-'-\;'- wen --

Indoles STS p-coumaryl CoA _blignins

quercetin epicatechin
\ Secondary metabolites /

Phenylalanin
PAL PER, CAGT

F3H)\ CHI, CHS

leucoanthocyanidin

r Oxylipins \

t
t

4 Loxo9

/ \DOX,ANR

PR proteins
-PR1
- PR2 (glucanase)
- PR3 (chitinase IV)

-PRS8 (chitinase Ill)
-PR10
- PGIP

- PR6 (serine protease)

Reference gene
EF1y

GST

313

Redox Statu

\ Membrane Lipids )

4 Ethylen

t

A.C.C.

S-Adenosyl-L-methionin

1

\ Methionin

fACC oxidase
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Assessment of fungicide resistance
and pathogen diversity in Erysiphe necator
using quantitative real-time PCR assays

Marie-Cécile Dufour,® Séverine Fontaine,® Josselin Montarry®<
and Marie-France Corio-Costet®*

Abstract

BACKGROUND: Management of grapevine powdery mildew Erysiphe necator Schw. requires fungicide treatments such as sterol
demethylation inhibitors (DMIs) or mitochondrial inhibitors (Qols). Recently, reduction in the efficacy of DMIs or Qols was
reported in Europe and the United States. The aim of the present study was to develop real-time qPCR tools to detect and
quantify several CYP51 gene variants of E. necator: (i) A versus B groups (G37A) and (ii) sensitive versus resistant to sterol
demethylase inhibitor fungicides (Y136F).

RESULTS: The efficacy of the qPCR tools developed was better than the CAPS method, with a limit of 2 pg for E necator DNA,
0.06 ng for genetic group A and 1.4 ng for the DMI-resistant allele. The detection limits of gPCR protocols (LOD) ranged from
0.72 to 0.85%, and the quantification limits (LOQ) ranged from 2.4 to 2.85% for the two alleles G47A and Y136F respectively. The
application of qPCR to field isolates from French vineyards showed the presence of DMI-resistant and/or Qol-resistant alleles in
French pathogen populations, linked to genetic group B.

CONCLUSION: The real-time PCR assay developed in this study provides a potentially useful tool for efficient quantification of

different alleles of interest for fungicide monitoring and for population structure of E. necator.

(© 2010 Society of Chemical Industry

Keywords: biotype; DMI fungicide; powdery mildew; Qol; Q-PCR; resistance
_________________________________________________________________________________________]

1 INTRODUCTION

Grapevine powdery mildew caused by Erysiphe necator Schw.,
an obligate parasite, is one of the most widespread diseases
of grapevine (Vitis vinifera L) worldwide. In European and
Australian vineyards, two genetic groups of E necator, A and B,
have been distinguished."? The distribution and epidemiological
significance of the two groups are unknown.3~7 Based on the
overwintering modes, groups A and B may be responsible for the
primary inoculum arising from sexual reproduction and/or asexual
wintering of mycelium in dormant buds.3>#-"" In spring, at the
beginning of grapevine growth, symptoms may appear in flag
shoot form (asexual) or be caused by ascospore projection (sexual)
in sparse plots. The different symptoms have been reported with
variable spatial and temporal distribution between the beginning
and the end of the growing season, and also depend on the
geographical position of the vineyard.#'°-'* Indeed, flag shoot
symptoms were more frequent in Mediterranean vineyards.”® As
regards flag shoot symptoms at the beginning of the growing
season, group A was in the majority, but group B populations were
also found alone or mixed in with group A>3 A comparison
of life history traits determining aggressiveness between the two
genetic groups showed that group A was less aggressive than
group B in terms of the germination ratio and infection efficiency,
and that group A was more aggressive than group B in terms
of the latency period, lesion diameter and number of spores per

lesion.” An association between the levels of disease severity at
the end of the growing season and the initial compositions of
E. necator populations in vineyards was previously observed,”#1
and damage was found to be greater for epidemics initiated by
group Bisolates.' Until now, only group B populations have been
found to give rise to sexual reproduction in France,8'214-16 byt
some studies in Australia and Italy suggest that group A strains
can also replicate by sexual reproduction.®'”

Erysiphe necator has been submitted to the pressure of
numerous fungicides including sterol biosynthesis inhibitors (SBIs)
and, in particular, the sterol C14-demethylase inhibitors (DMIs).
The intensive use of DMI fungicides has led to the appearance
of resistance in various countries.#'8-2! In French vineyards the
DMI-resistant isolates belong mainly to genetic group B.81222
The DMI resistance has been described as being multigenic, but
with one major mechanism involving a single mutation in the

|
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14-eburicol demethylase gene (CYP51) of E. necator.?>?** Indeed, in
grapevine powdery mildew, the replacement of a phenylalanine
residue by tyrosine at position 136 (Y136F) in the CYP57 gene was
associated with a high level of resistance to DMIs,?? as in Blumeria
graminis Speer.2>25 More recently, resistance to other fungicides
such as mitochondrial cytochrome b inhibitors (Qols) has also
been detected in the United States?” and in Europe (Bencené D,
private communication, 2007).

Quantitative real-time PCR (qPCR) has recently been applied
to the detection and quantification of microorganisms resistant
to fungicides.?”’ =33 Because it is a very powerful, cultivation-
independent, rapid and sensitive method, it has been used to
detect various organisms in a wide range of research fields.3* It is
especially interesting for non-cultivable, complex environments,
and for obligate parasites such as fungi or oomycetes. QPCR
methods have also been used to quantify Qol-resistant allele
in B. graminis> in Plasmopara viticola Berl. & De Toni3¢-38
and E.necator,”’” resulting in a single point mutation in the
mitochondrial cytochrome b, leading to the replacement of a
glycine by an alanine at codon 143 (G143A). Recently, rapid
quantification of DMI resistance in B. graminis populations has
been developed.3?

Nowadays, the tools developed to detect genetic groups or
fungicide resistance in E. necator are PCR tools based on detection
of point mutations in a specific gene such as CYP571 coding
for eburicol-C14-demethylase in sterol biosynthesis,?® g-tubulin
gene3'3 andtransposons,*® and on the polymorphism of unknown
sequences such as microsatellites (SSR), RAPD, RFLP and AFLP
markers. 291012144142

In spite of the numerous studies carried out on E. necator, the
detection and quantification of populations resistant to fungicides,
as well as the role of the two genetic groups in the development
of resistance in pathogen populations, remained unclear. As
E. necator is an obligate pathogen, knowledge about how its
population evolves in the vineyard is difficult to acquire because
each symptom must be analysed individually with the PCR tools
that currently exist. It is therefore difficult to obtain population
data on a large scale. If a tool were available to evaluate the
distribution and frequency of DMI-resistant populations or genetic
groups quickly and globally, a better understanding of E. necator
evolution under different selection pressures might be gained.

The aim of the present study was to develop a DNA diagnostic
tool based on real-time allele-specific PCR using the fluorescent
dye SYBR-Green: (i) to identify and quantify the presence of allele-
specific mutation linked to a high level of resistance to DMI
fungicide; (i) to identify and quantify both genetic groups A and
B; (iii) to obtain data about the distribution of genetic groups and
fungicide resistance of E. necator in French vineyards. A rapid test
would allow more accurate assessment of resistance and epidemic
risk with a view to optimising integrated pest management.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Erysiphe necator material and sampling

Powdery mildew isolates (N = 11) used to develop the
gPCR method came from a laboratory collection (Table 1).
Monoconidial isolates were inoculated under sterile conditions
on decontaminated grape leaves (cv. Cabernet Sauvignon) in Petri
dishes, as described in a previous article.’ Leaves were placed at
the bottom of a Plexiglas settling tower, and conidia were blown
in at the top from sporulating leaves (1000-1500 conidia cm—2
of leaf). Inoculated leaves were incubated for 12-14 days at 22 °C

Table 1. Characteristics of Erysiphe necator isolates used in this study
Strain® Origin Genotype DMl status
TOU 01 Languedoc-Roussillon, France A Sensitive

ROU 08 Languedoc-Roussillon, France A Sensitive

PVR 43 Languedoc-Roussillon, France A Sensitive

PVR 15 Languedoc-Roussillon, France A Sensitive

PVR 33 Languedoc-Roussillon, France A Sensitive

LAT 12 Aquitaine, France B Sensitive

CHL 02 Aquitaine, France B Sensitive

GF 10 Aquitaine, France B Sensitive

IBA 11 Bangalore, India B Resistant

HU3, HU1 Eger, Hungaria B Sensitive

@ All isolates were sensitive to Qol fungicide except isolates HU1 and
HU3 which were strobilurin resistant.

with a 16:8 h light:dark photoperiod. Fungal material growing
on the leaf surfaces was scraped into Eppendorf tubes, dried and
stored at —20°C.

Sampling was conducted in French vineyards from May to the
beginning of October, with N = 52 in 2008 and N = 59 in 2009, in
six grapevine production regions. Totals of 689 and 720 grapevine
lesions were collected over the 2 years. For each sample, 10-15
lesions from leaves (6 mm diameter) were collected and pooled
as a sample for each locality. The mycelium of E. necator on grape
berries was scraped from 15 bunches, pooled in Eppendorf tubes
and stored at —20°C.

2.2 DNA isolation

Total DNA isolated from frozen tissue samples or directly from
lesions (infected leaf discs) collected in the vineyards without
subculture was extracted with chloroform + isoamyl alcohol,
followed by isopropanol precipitation as previously described.*?
After mixing with an equal volume of isopropanol, the DNA
pellet was incubated for 2h at —20°C, then precipitated by
centrifugation for 10 min at 4°C and 12000 x g. After washing
with 70% (v/v) ethanol, the DNA pellet was dried and dissolved
in water. The DNA concentration was measured by absorbance at
260 and 280 nm (Genequant Pro; Amersham Bioscience, France).
DNA extracts were stored at —20 °C.

