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Conclusion	
  &	
  perspec.ves	
  

Ce	
   travail	
   a	
   permis	
   de	
   me.re	
   en	
   évidence	
   une	
   cinquantaine	
   de	
  
“frames”	
  présentant	
  des	
  intensités	
  pondérées	
  différen9elles	
  selon	
  les	
  
différentes	
   modalités	
   étudiées.	
   Ces	
   molécules	
   sont	
   poten9ellement	
  
impliquées	
  dans	
  la	
  cascade	
  de	
  réac9ons	
  associée	
  à	
  la	
  résistance.	
  	
  

L’iden9fica9on	
  des	
  “frames”	
  	
  les	
  plus	
  intéressantes	
  est	
  en	
  cours.	
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  Introduc.on	
  

7b.	
   Liste	
   de	
   “frames”	
   connues	
   telle	
   que	
   les	
  
s9lbènes	
  

Approche	
  non	
  
ciblée	
  

Approche	
  
ciblée	
  

Spectre	
  de	
  masse	
  pour	
  un	
  temps	
  de	
  
réten.on	
  de	
  8.54	
  minutes	
  

6.	
  Traitement	
  des	
  données	
  

UHPLC-­‐DAD-­‐MS	
  

Matériels	
  and	
  méthodes	
  

8.	
   Le	
   logiciel	
   SIEVE	
   sélec9onne	
   les	
   “frames”	
   les	
   plus	
   intéressantes.	
   La	
   sélec9on	
  
dépend	
   des	
   modalités	
   et	
   des	
   paramètres	
   enregistrés	
   (précision	
   de	
   la	
   masse,	
  
intensité…)	
  

masse/charge	
  

7a.	
   Pas	
   d’a	
   priori	
   sur	
   les	
  
“frames”	
  étudiées.	
  	
  
Les	
   “frames”	
   sont	
   des	
  
ions	
   de	
   masses	
   précises	
  
liés	
   à	
   un	
   temps	
   de	
  
réten.on	
  

4.	
  Extrac7on	
  au	
  méthanol	
  à	
  chaud	
  

5.	
  Analyse	
  UHPLC	
  Ul9mate	
  3000	
  de	
  
Dionex	
   DAD	
   couplé	
   à	
   un	
  
spectromètre	
   de	
   masse	
   Orbitrap	
  
Exac9ve	
  de	
  Thermo	
  

In
te
ns
it
é	
  

10.	
  Valida7on	
  de	
  l’iden7fica7on	
  

9.	
   Proposi7ons	
   de	
   formule	
   brute	
   par	
   le	
   logiciel	
   Xcalibur	
   et	
  
d’iden7fica7on	
  des	
  molécules	
  inconnues	
  par	
  le	
  logiciel	
  	
  ChemSpider	
  

Résultats	
  

Approche	
  ciblée	
  	
  

Analyses	
  en	
   composantes	
  principales	
   réalisées	
  à	
  par9r	
  de	
   listes	
  d’une	
   trentaine	
  de	
  «	
   frames	
  »	
  
liées	
  à	
  la	
  résistance.	
  	
  

3.	
   Prélèvement	
  de	
   disques	
   foliaires	
  
sur	
   les	
  feuilles	
  en9ères	
   inoculées	
  et	
  
non	
   inoculées	
   à	
   différents	
   temps	
  
post	
  traitement	
  

2.	
   Traitement	
   des	
   feuilles	
   par	
  
flo.aison	
   dans	
   une	
   solu9on	
   de	
  
mildiou	
   (inocula.on)	
   ou	
   dans	
   l’eau	
  
(contrôle)	
  

1.	
  Matériel	
  végétal	
  étudié	
  

Plusieurs	
  espèces	
  de	
  vigne	
  d’origine	
  asia9que	
  ou	
  américaine	
  sont	
  résistantes	
  au	
  mildiou	
  (Plasmopara	
  viGcola).	
  Leurs	
  facteurs	
  de	
  résistance	
  ont	
  été	
  iden9fiés	
  et	
  sont	
  introgressés	
  par	
  croisements	
  
successifs	
  dans	
  des	
  ViGs	
  vinifera	
  sensibles	
  présentant	
  de	
  bonnes	
  qualités	
  vi9coles	
  et	
  vinicoles.	
  La	
  créa9on	
  de	
  ces	
  variétés	
  résistantes	
  perme.ra	
  de	
  limiter	
  l’applica9on	
  de	
  produits	
  phytosanitaires.	
  
