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Contexte

Mon parcours scientifique se caractérise par une diversité de sujets traités et de
modeéles d’études avec pour fil conducteur, tout au long de mes études puis de mes
recherches, I’écologie et la biologie végétale. En particulier, je m'intéresse a I'étude des
interactions biotiques, aux causes (écologiques, évolutives) de leur variabilité et a leurs
impacts sur le fonctionnement des plantes et de leurs écosystémes.

Cette partie introductive du mémoire me permet de présenter mon parcours en
suivant la chronologie des différents projets et collaborations (ce qui ne sera pas le cas
dans la synthese de mon travail) ainsi que de contextualiser les différentes publications
qui seront citées ici par leur numéro entre crochets telles qu’elles sont présentées dans
la liste des publications en p. 87.

J'ai commencé mes travaux de recherche en écologie des communautés par un court
séjour a 'UMR BIOGECOf! puis a Toronto au Canada (York University) pour étudier
I'écologie des especes invasives via des approches de méta-analysesi? et
d’expérimentation en serre (compétition intra et inter-spécifique et taux de
germination). Ces courtes expériences ont été fondatrices dans mon intérét pour la
recherche et pour les approches intégrées en écologie (associant études de terrain et en
conditions contrdlées a des syntheses quantitatives) que je m’attache a développer. J'ai
ensuite réalisé ma these sur 1'écologie des interactions plantes-pollinisateurs et sur
I'évolution du systeme de reproduction d'une plante pérenne a floraison massive
(Rhododendron  ferrugineum)3-689 grace a une étude de terrain dans les Pyrénées
ariégeoises sous la direction d’André Pornon et Nathalie Escaravage (UMR EDB,
Toulouse) et aidée de plusieurs stagiaires de licence et Master. Ce travail associait
plusieurs disciplines allant de 1'écologie (caractérisation des interactions plantes-
pollinisateurs) a la biologie évolutive (évolution du systeme de reproduction du
rhododendron) afin d’obtenir une compréhension intégrée de l'impact de la
fragmentation des populations sur la reproduction du rhododendron. En janvier 2012,
jai débuté mon premier post-doctorat a l'Université de Sydney (Australie) en
collaboration avec Robert Kooyman et Maurizio Rossetto (Royal Botanical Garden
Sydney) pour étudier (c.-a-d. compléter et analyser une base de données) la couleur et
la taille des fleurs et des fruits de 2250 especes d’angiospermes de la forét tropicale
australienne, habitat fragmenté a 1'échelle du continent{l¢!. Ces travaux de these et de
ce premier post-doc étaient dominés par la biologie de la pollinisation et les systemes
de reproduction des angiospermes, et concernaient des écosystemes sauvages et des
questions de recherche (trés) fondamentales en écologie des interactions biotiques.

Mon entrée a 'INRAT en 2013 pour travailler sur 1'écologie et I'évolution des
interactions plantes-pathogenes!”.10:13t m’a permis certes un retour dans ma ville natale,

I INRAE depuis 2020 avec la fusion de 'INRA et de I'IRSTEA.



mais aussi de prendre le chemin d’une recherche plus appliquée, focalisée sur les
écosystémes agricoles - la vigne en I'occurrence. Mes questions de recherche ont donc
évolué pour méler recherche fondamentale et applications potentielles pour la
profession viticole. Lors de mon post-doctorat de deux ans réalisé a I'UMR SAVE sous
la direction de Frangois Delmotte, avec I"appui technique de Isabelle Demeaux, la
collaboration de Laurent Deliere et du groupe « Evohé », j"ai donc étudié les capacités
adaptatives des agents pathogenes de la vigne a différentes pressions de sélection
(introduction de variétés résistantes et fongicides) grace a la mise au point
d’expérimentations en conditions contrdlées. Le modele d’étude était certes différent
des interactions plantes-pollinisateurs dans les Pyrénées et en forét tropicale mais les
questionnements associaient toujours l'écologie et 1'évolution des interactions
biotiques.

Suite a cette premiére expérience sur la vigne, j'ai eu a cceur de développer un projet
de recherche mélant I'étude des interactions biotiques et de la physiologie de la plante
hote, deux facettes d'une méme problématique qui vise a étudier la santé de la vigne
dans son environnement. Ce projet (nommé VIVALDI), qui a été financé par le LabEx
COTE (U. de Bordeaux), a été fondateur pour mon projet de recherche actuel. Dans le
projet VIVALDI nous avons étudié dune part les capacités adaptatives d'un agent
pathogene de la vigne a la température dans la continuité de mes travaux précédents,
et d’autre part la vulnérabilité de la vigne face aux stress multiples : maladie et
sécheresse. C'est au cours de ces années de post-docs (2014-2016) que j'ai également
commencé a collaborer avec des chercheurs en physiologie et anatomie des plantes
(Sylvain Delzon, Gregory Gambetta, Laurent Lamarque, Fréderic Lens) afin d’étudier
la réponse de la vigne a la sécheresse(l1214, J'ai effectué une mission de deux mois
dans le laboratoire du Pr. Tim Brodribb (U. of Tasmania, Australie), grace a un
partenariat Hubert Curien (bourse FASIC), afin de développer mes compétences sur
I'hydraulique des plantes et les phytohormones foliaires, 1’acide abscissique (ABA) en
particulier, synthétisé par les plantes en réponse aux contraintes biotiques et
abiotiques. Ce projet VIVALDI a permis de récolter une grande quantité de données,
dont certaines seront présentées dans ce mémoire bien que pas encore publiées.

Dans un contexte de changement climatique de plus en plus problématique pour le
monde agricole, et forte de ces collaborations en physiologie végétale notamment sur
les relations hydriques de la vigne, j'ai souhaité continuer a étudier le role de la
physiologie de la vigne dans la réponse des interactions plantes-pathogenes aux
conditions environnementales. J’ai donc eu pour ambition d’étendre mon projet de
recherche a d’autres pathosystemes, notamment les pathologies vasculaires (ou
maladies du bois), pathologies affectant le tissu responsable du transport de I'eau dans
la plante, le xyleme. Ce projet de recherche a pris toute sa résonnance avec le lancement
en 2015 du Plan National Dépérissement du Vignoble (PNDV) visant a concentrer les
efforts de la recherche pour améliorer la compréhension et la gestion du processus de
dépérissement de la vigne, défini ici comme une baisse de rendement subie et une



mortalité accrue de la vigne du fait de facteurs biotiques (diverses maladies),
abiotiques (climat et sol) et anthropiques (pratiques culturales). J’ai proposé ce projet
au concours sur profil blanc de 2016 de I'INRA avec notamment la caractéristique de
proposer un programme de recherche interdisciplinaire entre physiologie et
pathologie en développant un partenariat étroit entre 'UMR SAVE (pathologie de la
vigne), 'UMR BIOGECO (écologie et physiologie végétale) et 'UMR EGFV
(physiologie de la vigne). Suite a ce concours, j'ai été recrutée en tant que chargée de
recherche en janvier 2017 a I'UMR SAVE ou j'ai pu m’investir directement dans la
construction de mon activité de recherche interdisciplinaire sur la problématique du
dépérissement. Cette activité a pu démarrer dés 2017 avec l'obtention du projet
PHYSIOPATH lauréat en 2017 du PNDV pour étudier les mécanismes sous-jacents au
dépérissement de la vigne(1517.1819), Dans le cadre du projet PHYSIOPATH, j'ai codirigé
avec Gregory Gambetta la thése de Giovanni Bortolami (soutenue le 31 mars 2021) et
collaboré avec deux post-doctorants (Jérome Pouzoulet et Laurent Lamarque) et une
équipe de chercheurs et ingénieurs notamment des UMR SAVE (Pascal Lecomte,
Jessica Vallance), BFP (Yves Gibbon), EGFV (Gregory Gambetta et Nathalie Ollat) &
BIOGECO (Sylvain Delzon et son équipe). Notre équipe a eu la chance d’étre renforcée
par le recrutement (mobilité) d"une technicienne en 2019 (Nathalie Ferrer, UMR SAVE)
et nous avons encadré plusieurs stagiaires de Licence et Master sur ce projet et sur
d’autres projets « PNDV » auxquels jai pu contribuer. Durant cette période jai
également coordonné la re-soumission d’un projet H2020 sur les maladies du bois de
la vigne qui regroupait une trentaine de partenaires internationaux (projet qui a
terminé sur liste complémentaire). L’ obtention des projets ESCAPADE (en 2020, projet
PNDV) pour étudier 'ampleur internationale du dépérissement et les mécanismes
sous-jacents au développement de l'esca), et VITIPIN (en 2020, projet Région
Nouvelle-Aquitaine) pour étudier les causes du dépérissement des plantes pérennes),
ainsi que le soutien de INRAE pour un partenariat avec UC Davis aux USA (ot j'ai pu
faire une premiere visite en 2019), me permettent de débuter un nouvel encadrement
de thése avec mon collegue Grégory Gambetta (these de Ninon Dell’Acqua, débutée
en janvier 2021) et de recruter deux post-doctorants qui arriveront en mai 2021. Les
collaborations a venir sont décrites dans les perspectives de ce mémoire.

