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1-Introduction

La viticulture constitue un enjeu économique maj@aur la France puisqu’elle
représente 15 % de la valeur de la production algri(FranceAgrimer, 2013). Néanmoins,
elle est I'une des filieres les plus consommatrieesproduits phytopharmaceutiques étant
donné qu’elle utilise a elle seule 30% des fongisiqlutte chimique), tandis qu’elle ne

représente que 4% de la surface agricole utilefBam’expertises pesticides INRA, 2006).
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Figure 1 : Présentation des cycles de reproductioasexuée et sexuée de. viticola. Durant la phase de
reproduction asexuée, des zoospores (spores 8apdlbérées de sporanges, nagent dans un filauglesqu’au
voisinage des stomatés). Ces spores s’enkystent (pertes des flagellestetsamh au tissu végétal) au niveau
des cellules de garde avant de former une vésmlis-stomatique et des hyphes germingfijs P. viticola
développe alors un réseau d’hyphes entre les esliabgétale$3) et des sucoirs (haustoria) au sein de ces
dernieres, capables d'absorber les nutriments dpldate hote (sucres en particulig€d). Finalement, en

conditions environnementales propices, on obseavepbrulation asexuée du pathogene qui se traduitap

formation de sporangiophores, émergeant des steraaf®rtant des sporanges, générant de nouvelspares
asexueées infectieuses (Riemaatral.,2002) (5).P. viticolapeut également, a 'automne, enclencher un cycle de
reproduction sexuée se traduisant par la formatimospores (ceufs d’hiver) dans les tissus préatadohe
contaminés. Dans ce contexte, des hyphes présestirades tissus foliaires vont différencier, dr lextrémité
hyphale, la formation soit d’anthéridie (activiténgétogéne male) soit d’'oogone (activité gamétogemelle).
Il 'y aura alors fusion entre gametes compatibleteaeproduction sexuée se traduisant par la fiwmal’'un
zygote correspondant a I'oospore. Au printempsastivune réduction chromatique (méiose) s'effeetulzms

ces oospores pour produire des zoospores (d’'orggireée) sources d’inoculum primaire (Berk et G2009).



Ce phénomene s’explique principalement par ledfaé la vigne cultivéeMitis vinifera L)
est génétiquement sensible a de nombreux agentsogastes cryptogamiques, dont
Plasmopara viticola agent causal du mildiou (Boso et Kassemeyer, 2@&k et Curt,
2009 ; Gessleet al., 2011 pour revues). Ce dernier est un oomycetaropioe obligatoire
inféodé a la vigne, présentant une phase annuelleeproduction sexuée et de plusieurs
cycles de reproduction asexuée (Veregsil.,1999)(Figure 1).

P. viticolaest capable d’infecter tous les organes herbdegslles (symptémes « tache
d’huile » sur la face supérieure et sporulationapigaire blanche sur la face inférieure),
inflorescences (rot gris) et baies vertes (sympsdeerot gris ou de rot brufl)afon et Bulit,
1981) (Figure 2). Incidemment, le parasite peut réduire quasiraenéant les rendements
mais aussi altérer la qualité du raisin s'il n)eas maitrisé (Dubos, 2002).

Figure 2 : Photographies illustrant la symptomatologie dudmil de la vigne sur
différents organes herbacés.. taches d’huiles sur la face supérieure d’'undiéeuB :

rot gris (sporulation) sur inflorescence(t rot gris (sporulation) sur jeune baie. (Source :
S. Trouvelot, INRA Dijon, UMR Agroécologie).

Ainsi, pour lutter contre le mildiou les viticultess ont majoritairement recours a
I'utilisation systématique de fongicides de syntheasu a base de cuivre (jusqu’a 10
traitements par an selon la région ; Agreste, 200@nhpact économique de ce parasite est
double pour le viticulteur du fait d'une perte dalte et du codt lié a I'achat de produits
phytosanitaires se chiffrant a lui seul a approxiveanent 300 millions d’euros par an
(FranceAgrimer, 2013). Ces pratiques phytosangairé par ailleurs un impact négatif avéré
sur la santé humaine et sur I'environnement. Enfiajgré la large gamme de spécialités
référencées dans le catalogue des usages phytamertigues destinés a la lutte contre le
mildiou (28 matiéres actives, source : e-phypplécation répétée de fongicides a provoqué
des phénomeénes de résistance, chez les populdiddsviticola de plus en plus fréquents
(ANSES, 2012). La gestion du mildiou, notamment pearlutte chimique, est ainsi

contraignante.



Dans ce contexte, la France a décidé, suite aueteete I'environnement, la mise en
place en 2008 du plan EcoPhyto (agriculture.gol@céphyto ; Cousiniet al, 2015). Ce
dernier a pour objectif majeur de réduire si pdssite moitié I'utilisation de pesticides pour
la protection des cultures. Ainsi, de nombreusedes ont été menées afin de développer des
solutions complémentaires voire alternatives aukkéelchimique. Parmi ces stratégies, la
stimulation des défenses innées de la plante,ggplication d’éliciteurs (ou Stimulateurs des
Défenses des Plantes, SDP), apparait comme unepkaneetteuse (Walterst al., 2013 ;
Huang et Zimmerli, 2014). Les défenses que la plamet en place a I'encontre de
bioagresseurs se déclinent en deux catégories magjeu(i) les défenses dites
« constitutives », en place avant l'infection ét¢elles dites « inductible » ou « induites » en
réponse a l'interaction avec des agents potentielfd pathogenes (Jones et Dangl, 2006). La
premiere catégorie se caractérise par des barqdrngsiques (cuticules, paroi cellulaire) et
chimiques ; ce dernier type impliquant soit unérdiion de molécules par la plante dans son
milieu (exsudats racinaires, composés racinaites), it des molécules déja présentes dans
les cellules (métabolites secondaires, protéimtigoagiques). Si les défenses constitutives
n'ont pas permis de stopper I'infection, les déésnmduites pourront alors étre déclenchées
par la plante (Jones et Dangl, 2006). En effes e la perception d’'un bioagresseur, la
plante déclenche la PAMP-triggered immunity (PTOglle-ci est basée sur la détection, par
des récepteurs PRRs (Pattern Recognition Recepsits®ds au niveau de la membrane
plasmique végétale, de différents types de motdaulaires (Jones et Dangl, 2006 ; Macho
et Zipfel, 2014). Ces derniers sont représentatifs(i) de la paroi ou d’excrétions de I'agent
pathogéne ou du microbe ainsi percu (Microbe/Pahdsssociated molecular pattern,
MAMP ou PAMP), soit (ii) de fragments de la par@gétale générés suite a I'attaque du
bioagresseur (Damage-Associated Molecular Pat@AlP). L'activation des récepteurs
PRRs qui s’ensuit, déclenche alors une cascadegdalisation dirigée vers le noyau qui se
traduit notamment par I'induction de flux d’ions de formes actives de I'oxygéne (Garcia-
Bruggeret al., 2006). Incidemment, des facteurs de transcripgimmt activés, induisant des
régulations du niveau d’expression de genes dangéfe

Dans ce contexte, la stimulation des défenses platde par I'application d’un éliciteur
(ou SDP) consiste a traiter le végétal, généralémanvoie foliaire, avec une molécule de
type PAMP, MAMP ou DAMP, mimant ainsi l'attaque d'uagent pathogéne avirulant
(Garcia-Bruggeret al., 2006). Parmi les éliciteurs qui permettent d’amtiles défenses et
d’induire la résistance de la vigne conReviticola la laminarine §-1,3-glucane extrait de
I'algue bruneLaminaria digitatg sous sa forme sulfatée (PS3) est un modéle déttliie
montre en effet une bonne efficacité en terme dation de résistance (Trouvelet al.,



2008 ; Steimetzt al, 2012 ; Gauthieet al, 2014), méme si les résultats acquis au vignoble
apparaissent peu reproductibles (Trouvelot, comaation personnelle). Chez la vigne,
contrairement a la laminarine native, PS3 agit cemun agent de priming, i.e. capable
d’activer les réactions de défense de la plantsaeiére plus rapide et intense en réponse a
I'attaque d’'un agent pathogene postérieure awetrant polysaccharidique (Trouvelet al,
2008 ; Gauthieet al.,2014). Il induit notamment la potentialisation digfenses dépendantes
de la production de ROS, de l'acide jasmonique ,(%) I'acide salicylique (SA) et du
déclenchement d’une HR-like (mort cellulaire) autess d’infection (Touveloket al, 2008 ;
Gauthieret al.,2014).

Les champignons mycorhizogenes (CMA) sont aussaldap d’établir un dialogue
moléculaire, notamment avec la vigne, durant latsgee dite « mycorhizienne ». Ce type de
symbiose est apparu il y a 450 millions d’annéesd@keret al, 2000) etVitis vinifera
comme pres de 80% des plantes terrestres, estleag@bivre en symbiose mutualiste avec
ces champignons microscopiques du sol pour forrasrnalycorhizes a arbuscules au niveau
de ses racines (Aguiet al, 2004). Dans ce contexte d'interaction, le cham@n
symbiotique se développe sous forme d’hyphes eatimulaires, d’hyphes intra-radiculaires

(intercellulaires) et d’arbuscules (structures deme buissonnante) a l'intérieur de cellules

radiculaires, pour formemn fine une interface d’échange (Gagg al., 2010 ; Gutjahr et
Parniske, 2013Figure 3).

Paroicellulairedu
B f champignon

Champignon Cytoplasme fongique Paroi cellulaire de la plante

N

__ Espace
périarbusculaire

~ Membrane

' Cytoplasme plasmique fongique

K - | Membrane périarbusculaire J

Figure 3: Mise en place, in planta, d'un arbusculentracellulaire d’'un champignon mycorhizogéne. A:

photographie d’'un arbuscule observé en microscpp@onique (d’aprés Smith et Read 199B ; Schéma
représentant la structure d’'un arbuscule mycorhidens une cellule végétale racinaire (d’aprésiskaan2008)
Chaque ramification de cet arbuscule est séparéeythplasme de la cellule végétale par une espace
périarbusculaire qui provient de la plante. La memb périarbusculaire fait office de zone d'échange

d’interface entre le champignon mycorhizogéne etadate.

Ces champignons sont notamment capablés, cette interface, d’améliorer le
développement de la plante en augmentant la disfithides éléments minéraux peu
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mobiles du sol (phosphore et azote principalement)échange de glucose (molécule
carbonée d’origine photosynthétique) fourni pardgétal (Baumgartneat al.,2006).

Cependant, lors de I'établissement de la symbilzsglante réagit en premier chef
conformément a la perception d’'une attaque pargemtapathogéne biotrophe et active ses
défenses. La mycorhization implique donc, pourfetdtier durablement, la suppression
partielle de la réponse dépendante de l'acide ydiglie (SA), contrebalancée par une
augmentation de la défense régulée par I'acidegagqe (JA) endogene (Pozo et Aguilar
2007) (Figure 4). Sachant gu'il est généralement admis que le S¥kdomne les défenses
contre les agents biotrophes tandis que JA répuiit les défenses contre les parasites
nécrotrophes, ce processus permettrait de favoliémblissement de la mycorhize en
limitant I'expression des défenses qui lui sera@mttraire (Pozo et Aguilar 2007).