2.3 CAPS method

Assingle nucleotide polymorphism (SNP) created a recognition site
of restriction endonuclease Accl that allowed the characterisation
of A or B isolates by cleaved amplified polymorphic sequence
(CAPS) analysis according to the semi-quantitative method
previously described.?>” Polymerase chain reactions (PCRs) were
performed in a 16.5 UL volume containing 1.5 uL of the stock
genomic DNA solution diluted 1/3, 1.5uL of 10x PCR buffer
(Eurogentec, France), 1.5 mm MgCly, 0.5 mm of each dNTP, 0.2 um
of each primer (EN-TUB) (Table 2) and 0.25 U of Taq SilverStar DNA
polymerase (Eurogentec). The PCR programme was performed
as follows: a first denaturation step of 3 min at 95 °C, followed
by 38 cycles of 40s at 95°C, 555 at 58°C, 555 at 72°C and a
final elongation step of 5 min at 72 °C. Cleaving reactions were
performed in a 10 uL volume with 2 uL of PCR product, 1 pL of
10x buffer No. 4 (BioLabs) and 1.5 U of Accl enzyme (BioLabs)
at 37°C for 1.5 h. Restriction fragments were visualised on 2%
agarose after staining with ethidium bromide.
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Table 2. Primer sequences used in this study
Genbank
accession Fragment
Primers Sequences (5'-3') forward Sequences (5’ -3') reverse Gene number Nt position (bp)
qEN CTTCGGATTTTTGGGTCAGA GGCAGATCATTGGATTCTT Cyp51 AF042067 1310-1157 153
qEN 37A GGGTGGATTTTCATGGTCAC GCAACTGGCTCAATACATT Cyp51 AF042067 88-166 79
TAACA
qEN 136R TGGGAAGTTAAAAGATGTCA TGAGTTTGGAATTTGGACA Cyp51 AF042067 418-518 100
ACG ATCAA
qEN 143S ACCTACTTAAAGCTTTAGAA TACGGGCAGATGAGCCTAT Cytb
GTTTCC GCGG
qEN 143R ACCTACTTAAAGCTTTAGAA TACGGGCAGATGAGCCTAT Cytb
GTTTCC GCC
EN-TUB GCGAGATCGTAAGCTTGACAC GGCACGAGGAACGTATTTGT B-Tubuline AY074934 38-486 449

2.4 Primers

Primers for the reference Erysiphe necator (EN) and specific
alleles (for genetic group G37A, and Y136F for DMI resis-
tance) for real-time PCR were designed with Primer 3 software
(http://frodo.wi.mit.edu) to be used at the same hybridisation tem-
perature and MgCl, concentration. Primer pairs were designed in
order to detect and quantify different specific alleles (Table 2).
They produced allele-specific fragments free of primer dimers or
non-specific product contaminants. Two sets of primers consisted
of those that were designed to amplify E. necator in CYP51 gene:
EN37A for allele specific to genetic group A, and qEN136R for
allele specific to DMl resistance (Table 2). To quantify Qol-resistant
allele (G143A), gEN 143S and gEN 143R, two primers previously
described by Baudoin etal.,”” were used. To define the optimal
annealing temperature and to test the specificity of the primers,
PCR gradients were performed in an Eppendorf thermocycler.
DNA samples (100-200 ng) were amplified. Twenty-five microlitre
PCRs containing 0.1 um of primers, T mm of MgCl,, 0.3 mm of each
dNTP and 0.5 U of TagDNA polymerase (Eurogentec, France) were
carried out. PCRs were performed using the following amplifica-
tion parameters: initial preheating at 95 °C for 15 min, followed by
40 cycles of denaturation at 95 °C for 10s, annealing at variable
temperatures (from 55 to 65 °C) for 20 s, extension at 72 °C for
20 s and a final extension at 72 °C for 10 min. The specificity was
analysed in a 2% agarose gel in Tris borate EDTA buffer (0.5 M) and
by direct sequencing of amplified PCR products (data not shown).
They produced allele-specific fragments free of primer dimers or
non-specific product contaminants. All primers were tested out
on pure isolates that were either 100% genetic group A or 100%
group B for the development of g-PCR for the genetic group, and
on isolates that were either 100% sensitive or DMl resistant for the
development of g-PCR for DMI resistance.

2.5 Real-time PCR protocol

Real-time gPCR reactions were assembled in a 14 uL reaction
volume containing 7 uL of Absolute™ QPCR SYBR® Green mix
containing thermo-start® DNA polymerase and buffer (Abgene,
France), 5uL of DNA templates and 1puL of each primer (10
nm), according to the manufacturer’s protocol. Each sample was
assayed at least in duplicate. PCR reactions were performed in a
real-time thermal iCycler iQ (Bio-RAD, Hercules, CA). Three-step
PCR amplification was carried out using SYBR® Green fluorescent
dye detection under the following conditions: initial preheating at
95 °C for 15 min, followed by 40 cycles at 95 °C for 30 s and at the

primer T, for 1T min (56 °C for genotype primers gEN and qEN37A,
58 °C for DMI primers qEN136 or 60 °C for Qol primers) with a final
extension at 72 °C for 20s. Increase in the fluorescent emission
signal from SYBR Green was recorded at the end of the elongation
phase at 72 °C for each cycle without signal normalisation. The
absence of unwanted products was confirmed by automated
melting curve analysis with a temperature increase of 0.5 °C.

2.6 PCRefficiency

To ensure correct normalisation in real-time PCR, amplification
efficiencies should be similar. Each PCR system was tested with
E. necator DNA samples (20 ng uL~"), which were serially diluted in
1:10 ratios with distilled water. Amplification efficiencies should
be determined from the slope of the log-linear portion of the
calibration curve. Specifically, PCR efficiency = 10~"/slope _ 1,
when the logarithm of the initial template concentration of known
DNA amounts (the independent variable) is plotted on the x-axis
and Cq (the dependent variable) measured by the iCycler”™ iQ
software (Bio-RAD, Hercules, CA) is plotted on the y-axis.

2.7 Real-time quantitative PCR optimisation

Standard calibration curves were constructed with a range of
allele-specific frequencies (from 0.36 to 100% of B versus A genetic
group, or sensitive versus DMI resistant) using the specific DNAs
for the respective alleles. The experiment was performed 3 times
and conducted on the three different SNPs. The specific allele was
expressed as the relative quantity in relation toan allelecommonto
two genetic groups (EN for Erysiphe necator), which was used as an
internal calibrator. The difference between the two PCR reactions
(ACq) was used to calculate the allele frequency according to the
direct correlation between ACqy (ACy = Cy allele specific — Cq en) @and
the decimal logarithm of allele-specific frequency. The logarithm
of the known allele frequency was plotted as a function of the
ACq measured between the two PCR reactions, and a trend line
was estimated. To test the linearity of SNP allele quantification,
ACq values were used for linear regression analysis. In parallel, a
validation method based on determination of the limit of detection
(LOD) and the limit of quantification (LOQ) was used in order to
avoid the occurrence of false positives.3* By assuming the normal
distribution of measured ACq values,LOD and LOQwere calculated
from the residual standard deviation of the linear regression data
accordingto LOD = 3 x (Sx,/b) and LOQ = 10 x (Sx,/b), where Sy,
is the residual standard deviation and b is the slope of the linear
regression equation.
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In a second assay, the same concentrations of E. necator DNA
(10 ng uL=") were serially diluted (1:1,1:10, 1:10%, 1:10%) in Vitis
vinifera DNA (60 ng uL~") to investigate any possible influence of
host DNA on amplification of pathogenic DNA. The experiment was
performed twice. Foliar discs contaminated with each genotype
(i.e. A or B) were used to test a range of mixes, e.g. three foliar discs
of A genotype and seven foliar discs of B genotype, giving 30% of
genotype Ain the mixed sample. DNAs were isolated as previously
described. The AC, values of samples taken as unknown were then
used to calculate the allele frequency according to the trend line
equation obtained previously. The correlation between known
and measured allele-specific frequencies obtained for each SNP
was established.

3 RESULTS

3.1 Establishment of a real-time PCR system for SNP
quantification

PCR efficiencies were similar for the EN reference, 37A and 136R
specific allele PCR assays, at 1.23, 1.22 and 0.99 respectively,

>
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Figure 1. PCR efficiencies by plotting the quantification cycle (C,) versus
the amount of log quantity of template DNA (ng) for Erysiphe necator.
A: efficiency for E. necator specific allele (q-EN); B: efficiency for group A
specific allele (g-EN-37A); C: efficiency for DMI-resistant allele (g-EB-136R).
PCR efficiency = 10~'/slope _ 1,

and they were derived from the slope of the standard curves
(Fig. 1). The Cq (quantification cycle) values ranged from 19 to 32
for reference E. necator primers (EN) (Fig. 1A), from 21 to 30 for
genetic group A allele-specific primers (37A) (Fig. 1B) and from
23 to 38 for DMI-resistant allele-specific primers (136R) (Fig. 1C).
Values over 32,30 and 38, respectively, for EN, 37A and 136R were
considered as negative (false positive). The (4 values corresponded
to a detection limit of 2 pg of E. necator DNA, 0.06 ng of genetic
group ADNA and 1.4 ng of DMI-resistant DNA according to specific
calibration curves for DNA samples (Fig. 1).

3.2 LOD and LOQ values and validation

Regression coefficients of calibration curves (Fig.2) were 0.983
and 0.986, and residual standard deviations S,, were 0.679
and 0.890 for group A allele-specific 37A (Fig.2A) and DMI-
resistant allele-specific 136R (Fig.2B) primer sets respectively.
High correlations were found between allele-specific frequencies
and AC, values. The absolute LOD values calculated from residual
standard deviations of the linear regression data of 37A and 136R
alleles were 0.72 and 0.85% respectively, and the LOQ values were
2.40 and 2.85% for 37A and 136R alleles respectively. In addition,
the LOD and LOQ values of Qols for the 143R allele were 1.04 and
3.49% respectively (data not shown).

The frequencies measured on pooled DNA samples were also
compared with ‘known’ frequencies and were well correlated
for group A and DMI-resistant specific alleles, with R? = 0.967
and 0.990 respectively (data not shown). Finally, allele frequencies
from the pooled samples were determined by qPCR and compared
with those obtained by the CAPS method. On agarose gel, the
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Figure 2. Linear relationship between the frequency of genetic group A
allele gEN-37A (A) or DMl-resistant allele gEN-136 (B) in Erysiphe necator
and A(, values determined with real-time PCR assays.
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Figure 3. Cleaved PCR fragments obtained from 13 DNA samples
containing different ratios of genetic groups A and B. Lane M contains
molecular marker (100 bp ladder); lanes 1 and 13: 100% of genetic group
A showing a unique fragment of 449 bp; lanes 2 to 10: different ratios of
group A (90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 and 10%) mixed with group B; lanes
11 and 12: 100% of genetic group B; lane T contains a water control (no
DNA).