Le travail de recherche que j'ai conduit jusqu’a aujourd’hui est un travail collectif qui
n’aurait pas pu étre réalisé sans les collegues et étudiants cités ci-dessus ainsi que ceux
que je n’ai pas cités, notamment les collegues du site de la Grande Ferrade qui font la
richesse des échanges au quotidien, un grand merci a tous.



Synthese des travaux de recherche

Les travaux présentés dans ce mémoire d'HDR s’articulent autour de trois
thématiques :

(1) capacités adaptatives des agents pathogénes de la vigne a leur
environnement,

(2) physiopathologie de la vigne: étude d"un systéme vasculaire a I'épreuve,

(3) vulnérabilité de la vigne aux stress multiples et impact de la sécheresse
sur les interactions plantes-pathogenes.

Ces travaux ont démarré lors de mon second post-doctorat en 2013 réalisé a 'UMR
SAVE (INRAE) et s’étendent jusqu’aux recherches que je conduis actuellement. Mes
travaux sur I’écologie évolutive des interactions plantes pollinisateurs et des systémes
de reproduction des plantes effectués dans 'UMR Evolution et Diversité Biologique
lors de ma these et au Royal Botanical Garden de Sydney lors de mon premier post-
doctorat en 2012 ne seront donc pas décrits dans ce mémoire. Les publications 3 a 6, 8,
9 et 16 de la liste de publication (p. 87) résument ces activités. La synthese de ces
travaux a été rédigée autour des trois thématiques de recherche listées ci-dessus et ne
reprend donc pas les travaux suivant un ordre chronologique. Les citations se référant
a mes publications seront indiquées en gras, le numéro des articles tel que présenté en
page 88-90 est indiqué pour les papiers en préparation.

Problématique générale

Les interactions biotiques jouent un role clé dans la réponse des espéces aux
changements globaux puisqu’elles sont centrales dans les processus écologiques et
évolutifs qui gouvernent les écosystémes (Aratjo & Luoto 2007). Parmi la diversité des
interactions biotiques possibles, les interactions entre plantes et leurs agents
pollinisateurs (Biesmeijer et al. 2006; Winfree et al. 2011) ou leurs agents pathogenes
(Garrett et al. 2006; Chakraborty 2013) sont perturbées par la fragmentation des
habitats?, le changement climatique, les especes invasives et les changements de
pratiques culturales (conduites agricoles, introduction de pesticides et de nouvelles
variétés cultivées). Bien qu’il existe une grande variabilité liée a la spécificité de chaque
espece, il est prédit d'une maniere générale que ces perturbations réduisent la force
des interactions mutualistes comme les interactions plantes-pollinisateurs et

2 Mes travaux de thése et de post-doctorat sur les interactions plantes-pollinisateurs et la reproduction
des plantes illustrent I'impact de la fragmentation des habitats sur les écosystémes naturels a une échelle
locale (Delmas et al. 2014b,c ; 2015 ; 2016a) ou globale (Delmas et al. 2020).



augmentent la fréquence des infections et l'intensité des dommages causés par les
interactions plantes- pathogenes (Fig. 1; Tylianakis et al. 2008), limitant ainsi les
possibilités de réponses des plantes vis a vis de ces perturbations (HilleRisLambers et
al. 2013).
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nombres d’interactions considérées et la couleur correspond au sens de la réponse comme
indiqué dans la l1égende de la figure): la pression des phytopathogénes tend a
augmenter avec le changement global (sauf dans le cas du changement d’utilisation des terres,
voir la figure originale S6). Figure extraite de Tylianakis et al. 2008 qui synthétise les résultats
de 688 articles par une approche de « vote counting ».

Au sein des agrosystémes la structure du paysage agricole, les pratiques culturales et
le changement climatique sont les principales pressions de sélection sur les
interactions biotiques. Notamment, I'impact des pestes sur la production agricole est
controlée par l'utilisation, parfois massive, de pesticides (Oerke 2006) et par
I'introduction de variétés résistantes partielles ou totales (VanderPlank 1968; Poland
et al. 2009). La réponse évolutive des agents pathogenes (et par conséquent leurs
capacités d’adaptation) a ces différentes pressions de sélection peut étre étudiée par la
quantification de traits de vie tels que la production de spores, la période de latence et
I'efficacité d’infection. Ces traits sont généralement interprétés comme une synthese
de leur agressivité. De nouvelles approches liées a 1'écologie fonctionnelle sont
également proposées pour décrire les champignons associés aux plantes (Crowther et
al. 2014 ; Zanne et al. 2020). L’agressivité des agents pathogénes est conditionnée par
les variations de sensibilité de la plante hote aux maladies (fond génétique de la plante)
et par le fond génétique du pathogene (Fig. 2; Lannou 2012) qui influencent les
dynamiques épidémiques (Mundt 2002 ; Laine 2004) et I'émergence et la propagation
de nouvelles maladies (Parker & Gilbert, 2004; Fisher et al. 2012). Une question



émergente est de comprendre pourquoi et comment, dans les agrosystemes (de la
meéme maniere qu'en médecine avec les vaccins et les antibiotiques, Thrall et al. 2010),
les agents pathogenes adaptés aux plantes hotes (i.e. agressifs ou virulents3) ou aux
pesticides (i.e. résistants) ne dominent pas les écosystémes. La présence de cotits de
fitness associés a ces acquisitions adaptatives (Stearns 1992; Anderson 2005) et de
corrélations négatives entre traits d’histoire de vie (Thrall & Burdon 2003; Laine &
Barres 2013) ont été suggérés comme facteurs clés contrecarrant 1'évolution de souches
adaptées. Les dynamiques évolutives des agents pathogenes ont plutot été étudiées
sur des pathogenes biotrophes et affectant les parties herbacées, certainement pour la
facilité de réalisation des expérimentations en conditions contrdlées. Peu d’études
portent sur les pathogénes du bois présentant tres souvent des phases endophytes

latentes (exceptés des travaux in vitro sur milieu de culture).

Figure 2. Un trait quantitatif
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conditionnent leurs effets respectifs.

Figure extraite de Lannou 2012.