Figure 4 : variation des teneurs en phytohormones

de défense lors de lamycorhization (i) Dés la

[ ) e K germination, le champignon mycorhizogéne forme un
appressorium a la surface de la racine. La plaagitr

{ " - en augmentant la concentration en SA. (ii) Telle un

symbiose parasitaire, le niveau de SA diminuei) (ii

Lorsque les arbuscules s'établissent et deviennent
Les CMAs sont eégalement réputés pour rendre lestgdaet en particulier la vigne,

(i ; .
fonctionnels, on constate une augmentation de la

: , concentration en JA dans les cellules contenant ces
Curtent Opinion in Plant Biokogy arbuscules (d’apres J. Perez-Tienda).

plus robustes en améliorant notamment leur capd@t&sorption des nutriments (phosphore,
azote, fer, magnésium, comme expliqgué précédemmeait) aussi leur tolérance a certains
stress tant abiotiques, hydrique ou liés a la pidsale métaux lourds en particulier, que
biotiques (Schreiner, 2005 ; Gianinagzial.,2010 ; Trouvelott al.,2015). Ainsi, lors d’une
agression par un agent pathogene, la plante vsitapacités de défense améliorées si ses
racines ont été préalablement colonisées par deAs(i@ianinazziet al., 2010). On parle
alors de Résistance Induite par la Mycorhize ou MIR MIR peut offrir une protection
systémique contre un large panel de bioagressdarsype biotrophe ou nécrotrophe). Elle
partage des caractéristiques avec la Résistandéndgsie Acquise (SAR) aprés l'infection
(Cameron et al., 2013). En ce sens, le CMA peuitdim certaines phytopathologiesa
'induction d’une résistance systémique. Les effeliss mycorhizes sur les maladies
telluriques sont clairement établis (Azcon-AguitaBarea, 1996 ; Whipps, 2004 ; Habal.,
2012). A Tlinverse, les études portant sur le réle la symbiose mycorhizienne dans
I'activation des défenses végétales suite a I'ajpas par un agent pathogene aérien,
10



notamment biotrophe, sont rares et parfois peulaantes (Pozo et Aguilar 2007 ; Juagy
al., 2012, pour revues). Cependant, la symbiose myzeritie peut ainsi améliorer la
résistance déedicago truncatula(plante modéle) &anthomonas campestr{tiu et al.,
2007) et de la tomate Rseudomonas syringd®J Pozoet al.,données non publiées). Une
augmentation de la sensibilité de la plante a icextparasites foliaires, en particuliers
biotrophes tels que I'oidium (biotrophe foliair@).également été rapportée (Pozo et Aguilar
2007, pour revue). Dans ce contexte pathologiqleni@ mycorhizée / pathogene foliaire
biotrophe), Gernnst al., (2001) se sont intéressés plus spécifiguementreldéion source-
puits qui existe entre I'orge mycorhizé et I'aggrathogéne responsable de l'oidium. lIs
montrent ainsi que, pour I'orge mycorhizé, le mmeént et la qualité de la récolte sont
meilleurs comparativement aux données obtenuest@ gan plant non mycorhizé, quand
bien méme la sporulation parasitaire ne sembleaffastée (i.e. non réduite). Les auteurs
rapportent que ce phénomene serait essentielldrgesn fait que les relations source-puits,
qui s'établissent entre le phytopathogéne et latplanycorhizée, sont en faveur du végétal.
En conséquence, la mycorhize assure le maintiemed’activité photosynthétique
satisfaisante, une meilleure capacité de stockigefi(uctane dans les entre-nceuds) et une
utilisation des ressources carbonées plus efficace.

Finalement, un traitement éliciteur, tout commaealdissement de la mycorhize, induit au
sein du végétal une signalisation cellulaire sjguff, passant notamment par la synthése de
phytohormones régulant la progression de paralitgésophes et/ou nécrotrophes. Il semble
alors, dans le cadre d’'une stratégie conjointaaleetment/inoculation de la vigne pour lutter
contre le mildiou, intéressant d’étudier les inttins possibles entre ces deux voies de
signalisation spécifiques. Ainsi, il peut étre esagé qu’un traitement éliciteur, notamment
s’il induit la synthése de SA, puisse étre congrairl’établissement de la mycorhize et que,
incidemment, des signalisations croisées entreicgiign de SDP et endomycorhization
deviennent alors antagonistes. Tosi et ZazzerBO@R ont montré que l'application, sur un
tournesol mycorhizé (paBlomus mossaed’un spray foliaire contenant respectivement du
BABA (Acide B-aminobutyrique ; potentialisateur induisant la evdA) ou du BTH
(Acibenzolar-S-méthyl ; éliciteur, analogue du S#grmettait une bonne résistance de la
plante aPlasmopara helianth{agent du mildiou), sans impact majeur au niveauéseau
myceélien ou du systeme racinaire. A travers cetigde® il semblerait donc que la
combinaison d’un éliciteur et d’'un champignon mysnogene puisse étre efficace pour lutter
contre un agent phytopathogene aérien. CependanfRdnanet al. (2011), rapportent a

'opposé qu’un traitement éliciteur (BTH) par vdidiaire peut conduire a une diminution
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transitoire du taux de mycorhization, vraisemblatgat en lien avec une réattribution des
ressources carbonées.

A la lumiere de ces résultats, la question biologide la présente étude porte donc sur
la nature des interactions traitement SDP/endonmzation sur le pathosystemeV {
vinifera/ P. viticolg. Cette problématique s’inscrit dans le contextef@ssionnel suivant : le
pépiniéristadoit concevoir des plants (greffé-soudés) de vigne fois slrs, c’'est a dire
garants d’'une identité génétique fiable, et samg finalement étre certifiés. Le pépiniériste
doit également s’assurer d’'une reprise rapideyrbst maximale, de ces plants au vignoble.
Il apparait essentiel pour le pépiniériste, de mfaraupres des viticulteurs un taux de reprise
maximum des jeunes plants et leur résistance vis-de stress biotiques comme abiotiques.
Un jeune plant de vigne, sortant de pépiniere sltént d’étapes de bouturage, ne possede
pas un réseau racinaire tres développé. Il est dartculierement sensible, au moment de la
plantation et durant ses premieres années de gpesteent, a différents stress (stress
hydrique en particulier) difficilement maitrisables plein champ.

Pour répondre a cette problématique, il a été m®mbéprouver I'efficacité d’'un traitement
avec des SDP (PS3 en l'occurrence) contre unetiofede mildiou de plants de vigne en
conditions de production (pépinieres). Etant doten&apacité des CMAs a conférer une
résistance vis-a-vis des stress abiotiques notam(fréquemment observés en condition de
production), conjuguer l'inoculation de CMAs de mtkwde greffé-soudés avec un traitement
SDP pourrait s’avérer étre une stratégie éventuelte complémentaire pour améliorer

I'aptitude des plants a se défendre.

2- Matériels et Méthodes

2.1- Matériel végeétal

Des greffons de MarselaWifis vinifera L ; Cabernet sauvignon N x Grenache noir;
obtention INRA) ont été soudés sur des porte-gseffe type S04\fitis Riparia x Vitis
berlandiéri; especes ameéricaines). Ce matériel végétal ehéisi car (i) le Marselan est un
cépage classiguement utilisé au laboratoire audedmsa facilité de culture sous serres et (ii)
le SO4 est un porte-greffe présent dans toute®gsns viticoles francaises et peut donc étre
considéré comme un représentant classique (180@@lantés en France, franceagrimer.fr).
Les fiches décrivant les spécificités de ces nalgriégétaux sont respectivement présentées

enAnnexes 1 et 2
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L’expérience a débuté dés la fin de la stratifmatiétape de formation du cal de soudure entre
le greffon et le porte-greffe, soit apres que less aient passés approximativement 1 mois a

I'obscurité, a 28°C sous 100% d’humidité relative.

2.2- Conditions de culture des plants greffés-ssudé
Les plants ont été élevés en condition de produatitez les Pépiniéres Guillaume
situées a Charcenne. L'expérience a été successitendpétée trois fois de manieres
indépendantes (soit 3 répétitions biologiques).riebaque répétition, 96 jeunes greffé-soudeés
ont été placés dans des pots de tourbe individu@isenant du terreau (société Sonofep,
Saulon la rue) préalablement stérilisé par iorosatiux rayons Gamma (Société lonisos,
Dagneux). Apres un mois de culture, les greffé-ssuaht été individuellement rempotés dans
des pots plastiques d’'un litre puis ces derniers éé regroupés au sein de barquettes
pouvant contenir douze pots. La fertilisation ddan{s est assurée par un apport
bihebdomadaire en engrais liguide NPK (Azote-PhospiPotassium) 14-0-14 dosé a 2,5

g/l

2.3- Inoculation des champignons mycorhiziens

Pour chaque répétition biologique, la moitié demd (soit 48) a été inoculée avec le
produit Symbivit®Pro. Ce dernier se présente sousé de granulés, et est défini comme
contenant cing souches de champignons mycorhizien®hizophagus irregularjs
Funneliformis mossea€laroideoglomus etunicatufmouvelle classification, Redecketral.,
2013) etGlomus geosporumLe fournisseur assure une concentration d’uniaonillde
propagules par kilogramme. Dans nos conditions, @ugproduit (soit environ 6 000
propagules théoriques) ont été placés au fond desde tourbe, avant de les remplir de
terreau ionisé. Cette opération d’inoculation mzienne (« Myc ») a ainsi été réalisée
simultanément a la mise en pot de tourbe et casrebpar conséquent au temps zéro de
I'expérience. Les plants non mycorhizés (« NM xi}, &é rempotés dans le terreau ionisé.

2.4- Traitement éliciteur
L'opération d’élicitation a été menée trois moiséple début de I'expérience. Pour
chaque répétition biologique, 24 plants mycorhizé24 plants non mycorhizés ont été
soumis a un traitement par spray foliaire de P@&&iflarine sulfatée), appliqué a 5 g/l
formulé dans un adjuvant (0,05%, confidentiel). ttaastement a été appliqué sur les faces
inférieures et supérieures, jusqu’au point de dlissient. Les plants qualifiés de « non
élicités » (« NE ») ont recu un blanc de formulatiadjuvant seul).
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2.5-Inoculation avec P. vitico
Vingt quatre heures apres I'élicitaticdélai minimum pour une mise en place effic
des défenses végétales (Trouvelot, communicatiosopgeelle),les plants sont inoculés [
I'agent pathogené®. viticole, agent responsable du mildiou de la vi¢Figure 5). Une
souche de. viticola(Berk. & Curt.) (Berl. et de Toni), nous a été précédemrfaimrnie par
I'ancien SRPV (Service Régional de Protection dégéfaux) de Beaune et cette derniére

entretenue, depuis 2001, par repiquages succsssifles plants herbacés de Mars:

Sur plante

A

| 1 Echantillonnage parties aériennes
apreés sporulation

| Inoculation (P. viticola) |

I 1 | 1 ] l | l 1 1 | l 1 ’
| I 1 1 ] I 1 1 I 1
1 2 3 - 5 6 7 9 10 11 12 13 14
Echantillonnage parties racinaires | | ]
o et aériennes avant sporulation '
Elicitation . .
Conception des disques Sur disques

Figure 5 Frise chronologique des différentes opérationsalg@érience réalisé ; la graduation est en en joi
de un a quatorze. Elicitation au jour un et inotofaau troisieme jour sur plante entiere. Echimmtilage at
neuvieme jour des parties racinairet aériennes réalisation de disque foliaires pour sporulat

Echantillonnage au jour douze des disques spog.

