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Coupe transversale de fleurs de vigne au stade BBCH 53. De gauche a droite: Chasselas, Merlot, 2091, Solaris (1: calyptre = capuchon;
2: ovaire; 3: pédicelle ou pédoncule).

Introduction

Parmi les quelque dix especes de champignons consi-
dérés comme pathogenes pour la vigne (Vitis vinifera),
trois d’entre elles sont responsables de dégats majeurs
au vignoble: la pourriture grise (Botrytis cinerea), le
mildiou (Plasmopara viticola) et I'oidium (Erysiphe ne-
cator). Presque tous les cépages cultivés dans le monde
présentent une sensibilité plus ou moins grande a ces
maladies et doivent étre protégés par des applications
régulieres de fongicides. Des traits de résistance a ces
trois champignons existent dans d’autres espéces du
genre Vitis (Langcake 1980). La sélection de la vigne
par hybridation est une des méthodes les plus promet-
teuses a la fois pour augmenter la diversité génétique,
mais aussi pour sélectionner des caracteres génétiques
spécifiques, comme la résistance aux pathogenes (Pau-
quet et al. 2001; Donald et al. 2002). Le développement
de méthodes fiables et rapides permettant de discrimi-
ner les plantules résistantes durant les processus de
sélection est donc essentiel (Blasi 2010). Dans la famille
des Vitaceae, plusieurs mécanismes de défense de la
plante contre les infections fongiques ont été décrits.

L'un d'eux est la synthése de phytoalexines stilbé-
niques, qui peut étre induite par des stress biotiques
(infections par les pathogénes) ou abiotiques, tels que
les irradiations aux UV ou l'utilisation d’éliciteurs (Aziz
et al. 2003). L'évaluation de la capacité de la vigne a
produire des stilbénes est une méthode éprouvée, qui
fournit une information fiable sur la résistance de la
vigne contre P. viticola, E. necator et B. cinerea (Pezet
et al. 2004; Gindro et al. 2006; Schnee et al. 2009). La
d-viniférine est un des principaux stilbénes a étre syn-
thétisés dans des feuilles de vigne stressées, tandis que
le pterostilbene est celui qui présente la plus forte toxi-
cité contre les trois champignons précités. Par contre,
dans les cépages sensibles, le resvératrol est glycosylé
en un stilbéne non toxique, la picéide. Dans les feuilles
des cépages résistants, les formes oxydées du resvéra-
trol et le pterostilbéne, produits en forte concentra-
tion aux sites des infections, peuvent étre analysés par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
(Pezet et al. 2004).

Pourle mildioude lavigne, la plupartdesrecherches
liées aux processus d'infection et aux mécanismes de
défense de la vigne se sont focalisées sur les infections
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foliaires (Peressoti et al. 2011). Malgré de trés intéres-
santes découvertes liées a I'épidémiologie, a la straté-
gie de lutte et a la prévision des risques (Bleyer et al.
2008; Viret et al. 2010), il existe peu de connaissances
sur la sensibilité des grappes au mildiou. Certains résul-
tats montrent bien une modification de la résistance
des grappes au mildiou, a I'oidium ou a la pourriture en
fonction du développement des organes de la plante
au cours de la saison, phénoméne appelé résistance
ontogénique ou résistance liée a I'age (Keller et al.
2003; Kennelly et al. 2005; Gee et al. 2008), mais les
mécanismes impliqués dans ce phénomeéne sont tres
peu connus, en particulier les changements de sensibi-
lité des grappes a Plasmopara viticola.

Le but du présent travail est d'évaluer le réle de
I'anatomie stomatique et des stilbénes dans la résis-
tance des grappes au mildiou durant le développe-
ment saisonnier sur quatre génotypes appartenant au
genre Vitis.
Matériel et méthodes
Matériel biologique et conditions de culture
Des plans greffés de deux cépages de Vitis vinifera L.,
le Chasselas et le Merlot, ainsi que le Solaris résistant
[Merzling x (Saperavi severneyi x Muscat ottonel)] et le
treés résistant n° 2091 (Gamaret x Bronner), obtenu
dans le cadre du programme de sélection d’Agroscope
Changins-Wadenswil (ACW), ont été plantés a Chan-
gins dans une parcelle expérimentale avec une ligne de
chaque cépage conduite en Guyot. Durant deux an-
nées consécutives, six grappes de chaque génotype ont
été récoltées a trois stades de développement BBCH
(Hack et al. 1992). BBCH 53: inflorescences clairement
visibles; BBCH 69: fin de floraison, tous les capuchons
tombés; stade BBCH 75: baies de la taille de petit pois,
en prélevant la premiére grappe depuis la base du ra-
meau (une grappe par plante). Le mildiou utilisé pour
les inoculations a été multiplié sur feuilles de Chasselas
et les sporanges ont été aspirés a la surface des feuilles
infectées. Vingt millilitres d'une suspension aqueuse
de sporanges (4 x 10° sporanges/ml) ont été sprayés sur
chaque grappe détachée, puis mise a incuber en
chambre humide. Les grappes de contrdle ont été trai-
tées de la méme maniére, en remplagant la suspension
de sporanges par de I'eau distillée.