La productivité des plantes cultivées dépend donc des capacités d’adaptation des
agents biotiques (Burdon & Thrall 2008) mais aussi de la réponse de la plante (ou de
sa tolérance ; Clarke 1986 ; Raberg 2014 ; Yordanov et al. 2000) a de multiples stress
qui sont en continuelle interaction (Harvell et al. 2002). La capacité de tolérance des
plantes varie selon le type de stress observés et leurs combinaisons, mais cette
variabilité a été peu caractérisée pour des interactions entre les stress biotiques et
abiotiques (Suzuki et al. 2014). Les stress abiotiques sont définis comme 1'impact
négatif des facteurs non-vivants sur les organismes vivants dans un environnement
donné. Les principaux stress abiotiques impactant la croissance des plantes et la
productivité des agrosystemes sont les sécheresses et températures extrémes (incluant
les gélées), les sécheresses chroniques et les inondations, la salinité, le feu (Pefiuelas et

3 En phytopathologie le terme agressif est employé pour décrire la part quantitative de I'impact des
agents pathogenes (quantité de dommages affligés a I'hote) ; la virulence désignant la capacité a infecter
la plante hote (Pariaud et al. 2009).
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al 2017). La sécheresse par exemple peut impacter tous les écosystemes, méme les
zones humides (Choat et al. 2012). La combinaison de plusieurs stress abiotiques est
fréquente (expl: sécheresse associée a de fortes chaleurs) et entraine des pertes de
productivité pouvant étre considérable et des événements de mortalité de grande
ampleur dans les écosystemes forestiers (Allen et al. 2010). Dans le contexte du
changement climatique, ces stress abiotiques deviennent de plus en plus sévéres et
fréquents et influencent tres fortement le devenir des interactions plantes-pathogenes
a différent niveaux (du gene a I'écosysteme ; Garrett et al. 2006). Au coeur de cette
problématique se trouve 1'étude de « I'état physiologique » de la plante soumise a ces
stress multiples (un état optimal étant observé lorsque le systeme biologique est en
harmonie avec son environnement c’est-a-dire qu’il n’a pas tendance a modifier son
activité ; Gaspar et al. 2002). Les traits physiologiques de la plante tels que
I'architecture aérienne et racinaire, la surface foliaire et la croissance, les relations
hydriques, la conductance stomatique, le stockage de l'eau, la nutrition, les
métabolismes primaires et secondaires sont directement affectés par les conditions et
contraintes environnementales et vont conditionner la probabilité d’infection d’une
plante hote par un agent pathogene (capacité de défense de la plante et virulence et
agressivité des agents pathogeénes).

Les plantes pérennes ont la particularité d’étre exposées au cours de leur vie a une
multitude de stress (Niinemets 2010 ; Breda & Peiffer 2014 ) pouvant les entrainer dans
un processus de déclin qui a été conceptualisé pour les écosystemes forestiers par
Sinclair (1965) puis Manion (1991). Qu’ils interagissent ou qu’ils se succedent, ces
stress peuvent amplifier le risque de mortalité de la plante (Fig. 3 ; McDowell et al.
2008 ; Dietze & Matthes 2014 ; Oliva et al. 2014 ; Brodribb et al. 2020). Le systeme
vasculaire des plantes pérennes, qui relie le feuillage photosynthétique aux racines
chargées de l'acquisition de I'eau et des nutriments, joue un role clé a I'interface des
interactions entre la plante et I'environnement (Fig. 3).

Court  Durée du stress hydrique Long

Faible
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Le dysfonctionnement hydraulique (défini dans la cas du stress hydrique par
I"apparition d’embolie gazeuse qui obstrue le transport de I'eau au-dela d'un seuil de
survie ; Sperry & Tyree, 1988 ; Cochard et al. 1992) est la cause majeure de la mortalité
des plantes lors d’évenements de sécheresse (Adams et al. 2017). Ce
dysfonctionnement hydraulique pourrait étre amplifié dans le cas d’interactions entre
facteurs biotiques et abiotiques (Fig. 3). L'ensemble des facteurs biologiques et
environnementaux, couplés aux pratiques culturales, peut entrainer un
dépérissement chez les plantes pérennes, c’est a dire une mort prématurée, brutale
ou progressive et/ou une baisse pluriannuelle subie du rendement de la plante (Fig.
4). Les écosystemes forestiers sont fortement affectés par ce processus de
dépérissement a Iéchelle mondiale (Allen et al. 2010 ; Anderegg et al. 2013 ; Cailleret
et al. 2017). Ce dépérissement résulte souvent de I'accentuation des sécheresses (Bréda
et al. 2004 ; Brodribb et al. 2020) parfois couplés aux attaques de ravageurs et d’agents
pathogeénes (Fig. 3 ; Desprez-Loustau et al. 2006 ; Jactel et al 2012). Le dépérissement
des plantes pérennes pourrait également étre lié a des modifications ou a un
déséquilibre du microbiome, en particulier dans le cas de dépérissements impliquant
des pathologies complexes impliquant de nombreux micro-organismes pathogenes
comme chez la vigne (Bettenfeld et al. 2020).

Les recherches expérimentales sur la réponse des plantes pérennes aux contraintes
biotiques et abiotiques se focalisent généralement sur l'effet de ces facteurs de fagon
indépendante (plus « simple » a mettre en place), bien que les processus soient le plus
souvent liés. Une approche intégrée, permettant idéalement d’étudier la contribution
relative de différents facteurs au processus de mortalité, est nécessaire pour prédire les
changements de végétation avec 1'évolution du climat (voir les concepts et outils
proposés par Anderegg et al. 2015a). Il existe de nombreux articles sur la réponse
moléculaire (réseaux de signalisation impliquant des phytohormones et les espéces
réactives de 1’oxygene, ROS) des plantes aux stress multiples (Fujita et al. 2006 ; Pandey
et al. 2015) et sur les compromis de tolérance des plantes (Little et al. 2010 ; Raberg
2014). Cependant, peu d’études associent le suivi de la physiologie végétale (expl:
relations hydriques et balance carbonées; Fig. 3) a la pathologie pour étudier la
réponse des interactions plantes-pathogenes a  différentes conditions
environnementales.

En viticulture, il y a de profonds enjeux agricoles et économiques a conduire des
recherches sur les stress multiples conduisant au dépérissement, la vigne faisant face
a une accumulation des années seches et a des pressions de pathogenes accrues depuis
ces dernieres décennies. Le dépérissement des vignobles est une cause aujourd hui
nationale en France car elle entraine en moyenne une baisse annuelle de rendement
des Appellations d’Origine Protégée (AOP) de 4,6 hL/ha (BIPE, 2015) et une
disparition de 23% des surfaces de vignes-meres a été constatée en 10 ans (Riou et al.
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2016). Cette cause ne saurait étre dissociée de deux autres grands enjeux de la
viticulture : la réduction de 'utilisation des produits phytosanitaires et le changement
climatique. Dans ce contexte un enjeu crucial est d’identifier les mécanismes sous-
jacents au dépérissement du cep de vigne, en lien avec les différents agents pathogenes
du bois et des feuilles, la physiologie de la plante et son systeme vasculaire. Cela
requiert une approche interdisciplinaire allant de la pathologie a 1'écophysiologie en
passant par I'anatomie du xyleme et le fonctionnement hydraulique des plantes (Fig.
4).

Au vu de cette problématique générale, voici les principaux objectifs de mon travail :

- Déterminer si les agents pathogéenes de la vigne ont la capacité de s’adapter a
différentes pressions de sélection biotiques (résistance partielle de la plante hote)
et abiotiques (utilisation de pesticides et climat)

- Etudier les mécanismes physiologiques sous-jacents au dépérissement de la vigne

- FEtudier le role de I'anatomie et du fonctionnement du systéme vasculaire de la
vigne dans la sensibilité de différents cépages a la sécheresse et aux agents
pathogeénes vasculaires

- Ftudier la réponse physiologique de la vigne aux stress multiples (sécheresse x
maladies)

- Ftudier I'impact de la sécheresse sur l'interaction entre la vigne et ses agents
pathogenes biotrophes et vasculaires

Climat
Température

Sécheresse Sensibilité de la vigne a la

Nutrition sécheresse
minérale

Réponse des interactions plantes-pathogénes aux
conditions environnementales

Agents Physiologie

pathogénes Anatomie
Ravageurs Génotype

Sensibilité de la vigne aux agents pathogenes — rble de I'anatomie du xyleme
Impact des pathogenes vasculaires sur le fonctionnement hydraulique de la vigne

Figure 4. Représentation schématique des différents facteurs conduisant au dépérissement de la

vigne (facteurs abiotiques : bulle orange ; facteurs biotiques : bulle verte ; caractéristiques de la
vigne : bulle bleue) et positionnement des questions de recherche.
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I. Capacités adaptatives des agents pathogeénes de la vigne a leur
environnement