A l'aide d’'un pinceau, des sporangesP. viticolaont été récoltés par brossage st

surface inférieure de feuilles sporulantes fmis en suspension dans de I'eau 0smosé

concentration de la suspension a ensuite été ajustaide d’'une cellule de Malasse 104
sporanges/ml. L'inoculation a été réalisée a l'aithen pulvérisateur manuel, sur la fe
inférieure des feuillesas plants, jusqu'au point de ruissellem

Les plants qualifiés de ron infecté » (« Pv-») ont subit pour leur part une pulvérisat
d’eau osmosée. L'intégralité des plants a ensuiée pfacée en situation d’hygromét
saturante (100% HR) pendarne nuit, afin de favoriser la libération des zoaspquis leu
enkystement au niveau des stomates (pores d’ed&ééagent pathogéne dans les tis

végétaux).
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Myc NM

PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV-

12 plantes | 12 plante§ 12 plantgs 12 plantes 12g3lap 12 plantes| 12 plantes 12 plantes

Tableau 1 : Détail des huit modalités de I'expérience. Douznts ont été répartis par modalité, soit un to¢al d
96 greffés-soudés par répétition biologique. Cexigérience a été répétée successivement a 3 sepriblyc »
= mycorhizé, « NM » = non mycorhizé, «E » =iéfigpar PS3, « NE » = non élicité par PS3, « RV

inoculé parP. viticola et « PV- » = non inoculé p&r viticola

Ainsi, pour les conditions mycorhizés et non my@#h, 12 plantes élicitées et 12 plantes
non élicitées ont été infectées Parviticola (« Pv +»). Les plants restants correspondent aux
témoins d’infection (« Pv- »).

Finalement, huit modalités ont été réalisées ppetition biologique, avec 12 plants par

modalité(Tableau 1).

2.6- Mesures de croissance et de biomasse végétale
Un premier échantillonnage a été entrepris 6 jam®s l'inoculation dé°. viticola
(Figure 5). Pour chaque modalité de chaque répétition biglegi 5 des 12 plants ont été
sélectionnés aléatoirement afin d’effectuer, mdeuednt, des mesures de hauteur de la partie
aérienne et de biomasse fraiche des parties regsneti aériennes (tige, feuilles, vrilles). Ces
estimations n’ont par conséquent pas été conddé@ewaniéere cinétique, mais selon un seul
temps, correspondant a 2 mois post-mycorhizatiojpu8s post-€licitation et 6 jours post-

inoculation pafP. viticola

2.7- Evaluation du taux de mycorhization

Une premiére partie des racines des 5 plants,ts#iaés aléatoirement par modalité
pour les mesures de biomasse, a été prélevée fmakés a -80°C pour des analyses
biomoléculaires (voir ci-apres). Une seconde parservi a évaluer le taux de mycorhization.

Les racines ont été coupées en fragments de umeétrdg de longueur avant de subir
une digestion des contenus cellulaires dans du KOMb6 pendant une heure a 90°C. Elles
ont ensuite été rincées a 3 reprises a I'eau osrsnt d'étre colorées au bleu Trypan (1%
dans du lactophénol) pendant 15 min & 90°C (Phkilep Hayman 1970). Les fragments
racinaires ont enfin été montés entre lame et lemelant d’étre observés au microscope
(objectif X40) a fond clair dans le but d’estiméx |Ié pourcentage de la mycorhization de

I’échantillon (F%), (ii) I'intensité globale de laycorhization de I'échantillon (M%) et (iii)
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le pourcentage des arbuscules de la partie my@&whia%) selon la méthode décrite par
Trouvelot et al. (1986). Cette méthode est préseménnexe 3

2.8- Evaluation du potentiel mycorhizogene deotulum utilisé.

La notion de potentiel mycorhizogene traduit ldnesse de 'inoculum en propagules
(spores, hyphes) aptes a générer de la mycorhizafmur déterminer le potentiel
mycorhizogéne de I'inoculum utilisé SymbivitPro®, technique volumétrique basée sur des
dilutions successives, le « Most Probable Numb@iBN), a été employée. Celle-ci permet
de déterminer le nombre le plus probable (NPR)rdpagules dans I'inoculum en réalisant 5
dilutions successives de raison 10 (1/10, 1/10000d, 1/10 000 et 1/100 000) avec du sol
Epoisses stérilisé. Chaque dilution a été diviséd epétitions de 50 ml de sol par pot et un
jeune plant de trefle (plante a systeme radiculaiga ramifié et a mycorhization rapide) a été
planté dans chaque pot. Le systeme racinaire algiehaque plante a été récupéré au bout de
5 semaines pour étre lavé puis coloré, comme axplien 2.7. La présence/absence de
I'infection mycorhizienne s’effectue par I'obseriat au microscope (objectif X40) a fond
clair des systemes radiculaires entiers. Le nordbrpropagules par litre est, enfin, déduit de
cette observation par utilisation des tables d’Aleer (1965 Tableau A annexe 4)Enfin,

il est possible d’établir l'intervalle de confianée 95 % pour les valeurs des NPP ainsi

calculées, selon les tables de Cochran (106&h)leau B annexe 4)

2.9 - Evaluation de la résistance induite coRtreiticola
Pour chacun des 7 plants restants (sur 12) par littgda a 3 feuilles adultes sont

prélevées 6 jours post-inoculation fRr viticola (soit avant sporulation), et utilisées a la
réalisation, a l'aide d’'un emporte-piéce, de 126qdes foliaires de 1 cm de diametre.
Soixante de ces 120 disques ont été immédiatenteckés a -80°C pour des analyses
biomoléculaires ultérieures (voir ci-apres) tandige I'autre moitié a été placée en boites
plastiques, face supérieure contre un papier Whatrhamide, dans une enceinte de culture
afin de déclencher la phase de sporulation pan@sitdpres 3 jours sous ces conditions, un
second échantillonnage a été réaflsi§ure 5) : 50 disques, prélevés aléatoirement, ont servi
pour la calcul du taux moyen de protection (voB.2), avant d’étre stockées a -80°C pour
des analyses biomoléculaires ultérieures (voirpees) ; les 10 disques restants ont été
stockés dans du méthanol absolu pour évaluer enniensité de colonisation interne gar

viticola (voir 2.9.2).
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2.9.1- Estimation du taux moyen de protection
Le niveau de sporulation des 50 disques prélevé® &stimée par notation visuelle
(Kim Khiook et al.,2013) en utilisant la notation des indices de gjadion suivante : classes
0 = 0%, 1=1-10%, 2=10-25%, 3=25-50%, 4=50-70% et/™®% (Trouvelokt al, 2008).

Ensuite, le calcul du taux moyen de protectionéedtectué grace a la formule suivante :

MI"NE"— MI"E"

——— x100 , ou:
MI"NE

MI « NE » = Moyenne des Indices de sporulation @elisques « Non Elicités »
MI « E » = Moyenne des Indices de sporulation deiSQues « Elicités »

2.9.2 Estimation de la colonisation parasitaireriné
Les 10 disques préalablement stockés dans du noéthare nuit a minima afin de

fixer les tissus végétaux et de solubiliser lesnagts chlorophylliens) sont ensuite placés
dans de I'hydrate de chloral (1 g/ml) pendant 2fii @e lyser le contenu cellulaire. lls sont
ensuite rincés a 3 reprises par du tampon phospltiE#® pH 8 avant d’étre mis a colorer dans
du bleu d’aniline en tampon phosphate pendant uite Wne fois colorés, les disques ont été
montés entre lame et lamelle avant d’étre obseauésicroscope a épifluorescence a l'aide
du filtre UV (longueurs d’onde excitation a 340-3@&M). Dans ce contexte, la colonisation
interne de I'endoparasite. viticola se manifeste par la présence d’hyphes intercethslat

d’haustoria (sucoirs a nutriments) fluorescent kel Isous excitation UV. Par disque foliaire,
le pourcentage de surface foliaire présentant a@elnisation interne (rapport de la surface
infectée du disque sur la surface totale) est éstanec le logiciel Imaged. Un exemple de

photographie de disque infectée pawiticolasous excitation UV est présentéamexe 5.

2.10- Identification des CMAs présents dans lesesc
2.10.1-Extraction d’ADN de racines
Apres un broyage fin, a I'aide un mortier et d’utop, de 50 mg de racines (comme
expligué dans la partie 2.7, les échantillons @o#s ont également été utilisés pour des
analyses biomoléculaires) dans I'azote liquide,snavons réalisé une extraction d’ADN de

nos échantillons en utilisant le kit Dneasy® Plamivw.giagen.com selon les instructions

données par le fournisseur.