Table 3. Distribution of genetic group A specific allele and DMI-
resistant allele of E. necator in various French vineyard regions in
2008
Mean percentage Mean percentage
of G37A allele of Y136F allele
(group A) (DMl resistant)
Region N (£ SEM) (£ SEM)
Aquitaine 6 0(+0) 0(=£0)
Burgundy 7 0.8(+0.80) 5.51(43.49)
Champagne-Ardennes 6 0.96(+0.96) 0(£0)
Languedoc-Roussillon-1 6 11.06(4+7.27) 0(+0)
Languedoc-Roussillon-2 10 75.13(£11.84) 1.43(£1)
Midi- Pyrénées-1 10 10.17(£6.86) 0(40)
Midi-Pyrénées-22 5 1.16(£1.16) 18.77(+£18.82)
PACA 2 9.39(+6.25) 2.62(+2.62)
National average 52 18.37(4+4.73) 2.92(+1.87)
2 Only Midi-Pyrénées-2 region showed Qol-resistant alleles with a mean
of 5.16 £ 5.67%. The national average was 0.6 =+ 0.6%.

presence of a specific band (449 pb) of group A was detected in
mixtures containing from more than 10% to 100%, and conversely
for the group B. The different proportions of the two alleles
were observed in mixtures but could not be estimated exactly
(Fig. 3). In parallel, these same mixtures considered as unknown
samples were tested with the present gPCR method. The values of
frequencies measured were totally correlated with the theoretical
values, with a correlation coefficient of 0.977 (data not shown).
Comparison of both methods by analysis of field samples, either
of pooled samples (g-PCR) or of an average of 10 individual
samples (CAPS), showed no significant difference (P = 0.925) for
percentages of allele above 29% (data not shown).

3.3 Frequency of group A allele in field populations of
E. necator

To assess the importance of genetic group A distribution in French
vineyards, 52 and 59 field samples were typed in 2008 and 2009 in
this study (Tables 3 and 4). In 2008, 18.37% of field samples were

Table 4. Distribution of genetic group A specific allele and DMI-
resistant allele of Erysiphe necator in various French vineyard regions in
2009

Mean percentage  Mean percentage

of G37A allele of Y136F allele
(group A) (DMl resistant)
Region N (£ SEM) (4= SEM)
Aquitaine 2 0(+0) 12.26(£12.30)
Burgundy 13 1.53(+0.63) 1.06(£0.95)
Champagne-Ardennes 3 4.21(+4.21) 37.27(£31.44)
Languedoc-Roussillon-1 13 24.08(+10.93) 11.77(+£7.63)
Midi-Pyrénées-22 24 0.35(+0.26) 33.40(+8.44)
Rhéne-Alpes 4 8.89(+8.86) 13.67(+11.13)
National average 59 6.60(+2.71) 19.65(+4.49)

2Only the Midi-Pyrénées region exhibited Qol-resistant allele with a
mean of 23.18 & 8.0%. The national average was 9.43 + 3.61%.

quantified as genetic group A, but only 6.60% in 2009 (Tables 3
and 4). Nationwide, for the total sampling carried out in 2008 and
2009, a mean of 12.14% of these samples was group A and a mean
of 87.89% was group B (Table 5). The frequencies of group Aranged
from 0 to 100%, with variability depending on the samples and on
vineyard areas (Tables 3 to 5). In 2008 only the samples from area
LR2 (P < 0.0001) and in 2009 those from area LR1 (P < 0.02) were
significantly different from those of other areas, with 75.13 and
24.08% of group A present (Tables 3 and 4, Fig. 4A). The variability
observed in LR areas in 2008 and 2009 is related to the earliness
of the samplings (P < 0.0001) and the organ considered. This was
reinforced by the entirety of samples obtained from leaves, where
a significantly higher frequency of group A (17.35%, P = 0.028)
than that collected on grape berries (5.47%) was found (Table 5).

With regard to the samples from Mediterranean vineyards in
2008 and 2009, such as the Languedoc-Roussillon (LR1, LR2) and
PACA (PA) regions, it was remarked that these regions exhibited a
significantly higher frequency of group A than other areas, with an
average of 37.08%, and only 2.44% in other regions (P < 0.0001)
(Table 5, Fig. 4A).

3.4 Frequency of DMI-resistant allele and Qol-resistant allele
in the field population of Erysiphe necator

A total of 111 samples collected in 2008 and 2009 were used to
assess the presence of specific allele involved in DMI resistance
(Y136F) (Fig.4B) and in Qol resistance (G143A) (Fig. 4C). In 2008,
out of 52 samples assessed, only ten showed the presence of
Y136F DMI-resistant allele in French vineyards, and the allele was
significantly quantified in seven samples, with a mean percentage
of 2.92% (Table 3). Only two samples, from the Burgundy and Midi-
Pyrénées areas, exhibited a high frequency of DMI-resistant allele:
25.07 and 93.85% respectively. In 2009, among 59 samples, the
Y136F allele was detected in 32 samples, with a mean percentage
of 19.65% in all areas (Table 4), with a marked presence in the
Midi-Pyrénées (MP2), where nine samples with more than 50%
of DMI-resistant allele were found. During the 2 years, the mean
percentage of Y136F allele found in different regions increased
from 2.92% in 2008 to reach 19.65% in 2009. Nationwide for the
2 years, 11.81% of samples had the DMI-resistantallele,and 88.19%
had the sensitive allele at position 136, with unequal distribution
into various regions (Table 5, Fig. 4B). A significant difference was
found in the regions at a threshold of 5% (P = 0.006), but not in
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Table 5. Mean distribution of specific alleles for DMI resistance, Qol resistance and genetic group A of Erysiphe necator in French vineyard regions
in 2008-2009

Mean percentage Mean percentage Mean percentage

of G37A allele of Y136F allele of G143A allele

Region N (group A) (£ SEM) (DMl resistant) (= SEM) (Qol resistant) (+ SEM)
Aquitaine 8 0(+0) 3.07(£3.05) 0(+0)
Burgundy 20 1.53(£0.48) 1.06(£1.36) 0(£0)
Champagne-Ardennes 9 2.04(£1.47) 12.42(+10.99) 0(+0)
Languedoc-Roussilon-1 19 19.47(48.03) 8.06(45.45) 0(£0)
Languedoc-Roussillon-2 10 75.13(£11.85) 1.43(£1.00) 0(+0)
Midi-Pyrénées-1 10 10.17(1+6.86) 0(£0) 0(£0)
Midi-Pyrénées-2 29 0.49(10.28) 30.88(17.63) 20.25(1+6.79)
PACA 2 9.39(+6.25) 2.62(+2.62) 0(£0)
Rhone-Alpes 4 8.86(+8.86) 13.67(£11.13) 0(+0)
National average 111 12.11(£2.69) 11.81(£2.65) 5.29(+1.98)
Mediterranean vineyards (LR, PA) 31 37.08(£2.69) 5.57(+3.28) 0(+0)
Outside Mediterranean vineyards (A, B, CA, RA, MP) 80 2.44(4+1.01) 14.24(4+3.42) 12.50(43.42)
Leaf samples 62 17.35(+4.45) 13.48(+4.04) 9.05(+3.16)
Grape berries samples 49 5.47(4+2.05) 4.24(+2.73) 15.28(1+4.48)

the Mediterranean area (P = 0.143) or in the organs, i.e. leaves or
berries (P = 0.245), and no sample belonging to 100% group A
exhibited the DMl-resistant allele.

Allele-specific G143A qPCRs were performed as described by
Baudoin etal.?’ and enabled the presence of Qol resistance in
French vineyards to be detected for the first time in 2008. Only one
sample from the MP2 area, which is already highly resistant to DMI
(93.85%), exhibited Qol-resistant allele (30.99%), leading to 0.6%
of Qol-resistant allele in 2008 at the nationwide level (Table 3). In
2009, the G143A allele involved in Qol fungicide resistance was
detected in 11 samples with a mean of 9.43% (Table 4), all coming
from the Midi-Pyrénées region (MP2) as in 2008. It was noticed,
as in 2008, that samples exhibiting Qol-resistant allele frequently
showed DMl-resistant allele (8/11). Overall, nationwide for the
2 years, the mean percentage of Qol-resistant allele detected
reached 5.29% (Table 5, Fig. 4Q).

4 DISCUSSION AND CONCLUSION

The primers developed here were able to amplify DNA of E.
necator and to identify genetic group A and DMI-resistant alleles.
With gqPCR assays it is thus possible to detect and quantify group
A and DMl-resistant populations under the 10% detection limit of
the CAPS method, with quantification limits of 2.40 and 2.85% and
detection limits of 0.72 and 0.85% respectively. Several genotype
quantifications can be specified on the same sample or population,
such as genetic group A or B, DMI resistance and Qol resistance
frequencies.

These quantitative methods could be used for dynamic
population studies to measure the genetic group evolution of E.
necator throughout the growing season, and to monitor resistance
to DMl and Qol fungicides in the vineyard. In the case of an obligate
parasite such as E. necator, being able to identify and quantify
pooled samples represents a real step forward for monitoring
vineyard populations of the pathogen.

4.1 A/Bratios and geographic distribution
For genetic group determination, a qualitative test exists
for screening field population by nested PCR or CAPS

methods,3~ 141622 but quantitative tests need many samples with
individual genotype determination. The method developed here
was initially designed as an alternative to traditional quantitative
and qualitative tests, and qPCR analysis of group A and B mixtures
showed a better sensitivity than the CAPS method. The A/B ratios
observedinthe 111 field samples were variable, with an average of
12.11% of group A and 87.89% of group B (Table 5, Fig. 4A). Thus,
in French vineyards, group B is predominant, with its proportion
varying according to region, organ (leaves/berries) and time of
collection.