Adaptation des agents pathogenes a la résistance variétale

L’utilisation de la résistance variétale est une solution pleine de promesses pour
maintenir la productivité agricole tout en réduisant la dépendance aux intrants
chimiques. Cependant, elle pose la question de la durabilité de ces résistances car du
point de vue de la biologie évolutive, l'introduction de plantes résistantes aux
maladies cryptogamiques dans les agrosystemes est une réelle pression de sélection
sur les interactions plantes-pathogenes (McDonald & Linde 2002). Les résistances
qualitatives, ou « gene-pour-gene », ont tres rapidement été contournées dans de
nombreuses cultures (par exemple chez la pomme de terre: Wastie 1991 ; le blé:
Hovmgller & Justesen2007 ; le peuplier : Xhaard et al. 2011). Les plantes a résistance
partielle, qui réduisent la quantité de dommages causés par le pathogene mais
n’empéchent pas l'infection (Mundt 2014 ; Azzimonti et al. 2013), pourraient entrainer
la sélection de souches agressives, c’est a dire capables de produire des dommages sur
ces variétés résistantes (on parle dans ce cas d’érosion des résistances). A 1'extréme,
elles pourraient entrainer I'émergence de souches causant des dommages plus
importants sur les variétés sensibles. La compréhension de la réponse adaptative des
pathogenes a ces pressions de sélection est donc une étape primordiale sil’on souhaite
préserver les résistances dans le temps (e.g. Caffier et al. 2014 ; Brun et al. 2010) et passe

par la caractérisation de traits quantitatifs du cycle de vie des pathogenes (Pariaud et
al. 2009; Lannou 2012 ; Delmas et al. 2014a ; Pilet-Nayel et al. 2017).

Les cépages de vigne cultivés sont tous tres sensibles aux maladies aériennes,
notamment au mildiou causé par I'oomycete Plasmopara viticola et a1’oidium causé par
le champignon ascomycete Erysiphe necator, introduit en Europe au 19e siecle
(Millardet 1881 ; Fontaine et al. 2021). Des programmes de sélection ont abouti a la
création de variétés commerciales présentant une résistance partielle a I'oidium et au
mildiou (Bouquet et al. 2000 ; Spring 2003 ; Eibach et al. 2007 ; ICV 2013). La résistance
génétique a été introduite chez V. vinifera a partir de Vitis spp. sauvages d'Amérique
et d'Asie, par exemple, grace a des lignées d’introgression issues de V. rotundifolia par
rétrocroisements successifs (Delmotte et al. 2021). Différents facteurs de résistance a
'oidium et au mildiou sont utilisés pour le développement de la gamme de variétés
résistantes et impliquent des locus a effets quantitatifs (QTL) majeurs (Mestre et al.
2013). L’oidium et le mildiou de la vigne sont des pathosystemes «idéaux » pour
I'étude de I'évolution des caracteres quantitatifs en réponse a une résistance partielle,
car des variétés de vigne partiellement résistantes ont été déployées sur de petites
surfaces en Europe (depuis une vingtaine d’année) puis plus récemment en France
avec les programmes de pyramidage ResDur engagés par INRAE en 2000 (Merdinoglu
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et al. 2018 ; Schneider et al. 2018). La variété Regent, par exemple, a été déployée pour
la premiére fois il y a une vingtaine d’année et couvrait en 2016 1,94 % de la surface
totale du vignoble en Allemagne (Vitis International Variety Catalogue ;
www.vivc.de). Cette situation nous a offert une opportunité unique de suivre la

N

réponse évolutive des populations de P. viticola et E. necator face a cette nouvelle
pression de sélection. L’étude de deux variétés résistantes suggerent que P. viticola
peut rapidement éroder une résistance partielle méme dans des conditions de
déploiement limité dans les vignobles (Peressotti et al. 2010 ; Casagrande et al. 2011 ;
Delmotte et al. 2014).

L’objectif de notre travail a été de tester I'adaptation de P. viticola et E. necator aux
variétés partiellement résistantes déja déployées en Suisse et en Allemagne depuis 17
ans (Regent), 13 ans (Prior) et 4 ans (Bronner) au moment de nos études. Pour cela,
nous avons développé des expérimentations de type “common garden” permettant de
faire des analyses statistiques proches de la génétique quantitative afin de déterminer
I'adaptation génétique et la plasticité phénotypique de différentes souches de P.
viticola inoculées dans différents « environnements » (i.e. plante hote). Des feuilles
infectées sur des cépages résistants ou sensibles ont été collectées dans les vignobles
de la zone frontaliére France-Suisse-Allemagne, que nous avons ensuite inoculé en
conditions controlées sur différents cépages (trois résistants et un sensible).

Concernant le mildiou de la vigne, nous avons mis au point un suivi temporel du
développement de la sporulation de P. viticola par analyse d’images suivi d'une
quantification finale du nombre de spores produites et de leur taille (Delmas et al.
2014a). Nous avons pu ainsi comparer cinq traits quantitatifs (agressivité) entre les
cépages inoculés et la provenance des souches : la quantité de spores (sporanges)
produites, la taille de ces spores, la période de latence, la vitesse de sporulation et le
temps nécessaire pour obtenir 50% de la sporulation finale. La comparaison des traits
quantitatifs d’agressivité des souches naives (provenant de cépages sensibles),
correspondant a une analyse de la plasticité phénotypique de ces traits, permet
d’étudier 'efficacité de la résistance partielle des variétés Regent, Prior et Bronner.
Nous avons mis en évidence que la résistance partielle est globalement efficace pour
combattre le mildiou : la production de spores est réduite de 58 % a 92% sur les cépages
résistants par rapport au cépage sensible Cabernet sauvignon (Delmas et al. 2016b ;
Fig. 5A barres vert clair). L’adaptation génétique des souches est étudiée en comparant
les traits quantitatifs des deux provenances au sein de chaque environnement : les
souches issues des cépages résistants ont une sporulation plus importante et plus
précoce que les souches « naives » (issues de cépages sensibles) (Fig. 5A barres vert
foncé). Dans le cas de la variété Regent, cette adaptation est en outre trés rapide
(inférieure a 5 ans ; Delmotte et al. 2014). La confrontation de la large différenciation
des traits quantitatifs d’agressivité entre les souches et de 1’absence de différenciation
génétique neutre (marqueurs microsatellites) nous a permis de suggérer que
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’adaptation observée était sous tendue par une sélection directionnelle (cf. Merild &
Crnokrak 2001).
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Figure 5. A. Quantité de spores (moyenne +/- SE) produites par des souches de P. viticola
provenant soit de cépages résistants (RES en vert foncé, n = 54 souches), soit de cépages
sensibles (SUS en vert clair, n = 49 souches) et utilisées pour inoculer trois cépages résistants
(Bronner, Prior, Regent) et un cépage sensible (V. vinifera cv. Cabernet sauvignon). ***: P <
0.0001. B. Spécificité des souches de P. viticola aux variétés résistantes (en noir les souches
collectées et inoculées sur la méme variété et en gris les souches collectées sur des variétés
autres que celles qui sont inoculées). Figures extraites de Delmas et al. 2016b.