Des grappes de quatre cépages, dont

deux Vitis vinifera sensibles au mildiou,

le Chasselas et le Merlot, et deux
interspécifiques résistants, le Solaris et le
2091 (Gamaret x Bronner), ont été inoculées
artificiellement avec du mildiou

a trois différents stades de développement
(BBCH 53, 69 et 75). Le développement

de Plasmopara viticola a été suivi au
microscope électronique a balayage et

la production de phytoalexines stilbéniques
a été analysée. Au stade préfloral (BBCH 53),
trois types de stomates fonctionnels ont été
observés et les zoospores ont pu germer
sur les quatre cépages étudiés. Par contre,
sur le Solaris et le 2091, I'induction

de mécanismes de défense avec une forte
production de stilbénes toxiques a permis
de bloquer I'infection. Aux deux stades
suivants, les stomates ne sont plus
fonctionnels et aucune germination

de zoospore n’a eu lieu. Cette observation
est confirmée par I'absence d’induction

de stilbénes dans les cépages résistants.

Les modifications structurelles des stomates
au cours du développement des baies
constituent la phase initiale de la résistance
ontogénique.

Résumé |

Microscopie électronique

Les échantillons ont été fixés par les vapeurs de té-
troxyde d'osmium (2 % 0sO, 3 % K ,Cr,0.) durant quatre
heures en chambre humide, déshydratés par des bains
d’acétone a concentrations croissantes, séchés avec du
CO, selon la technique du point critique (Critical Point
Dryer, Baltech) puis métallisés au platine. Les échan-
tillons ont été observés au microscope a balayage Jeol
JSM-6300F a 5KV.

Analyse des stilbénes

Chaque grappe, infectée ou non, a été pesée et placée
dans un tube en verre contenant 25ml de méthanol.
Les tubes ont ensuite été agités a 60°C durant dix mi-
nutes, refroidis cing minutes sur de la glace, puis séchés
sous vide dans un Rotavapor Bulchi. Les extraits secs
ainsi obtenus ont été resolubilisés dans 1 ml de métha-
nol et 30 microlitres ont été analysés par chromatogra-
phie (HPLC) selon la méthode de Pezet et al. (2003). Les
résultats sont exprimés en umol/mg de poids frais (PF).
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Résultats et discussion

Différentes parties de grappes, infectées ou non, ont
été observées au microscope électronique a balayage a
trois différents stades phénologiques. Quel que soit le
cépage, au stade BBCH 53 (inflorescences clairement
visibles), des stomates fonctionnels sont présents sur
les calyptres (capuchons), la rafle et les pédoncules des
baies. Il existe trois types de morphologie sur la rafle et
les pédoncules de chaque génotype de vigne observé:
la majorité des stomates sont situés au niveau de la
couche épidermique (fig.1A), tandis que d’autres sont

extrudés par rapport a celle-ci (fig.1B et 1C) ou invagi-
nés dans |I'épiderme (fig.1D). Sur les capuchons floraux,
tous les stomates observés sont au méme niveau que
I'épiderme, quel que soit le cépage. Au stade BBCH 69
(fin de floraison, tous les capuchons tombés), la struc-
ture des stomates différe sur les réceptacles, les pédi-
celles de baies et le rachis. Quelle que soit leur morpho-
logie, ils sont entourés de nombreuses fissures (fig. 2A),
de cellules de garde déstructurées (fig.2B) et, dans
certains cas, apparait un collapse total des ouvertures
stomatiques li¢ au développement de tissus épider-
miques qui les recouvrent (fig.2C). Sur l'ovaire, un

Figure 1 | Différents types

de stomates présents

sur le capuchon, les pédicelles

de baies et le rachis de grappes
des cépages Chasselas, Merlot,
Solaris et 2091 au stade BBCH 53.
A: stomate situé au méme niveau
que la couche de cellules
épidermiques.

B et C: stomates extrudés

par rapport a la couche de cellules
épidermiques.

D: stomate invaginé

dans I'épiderme.

La barre d'échelle représente

10 micrométres.

Figure 2 | Différents types

de stomates présents

sur le réceptacle, les pédicelles

de baies et le rachis

au stade BBCH 69.