It was noted that there were important variations in allele
frequencies within a region and between regions. Concerning the
allele of group A, part of the variability is due to the date of
collection and to the organ harvested. Indeed, samples collected
at the beginning of the season are significantly richer in group
A than in populations collected later (P < 0.0001), in particular
in vineyards where group A is present (LR, PACA, RA, MP1). This
is also related to the ecological requirements of genotype A,
which appears early, at the beginning of the growing season. For
example, in 2008, in the Languedoc-Roussillon-2 area, samples
harvested early were significantly different from those from other
areas (P = 0.0001), with 75.13% in group A. On the other hand, the
samples from the Languedoc-Roussillon-1 area in 2008, collected
2 months later, exhibited only 11.06% in group A. Although
the samples did not come from the same plot, as described
in a previous article, group A isolates appear to be prevalent
more at the beginning of the growing season and then tend to
decrease in the vineyard as the season moves on, to the benefit
of group B,%1"13 before preparing to overwinter in dormant buds
of the grapevine. Globally, group A was prevalent more on leaves
(17.35%) than on grape berries (5.47%) (Table 5), suggesting that
group A isolates are less aggressive on berries than group B
isolates, as reported for other genetic groups of fungus such as
Botrytis cinerea Pers.** This result is in agreement with previous
studies describing group A as less aggressive than group B,'>'* or
group A as less prevalent in grape berries than group B.'"'2 This
reinforces the hypothesis that the two groups could have different
ecological requirements,” and that the fungicide pressure exerted
on group A was less important than on genetic group B which
was present throughout the growing season. In previous studies,
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group A seemed to be prevalent more in Mediterranean areas than
in other areas.®'3 The qPCR assays here showed that the areas
bordering the Mediterranean Sea exhibit a significantly higher
frequency of group A (37.08%) than other areas (2.44%, Table 5).
This suggests the possibility of a geographical variation in the
population structure of E. necator owing to climatic factors and/or
the sensitivity of local cultivars to grapevine powdery mildew.

4.2 Fungicide-resistant allele distribution

Determination of fungicide sensitivity in pathogen population
and which genetic group is involved is the first important step in
management of fungicide resistance. The most commonly used
test for determining DMI sensitivity of E. necator isolates was a
biological testinvolving mycelium growth inhibition. This required
biological tests to be conducted at one or several concentrations
and was very fastidious, in particular with an obligate parasite
such as E. necator. After this came the nested PCR method,
used to detect DMI resistance based on Y136F, but it was not
quantitative.3° The present method was therefore designed to be
able to quantify the proportion of a resistant allele in a population,
with the possibility of pooling samples. The resistant allele Y136F
exhibited a national average of 11.81%, which strengthens the
idea that the DMI resistance of grapevine powdery mildew in
French vineyards is limited. However, the status can be very
contrasted, with some plots showing 100% of DMI-resistant allele
and others 0%. The present authors would therefore suggest
that the variability observed with resistant alleles 136F and 143A
could essentially be the result of the strength of the epidemic, and
genetic variability, as well as the choice of fungicide treatment and
cultivation practices. Thus, plots where vines are close together
can present very different frequencies of the specific alleles. In
addition, sexual reproduction may also play an important part in
the spread of resistant alleles, depending on the sexual capacity
of the genetic group.

DMI resistance was not strictly monoallelic, and various
studies have shown the polygenic aspect of this fungicide
resistance, involving: (i) mutation of the DMI target enzyme
14a-demethylase CYP51;23252645 (ji) overexpression of the CYP51
gene;* =29 (jii) overexpression of ATP binding cassette (ABC)
transporters coding for efflux pumps;>'*? (iv) unknown mecha-
nisms conferring weak resistance.®'25354 However, for an obligate
pathogen such as powdery mildew, the major mutation in po-
sition 136 or its equivalent has been described,?3?>?% even if
other minor mechanisms may coexist.'>??> The qPCR assay can be
used for detection and quantification of resistant Y136F allele in
B. graminis, another powdery mildew.32 A method to determine
the development of fungicide resistance in grapevine powdery
mildew populations is a basic step in being able to predict possi-
ble trends in fungicide resistance on a large scale. The gPCR assay
described in this study is applicable for high-throughput detec-
tion of the resistant Y136F allele in more than 100 populations.
As cross-resistance is widespread between triadimenol, triadime-
fon, propiconazole, tebuconazole and cyproconazole'>=22 in MP2
populations, where the frequency of 136Y increased from 18.77%
in 2008 to 33.40% in 2009, the authors would suggest that these
fungicides cannot control the disease everywhere, in particular
in six plots where the resistant allele was present at more than
90%. In this event, a fungicide with a mode of action other than
sterol demethylase inhibitor would be required. More alarmingly,
in some populations in the Midi-Pyrénées (MP2), resistance was
also found to a Qol fungicide, which acts on cytochrome b, a
mitochondrial respiration target,>> combined with DMI-resistant
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Table 6. Mean distribution of alleles specific to DMI and Qol
resistance, depending on the percentage of group A of Erysiphe necator

Percentage (+ SEM)?

Group A classes DMl allele Qol allele

0-15% 37.72(£7.28) a 41.93(+12.61)a
15-85% 15.34(£8.42) b 0(+0) b
85-100% 0(+0) c 0(+0) b

23, b, c: significantly different at a threshold of 0.05%.

allele. This suggests that fungicides may be selecting double resis-
tance in E. necator populations. This is the first report on double
fungicide resistance in grapevine powdery mildew and, following
the development of double resistance in populations of E. necator,
should be of interest for controlling epidemics and the spread of
resistant alleles in relation to nuclear or mitochondrial heritability.
The different tools reported here would be very beneficial for
E. necator management. It would be interesting to monitor the
evolution of the sensitivity of the Midi-Pyrenées-2 plot for sev-
eral years and to modify the treatment programme, which has
systematically consisted in four DMI and two Qol treatments per
growing season. The monitoring carried out in 2009 corroborates
the double resistance found in 2008, with seven detections of the
two resistant alleles (Y136F and G143A).

The possibility of combining quantification of resistant alleles
with the presence of genetic group A or B could throw light on the
role played by the genetic group in the development of resistance
in relation to the biological characteristics of the two groups,
and could also improve pest management. Indeed, genetic group
A, which is more prevalent in Mediterranean vineyards, might
winter in the dormant buds but without sexual reproduction in
France.>4-16 Moreover, group A isolates were significantly more
sensitive to the different fungicides than group B isolates in the
absence of specific DMI-resistant allele or Qol-resistant allele.8'2
Indeed, the present authors have previously shown that the
sensitivity baseline of monoconidial isolates to DMIs, quinoxyfen
and azoxystrobin was significantly different in the two genetic
groups A and B, with differential factors between groups A and B
of 15.6,4.7 and 3.5 for triadimenol, penconazole and tebuconazole
DMI fungicides. The study carried out on isolates of group A or B
having never been handled with quinoxyfen and Qol fungicides
also showed a difference of a factor 2 between the two groups,
with the group B less sensitive than the group A. The results of the
present study support previous work on the difference in fungicide
sensitivity of the two genetic groups A and B. Indeed, populations
exhibiting alleles resistant to fungicides belonged in the majority
to group B. Thus, populations exhibiting less than 15% of group
A had the strongest mean percentage of resistance (37.72%), and
those containing 15-85% or 100% of group A showed only 15
or 0% of resistant allele respectively (Table 6). As regards Qol
resistance, only populations exhibiting 100% of group B showed
Qol resistance, with a mean of 41.93%. These results reinforced
the role of group B in the resistance of fungicides in populations
of E necator.

This new diagnostic method has numerous advantages: (i) the
method is not based on expensive fluorescent labelled primers
or probes; (ii) it is a tried and tested assay that requires no post-
PCR processing (RFLP or nested PCR); (iii) it promises to be time
saving and precise enough to allow detection of weak genetic

associations; (iv) it can serve to estimate genetic variability on
a large scale owing to the possibility of working with pooled
samples versus individual symptoms. Moreover, this is the first
study to offer a wide overview of E. necator diversity in French
vineyards more easily than nested PCR or CAPS on individual
samples. From now on, it will be possible to specify the distribution
of the various genetic groups and to test different hypotheses.
Furthermore, early detection of resistant alleles at low fregency,
coupled with risk evaluation, would allow implementation of
antiresistance strategies in order to prolong the cost effectiveness
and lifetimes of fungicides. This g-PCR assay can help wine
growers to manage fungicide treatments and reduce the risk
of appearance of resistance and its spread. Indeed, knowing
which genetic groups are present at the beginning of the season
(A and/or B) will allow them to adjust the use of Qol or DMI
fungicides. An assessment of the sensitivity of a vineyard plot
in year N will mean anticipation for year N + 1 and the choice
of a more appropriate treatment programme. In addition, in
France, for example, out of 30 approved chemical compounds,
14 contain a DMI and six contain a Qol fungicide. There is not
much leeway, and proper management of the risk of resistance
becomes essential. The frequencies of the different specific alleles
could be used to integrate pest management in vineyards and
to obtain a better understanding of the role of groups A and
B. This would help in obtaining a more accurate assessment
of exposure to genetic variability in vineyards nationwide and
throughout the growing season. In particular, knowledge of how
long it takes for populations to move from being sensitive to
becoming resistant with loss of fungicide efficacy is important
for well-directed fungicide resistance management programmes.
The assay could prove useful in the routine monitoring of pest
management in vineyards, which would in turn provide timely
warning for wine growers.
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Abstract The effectiveness of Quinone outside Inhib-
itor (Qol) fungicides against grape downy mildew in
European vineyards has significantly decreased in the
last decade. One nucleotide polymorphism, G143A in
the cytochrome b gene of Plasmopara viticola, is
involved in resistance to Qols. Previous genetic
examination on the mitochondrial genomes showed
four major haplotypes (IR, IS, IIR, IIS) coexisting in
European vineyards. A resistant allele (G143A) was
present in IR and IIR haplotypes. The purpose of the
present study was to estimate the diversity of the
different mitochondrial haplotypes and their distribu-
tion in Qol-resistant populations before evaluating the
potential cost of the resistant mutation G143A in P,
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viticola population. From 2000 to 2004, the frequen-
cies of resistant isolates ranged from 0% to 23.25%
with an average of 4.64 % among the populations
examined. To evaluate the fitness of sensitive and
resistant isolates, a comparison of different biological
parameters including latent period, spore production
and infection frequency was performed, enabling a
fitness index (F;) to be determined. Resistant isolates
exhibited greater infection frequency than sensitive
isolates, whereas no significant difference was found
in sporulation ability and latent period between
sensitive and resistant isolates. To further investigate
competitiveness among isolates, an assay including
two resistant isolates in different proportion with a
sensitive isolate was conducted on eight asexual
growing cycles in the absence of a Qol fungicide.
The competitiveness of resistant isolates varied
according to their fitness parameters, suggesting that
there is no noticeable cost of Qol resistance in
controlled conditions in Plasmopara viticola.