Concernant I'oidium de la vigne, la difficulté pour conduire ce type d’expérimentation
réside dans le fait que la conservation de ce champignon n’est pas possible autrement
que sur vitro-plants ou repiquage continu des souches sur feuilles détachées. Des
feuilles infectées par I'oidium ont été collectées sur des variétés sensibles et résistantes
en Allemagne et en Suisse puis, dans les deux jours suivants, nous avons repiqué les
souches a partir d'une conidie unique pour chaque feuille afin de réaliser une
expérimentation en conditions controlées sur V. vinifera cv. Chardonnay (sensible),
Regent et Solaris (partiellement résistants). Quatre traits quantitatifs ont été étudiés
chez l'oidium (Fig. 6) : l'efficacité d’infection, la taille des colonies, le succés de
sporulation et la période de latence (nombre de jours avant la premiére sporulation).
Cette étude (Delmas et al. in prept2%)) permet de confirmer pour la premiére fois chez
I'oidium !efficacité des résistances partielles pour contrdler le développement du

champignon (Fig. 6, barres vert clair). Cependant, tout comme pour le mildiou, la
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capacité adaptative de ce champignon est trées élevée puisque 10 ans apres
I'introduction de ces variétés, les souches «adaptées» montrent une efficacité
d’infection supérieure aux souches «naives » quel que soit le cépage inoculé ainsi
qu’une taille de colonie et un succes de sporulation supérieur sur les cépages résistants
(Fig. 6, barres vert moyen et foncé). L’adaptation aux résistances partielles a donc
entrainé un gain d’agressivité (efficacité d"infection) des souches adaptées sur le cépage

sensible.
Inoculated variety Inoculated variety
V. vinifera Regent Solaris V. vinifera Regent Solaris
100 £ 40+
_ ES <
S ool [T = 5
> £
e a +
O 60+ S |
S
= = 20-
c 40 _&)
.© 0
+ >
S c
] 10
€ 20 =
£ s |
O T T 1 T T 1 T 1 1 0 T 1 I T T 1 T 1 I
VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL
100+ 13+
;\? 80 - 124
¢ |t |
1} = 114
o
O 60 {— T |
7 >
c g 107
= 40 o 1
s 5 o
5 4
(% 20 ’ﬁ 8
0 T T I T T T I 7 T 1 I I I T 1
VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL VIN REG SOL
Pathogen origin Pathogen origin

Figure 6. Traits quantitatifs d’agressivité de souches d’Erysiphe necator (n=22) sur des feuilles
de vigne agées de 8 jours : I'efficacité d’infection (pourcentage de disques foliaires présentant
du mycélium 12 jours post inoculation, dpi), la taille de colonie a 12dpi (elle a été évaluée a 5,
8net 12 dpi), le succes de sporulation (pourcentage des disques foliaires infectés avec succes
présentant des conidies a 12 dpi), le temps de latence (nombre de jours post inoculation avant
la premiere observation de conidies sur les disques sporulant). “Pathogen origin” indique la
provenance des souches c’est-a-dire la variété de vigne sur laquelle a été collectée la souche au
vignoble ("VIN': V. vinifera cv. Chasselas, n = 6; 'REG": Regent, n = 8, ‘SOL": Solaris, n = 8). Les
souches sont inoculées sur V. vinifera cv. Chardonnay (sensible), Regent et Solaris (résistants).
Figure extraite de Delmas et al. in prep{20..
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L’évolution des traits quantitatifs vers une plus grande agressivité pose la question
des contraintes évolutives, c’est a dire des corrélations négatives entre traits et cotits
de fitness associés a une sélection de souches plus agressives (Frank 1996 ; Koella and
Agnew 1999 ; Paul et al. 2004). Nous avons montré, grace a de nouvelles méthodes et
analyses des comptages de spores de P. viticola (Delmas et al. 2014a), 'existence de
corrélations négatives entre le nombre de spores produites et la taille de ces spores
(capacité de dispersion). Cependant, les spores de grande taille, beaucoup moins
nombreuses, contiennent plus de zoospores (propagules responsables de I'infection)
que les petites, ce qui contrebalance, en termes de capacité d’infection, le trade-off
nombre-taille des spores. En comparant, 1'agressivité des souches “naives” et des
souches “adaptées” de P. viticola et E. necator sur un hote sensible (donc sans pression
de sélection), nous avons démontré une absence de cotit de fitness associé a cette
adaptation (aucune différence de traits quantitatifs entre les provenances en 1'absence
de pression de sélection) (Delmas et al. 2016b ; Delmas et al. in prep{?0). Dans les
agrosystemes tels que les vignobles, les variétés utilisées sont spatialement structurées,
pouvant conduire a une «adaptation locale » des pathogénes ou plutét a une
spécificité a la variété sur laquelle le pathogenes a évolué. Cette spécificité serait
indiquée par une agressivité moyenne plus élevée des pathogenes sur les hotes
«locaux » par rapport aux hotes « étrangers » ou par une aptitude moyenne plus
élevée des pathogenes locaux que des pathogénes « étrangers » sur les hotes locaux
(Gandon & Van Zandt 1998). Dans le cas du mildiou et de I'oidium de la vigne, nous
n’avons observé aucune spécificité significative sur les variétés étudiées (Fig. 5B et Fig.
6) démontrant I’adaptation globale et généralisée de ces pathogenes aux résistances
partielles.

Ces résultats, obtenus dans le cadre du projet européen «Innovine », soulignent
I'importance de prendre en compte la durabilité des résistances dans les programmes
d’introduction de nouvelles variétés. Nous avons démontré que le mildiou et 'oidium
de la vigne ont été capables de s’adapter rapidement sans cott de fitness et d"une
maniere générale, c’est a dire non spécifique, aux variétés résistantes. Les résistances
partielles restent cependant tres efficaces quant a la réduction des dommages de ce
pathogene. Depuis ces travaux, le déploiement des variétés résistantes (INRAE ou
européennes) est a I’ceuvre en France et la durabilité des résistances est suivie grace au
dispositif participatif OSCAR (https://observatoire-cepages-resistants.fr) piloté par
INRAE (UMR SAVE) et I'IFV (Institut Francais de la Vigne et du Vin).
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Adaptation des agents pathogenes aux fongicides

Les agents pathogenes ont la capacité de s’adapter au contexte local (Kawecki & Ebert
2004), y compris aux pesticides utilisés, compromettant fortement les stratégies de
gestion des maladies (Anderson 2005; Brent & Hollomon 2007 ; Hahn et al. 2014). Cette
réponse évolutive rapide est due en grande partie a 1'uniformité des conditions
environnementales et génétiques des écosystémes agricoles, ce qui impose une forte
pression de sélection directionnelle entrainant 1'émergence de populations de
pathogeénes plus agressifs et résistants aux pesticides (Stukenbrock & McDonald 2008).
La compréhension des bases génétiques de cette évolution (structure génétique et
identification des loci impliqués ; Grandaubert et al. 2019) et la prévision de I'évolution
des résistances aux pesticides sont donc des enjeux majeurs en écologie évolutive
appliquée a l'agriculture et nécessite d’explorer les cotits de fitness associés a cette
évolution (Mikaberidze & McDonald 2015 ; Hawkins & Fraaije 2018).