2.10.2- Amplification par PCR
Les réactions d’amplification ont été faites avec Taqg DNA Polymerase (Q-
BlOgene), pour 20ul réactionnels contenant 10mMH@I pH 9, 50 mM KCI, 1,5 mM
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MgCl2, 0,1% Triton X-100, 0,2 mg/ml BSA ou gélatjri®0 uM dNTP, 500 nM de chaque
amorce, 0,75 U Taq polymerase et 1 ul de matrid@N\)A Les réactions d’amplification ont
éte faites dans un thermocycleur (Eppendorf Magtées® pro) selon le programme suivant :
- 30 cycles :

94°C - 1 min (dénaturation)

58°C -1 min (hybridation spécifiques des amorces)

72°C - 1min30 (élongation spécifique de la Taq payase)

- 72°C -10 min (arrét de l'activité de I'enzyme)

Afin d’améliorer la sensibilité de I'amplificatioryne PCR gigogne a été réalisée en faisant
deux amplifications (PCRs) successives. La prenf®E&® consiste a amplifier une région
suffisamment grande de la grande sous-unité ribakoifb.SU ; 28S) de I'ARN ribosomal
(environ 80% des ARNSs totaux) pour couvrir les deégions polymorphiques D1 et D2 (D
pour Divergent) situées dans la région 5. Leurypwrphisme, entre et dans les taxa, a
permis d’identifier des séquences nucléotidiqueécifipues qui ont été utilisées pour
dessiner des amorces répondant a différents nivéawiscrimination ou de spécificité (van
Tuinenet al, 1998a). Ainsi les deux amorces NDL22 (5-TGGTCKI TTCAAGACG-3’;
amorce reverse) et LR1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3’'amorce forward) (van
Tuinenet al, 1998a) ont été dessinées de telle sorte a aemglihtégralité des organismes
eucaryotes et flanquent les régions D1 et D2.
Les produits d’amplification de la premiére PCRveat ensuite de matrice pour une seconde
PCR utilisant des amorces spécifiques de CMA (agstaxon-spéecifiques). Ces dernieres,
spécifigues de chaque CMA, sont: 5.25 (5-ATCAACOTGAGCTCG-3') pour F.
mosseadvan Tuinenet al., 1998b) ; 8.24 (5-CGATCAGAGACCAGACAGGT-3’) pouRr.
irregularis et Getunsp2 (5-AGCCAGGTGGAACAGCCCTG-3') pou€. etunicatum
(Farmeret al., 2007). Elles sont utilisées en combinaison avecalmorces eucaryotiques
NDL22 ou LR1 selon la régle paire/reverse-impaimeifard. Pour exemple, NDL22 est
utilisé couplé avec 5.25
Les produits d’amplification obtenus apres la deme PCR, ont été mis a migrer en
électrophorese sur un gel d’agarose 1,6% (1,6 gadtse Sigma-Aldrich® dans 100ml de
tampon TAE Tris/Acétate/EDTA pH 8 a une concentratile 0,5X). La migration terminée,
le gel est placé 5 minutes dans un bain de BETn(Bre d'éthidium ; marqueur d’acides
nucléiques), puis 10 minutes dans un bain de rea¢ckg fin, le gel subit une excitation par
des rayons UV (environ 380 nm), ce qui induit umeisSion de fluorescence du BET,

intercalé dans les séquences d’ADN.
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2.11- Analysen plantade I'expression de genes cibles
Comme expliqgué en 2.7, les échantillons racinaoes également servi pour des
analyses biomoléculairem plantade I'expression de certains genes cibles. Comiie été
également décrit dans la partie 2.9, les disquédairks, échantillonnés avant et apres
sporulation et stockés a -80°C, ont également see/i matrice pour de I'analyse

biomoléculaire ciblée.

2.11.1- Extraction des ARNSs totaux de racines

Une extraction des ARNSs totaux de nos échantilldesracines a été accomplie a

l'aide du kit RNeasy® (Qiagenwww.giagen.cor)j selon les instructions données par le
fournisseur et apres un broyage fin dans I'azoigidie au moyen d’un mortier et pilon.

Les racines de vigne de plants greffés-soudésratms en polyphénols, polysaccharides et
autres meétabolites secondaires. Lors de I'extracties acides nucléiques, ces composés
précipitent avec les ARNs rendant par conséqudiitildi leur purification. Dans ce contexte,
nous avons ajouté au tampon d’extraction RLC (Bfsenique des cellules) du polyéthylene
glycol 8000 (Sigma-Aldrich) afin de lier les compsasphénoliques entre eux. Ces derniers
seront ensuite éliminés lors de I'étape de prédipim a I'éthanol (Yazid et Sidik, 2011).
Incidemment, I'isolement des ARNs est de meillegualité et le rendement est également

augmenté.

2.11.2- Extraction des ARNs totaux de feuilles

Apres un broyage fin, au moyen d’un mortier etmilde 50 mg de tissus foliaire dans
de l'azote liquide, le broyat a été vortexé ave@ f0de Plant RNA Reagent® (Invitrogen).
Cette étape permet de lyser les cellules, avanfiodeer un complexe insoluble entre le
détergent et les acides nucléiques tout en inhibaativité des nucléases (grace fu
mercaptoéthanol présent dans le tampon d’extrgctuite a 2 min d’'une centrifugation a
12 000 g, le surnageant est récupéré tandis qumiaposés phénoliques, les sucres et autres
contaminants sont éliminés du complexe nucléique I'ppout de 300 pl d’'un mélange
chloroforme/IAA (24 :1). Apres centrifugation (DBO g a 4°C pendant 10 minutes), les
acides nucléiques du surnageant sont alors coésepar I'ajout de 400 ul d’'isopropanol et
100 pl de 5M NaCl pré-centrifugation (10 min & T®@ a 4°C). Aprés centrifugation, le
surnageant est éliminé et 1 ml d’éthanol 75 % jestté@ au culot restant. Suite a une derniére
centrifugation (5 min a 12 000 g), le surnageahéminé et le culot d’acides nucléiques est
séché a l'air libre avant d’étre immédiatementigegans 15 pl d’eau RNase-free. Les ARNs

fralchement extraits sont ensuite conservés a -20°C
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2.11.3- Transcription réverse des ARNm en ADNCc
Afin de synthétiser des ADNc a partis &&RNm extraits de racines ou de feuilles de

plants de vigne, nous avons utilisé 'enzyme SuppSIII® Reverse Transcriptase (RT ;
Invitrogen). Un mélange réactionnel de 13 pl coater30 ng d’oligo (dT), 40 a 80 ng d’ARN
et 1 mM de dNTP, a été chauffé a 65°C pendant 5 Apres cette étape, 4 mM de TrisHCI
pH 7,5, 25 mM de NaCl, 25 uM d’EDTA, 10% glycérsQ mM de DTT et 10 U de I'enzyme
ont été ajoutés au mélange. Les réactions de tiptisn inverse ont été menées dans un
thermocycleur (Eppendorf Mastercycler® pro) selpiogramme suivant :

= 50°C 60 min (élongation spécifique de la RT)

= 70°C 15 min (arrét de I'activité de I'enzyme)

2.11.4- Vérification de la validité des amorces P&R gradient

Une PCR gradient consiste a trouver la températimgoridation optimale (Tm) d’un
couple d’amorces sur une séquence nucléotidique pitur une matrice donnée. Ce travalil
est nécessaire dans l'optique d’une PCR quan#tagiour I'analyse de I'expression de génes
cibles. Pour ce faire, nous avons utilisé le progne de «PCR gradient» sur le
thermocycleur Eppendorf Mastercycler® pro, qui petrde réaliser simultanément jusqu’a
12 amplifications PCR différentes par leurs valedes Tm. Ainsi, pour chaque couple
d’amorces testés (voir ci-apres), 12 amplificati®@GR (mélange réactionnel et programme
de PCR décrits en 2.11.2) ont été réalisées agetd Tm suivants {53 ; 53,2 ; 53,7 ; 54,5 ;
55,5;56,7;57,8;59;60;60,9;615;618°C
Pour cette étude, nous avons choisi plusieurs géidss certains se rapportant a des
évenements de défense et d’autres étant plus ispe&erifent liés au transport de sucres. Les
genes de défense ciblés ont été les génes endadehitinase, la glucanase et la stilbéne
synthase. Ces derniers ont été choisis car poientent exprimés en réponse a
'endomycorhization (Trouvelot, communication perselle). Ceux concernant les
transporteurs de sucre correspondent aux génesdaamcles SWEET (Sucrose will
evantually be exported transporter) 2a, 9, 10, 14,et 15; les SUC/SUT (Sucrose
carrier/transporter) 11, 2 et 27 ; les HT (Hexaaedporter) 2 et 5. Ces transporteurs SWEET
(Chonget al, 2014), SUC/SUT (Afoufa-Bastieet al, 2010) et HT (Afoufa-Bastiert al,
2010 ; Lecourieuxet al, 2010) ont été choisis afin de relater d’évenaseltransitions
source/puits carboné, généralement décrites damstégactions biotiques.
Sachant que des amplifications des genes SWEET/SWICet HT, n'avaient jamais été
effectuées a partir de matrices de Marselan oud# Bnous a donc fallu vérifier la capacité
des couples d’amorces décrits dans la littérgfliableau C annexe 6t mis au point sur le
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cultivar séquencé Pinot noiiVelascoet al., 2007) a s’hybrider spécifiguement sur nos
propres matrices.
Les produits d’amplification obtenus aprés la PCRdgent, ont été mis a migrer en

électrophorese comme expliqué au 2.10.2.

3- Résultats et discussion

3.1- Détermination du taux de mycorhization

Les résultats présentant les valeurs de frequétég ¢u d’intensité de mycorhization
(M%) et de richesse arbusculaire (A%) sont rapgaetéd-igure 6.

Dans notre contexte expérimental, il apparait ggephramétres calculés (F%, M% et
A%) pour les différentes modalités ne présentestdedifférences significatives entre elles
(Figure 6). Ainsi, un traitement éliciteur (PS3) et/ou un&ation parP. viticolane semblent

pas affecter significativement les paramétres deamhnyzation.

35

30

B F%

mM%
A%

PV+ ‘

Figure 6. Fréquence de mycorhization (F%), intensité dearhjzation (M%) et richesse arbusculaire (A%)
(+/- écart-type) moyennées sur les trois répéstidnologiques. Des lettres identiques représentirs
différences non significatives (test de Kruskal-igaP<0,05). « E » = élicité avec PS3 ; « NE men élicité ;

« PV+ » = inoculé avee. viticola ; « PV- » = non inoculé avé& viticola.

Cependant, il est important de noter que dans @dttde, quelles que soient les
modalités et les répétitions biologiques, les fegmes de mycorhization (F%) sont tres
faibles (moins de 25%), indiquant une mauvaise mhyzation des racines des plants greffés-

soudés. De la méme maniére, le systeme radicuair&aiblement colonisé (M% inférieur a
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3%) puisqu’on estime généralement que la mycorhizatievient fonctionnelle quand elle
dépasse les 20%. Face a ces résultats, nous auspsc& que l'inoculum mycorhizien,
conservé depuis plus d'un an (toutefois dans Ipeasdes instructions données par le
fabriquant), puisse étre affecté et peu viable.
Ces faibles taux de mycorhization peuvent s’exgigpar d’autres facteurs puisque la
présence d’hyphes septés, caractéristiques de daappartenance aux gloméromycéetes
(hyphes caenocytiques) (Hibbett al., 2007), a pu étre notée sur quelques échantilloes. L
milieux de culture ont pourtant été sterilisés carampliqué au 2.2, ce qui n'a pas été le cas
pour les pots en tourbe. Cette opération de atidin pourrait également étre menée sur ces
derniers afin d’éviter toute infection parasitaiseisceptible d’induire une compétition avec
les CMAs. Par ailleurs, nous aurions pu Vérifielesiquantités de nutriments présents dans le
terreau et si les quantités d’engrais apportésiggt pas trop importantes. En effet, un exces
de nutriments dans le milieu de culture peut irgluine diminution de I'abondance en spores
(Oehl et al., 2003).
La trés faible richesse arbusculaire (A% procheOyi€Figure 6) impliqgue lI'absence de
structures d’échange entre la plante héte et leRA£NDans ce contexte, il parait difficile
d'imaginer une symbiose mutualiste efficace avec é@omange de nutriments et une
amélioration du potentiel défensif de la vigne. Néains, méme si I'échange de carbone
contre du phosphate est essentiellement réalisgiveaau de linterface arbusculaire, le
mycélium intra-radiculaire est également capablabsbrber du sucre de maniéré- H
dépendanteia des transporteurs spécifiques de ces structurelbdket al. 2011). De plus,
certains auteurs vont jusqu’a suggérer gu'une eldnitte a faible niveau de colonisation
mycorhizienne pourrait profiter d’'une symbiose nyGzienne de la méme maniére qu'une
plante a haut niveau de colonisation racinaire ¢&timet al.,2005).