Keywords Cytochrome b - Fitness - Fungicide
resistance - Grapevine downy mildew - Mitochondrial
variability - qPCR
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CAPS  Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
F; fitness index

Qol Quinone outside Inhibitor
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Introduction

Downy mildew caused by the oomycete Plasmopara
viticola is a major grape disease worldwide. The
pathogen is a native species from North America that
was reported in Europe in 1878 in Coutras in
(Bordeaux region) by Planchon (Galet 1977). Grape-
vine downy mildew (P. viticola) attacks all important
cultivars for vine and table grape production. Depend-
ing on epidemic pressure and cultural practices,
production losses of up 100% can occur. For effective
control of the disease, various fungicides, including
Quinone outside Inhibitor fungicides (Qols), have
been widely used. However, strong selection pressure
following repeated Qol applications can result in the
development of Qol-resistant populations which has
limited the success of these fungicides in grapes and
other crops (Gisi et al. 2002; Grasso et al. 20006).
Thus, only a few years after the introduction of Qol
fungicides in 1996, P. viticola-resistant populations
were detected not only in French vineyards, (Magnien
et al. 2003) but also in the vineyards of other
European countries and the United States (Baudoin
et al. 2008; Corio-Costet et al. 2008; Collina et al.
2005; Heaney et al. 2000; Sierotzki et al. 2005).

The Qol fungicides inhibit the cytochrome bcl
enzyme complex of the respiration chain in mito-
chondria (Jordan et al. 1999; Bartlett et al. 2002). Due
to their site-specificity, Qol fungicides have been
reported as being at high risk for encouraging the
development of resistance in several target pathogens
(Grasso et al. 2006). In most pathogens, two major
mutations in the cytochrome b gene have been
described (G143A, F129L) as being involved in
resistance mechanisms. The mutation resulting in the
replacement of glycine by alanine at amino acid
codon position 143 (G143A) has been widely
recognized (Gisi et al. 2002; Grasso et al. 2006).

To understand the mechanism leading to the
evolution of fungicide resistance in a plant-pathogen
system, Chen et al. (2007) conducted a phylogenetic
analysis of a large mitochondrial DNA fragment
including the cytochrome b gene (2.281 bp) across a
wide range of P. viticola isolates. Four major
haplotypes were detected belonging to two genetically
distinct groups (I and II), in which the resistance allele
carrying the G143A mutation can be present. This
indicated at least two origins of fungicide resistance in
the grapevine downy mildew population. In France,

@ Springer

haplotype group I (IR and IS) and group II (IIR and IIS)
reached a frequency of 75% and 25% respectively
among populations tested, but their distribution may
vary (Chen et al. 2007; Corio-Costet et al. 2008). For
instance, in the Champagne (France) an average of
10% of haplotype group II was detected and the
significance of the two mitochondrial haplotypes is
unclear (Corio-Costet et al. 2006). As regards the
resistant allele proportion IR and IIR within a
population, the resistant haplotype IR ranged from
67.7% to 98.3% of resistant alleles depending on the
location (Chen et al. 2007; Corio-Costet et al. 2006).
The first objective of this work was to estimate the
distribution of every haplotype in European P, viticola
populations.

Although a biological test (Wong and Wilcox 2000;
Genet et al. 1997) or molecular tools have been used to
quantify the resistance alleles using real-time q-PCR,
ARMS PCR or PCR, (Collina et al. 2005; Grasso et al.
20006; Toffolatti et al. 2007; Sirven and Beffa 2003) or
to detect resistant haplotypes using the CAPS method,
(Corio-Costet et al. 2006; Baudoin et al. 2008; Furuya
et al. 2009) little is known about the fitness of Qol-
resistant isolates. One study suggested that an artificial
P. viticola population containing 5% of resistant
isolates tended to increase Qol sensitivity (Genet et
al. 2006). The second objective of our study was to try
to understand how fungicide resistance develops by
measuring the fitness of P. viticola iolates, without
fungicide pressure. The fitness, or the selective value,
of pathogens (Antonovics and Alexander 1989; Pringle
and Taylor 2002) can be defined as the survival and
reproductive success of an allele, individual or group,
or as an organism’s ability to contribute to the
subsequent gene pool (Vanderplank 1982), which is
measured as a function of its ability to grow, reproduce
and survive through repeated life cycles. It is estimated
either by measuring components of fitness such as
reproductive ability and pathogenicity, or by assessing
the actual population after competing with each other on
a susceptible host. Usually, the general ability of
pathogens to accommodate resistance mutations without
a harmful loss of fitness is largely unknown, but in early
studies the appearance of fungicide resistance was not
generally accompanied by an immediate fitness cost in
the absence of fungicides (Anderson 2005). The rapidity
of the appearance of Qol resistance and the behaviour of
resistant isolates in populations could suggest a good
fitness value of resistant isolates that is assessed here.
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The final objective of the study was to determine
whether Qol resistance in P. viticola was associated
with a resistance cost. For this, we performed fitness
and competitiveness studies to investigate the poten-
tial of dispersal and the preservation of P. viticola
isolates resistant to Qol fungicides. In particular, we
assessed the following: i) the diversity of Qol
haplotype in European countries: ii) the fitness of
sensitive and resistant isolates of P viticola, by
comparing latent period, sporulation, infection fre-
quency and competitiveness: and iii) the cost of Qol
resistance in grapevine downy mildew.

Materials and methods
Plant material

All tests were performed with grapevine leaves of
Cabernet Sauvignon cultivar. Grapevine plants (Vitis
vinifera cv. Cabernet Sauvignon) were propagated
from wood cuttings in a greenhouse. All tests were
performed with grapevine leaves of 2-month-old
plants (ten to 12 leaves) for experimentation on foliar
discs.

P, viticola sampling and collection

A total of 1,366 downy mildew lesions on Vitis
vinifera were collected between 2003 and 2004 or
were donated by a Swiss colleague (D. Gobbin) for
2000 and 2001. Each sample from 2003 and 2004
came from a sparse plot on leaves collected
between June and July during the growing season
(Table 1).

For isolate collection, a total of 11 Qol-sensitive
isolates and 12 Qol-resistant isolates were collected in
2003 at the beginning of the growing season on
grapevine leaves in the Bordeaux vineyard in France
(11 + 11) and one in the Freiburg vineyard in
Germany (1) (Table 2). All monosporangial isolates
were preserved on grapevine leaves at—20°C.

Fungicide sensitivity tests

To characterize the sensitivity of P. viticola isolates to
Qol fungicides, single lesions were multiplied onto
leaves of Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon.
Sporangia were collected and suspended in sterile

water at 4°C. Inoculation was performed by deposit-
ing fifteen 10 ul droplets onto the abaxial face of each
leaf. One day later the water droplets were removed
by aspiration with a water pump. The leaves were
incubated in Petri dishes under controlled conditions
(22°C) with a 16 h light day (35 um m * s ') for
7 days. Freshly produced sporangia were harvested
to inoculate the test units. Assays were described
in Chen et al. (2007). Briefly, Cabernet Sauvignon
leaf discs with abaxial surface exposed were pre-
pared as described above. Excised discs were
randomized and placed lower surface exposed on
moist filter paper into Petri dishes, with eight
repetitions for each concentration. Experiments were
also duplicated independently. The Qol tested was
famoxadone (IUPAC name: 3-anilino-5-methyl-5-(4-
phenoxyphenyl)-1, 3-oxazolidine-2,4-dione) (WG
50%, Dupont de Nemours). Famoxadone was applied
by spraying in water solution at desired concentrations.
The solutions were applied using a hand sprayer in order
to spray 10 pl per cm”. The fungicide test was repeated
at least twice with a range of eight or ten concen-
trations adapted to the response of each isolate in order
to obtain a dose-response curve. After using a
discriminatory dose of 10 mg 1!, according to the
sensitivity of each isolate, ranges of concentrations for
resistant isolates (0, 50, 100, 200, 500, 800, 1,000,
mg 171) or for sensitive isolates (0, 0.02, 0.05, 0.08,
0.1, 0.15, 0.2, 0.5, 1, 2 mg 11) were prepared to
determine the ECsq of isolates. After drying surfaces,
the leaf discs were inoculated with three droplets of
10 ul per disc of inoculum at 20.000 sporangia per ml.
Petri dishes were incubated for 7 days under the
conditions described above. Seven days after inocula-
tion, development of mildew on leaf discs was
determined by assessing the proportion of sporulation
per unit of leaf area (Genet et al. 1997). The average
score for each fungicide concentration was converted
to a percentage of inhibition by comparison with the
untreated disks. The fungicide concentration inhibiting
50% of growth (ECso) discriminated two classes of
isolates according to their sensitivity to famoxadone:
famoxadone-sensitive isolates (ECsq and MIC
<10 mg I'") and highly resistant isolates (ECs, and
MIC >1,000 mg 1"). Dose response curves for
individual isolates were generated by plotting the
relative growth values against log;y of the fungicide
concentration used. The log; effective dose to reduce
growth by 50% (ECsg) was calculated from the
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Table 1 Average of mitochondrial haplotype distribution in European populations of Plasmopara viticola collected between 2000

and 2004
Country Location N Year % of European mitochondrial haplotypes
IS IR IS IIR
France Bordeaux 506 2003 50.20 23.90 22.70 3.20
Champagne 122 2003 73.78 22.13 4.10 0.00
Dordogne 84 2003 47.62 21.43 31.00 0.00
Loire 121 2003 69.42 8.26 22.30 0.00
Vallée du Rhone 86 2003 80.23 5.81 14.00 0.00
Bourgogne 33 2004 36.37 30.30 12.10 21.20
Jurancon-Gers 63 2004 38.10 34.90 27.00 0.00
Mean 1015 56.53 20.96 19.03 3.49
Germany Rheingau 16 2000 68.75 0.00 31.25 0.00
Rheingau 27 2003 70.37 0.00 29.67 0.00
Baden 50 2003 76.00 16.00 8.00 0.00
Mean 93 71.71 5.33 22.97 0.00
Greece Thessalie 21 2001 90.47 0.00 9.53 0.00
Italy Piemont 8 2000 75.00 0.00 25.00 0.00
Chianti 18 2000 77.78 0.00 22.22 0.00
Haut Adige 15 2000 100.00 0.00 0.00 0.00
Mean 41 84.26 0.00 15.74 0.00
Portugal Refois do lima 18 2004 89.00 0.00 11.00 0.00
Corricha 25 2004 88.00 0.00 12.00 0.00
Gaifar 25 2004 64.00 8.00 28.00 0.00
Mean 68 80.33 2.67 17.00 0.00
Romania Timisoara 67 2004 97.02 0.00 2.98 0.00
Switzerland Tessin 21 2000 90.48 0.00 9.52 0.00
Vaud 22 2000 63.64 0.00 36.36 0.00
East County 18 2000 88.89 0.00 11.11 0.00
Mean 61 81.00 0.00 19.00 0.00
Europe (Mean+Sem) 1366 2000-2004 80.19+4.98 4.14+2.91 15.18+2.56 0.5+0.5

regression equation generated through the linear
proportion of the sigmoid curve.