Nous avons étudié 1'évolution de la résistance aux fongicides et les cotits de fitness
associés chez P. viticola a ’aide de souches collectées dans le vignoble bordelais (n=108
souches, Delmas et al. 2017). L"utilisation massive de fongicides en viticulture (Méziere
et al. 2009) a conduit a I'émergence de souches résistantes (Corio-Costet 2015).
L’objectif était de caractériser la résistance de ces souches a deux fongicides majeurs
par séquencage des genes impliqués dans la résistance aux « carboxylic acid amide »
CAA (Blum et al. 2010) et aux « quinone outside inhibiting » Qol (Chen et al. 2007 ; Corio-
Costet et al. 2010). Contrairement a 1'analyse globale habituellement réalisée pour le
suivi de la résistance, l'approche moléculaire individuelle utilisée ici a permis d'estimer
précisément les fréquences des différents alléles de résistance (Fig. 7A). L’analyse des
séquences (en collaboration avec Yann Dussert) a également permis d’étudier 1'origine
évolutive des alléles de résistance. L'agressivité des souches sensibles et résistantes a
ces fongicides a ensuite été comparée en conditions contrdlées afin d’explorer les
potentiels cotits de fitness associés aux résistances (Fig. 7B). Nous avons démontré une
évolution multiple des alléles de résistance aux CAA (gene PvCesA3) et aux Qol (gene
cytb). Ces soft sweeps (plusieurs haplotypes apparus indépendamment), sont souvent
dominants dans les populations avec des tailles effectives importantes chez des
organismes évoluant rapidement comme les pathogenes des plantes (Messer & Petrov
2013). En utilisant 23 marqueurs microsatellites, nous avons mis en évidence une
absence de structure génétique neutre et une différenciation génétique plus importante
pour les loci impliqués dans la résistance aux fongicides (sélection divergente).
L’évolution de ces résistances n’était associée a aucun cotit de fitness comme le montre
I'étude des traits quantitatifs de pathogénicité de P. viticola dans deux environnements
(optimal et sub-optimal) (Fig. 7B). Six traits de vie ont été analysés, suite au
développement de méthodes permettant de quantifier conjointement la capacité de
dispersion et la capacité d'infection du mildiou de la Vigne (Delmas et al. 2014a) et les
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dynamiques de sporulation (Delmas et al. 2016b). Aucun de ces traits ne montrent de
différence entre les souches sensibles et résistantes aux fongicides en 1’absence de
pression de sélection. Il est fort probable que les pratiques de gestion des maladies,
hétérogeénes dans le temps et dans I'espace, contrdlent les populations de pathogenes
et empéchent ces populations de devenir entierement résistantes.
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Figure 7. (A) Pourcentage d’alleles résistants et d’isolats résistants (R) et sensibles (S) aux
fongicides CAA et Qol pour chacune des six populations de Plasmopara viticola en région
bordelaise. Les phénotypes de résistance sont déterminés par séquencage des genes du cytb et
CesA3. Le nombre d’isolats échantillonnés par population est indiqué entre parentheses. (B)
Quantité de spores produites par des souches de P. viticola résistantes (R) ou sensibles (S) aux
fongicides CAA et Qol. Les isolats sont inoculés en conditions controlées chez V. vinifera cv.
Cabernet sauvignon (hote sensible, i.e. environnement optimal) and Cabernet carbon (hote
partiellement résistant i.e. environnement sub-optimal). Figures extraites de Delmas et al.
2017.
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Plasmopara viticola et Erysiphe necator, pathogenes biotrophes de la vigne, ont un
potentiel évolutif tres élevé. Ils se sont adaptés rapidement, de fagon non spécifique et
sans cotts de fitness aux conditions biotiques (résistance partielle de leur plante hote)
et abiotiques (fongicides). Le déploiement de variétés résistantes (ou de fongicides mais
c’est moins en vogue) doit donc s’accompagner d'une surveillance continue pour
quantifier I'efficacité des résistances (ou des fongicides) et I'évolution des populations
de pathogenes. L'observatoire OSCAR a été mis en place avec pour mission de
surveiller la durabilité des résistances des variétés résistantes de vigne introduites. La
durabilité des résistances sera certainement affectée par les conditions
environnementales. Il semble donc primordial de caractériser la réponse des variétés
résistantes disponibles pour les viticulteurs, ou en cours de création, a différentes
conditions climatiques et alimentation hydrique et minérale. Ce sujet est abordé en
partie II et III pour certaines variétés résistantes face a la sécheresse.

Une avancée treés importante pour la compréhension de I’évolution du mildiou
dela vigne est la publication de son génome (Dussert et al. 2019) ce qui permet a présent
l"utilisation d’approches de génomique des populations pour caractériser I'impact des
pressions biotiques et abiotiques de cet oomycete (travail coordonné par Francois
Delmotte et Frédéric Fabre, UMR SAVE).

Mon activité de recherche sur les capacités adaptatives des agents pathogenes de la
vigne a leur environnement va se concentrer a présent sur le theme du climat
notamment via la valorisation de données obtenues sur 'adaptation locale du mildiou
a la température (par des approches quantitatives comme celles présentées ci-dessus).
Mes perspectives a plus long terme seront de poursuivre ces activités de recherche
proches de la génétique quantitative chez d’autres agents pathogénes comme les
champignons du bois de la vigne. Ces activités sont décrites dans la partie
« Perspectives » de ce document.
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II. Physiopathologie de la vigne : étude d’un systeme vasculaire a

I'épreuve

Le xyléeme est un tissu complexe qui est responsable du transport de I’eau dans la plante
et qui joue également un role clé dans I'organisation des défenses face a différents stress
abiotiques et biotiques (Beckman & Roberts, 1995 ; Pearce 1996 ; Morris et al. 2016). Par
conséquent le fonctionnement hydraulique (conductivité hydraulique, anatomie des
vaisseaux, résistance aux stress, ramification et compartimentation des vaisseaux) est
au centre de la problématique de dépérissement des plantes pérennes (Anderegg et al.
2015b ; McDowell et al. 2008). Les mécanismes sous-jacents au dépérissement du cep
de vigne (baisse de rendement, mortalité des ceps de vigne, Riou et al. 2016) sont encore
méconnus bien que de nombreux facteurs aggravants soient identifiés (virus,
champignons, bactéries, sécheresse, aléas climatiques, pratiques culturales...). Peu de
travaux ont pu faire le lien entre le fonctionnement hydraulique des ceps de vigne et
ces différents facteurs du fait de verrous technologiques. L’étude du fonctionnement
hydraulique nécessite de travailler in vivo afin de ne pas biaiser les mesures en coupant
les éléments conducteurs et I'étude du dépérissement nécessite soit d’isoler les facteurs
sur de jeunes plantes produites en serre (expl : Charrier et al. 2016, 2018) soit d'utiliser
des ceps agés au vignoble ou en pots comme nous 'avons mis en place (expl:
Bortolami et al. 2019, 2021). La compréhension des mécanismes sous-jacents au
dépérissement de la vigne passe donc par 1'étude des liens entre (i) les propriétés du
systeme vasculaire de la vigne, (ii) le fonctionnement hydraulique de la vigne, (iv) sa
sensibilité aux stress biotiques et abiotiques, (iii) sa physiologie (potentiel hydrique
foliaire, conductance stomatique, transpiration, synthese de phytohormones) et (v) les
réserves en carbohydrates non-structuraux qui sont affectées d’une part par la
sécheresse et d'autre part par les agents pathogenes. Ces différents points seront
abordés dans la partie II ainsi que dans la partie III de ce document.

Adaptation de la vigne a la sécheresse

L’identification de matériels génétiques adaptés a un environnement plus sec est un
enjeu scientifique important pour l'agriculture et tout particulierement en viticulture
au vu des enjeux économiques (Gambetta et al. 2020). Dans le contexte du
dépérissement de la vigne, processus de baisse de rendement et de mortalité, les
sécheresses sont amenées a jouer un role de plus en plus important puisqu’il est prédit
qu’elles augmentent en fréquence et intensité. Les mécanismes de résistance a la
sécheresse ont été étudiés chez de nombreuses especes végétales (Sperry et al. 1998 ;
Sperry & Hacke 2002 ; Tardieu & Simonneau 1998). La contrainte hydrique entraine
une augmentation de la tension s'exercant sur la colonne d’eau transportée dans les
vaisseaux du xyleme de la plante ce qui conduit a la nucléation d"une bulle d’air au
sein d'un vaisseau (cavitation). La caractérisation de la résistance a la cavitation du
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systéme vasculaire apparait comme un critere d’évaluation rapide de la résistance aux
sécheresses extrémes (Larter et al. 2017; Urli et al. 2013 ; Brodribb et al. 2010 ; Choat et
al. 2012). Les caractéristiques du systeme vasculaire des especes végétales jouent un
role déterminant dans leur capacité a résister a la cavitation (Pittermann et al. 2010,
Delzon et al. 2010, Lens et al. 2012).

Dans le cadre du projet LabEx Vivaldi et du projet LabEx Drought (ce dernier
coordonné par G. Gambetta de 'UMR EGFV, et S. Delzon, BIOGECO), des méthodes
non-invasives d’observation en micro-tomographie a rayon X (synchrotron SOLEIL)
ont permis de quantifier la résistance a la cavitation (c’est-a-dire a I'embolie) de deux
especes de Vitis (V. vinifera et V. riparia), et de tester leur capacité a réparer les vaisseaux
embolisés apres une période de re-arrosage. Les résultats de la littérature étaient
jusque-la contradictoires, classant la vigne comme extrémement vulnérable a la
sécheresse (Jacobsen & Pratt 2012) ou relativement résistante (Choat et al. 2010 ;
Brodersen et al. 2013). Ces études étaient cependant généralement réalisées avec des
méthodes destructives (segments de tige) pouvant induire des biais de mesures chez
cette espéce a vaisseaux longs (Cochard et al. 2013). L’hypothése proposée pour
expliquer cette faible résistance a la sécheresse, est que la vigne serait capable de
réparer ses vaisseaux, méme lorsque la séve est sous tension (« novel refilling »). La
vigne serait également capable de résorber 'embolie grace a la poussée racinaire
(décrite par Slatyer 1967) ce qui nécessite a la fois une bonne disponibilité en eau du sol
et I'arrét de la transpiration afin de placer 1'appareil vasculaire sous pression positive.