A: apparition de multiples fissures
autour du stomate.

B: stomates présentant des cellules
de garde déstructurées.

C: collapse total des ouvertures
stomatiques dii au développement
de tissus épidermiques

les recouvrant.

D: stomates bouchés par
I'accumulation de matériel solide.
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grand nombre de stomates semblent définitivement
bouchés par I'accumulation d’'un matériel solide a I'in-
térieur des ouvertures (fig.2D). Ces modifications
structurales se maintiennent au stade BBCH 75, qui ne
se différencie pas du précédent (BBCH 69). Les infec-
tions artificielles ont permis d’observer des zoospores
enkystées sur tous les cépages testés au stade BBCH 53
(fig. 3A). Toutefois, I'émergence de sporangiophores a
travers les stomates, cing jours apres l'infection et une
abondante sporulation du mildiou (fig.3B-3D), n'a été
observée que sur les grappes de Chasselas et de Merlot.
Sur les cépages résistants, le mildiou n’a pas émergé
des stomates (fig.3E) et seules des micro-nécroses
ponctuelles se sont formées cing jours aprés infection
(fig. 3F). Aucune infection et aucune sporulation n‘ont
pu étre observées aux stades suivants sur les quatre
cépages analysés.

Les stilbénes ont été quantifiés parallélement aux
observations microscopiques. Les résultats montrent
que les grappes des cépages résistants réagissent rapi-
dement a la présence de P. viticola en produisant une
tres forte concentration de stilbenes toxiques (Gindro
et al. 2012). Par exemple, a un stade précoce de déve-

loppement des grappes (BBCH 53), un cépage tres résis-
tant comme le 2091 a accumulé plus de 150 umol/mg de
d-viniférine et plus de 40 umol/mg de pterostilbéne aux
sites de pénétration. Apres infection, le cépage Solaris
produit essentiellement de I's- et de la §-viniférine, en
concentrations légérement plus faibles que le 2091,
mais quasiment pas de pterostilbéne qui est le stilbéne
le plus toxique pour le mildiou. Cela pourrait expliquer
I'apparition au vignoble de sporulations tardives sur
feuilles et grappes sur le Solaris en conditions de forte
pression de mildiou. Chez les cépages sensibles, seules
de fortes concentrations en picéide et en resvératrol,
deux stilbénes pas ou peu toxiques pour le mildiou,
sont induites. Les résultats montrent aussi que les infec-
tions ne sont possibles qu’a ce stade spécifiquement,
car les stomates sont pleinement fonctionnels, quel que
soit I'organe ou le génotype considéré. L'intégrité struc-
turale des stomates est cruciale pour la réussite de I'en-
kystement et de la germination des zoospores de P. viti-
cola. A la suite de la pénétration du tube germinatif, les
mécanismes de défense naturelle, dont la synthese des
stilbénes, sont induits dans les cépages résistants.
D’autres mécanismes biochimiques et moléculaires sont

Figure 3 | Grappes de Chasselas,
Merlot et 2091 infectées avec
Plasmopara viticola au stade
BBCH 53.

A: zoospores enkystées observées
sur les quatre cépages.

B et C: émergence

de sporangiophores au travers
des ouvertures stomatiques

sur Chasselas et Merlot

quatre jours apreés inoculation.
D: fleurs de Chasselas présentant
une abondante sporulation

de mildiou quatre jours aprés
inoculation.

E: calyptre du cépage 2091 sans
émergence de sporangiophores
quatre jours aprés inoculation
du mildiou.

F: fleurs de 2091 avec formation
de micro-nécroses (fleche)

et absence de sporulation quatre
jours aprés inoculation.

)

Revue suisse Viticulture, Arboriculture, Horticulture | Vol. 44 (4): 226-231, 2012



Viticulture | Sensibilité des grappes au mildiou: nouvelles données microscopiques et biochimiques

230

probablement impliqués dans la résistance de la vigne
au mildiou. Cependant, dans ce travail, seule la quanti-
fication des stilbénes a été utilisée comme marqueur de
la résistance de la vigne au mildiou.