Measurements of aggressiveness components

The following fitness components were measured
comparatively in sensitive and resistant isolates:
latent period, the number of spores obtained per
deposited spore after 7 days of growth, and the
infection frequency, using methods similar to those
described by Tooley et al. 1986 and Kadish and
Cohen 1988. All the measurements were performed
on three plates, each containing five discs of
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grapevine leaves inoculated as described above with
three droplets of 15 ul of sporangial suspension at
2,500 spores per ml.

The latent period (LP) was estimated by observing
sporangia appearance daily, as the mean period
(hours) to obtain 50% of the total sporulation. Three
plates containing five discs of leaf abaxial face on the
top were inoculated with three droplets of 15 ul at
2,500 sporangia per ml, leading to 45 points per
isolate per experiment. The experiments were repeat-
ed at least twice independently. The onset of
sporulation was measured daily on a notation scale
as described in Chen et al. 2007.
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Table 2 Origin and charac-

teristics of monosporangial Isolate Locality of Year Mitochondrial Qol Qol Cls

isolates used in fitness vineyard haplotype (I or 11 ) sensitivity (mg/ml+SEM)

studies
AVI 02 Champagne 2003 1I S 0.90+0.01
COU 15 Bordeaux 2003 1 S 0.07+0.01
FEM 03 Bourgogne 2003 11 S 0.10+0.03
MOR 22 Bordeaux 2003 11 S 0.05+0.01
PIC 21 Bordeaux 2003 I S 0.10+0.02
BOM 06 Bordeaux 2003 11 S 0.07+0.02
EPE 09 Champagne 2003 1 S 0.22+0.01
CAZ 22 Bordeaux 2003 11 S 0.13+0.01
MIC 103 Bourgogne 2003 11 S 0.04+0.01
MIC 123 Rhéne Valley 2003 1 S 0.09+0.01
ALS 07 Alsace 2003 I S 0.28+0.01
CGU 20 Bordeaux 2003 1 R >1,000
COU 23 Bordeaux 2003 11 R >1,000
EAU 13 Midi-pyrénées 2003 1 R >1,000
FRE 01' Freiburg 2003 1 R >1,000
MIC 125 Midi-pyrénées 2003 1 R >1,000
MIC 126 Midi-pyrénées 2003 1 R >1,000
MIC 128 Midi-pyrénées 2003 1 R >1,000
MOR 08 Bordeaux 2003 I R >1,000
PAR 29 Bordeaux 2003 1 R >1,000
PIC 59 Bordeaux 2003 1 R >1,000
PAU 32 Bordeaux 2003 1I R >1,000
SAL 19 Bordeaux 2003 11 R >1,000

Spore production (N; / Ny) was assessed by
washing five inoculated discs of each plate (3) in a
vial containing 16 ml of Isoton II (saline buffer)
supplemented with a drop of dispersant type IIIA, and
the number of sporangia produced per plate contain-
ing five discs inoculated by three drops was deter-
mined (N;) with a Multisizer 3 Coulter counter
(Beckman Coulter, France, Villepinte). Experiments
were repeated at least twice independently, giving six
measures each corresponding to the sporulation
obtained for 562 deposited sporangia (Ny).

Infection frequency (IF) was defined as the
proportion of inoculated leaf disks on which lesions
developed. Observations were quantified as the
number of inoculation points with a suspension of
2,500 spores per mL giving sporulating lesions
7 days after inoculation. Three plates containing
five leaf discs were inoculated by three drops of
15 ul per disc. Experiments were repeated twice
independently.

From these different parameters, a composite fitness
index (F;) was calculated for each isolate using the
formula AI = Ln(N;/Ny x IF x 1/LP) derived from
Montarry et al. 2008.

Competitiveness test

The relative competitiveness of two pairs of resistant/
sensitive isolates MIC128-COU15 (R1-S1) and
PAU32-COU15 (R2-S1) was compared at three initial
ratios of spore concentrations, 20:80, 50:50, and
80:20. Spore suspensions of each isolate were
prepared as described previously. Mixed inocula were
generated by thoroughly mixing appropriate volumes
of sporangia to obtain the desired R:S ratios on the
basis of 40.000 spores per ml total in the different
mixtures. Inoculation was carried out with a mixed
spore suspension in the same way as described for
infection tests. Four plates containing five discs were
inoculated for each ratio and every 7 days, four new
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plates with five discs were inoculated again with the
spores obtained at 40,000 spores per ml. Then, a
biological test with famoxadone at 100 mg "' was
performed as described above in fungicide sensitivity
test section and a reference curve was established to
evaluate the ratio of resistant isolates in the spore
mixtures obtained after each asexual cycle. To
confirm those ratios, a quantitative PCR assay was
also performed to quantify the presence of resistant
alleles from spore suspensions used to inoculate the
new leaf discs at each cycle. Two independent
experiments were performed for 8 weeks.

Statistical analysis

Data from two experiments were pooled together
according to homogeneity of variance using the
ANOVA procedure in Systat software (Systat 11.
software, 2004, USA) to determine homogeneity of
variance among repeated experiments. The values or
groups were compared using the Tukey ¢ test with P<
0.05 for g-PCR assay or were compared using
Fisher’s LSD test with P<0.05 for the bioassay. All
data for each fitness component were subjected to an
analysis of variance (ANOVA). To analyze frequency
haplotype distribution, a chi2 test was performed.

DNA extraction

P viticola lesions were frozen. After freeze-drying
overnight, DNA was extracted from each oil spot or
spore suspension (containing infected grapevine leaf
tissue and sporangia) according to the standard
CTAB-phenol/chloroform method described by
(Zolan et Pukkila 1986) with a slight modification
(phenol-chloroform was replaced with isoamylic
alcohol/chloroform). After extraction, DNA was pre-
cipitated with isopropanol, the pellet was washed with

70% ethanol and resuspended in 50 pl of sterile
water.

Allele-specific restriction

The molecular method used to differentiate sensi-
tive or resistant isolates was the amplification of the
allele specific to the Cytochrome b gene of P
viticola (accession numbers DQ459464, DQ459466,
DQ459467, DQ459469) exhibiting single nucleotide
polymorphisms between sensitive and resistant iso-
lates or between haplotype I or II (Chen et al. 2007).
A CAPS analysis of cyctochrome b gene fragments
was performed using the primers COB 279F and
COB 865R (Table 3) under amplification conditions
according to the method described by Baudoin et al.
(2008) and Corio-Costet et al. (2006). Polymerase
chain reaction (PCR) was performed in a 15 ul
volume containing 1 pl of DNA diluted three-fold,
1.5 pl of 10x PCR buffer (Eurogentec), 1.5 mM
MgCl,, 0.13 uM of each dANTP, 0.13 uM of each
primer (COB 279 F and CB 865R), 0.2 U (3.33 nkat)
Tag silverstar DNA (Eurogentec). The PCR program
was a first denaturation step of 4 min at 96°C,
followed by 36 cycles of 45 s at 96°C, 50 s at 50°C,
1 min at 72°C. This DNA fragment was cut with the
restriction enzymes Sat/ and HinfI, with the recog-
nition sequence 5'-GCNGC-3’ and 5'-GANTC-3'.
Cleaving reactions were performed in 10 pl volume
with 1.2 ul of PCR product, 1 ul of 10X- buffer
Tango (MBI fermentas), 1 U (16.67 nkat) of Sat/
and 1U (16.67 nkat) of Hinfl enzymes (MBI
Fermentas) at a temperature of 37°C and an
incubation period of 2 h. Restriction fragments were
visualized on 2% agarose after staining with ethi-
dium bromide. Sat! enzyme was used to detect the
resistant mutation and to cut the amplified fragment
of 605 bp, generating two fragments of 147 and 458

Table 3 Sequence of

primers and hybridization Primer Sequence (5'to 3") Nucleotide position  Sense

probes used in the real-time

polymerase chain reaction COB 279F TAT ACA TAT TTT TAG GGG TTT G 1100 Forward

assay on Plasmopara COB 865R ACA TAG CGA TAA CAC CAC CAA 1704 Reverse

viticola isolates qPV-L TTA GGG GTT TGT ATT ACG GAT CTT 1111 Forward
qPV-R TCC CCA AGG CAA AAC ATC CC 1229 Reverse
qPV143R-L GGA CAA ATG AGT TTT TGG GC 1227 Forward
qPV143RS-R  ATT ATC AAC GGC GAA TCC AC 1337 Reverse
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pb each. Hinfl enzyme was used to determine
haplotypes and to cut the fragment, generating two
fragments of 222 and 383 pb.

Qol real-time g-PCR

Genotyping of Qol-resistant mutations was performed
with a real-time thermal iCycler iQ (BioRad, Hercu-
les, CA, USA) using specific sets of primers and
hybridization probes (Table 3). Primer sets qPV-L/
qPV-R and qPV143R-L/qPV143RS-R (Table 3) were
used to amplify preferentially one allele by matching
the desired allele and mismatching the other allele at
the 3’ end of the primers according to Sirven and
Beffa (2003). Reverse primers were designed to have
mismatches at the 3" as described by Sirven and Beffa
(2003). For each reaction, 1 pl of each primer at
10 nM and 7 pl of 2x-Mix blue SYBR green
fluorescein Mix including Hot start DNA polymerase,
DNTP and MgCl, (Abgene, France) and 5 pul of DNA
diluted three times were used in compliance with the
manufacturer’s instructions. Assays (14 pl) were
performed in ABgene PCR thermo-fast® 96, semi-
skirted plates (Thermoscientific, France). Amplifica-
tion and detection were performed in a real-time
thermal iCycler iQ under the following conditions:
one cycle at 94°C for 15 min, and 40 cycles at 94°C
for 10 s, 60°C (primer set qPV-L/qPV-R) and 60°C
(qPV143R-L/qPV143RS-R) for 10 s, and 72°C for
20 s. Increase in fluorescent emission signal from
SYBR Green I (ARn) was recorded at 72°C without
normalization of the signal. The iCycler™ < software
version 3.0, (BioRad) was used to analyze the data.
For each sample, the amount of target DNA was
quantified using appropriate calibration curves in
which Ct was plotted against the amount of target
DNA.