Nous avons démontré (i) chez deux espéces de Vitis, que les plantes juvéniles sont plus
résistantes que précédemment observé (pression a laquelle 50% des vaisseaux sont
embolisés Psp = 1.7 MPa), V. vinifera étant plus résistante que V. riparia; (ii) que la
résistance a l’embolie est segmentée au sein de la plante (les pétioles étant
significativement plus vulnérables a 1'embolie que les tiges); et enfin (iii) que la
réparation des vaisseaux (refilling) ne se produit que sous pression positive grace a une
poussée racinaire et en aucun cas lorsque la seve est sous tension (pression négative)
(Charrier et al. 2016). Nous avons également mis en évidence les seuils de stress
hydrique entrainant la fermeture stomatique et un dysfonctionnement hydraulique
dans différents organes (feuilles, pétioles, tiges) de la vigne chez différents cépages. Ces
seuils ont été comparés aux potentiels hydriques minimum observés au vignoble (Saint
Emilion et Napa) (Fig. 8 ; Charrier et al. 2018). Ces suivis physiologiques sur le long
terme ont permis de démontrer que la vigne n’a pas ou que tres rarement atteints dans
ces vignobles les seuils critiques de potentiel hydrique entrainant la mort de la plante
suggérant une marge de sécurité encore assez importante (Fig. 8).
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Figure 8. Seuils physiologiques
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conductivité hydraulique) selon la mesure du potentiel hydrique (‘¥) pour chaque organe. Les
trois courbes sont une moyenne des différents cépages étudiés en serre car il n'y a pas de
différences significatives entre ces cépages (Grenache, Syrah) pour ces traits physiologiques
(voir Charrier et al. 2018). Le panel du bas présente 1'hydroscape standardisé chez V. vinifera (c.-
a-d. l'enveloppe d'utilisation de I'eau qui définit le taux maximal d'utilisation de l'eau possible
du point de vue hydraulique en fonction de 'humidité du sol ; Sperry et al. 2002) et les boxplots
présentent la distribution des ¥ en septembre observé sur une dizaine d’années a Saint-Emilion
et dans la Napa Valley. Figure extraite de Charrier et al. 2018.

Le projet PHYSIOPATH nous a permis d’aller plus loin dans I'étude de la résistance a
la cavitation d"une gamme de cépages de vigne. Nous avons pour cela utilisé plusieurs
méthodes : le CAVI1000 (plateforme GENOBOIS) qui nous permet, grace a la
centrifugation de segments de branche d'1Im de quantifier la Pso pour chaque cépage
(pression a laquelle 50% des vaisseaux s’embolisent, trait corrélé a la mortalité, Delzon
& Cochard 2014). Nous mettons en évidence une faible variabilité au sein des cépages
Vitis vinifera, une plus forte résistance chez les porte-greffes et une plus forte sensibilité
chez certaines variétés résistantes au mildiou/oidium (Voltis, Floréal, Vidoc)
(Lamarque et al. in prept??; Fig. 9). Nous observons également une résistance des tiges
de vigne a’embolie de plus en plus importante au cours de la saison (de juin a octobre,
effet ontogénique) (Charrier et al. 2018; Lamarque et al. in prep{?). Cette
augmentation de la résistance a I'’embolie au cours de la saison pourrait étre liée a la
lignification des tissus (analyses en cours). Pour comprendre l'évolution de la
résistance a la cavitation avec la lignification il est intéressant de s’intéresser aux
espéces herbacées qui présentent peu de lignine. Ces dernieres sont communément
considérées comme trés vulnérables mais la vulnérabilité de leur systéme vasculaire a
I'embolie a été peu étudiée a ce jour par rapport aux plantes ligneuses (Delzon et al.
2010 ; Choat et al. 2012 ; Larter et al. 2015). Afin de tester la véracité de ce paradigme,
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un consortium international a vu le jour en 2013, a l'initiative de Pr. F. Lens et Dr. S.
Delzon, pour tester la résistance a la cavitation de plantes herbacées (principalement
poacées). Nous avons démontré que la gamme de variation de la résistance a 1'embolie
des herbacées était aussi large que celle des plantes ligneuses (Lens et al. 2016). Une
méta-analyse a montré que les espéces herbacées les plus résistantes sont celles qui
avaient les tiges les plus lignifiées vivant dans les milieux les plus arides. Des suivis
de potentiels hydriques réalisés in situ au cours de deux années consécutives a par
ailleurs confirmé que ces especes subissaient peu d’embolie lors de sécheresses faibles
a modérées, réfutant par 1a méme I'hypothese d"une réparation de 'embolie sur une
base quotidienne (Lens et al. 2016).
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Figure 9. Gamme de variation de la P50 en été (pression du xyléeme entrainant 50% de
vaisseaux embolisés) au sein du genre Vitis (n=30). Les cépages commerciaux V. vinifera sont
présentés en rouge, les porte-greffes sont présentés en vert et les cépages résistants au mildiou
et a I'oidium (hybrides interspécifiques) en jaune. Le panel A montre la P50 moyenne + SE
pour chaque variété, les panels B et C présentent les courbes de vulnérabilité moyennes + SE
(PLC: pourcentage de perte de conductivité hydraulique en fonction de la pression du
xyleme) obtenues au CAVI1000 pour chaque type de variétés (hybride résistant n=4, porte-
greffe n=3 ; cépages Vitis vinifera n=23) (B) et chaque sous-espéce chez V. Vinifera (n = 13 pour
Vitis vinifera subsp. ‘occidentalis’, n = 7 subsp. ‘orientalis” et n : 3 subsp. “pontica’). Figure
extraite de Lamarque et al. in prep?2.
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Importance de la mesure du potentiel hydrique et régulation du transport de l'eau chez

la vigne

Le statut énergétique de I'eau dans la plante est exprimé par le potentiel hydrique (V)
dont le gradient au sein de la plante engendre le déplacement de 1'eau dans I'appareil
vasculaire. La mesure du potentiel hydrique de la plante, par psychrométrie ou
chambre a pression, permet donc de caractériser I'état hydrique de la plante (Turner
1981). Dans une synthese de la littérature que nous avons réalisée sur l'interaction
sécheresse x maladies cryptogamiques chez les plantes (voir partie III de ce document),
seulement 59% des articles (n=62) présentaient des mesures du potentiel hydrique des
plantes étudiées, tandis que 41% des études présentaient des conclusions sur un impact
potentiel de la sécheresse (réduction de l'arrosage) sur les interactions plante-
pathogénes, sans quantifier le stress hydrique de la plante.

Or, lors d'une expérimentation de stress hydrique provoqué par arrét de I'arrosage, la
relation entre la perte de masse du pot et le potentiel hydrique de base est non-linéaire
(Fig. 10, résultats obtenus chez la vigne). Le potentiel de base (Wrp) est mesuré avant le
lever du jour (avant que la plante ne commence a transpirer4) permettant ainsi
d’obtenir la pression dans le xyleme de la plante lorsqu’elle est en équilibre avec le
potentiel hydrique du sol. Nous pouvons observer chez la vigne que la chute du
potentiel hydrique de base ne se produit qu'apres un certain seuil de perte de masse
du pot (Fig. 10). La perte de masse représente la consommation en eau de la plante (le
sol autour de la tige étant couvert hermétiquement) qui est dépendante du type de sol
utilisé, des conditions ambiantes de la serre (température, humidité) et de la surface
foliaire de la plante. Or cette perte de masse n'est pas un bon proxy de I'état de stress
de la plante que I'on caractérise par son potentiel hydrique (potentiel hydrique de base,
voir minimum). Chez la vigne, un faible re-arrosage entraine une récupération d'un
potentiel de base proche de 0 MPa. Afin de maintenir les plantes en stress hydrique il
s’agit donc soit de ne pas les arroser (le potentiel hydrique chute donc progressivement
dés que le seuil d’asséchement du pot est atteint (Fig. 10; Fig. 19A-B), soit de les
maintenir a un potentiel hydrique cible avec des re-arrosages finement contrélés en
continu (Fig. 21a). Ces derniers doivent étre réalisés en fonction de la réponse du
potentiel hydrique a I’arrosage.