Finalement, au regard de cette littérature éméegehnous a semblé opportun de
poursuivre I'étude jusque dans l'analyse de cestgiarametres moléculaires (induction de
I'expression génique). Néanmoins, du fait des éalvEsultats de colonisation mycorhizienne,

nous avons estimé le potentiel mycorhizogene dediilum commercial utilisé (cf. 3.2).

3.2- Estimation du potentiel mycorhizogéne de KGnlom utilisé.

L’inoculum Symbivit®Pro est défini, par le fousseur, comme un support a base
d’argile naturelle comportant un nombre minimum1d@00 000 propagules/kg de substrat.
Dans notre contexte expérimental nous avons uigséd’inoculum par plant, correspondant

théoriquement a 6 000 propagules par greffé-soudé.
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Les résultats obtenus quant a la mesure du pdtengieorhizogéne de l'inoculum, par
dilutions 1/10 et estimation du nombre le plus piab (NPP), sont rapportés dansdkleau
2. Au vu des résultats, il apparait que le nombrprdpagules est réduit a 460/kg de substrat,

ce qui rapporté a ce qui est donné par le fourniggenoigne d’une baisse d’un facteur 2 000

environ.
Nombre de tubes présentant des propagules Intervalle de
o Facteur ) ) i
par dilution (sur 5 tubes) NPl d Potentiel mycorhizogéneg confiance a 95
e
1/10 1/100 o (propagules/kg) %
o 1(1/10 | 1/200| 1/1000 dilution
Inoculum SymbivitPrg 000 000 (propagules/kg)
3|5 1 0 0 0 0,23 1/100 | 460 [140 ; 15200]
Milieu de culture des
) 53 1 0 0 0 0,49 1/10 98 [29,6 ; 323,4]
plants de vignes

Tableau 2.Potentiel mycorhizogéne d’un sol par dilutions 1é&t@stimation du nombre le plus probable (NPP
ou MPN : Most Probable Number) en nombre de proeagpar kg, selon Alexander (1965). Intervalle de
confiance a 95 % pour les NPP d'apres Cochran (19B8s calculs ont été réalisés sur linoculum

Symbivit®Pro et sur le milieu de culture des plagesvignes (terreau).

Dans ce contexte, il apparait que nous avons igochidque plant avec en moyenne 2,5
propagules, assurément trop faible pour permetieenaycorhization supérieure a 50%.
A la lumiére de ces résultats, il aurait été jugliei de réaliser cette évaluation de potentiel
mycorhizogene de l'inoculum commercial avant lewdé&te notre expérimentation. Cela n'a
malheureusement pas été fait car ce méme inocwaih donné des taux de mycorhization
satisfaisants (d’environ 80%) sur de jeunes grefteglés de Marselan/SO4 dans une
expérimentation précédente, d'un an au préalableodulum a en outre été conservé dans
des conditions préconisées par le producteur é&rgréeux expérimentations.
Dans la littérature, des inocula commerciaux petigérindre des niveaux de colonisation de
I'ordre de 80 % au vignoble (Meyet al., 2005), soit dans des conditions beaucoup moins
controlées qu’en pépiniere. Il aurait été possithlatiliser des inocula mycorhiziens de
laboratoire beaucoup plus invasifs sur SO4 (Traaty€ommunication personnelle), mais le
principe de cette expérimentation était de se ghmr au plus pres des conditions de
production et, de ce fait, d’utiliser un inoculumnaemercial.

Malgré la treés faible quantité de propagules im@eyar plant, les résultats de la partie
3.2 ont réveélé une mycorhization, certes faible, plants de greffé-soudés. Nous avons ainsi
décidé de déterminer les espéces de CMAS, prédanssle produit SymbivitPro®, associés

aux racines des plants de vigne.
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3.3- Identification in planta des CMAs

Nous avons souhaité vérifier la présence, parrfaitde fréquence de mycorhization,
des différentes espéces de CMAs au sein des raséseplants greffés-soudés inoculés avec
le produit Symbivit®Pro. Pour ce faire, nous aveffectué une PCR gigogne pour laquelle la
seconde amplification s’avere taxon-discriminanBette derniere a été réalisée a trois
reprises avec distinctivement, dans les coupldis@gj trois amorces taxon-spécifiques LR1-
Getunsp2 LR1-8.22 (Farmeret al.,2007) et5.25NDL22 (Van Tuinenet al., 1998) afin de
révéler la présence/absenceQetunicatum, R. irregularis, et F. mossgaspectivement.
Lors de la seconde PCR, nous avons effectué ume dgrdilution : 1/10, 1/500 et 1/ 1000
afin de (i) limiter I'action de possibles inhibitede la Tag polymérase et (ii) ne pas amplifier
de novolintégralité des eucaryotes de par la présence aforces eucaryote-spécifiques
NDL22 et LR1 qui persisteraient de la premiére RI2Rs le mélange réactionnel.

LR1-Getunsp2 5.25-NDL22 LR1-8.24
(C. etunicatim) (F. mosseae) (R. irregularis)

M 10 500 1000¢ T- M 10¢ 500° 1000 - M  10° 500° 1000 T- M

Figure 7. Détection par PCR gigogne @& etunicatum(641 pb),F. mossea€380 pb) etR. irregularis (665
pb) dans des racines de jeunes greffés-soudéslt®ésionnés pour une modalité représentative. Ploaque
CMA testé, trois dilutions ont été réalisées ¢, BDCE et 1000. (T-) témoin négatif ; gel a 1,6 % d’agarose ; (M)

Marqueur de poids moléculaire échelle 1 kb (TheBuoentific, GeneRuler).

Suite a la seconde amplification et quelles querddes amorces taxon-spécifiques utilisées,
des bandes de faible intensité apparaissent oardispent selon les dilutiofBigure 7). Par
exemple, pour I'amplification dB. irregularis,une bande d’environ 800 pb est présente a la
dilution 1/10 mais disparait pour les dilutions@d%t 1/1000. A I'inverse, des séquences sont
amplifiées intensément quel que soit le degré teial du produit de la premiere PCR. En
effet, I'amplification de la matrice d’ADN avec t®muple d’amorces LR1-Getunsp2 d’environ
641 et 800 pb est toujours réalisée sur I'ensemiblia série de dilution. L’amplification de la
matrice nucléotidique diluée au®#vec le couple d’amorce LR1-Getunsp2 se trachritigp
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présence de bandes de forte inten$itgure 3). Cependant, la dilution de la matrice (5@0
1000) induit une diminution de lintensité des band&dinverse la bande spécifique d
irregularis (665 bp)reste de tres forte intensité quelque soit legdidits. Enfin, l'intensité de
la bande spécifique de& mossea€641bp) ne varie globalement pas selon les dilstion

C. etunicatuma été détecté avec la paire d’amorces LR1-Getudap2 un inoculum BEG
168 (International Bank for the Glomeromycota IB®p://www.i-beg.eu/) avec une bande a
648 pb (Farmeet al. 2007). Dans le produit Symbivit®Pro, une amplifioatde la matrice
d’ADN d’environ 641 pb nous permet de conclure wiiffement, du fait de la spécificité de
I'amorce (Farmeet al. 2007), a la présence de cette souche dans lessades plants de
vigne mycorhizés, méme si la souche proposée estEBE

De la méme manierd. irregularisa été détecté avec la paire d'amorces LR1-8.28 dan
inoculum BEG 141 avec un produit d'amplificatio®39 pb (Farmeet al.,2007). La souche
utilisée dans l'inoculum Symbivit ® Pro est BEG 14@ produit d’amplification que nous
avons obtenu est d’environ 665 pb. Toutefois, esorade la spécificité de 'amorce 8.22
(Farmeret al.,2007), on peut en conclure a la présenc® dieregularisdans les racines des
plants de vignes mycorhizés.

Enfin, Farmeret al.en 2007 ont détecte mossea@vec I'amorce spécifique 5.25 et 'amorce
champignon-spécifigue FLR2 (5-GTCGTTTAAAGCCATTACE) (Trouvelot et al.,
1999). Nous avons utilisé I'amorce NDL22 (réverpaire) pour les amorces spécifiques
forward (impair). Cependant, les positions des ae®MDL22 et FLR2 ne sont que peu
éloignées sur la grande sous-unité ribosomale (28ISSU pour Large ribosomal subunit) et
flanquent toutes les deux la région D2. Ainsi, ifférences de taille des produits
d’amplification comparativement a I'étude de Farmeal.,2007 ne sont que ténues. En effet,
le produit d’amplification est d’environ 380 pb ¢mn 372 chez Farmest al. 2007. Ces
différences d’amplification pour une méme espec€N peuvent notamment s’expliquer
par la grande diversité génétique qui régne au dkine méme espéce, comme cliez
irregularis pour exempléBorstleret al. 2008)

Comme nous I'avons expliqué précédemment, des ségsi@’ADN ne correspondant pas a
R. irregularis ont été amplifiées avec le couple d’amorces tesfmétifique LR1-8.24, pour
exemple. D’apres la littérature (Farnetral., 2007 ; Van Tuineret al., 1998 ; Van Tuinen,
communication personnelle), ces bandes aspécifideigdus grande taille que celle attendue
(environ 1400 bp et 1700 bp dans le cas de I'amptibn avec les amorces LR1-8.24,
Figure 7) n'auraient pas dU apparaitre du fait du caracépeifique et discriminent des
amorces (8.24, toujours dans I'exempleRleirregulariy. Ce phénoméne peut néanmoins
s’expliquer par un nombre de cycles d’amplificatioop important lors de la seconde PCR
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(30 cycles d’amplification),induisant une saturation des séquences ciblecorgtat a été
souligné précédemment. Incidemment, les amorcgdident de maniére aléatoire sur des
séquences nucléotidiques différentes de cellegssildt sont alors amplifiées (Van Tuinen,
communication personnelle). Ces amplifications eifjggles peuvent également trouver leur
origine dans la persistance d’amorces de la prenR&R, méme si les dilutions sont sensées
éviter ce phénomeéne.
Finalement, les racines des plants de vigne camgi@nbien les CMAsQ. etunicatumF.
mosseaetR. irregularig présents dans lI'inoculum, malgré leur faible mycation (M%).

Il aurait été possible d’optimiser davantage lesdiions de la deuxieme PCR de la
PCR gigogne (cf. 2.11.2) en modifiant la Taq Polsase afin d’éliminer les amplifications
non spécifiques. Dans un second, temps, diminueoiebre de cycles de la deuxiéme PCR
ou diluer davantage les produits de la premiere RGRit également permis d’éviter une

amplification aspécifique.