Results

Mitochondrial haplotype distribution in European
vineyards

The survey of the geographical distribution of
mitochondrial haplotypes from a panel of 1,366 P.
viticola isolates collected between 2000 and 2004 in
European vineyards was performed with an SNP
typing assay. The frequency of the four main

European haplotypes was estimated in four French,
three German, one Greek, three Italian, one Romanian,
three Portuguese and three Swiss populations (Table 1).
Haplotype group I (IS and IR) predominated in all
countries in a range from 77.44% to 97.02%, with an
average of 84.33%. Haplotype group II (IIS and IIR)
represented 2.98% to 22.56% depending on the
country, with an average of 15.68%. With regard to
Qol resistance, haplotype IR predominated, with levels
depending on the country and locality in a range from
0% to 20.99% and an average of 4.14%. The resistant
haplotype IIR was the most uncommon and was found
only in two French vineyards in Bordeaux and
Bourgogne. More resistant haplotypes were detected
in 2003-2004 than in 2000-2001, with an average of
16.26% and 0% respectively.

Qol sensitivity and haplotype characteristics

Throughout the study, 11 sensitive isolates and 12
resistant isolates collected in 2003 were tested
independently at least twice to evaluate their famox-
adone sensitivity. ECso values for resistant isolates
were higher than 1,000 mg 17! of famoxadone
(Table 2). Sensitive isolates exhibited ECsy values
ranging from 0.1 to 0.9 mg 1!, with a mean of
0.19 mg I"'. Seven sensitive isolates belonged to
haplotype II and four belonged to haplotype I
(COUl5, COL07, MIC123 and EPE 09). By contrast,
the resistant haplotype I was uncommon, while only
three isolates (SAL19, PAU 32, COU 23) from the
laboratory collection belonged to this haplotype. The
level of Qol resistance between sensitive and resistant
isolates expressed as the relative resistance factor
varied in a range from 1111 to 25,000, with an
average of 5263.

Latent period, sporangium production and infection
frequency

Data on the fitness of 23 isolates inoculated separately
onto grapevine leaf discs are given in Table 4. Three
parameters (latent period, sporulation capacity and
infection frequency) were recorded. A wide variation
in fitness parameters was found in sensitive and
resistant isolates. However, no difference was found
for latent period between sensitive and resistant
isolates (P=0.523) (Table 4, Fig. 1). Sensitive isolates
had a mean of 102.7+1.57 h and resistant isolates
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Table 4 Fitness components

of sensitive and Qol-resistant Isolate Qol Latent period Sporulation Infection frequency Al (Ln (Nt/Nt,

isolates on grapevine leaf sensitivity  (h+SEM) (NUNty) (+ SEM) (+ SEM) TF /LP)

disks at 22°C (means+=SEM)
ALS 07 S 140+2.93 537+70 0.94%0.01 1.28°
AVI02 S 86.541.47 1022+310 0.94+0.03 2.41
BOM 06 S 96+3.56 332473 0.86+0.03 1.09
CAZ22 S 97+2.35 783+119 0.9120.02 1.99
Ccouls S 88+0.59 534+76 0.98+0.02 1.78
EPE09 S 107.5+2.64 351£79 0.72+0.06 0.86
FEM 03 S 970 821+166 0.97+0.03 2.11
MIC 103 S 107<1.7 783119 0.79+0.01 1.77
MIC 123 S 97.5+1.47 12674238 0.97+0.01 2.53
MOR22 S 103+0.59 8964227 0.76%0.02 1.99
PIC21 S 110+0.59 421449 0.42+0.13 0.48
Mean 102.7+1.57 704+139 0.84+0.035 1.75+0.65
CGU20 R 89.54+0.29 5654120 1.0040.00 1.84
CoU23 R 108.5£0.29 5554139 0.96+0.04 1.59
EAU 13 R 91.5+2.05 1015+264 1.00+0.00 2.41
FREOl R 104.5+0.29 550+125 1.00%0.00 1.66

*The variation of the fitness MIC 125 R 93.25+1.61 996+156 0.99+0.01 2.36

illgfsx Vfatr}ies frlom 5;/; to MIC 126 R 103+0.59 802208 0.93+0.07 1.98

accgrging iovfhzei;més MIC 128 R 92.5+1.47 844+90 0.94+0.06 2.15

considered. For three iso- MOR 08 R 93.2540.44 901+139 0.94+0.03 221

lates used for the experi- PAU32 R 139+5.28 693+133 0.96+0.04 1.57

ment of competitiveness, we PAR29 R 95+0.59 1048115 0.91+0.09 231

have Fipayz»=1.574+0.28

(@) Fioons=1.78+022 PIC59 R 96+1.76 1508+407 1.00+0.00 2.75

(ab), Finnc125=2.15%0.15 SAL19 R 105+1.17 4844160 0.68+0.14 1.14

(b), with a total variance Mean 100.9+1.32 830+171 0.94+0.02 2.05+0.45

analysis of P=0.015

needed 100.9+1.32 h to reach their latent period. The
range of latent period varied from 86.5 h to 140 h in
sensitive isolates and from 89.5 to 139 h in resistant
isolates.

Concerning spore production, no significant differ-
ence was observed between sensitive and resistant
isolates (P=0.137). Sensitive isolates produced an
average of 704+139 sporangia and resistant isolates
produced 830=+171 sporangia per deposited sporangi-
um (Table 4, Fig. 1). A wide variation was observed
within the sensitive isolate group and the Qol-
resistant group. Indeed, within a group some isolates
produced 3.11- to 3.8-fold more sporangia than others
in the resistant (PIC59/SAL19) and sensitive
(BOMO6/AVIOL) groups, respectively. Sporangium
size in sensitive and resistant isolates varied widely
in a range from 8 to 33 um in the sensitive and
resistant groups, with an average of 18.47 pum=+
0.03 um. We also observed a significant increase in
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resistant sporangium size from 3% to 4.6% in the
absence or in the presence of famoxadone (data not
shown).

As regards infection frequency (IF) in our exper-
imental conditions, a significant difference was
obtained (P=0.02) between sensitive and resistant
groups with 0.84+0.03 of sensitive isolates and 0.94+
0.02 of resistant isolates succeeding in infecting
leaves (Table 4, Fig. 1). The range of infection
frequency varied from 0.42 to 0.97 in the sensitive
group and from 0.68 to 1 in the resistant group.

From these different parameters, a composite
fitness index (F;) was calculated for each isolate
derived from F; of Tooley et al. (1986) and from the
aggressiveness index of Montarry et al. (2008). The
mean Fy in the sensitive group was 1.754+0.65 and
2.05+0.45 in the resistant group, but no significant
difference was observed (P=0.147) (Table 4). The
fitness index varied considerably depending on
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(white) or Qol-resistant isolates (grey)

M : Qol-resistant isolate

whether the isolates were sensitive or resistant
(Fig. 2). A good correlation was obtained between
spore production and the F; with a regression
coefficient R* equal to 0.86 (P<0.001). The F; was
then used to choose sensitive and resistant isolates for
competitiveness tests having different fitness.

Competitive ability of resistant and sensitive isolates

The objective was to assess the competitive ability of
resistant and sensitive isolates in mixed-isolate inocu-
lations on leaf discs and to link these findings to the
fitness parameters of isolates. The fitness index of the
three isolates was different (Table 4, Fig. 2) with a
sensitive isolate COU15 statistically intermediate (Fy=
1.78, ab) between both resistant isolates PAU 32 (Fy=
1.57, a) and MIC128 (F;=2.15, b) (P=0.015).

The changes in the frequency of resistant isolates
were related to their fitness parameters and their
fitness index (Figs. 3 and 4). In one of the pairs used
in this study R1-S1, after eight asexual cycles all
ratios between sensitive and resistant isolates
remained stable at 20%, 50% or 80% of R1 after
quantification by q-PCR (Fig. 3). A slightly signifi-
cant increase (P<0.05) in 20% and 50% of initial
ratios was observed at the eighth cycle with the
biological quantification method.

In the second pair (S1-R2), a decline in the
frequency of R2 was observed after five cycles
(Fig. 4) in all three initial ratios, indicating that the
resistant isolate R2 was a weak competitor in
comparison with its S1 partner. After five cycles, the
proportion of resistant isolates decreased 20-25%
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Fig. 2 Fitness index (F;) of 11 sensitive (white) and 12 Qol-resistant isolates (black). The arrows designate the isolates used in

competitiveness experiments
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Fig. 3 Dynamic changes 100 -
(meanstSEM) in the 90 -
frequency of Qol-resistant
isolate sporangia in sporan-
gial populations harvested
from grapevine leaf discs
inoculated with three mix-
tures of Qol-sensitive
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sporangia MIC128 in
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compared to the initial ratio. With the q-PCR test, a
significant and stronger decrease in the different ratios
with R2 was observed from the third cycle, leading to
a dramatic reduction during the eighth cycle, with a
decrease of 5% (P=0), 49.56% (P=0.006) and 97.5%
(P=0.004) at the ratios 80:20, 50:50 and 20:80,
respectively (Fig. 4).

Discussion
Diversity

According to previous results obtained in French
vineyards (Chen et al. 2007; Corio-Costet et al. 2006,
2008), haplotype I is the most widespread haplotype
in Europe, with a mean of 84.33% (IS-IR). Regarding
the analyses of the 1,366 isolates obtained between
2000 and 2004, only 4.54% (IR-IIR) of isolates
were Qol-resistant, with haplotype IR representing
91.19% of resistant haplotypes. By contrast, French
vineyards were significantly more resistant during
this period than other vineyards exhibiting few
resistant isolates (0-2.94%) such as Greek, Italian,
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Sporulation cycle

Swiss and Romanian vineyards. Haplotype IIR was
rare, except in Bourgogne where it represented
21.2%. The role of the presence of haplotypes I and
IT in P, viticola population remains unclear.

Our results on 1,015 mildewed lesions showed that
in French vineyards in 2003 and 2004, at the
beginning of the growing season and before any
selection by a fungicide, 76.75% of P. viticola isolates
were still sensitive. However, according to Sierotzki
et al. (2005), who showed a sharp decrease of Qol
sensitivity in 2002 and 2003 in European vineyards,
we found more resistant haplotypes in 2003-2004
than in 2000-2001, revealing an increase of the
resistance during this period. Thus, the resistance
frequencies are not the same everywhere and the
differences found may depend on the pressure exerted
by Qol fungicides and probably also on the popula-
tion fitness in the absence of selection pressure.