Au cours du développement de la grappe, les sto-
mates deviennent donc rapidement non fonctionnels,
se transforment en structure de type lenticelle ou se
bouchent. La conséquence est qu’aucune infection ne
peut avoir lieu, ce qui stoppe l'induction des méca-
nismes. L'ensemble de ces résultats montre que l'infec-
tion directe des grappes par le mildiou ne peut se faire
qu’a des stades trés précoces de leur développement.
L'origine de la résistance ontogénique des grappes n'a
jamais été identifiée jusqu’a maintenant au niveau ex-
périmental. Les résultats du présent travail montrent
que les grappes sont sensibles a P. viticola du stade pré-
floraison a la fin de la floraison. Durant cette période,
les cépages manifestent différents niveaux de résis-
tance, qui s’expliquent notamment par la production
de stilbenes toxiques. Dés la fin de la floraison, ce sont
les caractéristiques structurales qui semblent expliquer
la résistance ontogénique au mildiou. Les symptomes
tardifs de mildiou, tels que le rot brun, pourraient bien
signifier que P. viticola se développe de maniére systé-
mique dans les tissus verts de la vigne a partir des
vrilles, des feuilles ou des tiges, ainsi que le postulait
déja Gregory en 1915. Cette hypothése est en cours
d’expérimentation.
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Summary H

Susceptibility of grape clusters
to downy mildew

Grape clusters of different
genotypes, including Vitis
vinifera cvs Chasselas and
Merlot, and two interspecific
grape varieties, Solaris and
2091 (Gamaret x Bronner) were
inoculated with Plasmopara
viticola at three developmental
stages (BBCH 53, 69 and 75).
Samples were examined by
scanning electron microscopy
and synthesis of stilbenic
phytoalexins was measured.
At BBCH 53, zoospores
germination was observed on
all tested cultivars and three
types of functional stomata
were set up. At this stage,
resistant cultivars produced a
significant accumulation of
toxic stilbenes, which stopped
the further development of
downy mildew. At BBCH 69
and 75, stomata are no more
functional and none of

P. viticola infection was
successful. This result is
confirmed by the absence of
stilbenes induction at these
stages on resistant grapevine
cultivars. The structural
changes in stomata anatomy
during cluster development
induce the onset of ontogenic
resistance.

Key words: downy mildew,
cluster, grapevine, lenticels,
ontogeny, resistance, stilbenes,
stomata.

Zusammenfassung B

Trauben Anfalligkeit auf
Falschen Mehltau: neue
mikroskopische und
biochemische Erkenntnisse
Trauben von vier Rebsorten,
Chasselas, Merlot und zwei
resistenten Sorten Solaris und
2091 (Gamaret x Boronner),
wurden an drei verschiedene
Entwicklungsstadien (BBCH 53,
69 und 75) kiinstlich mit dem
falschem Mehltau infiziert. Die
Entwicklung von Plasmopara
viticola wurde mit dem
Rasterelektronenmikroskop
verfolgt und die
Phytoalexineproduktion
analysiert. Vor der Bliite (BBCH
53) wurden drei Typen von
funktionale Spalt6ffnungen
beobachtet und Zoosporen
kénnten auf alle vier Sorten
keimen. Auf Solaris und 2091
wurden die Infektion durch
Abwehrmechanismen
besonders sehr hohe
Phytoalexine Produktion
gestoppt. In beiden spateren
Entwicklungsstadien waren die
Spaltéffnungen nicht mehr
funktionell und keine gekeimte
Zoosporen wurden beobachtet.
Dieses Ergebnisse wiirde durch
die fehlende Induktion von
Stilbene in beide resistenten
Sorten bestatigt. Die
strukturellen Veranderungen
in der Anatomie den
Spaltoffnungen wahrend der
Traubenentwicklung stellen der
Beginn der ontogenetische
Resistenz dar.

Riassunto H

Sensibilita dei grappoli alla
peronospora: nuovi dati
microscopici e biochimici

Dei grappoli di quattro vitigni,
di cui due Vitis vinifera
sensibili alla peronospora, il
Chasselas ed il Merlot e due
interspecifici resistenti, il
Solaris ed il 2091 (Gamaret x
Bronner), sono stati inoculati
artificialmente colla
peronospora a tre diversi stadi
di sviluppo (BBCH 53, 69 e 75).
Lo sviluppo di Plasmopara
viticola é stato seguito
mediante microscopia
elettronica a scansione ed &
stata analizzata la produzione
di fitoalessine stilbeniche. Allo
stadio prefiorale (BBCH 53), tre
tipi di stomi funzionali sono
stati osservati e le zoospore
sono state in grado di
germinare sull’insieme dei
quattro vitigni studiati. Per
contro, su Solaris e 2091,
I'induzione di meccanismi

di difesa come una forte
produzione di stilbeni tossici,
hanno permesso di bloccare
I'infezione. Nei successivi due
stadi, gli stomi non sono piu
funzionali e inoltre non é stata
osservata alcuna germinazione
di zoospore. Questa
osservazione é confermata
dall’assenza d’induzione di
stilbeni nei vitigni resistenti. Le
modifiche strutturali dei stomi
nel corso dello sviluppo degli
acini rappresenta l'iniziazione
della resistenza ontogenica.
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