L’interac9on	
  entre	
  la	
  vigne	
  et	
  le	
  mildiou	
  provoque	
  chez	
  la	
  plante	
  une	
  cascade	
  de	
  réac9ons	
  complexe	
  qui	
  conduit	
  à	
  la	
  sensibilité	
  ou	
  à	
  la	
  résistance.	
  Dans	
  ce	
  cadre,	
  notre	
  objec9f	
  est	
  d’iden9fier	
  les	
  
molécules	
   impliquées	
   dans	
   ces	
   mécanismes.	
   Deux	
   approches	
   sont	
   u9lisées	
   sur	
   3	
   facteurs	
   de	
   résistance	
   différents	
   (Rpv:	
   Résistance	
   à	
   Plasmopara	
   viGcola):	
   l’une	
   est	
   ciblée	
   sur	
   les	
   s9lbènes	
  	
  
(principales	
  phytoalexines	
  de	
  la	
  vigne),	
  l’autre	
  est	
  non	
  ciblée.	
  

Extrac.on	
  des	
  disques	
  foliaires	
  

Des	
  «	
  frames	
  »	
  sont	
  communes	
  à	
  ces	
  3	
  types	
  de	
  résistance	
  d’autres	
  semblent	
  plus	
  spécifiques.	
  	
  

S.lbène	
  oligomérisé	
  à	
  72h	
  post	
  infec.on	
  dans	
  3	
  types	
  de	
  résistance	
  différents	
  	
  

Etude	
   d’une	
   popula.on	
   dont	
   les	
  
plantes	
   possèdent	
   ou	
   non	
   le	
  
facteur	
  de	
  résistance	
  Rpv1	
  

Etude	
   de	
   7	
   génotypes	
   :	
   3	
   Rpv2-­‐,	
   4	
  
Rpv2+	
  	
  

Etude	
   du	
   contournement	
   de	
   la	
  
résistance	
  de	
  Bianca	
  (Rpv3+)	
  par	
  la	
  
souche	
  de	
  mildiou	
  Lednice	
  

Feuille	
   résistante	
   à	
   4	
  
jours	
   post	
   infec9on	
   :	
   pas	
  
de	
  sporula9on	
  du	
  mildiou	
  

S.lbènes	
  

Acides	
  hydroxy	
  cinnamiques	
  

Flavo
noïde

s	
  

Phospholipides	
  

Sucr
es	
  

Proanthocyanidines	
  

Plantes	
  inoculées	
  possédant	
  ou	
  non	
  	
  
Rpv1	
  

Plantes	
   inoculées	
   Rpv3+	
   par	
   la	
  
souche	
   de	
   mildiou	
   Resdur	
  
(interac.on	
   résistante)	
   et	
   par	
   la	
  
souche	
   de	
   mildiou	
   Lednice	
   qui	
  
contourne	
   la	
   résistance	
   de	
   Rpv3	
  
(interac.on	
  sensible)	
  

Non	
  	
  
Inoculé	
  
Résistant	
  

Inoculé	
  
Résistant	
  

Non	
  
inoculé	
  
Sensible	
  

Inoculé	
  
Sensible	
  

Feuille	
   sensible	
   à	
   4	
   jours	
  
post	
  infec9on	
  :	
  sporula9on	
  
du	
  mildiou	
  apparente	
  

Plantes	
  inoculées	
  possédant	
  ou	
  non	
  	
  
Rpv2	
  

Approche	
  non	
  ciblée	
  	
  

Ce	
  s9lbène	
  est	
  en	
  plus	
  grande	
  quan9té	
  dans	
  les	
  3	
  types	
  de	
  résistance	
  étudiés.	
  	
  

Analyse	
  UHPLC-­‐MS	
  d’un	
  extrait	
  de	
  feuille	
  

In
te
ns
it
é	
  

Non 
inoculé  Inoculé  

Non 
inoculé  

Inoculé  Non 
inoculé  

Inoculé  

Inoculé  

  Plantes	
  issues	
  de	
  popula.ons	
  en	
  ségréga.on	
  présentant	
  les	
  facteurs	
  de	
  résistance	
  	
  
-­‐	
  Rpv1	
  :	
  résistance	
  par.elle	
  provenant	
  de	
  M.	
  rotundifolia	
  
-­‐	
  Rpv2	
  :	
  résistance	
  totale	
  provenant	
  de	
  M.	
  rotundifolia	
  

  Plantes	
  du	
  génotype	
  Bianca	
  possédant	
   le	
   facteur	
  de	
  résistance	
  Rpv3	
   	
   (résistance	
  
par.elle)	
  pouvant	
  être	
  contournée	
  par	
  une	
  souche	
  de	
  mildiou	
  Lednice	
  

Bac	
  de	
  flo`aison	
   Temps	
  de	
  réten.on	
  (minutes)	
  

Courant	
  d’ion	
  extrait,	
  masse	
  sur	
  charge	
  	
  
(m/z)	
  697.208	
  