3.4- Suivi de croissance (hauteur et biomassejede®s plants

Les résultats présentant les analyses de biomesebdd et de hauteur des parties
aériennes sont respectivement donnés darfgjlees 8 et 9 Aucune différence significative
des valeurs de biomasse n’est observée entre figgedies conditiongFigure 8). Par
conséquent, il apparait que dans notre contexteériemental la mycorhization et/ou
I'élicitation n’ont pas eu d’influence sur le déoppement des plants de vigne. La grande
variabilité des biomasses des réplicas technigaiésduit par des écart-types importants. Par
exemple, pour la condition non mycorhizée (« NMtsgité avec PS3 (« E ») et infecté par
viticola (« PV+ ») I'écart-type vaut 3,74. Pour la premiere répétitidmlogique (comprenant
cing réplicas techniques) de cette condition, taraisse d’'un plant est de 4,81g conte 8,61 g
pour un autre, soit pres 56% de différence (donnéagrésentées).
On aurait pu s’attendre a une biomasse totale ipiyp®rtante pour les plants mycorhizés
infectés pafP. viticolapar rapport a ceux non mycorhizés et infectéd'agent pathogéne du
mildiou. En effet, Gernns et collaborateurs (20@hy rapporté I'existence d’une réattribution
de ressources carbonées en faveur d’orges mycenpiiztdt que pour le biotrophe obligatoire
Erysiphe graminis, l'agent phytopathogene de l'oidi de l'orge Incidemment, un
amortissement des pertes de récolte est constatélesuorges mycorhizés infectés par
Erysiphe graminis De maniere générale, le développement des planieorhizées est
ameélioré principalement en augmentant la captatemutriment (Marschner et Dell, 1994).
La vigne n’échappe pas a ce constat, d'autantgdns un milieu a faible teneur en phosphate
(Linderman et Davis, 2001), ce qui est le cas dwige étudell était ainsi raisonnable de
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s’attendre a un développement accru des plantgeféegoudés. L'absence de propagules
dans I'inoculum commercial (cf. 3.2) explique cealége.

Biomasse moyenne totale (en g)

PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV-

Myc NM

Figure 8. Biomasses totales (+/- écart-type) moyennésrsis tépétitions biologiques. Des lettres identgjue
représentent des différences non significativest e Kruskal-Wallis, P<0,05). ). « E » = élicitéec PS3;

« NE » = non élicité ; « PV+ » = inoculé avcviticola ; « PV- » = non inoculé avét viticola

Il est souvent judicieux de corréler les valeurshittmasse avec celles des rapports des
masses foliaires comparativement aux racinair@sdastimer quelle partie (aérienne / sous-

terraine) de la plante s’est le plus développés $effet d’'un traitement.

Rapport moyen Partie Foliaire/Partie Racinaire
3,5
3 T T -
2,5 2 @ Ta a ’ Ta 3 B
2
1,5
1
0,5
0
PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV- PV+ PV-
E NE E NE
Myc (P-) NM (P-)

Figure 9. Ratios moyens (+/- écart-type) « biomasse aériebimhasse racinaire », moyennés sur trois
répétitions biologiques indépendantes. Des leitlestiques représentent des différences non sigtiffies (test
de Kruskal-Wallis). « Myc » = inoculé avec le ppddSymbivit® ; « NM » = non inoculé ; « E » =dté avec

PS3 ; « NE » = non élicité ; « PV+ » = inoculé akewiticola ; « PV- » = non inoculé avék viticola
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Typiquement, le rapport des masses « partie feljgdrtie racinaire » est censé étre supérieur
pour une plante infectée par des CMAs par rappartedplante témoin non infectée (Hendrix
et al., 1992. Néanmoins, comme nous pouvons le voir sufidare 9, il N’y a aucune
différence significative entre nos modalités. Lestat est identique pour un traitement avec
PS3.

Afin de pouvoir étudier les potentiels effets piési{état nutritionnel et amélioration des
réactions de défense) des CMAs sur les plantsgieesj il aurait fallu faire une cinétique de
mycorhization pour déterminer le maximum de mycation spécifique des greffé-soudés
Marselan/SO4 et incidemment réaliser I'échantilgm & ce moment-ci. Les temps
d’échantillonnageRigure 5) pourraient étre également modifiés a 24h et 4& mfection
par P. viticola afin de pouvoir analyser I'impact de I'endomycagdtion sur la régulation de
géenes de défense précoces (Garcia-Bruggar, €006).

3.5- Estimation de I'induction de résistande.aiticola
3.5.1- Impact des traitements sur la sporulaticagtaire
Quelles que soient les modalités, le niveau d’itidecparP. viticola est faible (peu
de disques représentés avec la note classe 4(bgusg 10).

8
Classe 5
m Classe 4
m Classe 3
M Classe 2
M Classe 1
E Classe 0
E NE

Mvc NM

Figure 10. Classification de 48 disques par modalité, infegtésP. viticola selon la notation des indices de
sporulation suivante : classes 0 = 0%, 1=1-10%,0228%, 3=25-50%, 4=50-70% et 5=>75%. « Myc » =
inoculé avec le produit Symbivit® ; « NM » = namotulé ; « E » = élicité avec PS3 ; « NE » = naaitél;
« PV+ » = inoculé ave®. viticola ; « PV-» = non inoculé avde. viticola Résultats donnés pour une
répétition biologique représentative.
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Toutefois, un traitement PS3 induit une augmentadio nombre de disques de classe
O, c'est-a-dire n'arborant pas de sporulation ptaias, que les plants soient mycorhizés ou
non.
Pour les échantillons traités par PS3, on notenette diminution, voire I'absence, de disques
tres fortement recouverts de sporulation (classes5). Cela confirme donc I'aptitude de ce
traitement a induire une résistance conre viticola, conformément a ce qui a été
précédemment décrit dans la littérature (Trouvedatl., 2008 ; Gauthieet al, 2014).
Cependant, dans notre contexte expérimental, omote pas d’effet interactif (synergie ou
antagonisme) significatif entre un traitement PBIa enycorhization. En effet, le nombre et la
répartition des différentes classes (indices deusaiion) sont trés comparables entre les
conditions mycorhizées (« Myc ») et non mycorhizgebslM »). Encore une fois, ce résultat
n'est pas étonnant a la lumiére du nombre de prdpagrar kg présent dans l'inoculum

commercial (cf. 3.2).

3.5.2 Impact des traitements sur la colonisatioagtire interne
Les résultats traduisant l'intensité de la colomigaparasitaire interne sont présentés
dans laFigure 11
Globalement, il n’est pas possible de discrimisgatistiguement les taux d’infection
parasitaire entre les différentes modalités. Cstavisiblement lié a la grande variabilité des

taux d’infection observée au sein d'une méme muaaali

% d'infection

30,0
25,0
20,0
15,0 a a
10,0
5,0
0,0 ‘

Myc ‘ NM

Figure 11. Taux d'infection paiP. viticola estimé d’aprés des observations au microscopéflacépscence, a
partir de 10 disques foliaires par modalité. Désde identiques représentent des différences igmifisatives
(test de Kruskal-Wallis, P<0,05). « Myc » = inc&alvec le produit Symbivit® ; « NM » = non inocul€ E » =
élicité avec PS3 ; « NE » non élicité par PS3 V& B = inoculé ave®. viticola ; « PV- » = non inoculé avec

P. viticola Résultats donnés pour une répétition biologigpedsentative des 3 effectuées.
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Pour exemple, la condition « Myc-NE » comprend dissjues foliaires présentant des taux
d’infection allant de quelques % a plus de 8@@&ans ce contexte, les écart-types intra-
modalité recouvrent les écart-types inter-modaliéésne permettent pas de réveéler des
différences significatives entre les traitements.

Ce résultat suggere une limite inhérente a I'échambage (10 disques par modalité), trop
faible dans ce contexte expérimental pour noterefiat ne serait-ce que du traitement
éliciteur (PS3), pourtant connu comme réduisansicidmablement le développement interne
deP. viticola(Trouvelotet al, 2008 ; Kim Khiooket al, 2013).

3.6- Analysdn plantade I'expression de genes cibles

Les résultats de la PCR gradient obtenus, par trograur gel d’agarose, n'ont pas
permis de déterminer des Tm pour I'ensemble deplesul’amorces testés (cf. 2.11.4) sur les
matrices de feuille ou racines (données non présshtLes séquences d’'une amorce donnée
sont spécifiques d’'une espece et méme d’une valigtéles amorces dessinées contre le
cépage Pinot noir (qui est séquencé) ont été testéde cépage Marselan, il n’est pas tout a
fait étonnant de ne pas avoir de résultats pasififesi, le choix du matériel sur lequel
travailler est essentiel. D’'un point de vue bioncaléire, passer d’'une variété a une autre
change toutes les conditions de travail (séqued@esorces, température d’hybridation...),
d’autant plus pour des génomes complexes commenifera En perspective, il faudrait faire
un travail de dessin d’amorces contre Marselan #gant au préalable séquencé. Ce travail
n'a pas pu étre mené par manque de temps lors stage
Nous n’avons finalement pas pu procéder a I'analisd’expression des genes cibles
plantapar PCR quantitative.
La présente étude aura cependant permis de mettnelief des points de protocole a
optimiser mais aussi de préparer des analyses ulaiks pour des expérimentations

ultérieures (voir précédemment).
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Annexes

Annexe 1.Fiche technique du porte-greffe SO4 ou Sélectigrenpein n°4 (D’aprés
http://plantgrape.plantnet-project.org/fr/porteftgtSélection Oppenheim 4)

+ i

Nom de la variété en France (et dénomination usuell  €)

Sélection Oppenheim 4 (SO 4)
Obtenteur / SAectionneur et année d'obtention

Sigmund Teleki et Heinrich Fuhr, 1896

Origine géenétigue
Il s'agit d'une variété issue d'un croisement entiis berlandieri et Vitis riparia provenant d'Buale
Rességuier.

Evdution des surfacesen vigne-mere

1945 1955 1965 1975 1985 1995 2005 2011
I I N S N S N E—
Rang 31 13 6 1 1 2 2 1

ha 0.8 27 363 821 2 339 461 352

Surface egimée du vignoble francaisgreffé avecce  porte-greffe et

180 000 ha. Le SO 4 est présent dans toutes lemsagticoles francaises.

Eléments de description ampélographique

L’identification fait appel :

- & l'extrémité du jeune rameau qui est demi-owyesivec une pigmentation anthocyanique en liserénet
densité moyenne des poils couchés,

- aux jeunes feuilles bronzées,

- au rameau allongé, avec un contour cételé, ucEoseégérement elliptique, des noeuds et deserdeuds
rouges luisants avec des ponctuations rougeatrda face ventrale, et une densité nulle des pidssés et des



poils couchés,

- aux vrilles qui sont trifi des,

- aux feuilles adultes qui sont grandes, cunéifernmevolutées, avec le limbe ondulé entre les nesjwn sinus
pétiolaire en U ou en V ouvert, des dents a coegsilignes, une faible pigmentation anthocyaniqes d
nervures et face inférieure une densité faible gemioe des poils dressés,

- aux fleurs de sexe méle,

- aux sarments qui sont de couleur brun foncé.