Fitness parameters
The development and the spread of fungicide resis-

tance depends on the fitness of resistant isolates, and
knowledge of processes such as diversity, sex
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evolution and fungicide pressure is essential to try to
prevent and/or to control the diseases better. For this,
it is important to understand how fitness shapes the
selection of individuals in nature under different
selection pressure. From various sensitive or Qol
resistant isolates belonging to different mitochondrial
haplotypes, we measured fitness parameters without
fungicide selection pressure. A major point should
be made: resistant isolates are as fit as sensitive
isolates, with regard to sporangia production, latent
period and infection frequency in asexual cycles.
Only infection frequency of resistant isolates was
significantly higher than in sensitive isolates (P=
0.02). As the resistant isolates belonged essentially to
haplotype I, it was possible that the difference was
due in part to the belonging to the haplotype I group.
A comparison between the fitness of haplotypes I and
I inside sensitive group, or with the totality of
isolates, including the resistant isolates, showed no
significant difference in the spore production (P=0.75
and 0.24), the latent period (P=0.36 and 0.35), or the

1 2 3 4 5 6 7 8

Sporulation cycle

fitness index (P=0.86 and 0.10). Only infection
frequency was significantly more important for
haplotype I (P=0.03) and when Qol-resistant isolates
were considered. As above, the significance of the
infection frequency could well be related to the Qol
resistance.

From this first study on the fitness parameters, we
were thus able to conclude that the presence of
G143A SNP in cytochrome b gene has no deleterious
effect on growth parameters observed under con-
trolled conditions and without selection pressure.

However, the overall fitness of one population
relative to another would be difficult to predict solely
on the basis of knowledge of fitness components. For
this reason, the combination of different parameters
would reasonably approximate overall fitness in
calculating a composite fitness index. The fitness
index described here, based on infection frequency,
spore production and latent period enabled us to show
that there was no significant difference between
groups of haplotypes I and II and between sensitive
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and Qol resistant isolates. This index also revealed a
good correlation with spore production suggesting
that under our experimental conditions spore produc-
tion could be a sufficient measure to assess the fitness
of isolates. This F; based on growth parameters seems
adequate to standard conditions, but one of its
weaknesses is certainly that it does not take in
account survival capacity under less favourable
environmental conditions, or fitness potential of the
sexual cycle (i.e. oospore production, overwintering).

As with other studies on the fitness of oomycetes,
such as Phytophthora nicotianae or P. infestans
resistant to metalaxyl or mefenoxam (Hu et al. 2008;
Kadish and Cohen 1988), Qol resistance did not show
reduced fitness. However, it is possible that resistance
cost might only become apparent under a specific set
of environmental conditions which were not encoun-
tered in the experimental set-up, or that the associated
antagonistic pleiotropy might not be detectable
(Rosenberg 2001); or, yet again, that a fitness deficit
linked to a resistance cost can be compensate for after
numerous generations by different compensatory
mechanisms (Anderson 2005; Cowen et al. 2001).
One example of resistance cost due to environmental
conditions was metalaxyl-resistant isolates of Plas-
mopara viticola that exhibited reduced fitness to
grape leaves, but only at high temperature (Piganeau
and Clerjeau 1985). A preliminary study performed
under controlled conditions in our laboratory did not
show differences between sensitive and resistant Qol
isolates at 15°C or 28°C.

In connection with definite F;, we estimated
competitiveness of sensitive and resistant pairs of
isolates. The follow-up during 8 cycles of asexual
reproduction showed that, in the absence of selection
pressure, resistant isolates can compete with sensi-
tive isolates in mixed inoculation depending on their
fitness parameters. Thus, a resistant isolates with a
lower F; (PAU32) than the sensitive isolates (COU
15) tends to disappear after eight cycles, while a
resistant isolate (MIC 128) with a high F; preserves
even tends to increase after eight cycles. These
results were reinforced by other isolate pairs tested
previously, where a resistant isolate with a higher F;
(PIC59, F;=2.75) than the sensitive isolate FEM103
(Fi=2.11) increased rapidly to reach 100% of
resistant isolate in the whole mix after the fifth cycle.
In the same way, another mix with PAU 32 (F;=1.57)
and a sensitive strain MIC 103 (F;=1.77) also showed
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a decrease in the presence of PAU 32 from the fourth
cycle (Abadie 2007).

Globally the competitiveness tests performed were
coherent with the estimated parameters of the fitness
and our Fj, although imperfect, enabled us to obtain a
good idea of the capacities of isolate survival under
controlled conditions. In accordance with Kadish and
Cohen (1988), we showed that the pattern of changes
in frequency of resistant isolates could be largely
dependent on fitness parameters in laboratory con-
ditions. During the competitiveness assays, we used
the bioassay or the q-PCR method, the curves of
competitiveness (Figs. 3 and 4) showed some differ-
ences, although tendencies were similar. The bioas-
say seemed to facilitate the presence of resistant
isolates (R1 and R2). One possible explanation could
be that the method of q-PCR is strictly quantitative
and applies directly to spores harvested after each
asexual cycle, while the bioassay required an addi-
tional cycle in the presence of famoxadone, facilitat-
ing the growth of resistant isolates and potentially
integrating others fitness parameters. Thus, the
quantification of the percentage of resistant isolates
based on reference curves in the presence of
famoxadone in the bioassay could lead to a slight
overestimation of the presence of resistant isolates
compared to q-PCR carried out without fungicide
pressure. However, the faster, easier q-PCR method
is an adequate method to estimate the proportion of
resistant isolates.

As with the analysis of fitness parameters, the
competitiveness assays strengthened the idea that the
presence of G143A mutation would have no delete-
rious effect on P. viticola under controlled conditions
without fungicide selection pressure. As all resistant
isolates used in this study have already been
sequenced (Chen et al. 2007) and possessed only the
G143A SNP, which is the most frequent, we would
suggest that the G143A mutation does not induce a
resistance cost in P. viticola. However, Fisher et al.
(2004) have investigated the impact of the introduc-
tion of GI143A SNP on bc complex activity of
Saccharomyces cerevisiae and shown that it has little
effect on the enzyme activity. In contrast, the
association of the GI143A with F129L, or other
mutations, led to various deleterious effects on
enzyme activity. It would be useful to assess the
resistance cost of different mutations (i.e. G143A and
F129L) in the laboratory, to understand why the



Eur J Plant Pathol (2011) 129:315-329

327

F129L SNP was less frequent in P. viticola popula-
tions than in other pathogen populations.

The management of pesticides in the vineyard
requires to a better understanding of how the
resistance takes hold, spreads and is maintained.
Important questions about the adaptation of Qol
resistance are: how does Qol resistance develop in
the vineyard? What is the probability of obtaining
various combinations of SNPs, and what is the
consequence on population fitness? In view of the
importance of the development of Qol-resistance over
the past decade, today these products are never
applied alone and are little present in current
formulations or, if they are, they are then associated
with other fungicides. It would be interesting to
follow the development of Qol resistance under
various selection pressures and survey the develop-
ment of the different SNPs in the vineyard and to
study their fitness in laboratory conditions. Under-
standing the development of Qol resistance in the
vineyard is not easy. Data obtained in vineyard in
Brazil on a trial site exhibiting 100% frequency of
G143A in P, viticola populations showed that after
stopping Qol treatment for 3 years, the frequency
returned to 1% in 2002, suggesting a multiannual
instability of the resistance. In contrast, five subse-
quent applications of Qol fungicide sprays increased the
frequency again to 100% within one season, immedi-
ately producing a resistant population (Sierotzki et al.
2008). In addition, a survey of the development of Qol
resistance in different sites in French vineyards with
few resistant isolates (less than 10%) showed the
maintenance of Qol resistance in sites without Qol
treatment during the growing season (Corio-Costet
et al. 2006, 2008). These studies suggest that the
resistant isolates possess rather good one fitness
during the growing season (asexual cycle), but that
the fitness of Qol resistant populations could be less
good during the sexual phase and/or without selec-
tion pressure. Therefore, the contribution of sexual
reproduction to global fitness might play an impor-
tant role in maintaining Qol resistance. Since the
cytochrome b gene is coded by the mitochondrial
genome, it most likely depends on mitochondrial
inheritance. After sexual reproduction, the level of
resistant allele might decrease, depending on the
mating type carrying the resistant allele, and/or the
sexual fitness, and could explain contrasted results
obtained in fields after sexual or asexual cycles.

The possibilities of combating Qol resistance in P,
viticola by mixing Qols with other fungicides, or
stopping the use of Qol fungicides for a few years in
order to diminish resistance after each annual sexual
cycle are currently solutions used by wine growers.
The application of a Qol mixed with other fungicides
does not seem to eliminate selection pressure, but
delays it compared to the application of Qol fungicide
alone (Toffolatti et al. 2007). From a practical point of
view, care should be taken not to use Qol fungicides
again on plots of land having presented Qol resistance
during the growing season, or then to preserve
products containing Qols for rare or selective appli-
cations during very strong epidemic pressure, and by
alternating treatments with fungicides possessing
different mode of action.

In conclusion, the mitochondrial haplotype I is little
present in P, viticola populations and does not seem to
have repercussions on resistant populations. Resistance
can be very variable according to the vineyard under
consideration and the selection pressure exerted.
During the experiment under controlled conditions,
we did not detect a significant difference of fitness
either between 23 resistant and sensitive isolates, or
between haplotypes I and II. The composite fitness
index used here may help us to classify isolates
according to different phenotypic and genotypic traits
(i.e. fungicide resistance, mating-type, agressiveness)
and to have them compete according to several
parameters of fitness, or used to carry out studies on
the efficacy of alternative methods (i.g. elicitors,
breeding, biological fight) on specific population or
isolates. It would also be useful to estimate the survival
potential of resistant isolates exhibiting single, double
or triple resistance to fungicides (i.e. Qoi, CAA and/or
phenylamide fungicides), already encountered in the
vineyard; but that would require including parameters
of overwintering, and of capacity of sexual reproduc-
tion, to be used under field conditions. A study of
fitness of the resistant isolates during the sexual cycle
would be necessary to complete this work and to
acquire better understanding of Qol resistance evolu-
tion under various pressures of selection.
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