Prafil Génétique

Microsatellite VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD27 VRZAG62 VRZAG79 VVMD25 VVMD28 VVMD32
I I N S S B N B S E—

Alldle 1 143 234 233 238 200 252 238 214 259
Allele 2 145 263 264 249 214 256 249 235 259

Résgance aux parastesdu ol

Le SO 4 a un degré de tolérance élevé au phylloxgdicicole. De méme sa résistance aux nématodes
Meloidogyne incognita et Meloidogyne arenaria aststbonne. Son degré de tolérance aux nématodes
Meloidogyne hapla est moyen.

Adaptation au milieu

Le SO 4 résiste jusqu’a 35% de calcaire total, fi&%alcaire actif et a un IPC de 30. Sa résistariaechlorose
ferrique peut donc étre considérée comme moyehpeédente par ailleurs un bon comportement enasudes
et sa tolérance aux chlorures est assez bonnésistance a la sécheresse du SO 4 est moyenna& inatis
son adaptation a I'humidité est faible & moyenneeeporte-greffe se montre parfois sensible aylode. Le
SO 4 absorbe mal le magnésium et favorise le phénerde desséchement de la rafl e. Ce porte-grexffaent
bien aux sols sablonneux (sous réserve de comed@da carence magnésienne), aux terroirs deepktimux
sols argilo-calcaires moyennement ou peu fertilese montre en revanche peu adapté aux terrass secs,
chlorosants ainsi qu’aux sols trop compacts.

| nteraction avec le greffon et objectifs de product ion

De facon générale, le SO 4 présente une bonne tibitigaavec les greffons mais la croissance redidu
tronc reste trés limitée. On dit de ce porte-greffél a 'la jambe fine' ce qui peut engendrer dié&rences de
diamétre importantes avec le greffon et la néaesiin tuteurage.

La vitesse de développement des plants grefféSGu4 et trés grande et la vigueur conférée auxXanefpar
ce porte-greffe est forte notamment au cours gedmiére partie de la vie du vignoble (15 premienesées).
Le SO 4 permet ainsi d'obtenir des rendements gjestés les premieres années aprés la plantatiayuice
nécessite parfois la pratique de I'éclaircissagjengendre de bonnes teneurs en sucres mais leobtanus
manguent souvent de corps et présentent parfoinales herbacées du fait des rendements importanS0O 4
favorise également I'obtention de vins a pH élevés.

Aptitudes a la multiplication végeétative

Le SO 4 est un trés bon producteur de bois (602a®M0 000 m/ha) avec cependant parfois une certaine
proportion de bois secs. Il réagit bien a la fisdiion et a l'irrigation mais 'aoltement des bes assez tardif.

Il a également une trés bonne aptitude au boutuaag® qu’'une bonne aptitude au greffage et ilfasiie a
débouturer. Ses entre-noeuds sont de diamétre netylancroissance des prompts-bourgeons est lim8#le

est pratiqué, 'hnormonage doit étre modéré et teelde stratification peut étre parfois un peu fdogue.

Rédgance aux paradgtesde la couronne aérienne

La sensibilité du SO 4 au phylloxéra gallicole daathracnose est faible a moyenne et il présantdegréde
résistance élevé au mildiou.

Sélection donale en France

Les 24 clones agréés de SO 4 portent les numérts, 88, 20, 72, 73, 74, 102, 103, 104, 106, 158, 158,
159, 161, 165, 166, 174, 203, 204, 205, 761 et 762.



Annexe 2. Fiche technigue du cépage Marselan N (D'aprées GBlg@pe -
http://plantgrape.plantnet-project.org/fr/cepagaiétan N)

Nom de la variété en France
Marselan N
Origine

Cette variété obtenue par 'INRA en 1961 est isdum croisement entre le Cabernet-Sauvignon N et le
Grenache N.

Synonymie

Aucun synonyme n'est officiellement reconnu en Eeani dans les autres pays de I'Union Européenne.

Donnéesreglementaires

En France, le Marselan N est officiellement insaut'Catalogue des variétés de vigne".

Cette variété est également inscrite au Catalogue Bulgarie.

Utilisation

Variété de raisin de cuve

Evolution des surfaces cultivées en France

2000 2008 2011

ha TEBImEmom

Eléments de description

L’identification fait appel :
- a I'extrémité du jeune rameau qui présente uidefaensité de poils couchés,

w
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- au rameau avec des entre-noeuds de couleur

- aux jeunes feuilles de couleur verte a plagesadées,

- aux feuilles adultes vert foncé, brillantes, odbgires, a cing, sept ou neuf lobes, avec un gétislaire peu
ouvert en U ou a lobes légérement chevauchants,ddets courtes ou moyennes a cbtés convexes ou
rectilignes, une pigmentation anthocyanique desumesvnulle ou faible, un limbe tourmenté, lisse, kt face
inférieure, une densité nulle des poils couchés,

- aux baies qui sont de forme arrondie ou ellipticoerte.

Profil Génétique

Microsatellite VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD27 VRZAG62 VRZAG79 VVMD25 VVMD28 VVMD32
I B S B D S N S S E—

Allde1 137 223 239 186 188 248 238 233 239
Allde2 143 229 243 191 194 258 240 243 239

Epoque de débourrement : 5 jours aprés le Chasselas
Epoque de maturité : 3éme époque, 4 semaines ajZtbadselas.

Aptitudes culturales et agronomiques

Le Marselan N peut étre taillé court (en cordoisdst préférable de le conduire avec un palissadfésant car
il émet des rameaux assez longs.

Sengbilité aux maladies et aux ravageurs

Le Marselan N est trés peu sensible a la pourrgtise et peu sensible a I'oidium et aux acariens.
Patentialités technologiques

Les grappes sont grosses tandis que les baiegr&pmietites. Le rendement en jus est, de ceifaitél(environ
160 kg/hl). Le Marselan N permet d’élaborer des\iplorés, typés et de grande qualité. lls sormatigues,
corsés, dotés d'une structure trés intéressammgtaouples sans amertume) qui les rend apteeglissement.

Sélection donale en France

Le seul clone agréé de Marselan N porte le numédo 98

Références bibliographiques

- Catalogue des variétés et clones de vigne calévé-rance. Collectif, 2007, Ed. IFV, Le Grau-chi-R
- Documentation interne du Domaine de Vassal. 1949-201RA, Marseillan-plage.
- Dictionnaire encyclopédique des cépages. P. G¥60, Ed. Hachette, Paris.

Desription desdonesagréésen France

| dentité et disponibilités Données T echndagiques
Origine Sélection Fertilité Niveau de production Richesse en sucre Potentiel couleur
N° de Clone Année dagrément Références Agronomiques Paids desgrappes Vigueur Addité totale Strudure tannique
Surface en multiplication Taille de baies Sensihilité au Botrytis I ntensité aromaticue Aptitudes oendogiques
INRA
980 1991 Languedoc, Provence

17.22 ha

ENTAV 9 INRA”
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Annexe 3.Méthodologie appliquée pour déterminer la fréqeede mycorhization (F%), l'intensité
globale de mycorhization (M%) et l'intensité arbuisire de la partie mycorhizée (a%) — D’apres
Trouvelotet al. (1986)

1/ FREQUENCE DE LA MYCORHIZATION :

F% = (nombre de fragments mycorhizés/nombre tteal

fragments) x100

2/ INTENSITE GLOBALE DE MYCORHIZATION :

M% = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/(nombre total de

fragments)

Ou ni = nombre de fragments notés i, avec i £ 0,,5

3/ INTENSITE DE MYCORHIZATION DES FRAGMENTS MYCORHIES :

m% = Mx(nombre total de fragments)/(nombre de fragis
mycorhizés) = M x100/F

4/ INTENSITE ARBUSCULAIRE DE LA PARTIE MYCORHIZEE :

a% = (100mA3+50mA2+10mA1)/100

Ou les mAi sont respemhent affectés des notes Ai,

et mAi = ((95n5Ai+70n4Ai+3BAi+5n2Ai+n1Ai)/nombre  de

fragments mycorhizés) x100/m, avec i=0, 1, 2, 3
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5/ INTENSITE ARBUSCULAIRE DANS LE SYSTEME RADICULARE :

A% = a x (M/100)

NOTATION DE LTNFECTION MYCORBIZIENNE

EN CLASSES NOTEES DEOA S

\_ Y,
e
Ny 2N %
4 >
‘v
0 1 2 3 4 5
(0% <1% <[ 0)% < 509 =50% = 0%

Gﬁﬁﬂf ATION DE LA RICHESSE EN ARBUSCULES )

pas d'arbuscule : A0
peu d'arbuscules : Al

richesse moyenne : A2

grande richesse : A3
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Annexe 4.Méthodologie appliquée pour déterminer le nombrpllis probable (NPP) de propagules de

champignons mycorhizogénes dans un sol

Une fois le protocole de dilution réalisé (cf. 2.8kst possible de calculer le nombre le plubphbe
(NPP) de propagules dans une matrice (en I'occaerdimoculum commercial SymbivitPro®). I
s'agit de déterminer (i)Rjui est soit (a) le nombre de tubes positifs (@mtdes propagules) dans la
plus faible dilution si tous les tubes y sont gissitoit (b) le plus grand nombre de tubes popitifir
une dilution donnée, puis (ii) d’évalues €tP; qui représentent le nombre de tubes positifs dess |
deux dilutions plus élevées.

Une fois les valeurs de P, et B déterminées, les tables d’Alexander (19@8%)bleau A) permettent
d’en déduire le nombre le plus probable de promEgurésent dans l'inoculum de la deuxiéme
dilution. Enfin, pour obtenir le potentiel mycorbgene de la matrice originale, il faut multiplier |

nombre obtenu a partir des tables d’Alexander (1986 I'inverse du facteur de la deuxiéme dilution.

Tableau A. Table du nombre le plus probable (NPP) pourutiisation avec des dilutions de raison
10 et 5 tubes par dilution (Alexander, 1965).

= P, Le nombre le plus probable pour les valeurs gle P
0 1 2 3 4 5

0 0 - 0.019 0.036 0.054 0.072 0.090
0 1 0.019 0.036 0.055 0.073 0.091 0.11
0 2 0.037 0.055 0.074 0.092 0.11 0.10
0 3 0.056 0.074 0.093 0.11 0.13 0.15

0 4 0.075 0.094 0.11 0.13 0.15 0.17

0 5 0.094 0.11 0.13 0.15 0.17 0.19

1 0 0.020 0.040 0.060 0.090 0.10 0.12
1 1 0.040 0.061 0.081 0.10 0.12 0.14

1 2 0.061 0.082 0.10 0.12 0.15 0.17

1 3 0.093 0.10 0.13 0.15 0.17 0.19

1 4 0.11 0.13 0.15 0.17 0.19 0.22

1 5 0.13 0.15 0.17 0.19 0.22 0.24

2 0 0.045 0.068 0.091 0.12 0.14 0.16

2 1 0.068 0.092 0.12 0.14 0.17 0.19
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2 2 0.093 0.12 0.14 0.17 0.19 0.22

2 3 0.12 0.14 0.17 0.20 0.22 0.25
2 4 0.15 0.17 0.20 0.23 0.25 0.29
2 5 0.17 0.20 0.23 0.26 0.29 0.32
3 0 0.078 0.11 0.13 0.16 0.20 0.23
3 1 0.11 0.14 0.17 0.20 0.23 0.27
3 2 0.14 0.17 0.20 0.24 0.27 0.31
3 3 0.17 0.21 0.24 0.28 0.31 0.35
3 4 0.21 0.24 0.28 0.32 0.36 0.40
3 5 0.25 0.29 0.32 0.37 0.41 0.45
4 0 0.13 0.17 0.21 0.25 0.30 0.36
4 1 0.17 0.21 0.26 0.31 0.36 0.42
4 2 0.22 0.26 0.32 0.38 0.44 0.50
4 3 0.27 0.33 0.39 0.45 0.52 0.59
4 4 0.34 0.40 0.47 0.54 0.62 0.69
4 5 0.41 0.48 0.56 0.64 0.72 0.81
5 0 0.23 0.31 0.43 0.58 0.76 0.95
5 1 0.33 0.46 0.64 0.84 11 13
5 2 0.49 0.70 0.95 1.2 15 1.8
5 3 0.79 11 1.4 1.8 21 25
5 4 1.3 1.7 2.2 2.8 3.5 4.3
5 5 2.4 3.5 54 9.2 16 -

Une fois le nombre le NPP calculé, la table de €atlij1950)Tableau B) permettent de déterminer
I'intervalle de confiance a 95 %. En effet, la lienide fiabilité supérieure a 95 % s’obtient en
multipliant la valeur du NPP par le facteur app@®pie la table ; pour la limite inférieure, il faut

diviser la valeur de NPP par ce méme facteur.
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Tableau B. Facteurs pour le calcul des limites de l'intelerale confiance pour le nombre le plus
probable (NPP) (Cochran, 1950).

N° de tubes par Facteur pour les limites de confiances 95% averaliss de dilution
dilution

(n) 2 4 5 10

1 4.00 7.14 5.32 14.45
2 2.57 4.20 4.47 5.81
3 2.23 2.10 3.39 4.88
4 2.00 2.89 2.38 3.80
5 1.85 241 2.59 3.30
6 1.76 2.23 2.39 2.93
7 1.59 2.10 2.23 2.74
8 1.54 2.00 2.12 2.57
9 1.53 1.92 2.02 2.43
10 1.53 1.96 1.95 2.32

Annexe 5.Exemple de photographie (Nikon) de disque foli@fecté parP. viticola excité par UV
(longueurs d’onde excitation a 340-380 nm). Obs@wmatous microscope a épifluorescence,
objectif 2,5X.
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Annexe 6.Liste des couples d’amorces utilisés pour les dinations par PCR, réalisées dans la

présente étude.

Amorces Séquences (5'-3") Genes cibles Références
Vv_SWEET2a F CGTTCTCTGTTGTTGCCAGTC Chonget .
VVSWEET2a
Vv_SWEET2a R ACCAAGCAGTTTAGGAGAGCA 2014
Vv_SWEET9_F GCTCCAATCTGGAAAGTTTCTG Chonget .
VVSWEET9
Vv_SWEET9 R TCATTTTCAATGTCGCAACC 2014
Vv_SWEETI10 F CCATTCACCATCCTTTGGTTT Chonget .
VVSWEET10
Vv_SWEET10 R CCACGTAGGGAACAGACTGAA 2014
Vv_SWEETIL F GGGACGTGCATAGAAGCTACA Chonget .
VVSWEET11
Vv_SWEET11 R GCAGACCCAACCGACTATCTT 2014
Vv_SWEETI2 F GGCTACTTCTTCTAATAAACCTTGGAG Chonget .
VVSWEET12
Vv_SWEET12_R GAATACGCTCACAGCGAATATGA 2014
Vv_SWEET15_F GGCCAAGAAACAAACTCTCAAA Chonget al.
VVSWEET15
Vv_SWEET15_R GCCACTGAGAATGAAGCACAG 2014
Vv_SUC11 F CCATGGGATCAACTTTTTG
VWSUC11 Afoufa-Bastien
Vv_SUC11 R CATTTAACCACCCATATTGAT et al., 2010
Vv _SUT2_F GCAGCTCGTTTGATGGGTGGTG Gambetieet al.
WSUT2
Vv_SUT2 R TGGAGGCATCAAGCTTCTGC 2010
Vv_SUC27_F TGTGCTTGGCACTGACGGTA Gambettet al.
VWSUC27
Vv_SUC27 R TGGAATGCTGTAGGTGATCGCAA 2010
WW_HT2_F GCGGTGTTGGTACTGGTAC Aoufa-Bastiorst
VWHT2
W _HT2 R GGACTTGAGAAGGCATTTACC al., 2010
Vv_HT5_F GGTGTGGAAGAAGCATTGG Aoufa-Bastiorst
VWHTS
Vv_HT5 R GGCACAAGAACACATATA al., 2010
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VW _STSF AGGAAGCAGCATTGAAGGCTC | Trouvelotet al.
Stilbene synthase
W_STSR TGCACCAGGCATTTCTACACC
Vv_PR3F GCAACCGATGTTGACATATCA Aziz et al, 2003
Chitinase 4c
VW _PR3R CGTCGCCCTAGCAAGTGAG Trdaet al, 2014
Vv_PRLF GCGTGGGTGGGGAATGCCGA Protéine de réponse
Trdaet al.,2014
VW_PR1R GATGTTGTCCCTGATAGTTGCC PR-1
Vv _PR2F TCAGCCGTCCTCGGCAAATCA Lachhabet al..
Glucanase
W _PR2R TTGGCCAGGAGTGGGGAGCC 2014
EFly F GAAGGTTGACCTCTGGGATG Dufouretal.
Geéne de ménage
EF1y R AGAGCCTCTCCCTCAAAAGG 2013
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Mots clefs :Plasmopara viticola, Vitis viniferd2S3, Mycorhize, Pépiniére
Résumeé

Plasmopara viticolaest I'oomycete responsable du mildiou chez la vigokivée
(Vitis vinifera L). Les viticulteurs ont souvent recours a une laémique (fongicide)
massive pour contrdler cette maladie. Cependantilidation systématique de produits
phytopharmaceutiques impliqgue aussi bien un coéh@&mique pour le viticulteur et des
répercussions aveérées sur lI'environnement et l&€ shnmaine. Dans la cadre du plan
EcoPhyto, qui encourage une forte diminution délidation de produits de synthese pour la
protection des cultures, des solutions alternafiees|’objet d’études.

Dans ce contexte, la forme sulfatée (PS3) de lanenne (-1,3-glucane extrait de
'algue brunelaminaria digitatg fait déja I'objet d’études en tant que stimulateles
défenses des plantes (SDP). La pulvérisation felidé PS3 induit une résistance de la vigne
contre le mildiou en conditions semi-contréléesréyeet cette molécule consiste, sur cette
culture, en un agent de priming (Trouvedtial, 2008 ; Gauthieet al, 2014).

La présente étude visera a éprouver l'efficacitthdraitement avec le SDP PS3 pour
la lutte contre le mildiou de la vigne en condisode production chez les pépiniéres
Guillaume (Charcenne). Cette stratégie alternatilgelutte chimique, permettrait de répondre
aux contraintes des pépiniéristes dans 'optinosatle la reprise des jeunes plants de vigne
au vignoble, en améliorant notamment leurs capacdiédéfense face a des stress biotiques.
Par ailleurs, les CMAs (Champignons mycorhizogenasbuscules) sont capables de former
une relation symbiotique mutualiste avec la vign@fluence des ces champignons dans
I'induction des défenses de la vigne est égalerdamdiée : des travaux rapportent que la
résistance induite par la mycorhization (MIR) gaita@ la vigne une protection systémique
contre des maladies racinaires (Hgtoal, 2012). Dans un deuxieme temps, il s’agira alors
d’évaluer la compatibilité (synergique, antagonistecomplémentaire) d’'un traitement SDP
et une inoculation de CMAs (produit commercial) pan traitement conjoint, toujours dans
le cadre des contraintes du pépiniériste évoqué&eegemment.

Les résultats de I'expérience ont permis de mettrévidence avec un traitement par
spray foliaire de PS3, une induction efficace défemkses des plants de greffé-soudés face a
une infection paP. viticola Néanmoins, nous n’avons pas pu conclure quamt gogsible
effet de l'inoculation des CMAs sur le pathosystéfive vinifera/P. viticold traité ou non
avec PS3, principalement a cause d'une tres fgbémntité de propagules dans l'inoculum

commercial utilisé.
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Abstract

Plasmopara viticolas an oomycete responsible for the downy mildeveuitivated
grapevine VYitis vinifera L). Vine-growers often resort to a massive chemioahtrol
(fungicide) to struggle against this disease. Hamwevthe automatic use of
phytopharmaceuticals involves an economic costvioes-growers as well as identified
effects on environment and on human health. Infrida@ework of the EcoPhyto plan which
supports a strong decrease of the use of syntpattucts for crop protection, alternatives
solutions are under review.

In this context, the sulfated form (PS3) of laminga 3-1,3-glucane extract from the
brown algad_aminaria digitatg is under review as an elicitor of plant defensaction. PS3
foliar spraying induces grapevine resistance atdhes downy mildew under greenhouse
conditions and this molecule is a priming agenttos crop (Trouvelogt al, 2008; Gauthier
et al, 2014).

In a first phase, this study will aim at analysitng efficiency of PS3 treatment to
struggle against vine downy mildew in productionnditions at Guillaume nursery
(Charcenne). This alternative chemical controltstia would enable to cope with the specific
constraints of nursery owner to maximize their o#gh in the vineyard, by improving
especially their defense against biotic stresseseblier Arbuscular mycorhizal fungi (CMA)
are able to establish a symbiotic interaction wgthpevines. Fungi effects on grapevine
defense induction are also studied: papers revesl the Mycorrhiza-induced resistance
(MIR) provides systemic protection against belown diseases in grapevine (Habal,
2012).

In a second phase, we will assess the compatibififynergetic, antagonistic or
complementary) of both elicitor and arbuscular nmgczal fungi to a joint treatment.

The results highlight a well PS3-induced plant de&againsP. Viticola infection.
Nevertheless, we could not conclude on the effe@MAs inoculation on the pathosystem
{V. vinifera/P. viticold treated or not with PS3, due to a small amounpr@pagules in the

commercial inoculums used.
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