4 Un certain niveau de transpiration nocturne a été mis en évidence chez la vigne (Rogiers et al. 2009 ;
Coupel-Ledru et al. 2016) mais voir Dayer et al. (2021).
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Figure 10. Relation non linéaire entre la perte de masse du pot (%) et le potentiel hydrique de
base de la vigne suite a I'’arrét de I’arrosage. Les pots sont placés sur des balances individuelles.
La perte de masse indiquée est calculée avec la masse relevée juste apres la mesure du potentiel
de base et la masse du pot a capacité au champ (triangles bleus : plantes arrosées a la capacité
au champ ; carrés oranges : plantes non arrosées depuis différentes dates afin d’obtenir une
gamme de stress hydrique). Les plantes sont des greffés soudés avec deux tiges de 10 feuilles
minimum chacune de deux cépages (Cabernet sauvignon et Regent).

La chute du potentiel hydrique est, dans un premier temps, controlée par la fermeture
stomatique qui se produit chez la vigne et chez toutes les espéces ligneuses (Martin St-
Paul et al. 2017) avant l'apparition d’événements de cavitation dans le systéme
vasculaire (Creek et al. 2020, Hochberg et al. 2017 ; Dayer et al. 2020 ; Gambetta et al.
2020). Lors de nos expérimentations la conductance stomatique a chuté entre -0.5 et -
1MPa que ce soit chez des jeunes plantes en pots (Fig. 8 ; Charrier et al. 2018, Fig. 19 et
20 ; Delmas et al. données non publiées) ou chez des ceps agés en pots (Fig. 22A,B ;
Bortolami et al. soumis®) voir également Schultz (2003) pour des données collectées
au vignoble sur des plantes dgées de 8 ans). La fermeture stomatique est controlée par
la synthese d’ABA dans les feuilles (Mittelheuser and Van Steveninck 1969). Nous
avons quantifié la synthese d’ABA dans une de nos expérimentations ot la sécheresse
a été induite par arrét total de 1'arrosage, et celle-ci augmente significativement a partir
de Wwmp = - 0.8MPa, uniquement chez les plantes en conditions de sécheresse (1055 + 54
ng g1 FW d’ABA en moyenne chez les plantes stressées) tandis que la synthése d”ABA
des plantes témoins reste stable et faible (298 +16 ng g'' FW d’ABA en moyenne ; ABA
quantifié a Hobart University avec S. McAdam et T. Brodribb ; McAdam 2015).

Les expérimentations de stress hydrique en conditions controlées permettent d’étudier
la régulation du transport de I'eau dans des gammes de stress trées large (en conditions
de stress sévere que 'on n’observe que rarement au champ ; sécheresse décennale) et
de révéler ainsi les caractéristiques de la dynamique des potentiels hydriques face au
stress hydrique de chaque espece ou variété étudiée (Martinez-Vilalta et al. 2014).
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L'attribution d'un comportement aniso vs. isohydrique déterminé via la dynamique
des potentiels hydriques (aniso vs. isohydrique) a été I'objet de débats chez la vigne
(Chaves et al. 2010) et d'autres especes (Matinez-Vilalta et al. 2017). En utilisant des jeux
de données (issus du travail de G. Charrier puis des projets VIVALDI et PHYSIOPATH,
voir partie III de ce document) de suivi de potentiels hydriques dans une large gamme
de conditions de sécheresse et en combinant des observations sur le terrain et des
expériences en serre, nous avons exploré la relation dynamique entre le potentiel de
midi (Wwmp) et le potentiel hydrique de base (‘Prp).

Grenache et Syrah n’ont pas présenté de différences significatives dans la relation ¥mp
et WYpp (au champ ou en serre lors d’une expérimentation de sécheresse continue sur
jeunes plantes Charrier et al. 2018) et ont tous deux présenté une transition dynamique
au cours de l'évolution du stress hydrique d'un comportement anisohydrique a
isohydrique. Il faut noter que ces cépages présentent des différences significatives pour
d’autres traits hydrauliques décrits dans le travail de Dayer et al. (2020). Lors d'une
autre expérimentation de sécheresse provoquée par arrét de l'arrosage, Cabernet
sauvignon et Regent (Fig. 11) n’ont pas présenté non plus de différences majeures entre
eux dans la relation Wwmp et Wrp et la dynamique de leurs potentiels hydriques devient
nettement isohydrique lorsque les potentiels hydriques de base sont < -1 MPa. La
relation entre Wmp et Wpp a également été étudiée chez des ceps agés de Sauvignon
blanc (Fig21b ; Bortolami et al. soumis{1%) et il sera intéressant de comparer les pentes
(sensibilité relative du taux de transpiration et la conductance hydraulique a la chute
de potentiel hydrique) et les interceptes (caractérisant le taux de transpiration
maximale par unité de capacité de transport hydraulique ; voir Martinez-Vilalta et al.
2014) de ces relations Wmp vs. ¥rp avec les jeux de données obtenus sur jeunes plantes.
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Figure 11. Relation entre le potentiel hydrique foliaire de base (a I’aube : predawn) et minimum
(@ midi solaire : midday) de Vitis vinifera cv. Cabernet sauvignon et Regent soumis a différents
niveaux de stress hydrique (WW : irrigation a la capacité au champ ; SD : arrét de I'arrosage
total au premier jour de I'expérimentation ; MD : arrét de I’arrosage une semaine apres les SD.
La ligne noire indique la régression 1 :1.
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Roéle des propriétés des vaisseaux du xyléme dans la sensibilité de la vigne aux agents
pathogenes vasculaires et a la sécheresse

Les caractéristiques anatomiques du systéme vasculaire ont un impact certain sur la
capacité de I'hote a contenir les infections et sur la stratégie de colonisation adoptée
par les pathogenes vasculaires (Fradin & Thomma, 2006). Le modéle CODIT illustre
de quelle facon les barriéres anatomiques au sein du xyleme peuvent étre utilisées
pour restreindre le mouvement des pathogenes (Shigo, 1984). La restriction du
mouvement longitudinal des pathogenes serait principalement réalisée par I'occlusion
des vaisseaux du xyléme, tandis que les mouvements latéraux seraient principalement
limités par le renforcement des parois cellulaires ou l'accumulation de composés
antimicrobiens. Le diametre et la longueur des vaisseaux du xyléeme, leur connectivité
et certaines caractéristiques des ponctuations aréolées ont été proposés comme
facteurs contribuant a la résistance de I'orme et de la vigne a Ophiostoma novo-ulmi
(maladie de 'Orme) et a Xylella fastidiosa (maladie de Pierce) (Brodersen et al, 2013 ;
Chatelet et al. 2011 ; Martin et al 2009 ; Solla et al. 2002 ; Sun et al. 2011). Le diametre
des vaisseaux a également un impact sur le processus de compartimentation en
modifiant la dynamique de l'occlusion des vaisseaux par les tyloses (Pouzoulet et al.
2017 ; Pouzoulet et al. 2019). II a récemment été mis en évidence que la densité des
vaisseaux du xyleme de large diametre serait corrélée a la sensibilité des génotypes de
Vitis vinifera au pathogéne vasculaire Phaeomoniella chlamydospora (Pouzoulet et al.
2017). Cet agent pathogene impliqué dans I'esca est identifié comme étant I'un des plus
virulents (Feliciano et al. 2004, Travadon et al. 2013, Urbez-Torres et al. 2014) et il est
systématiquement isolé des ceps de vigne (Morales-Cruz et al. 2018 ; Bruez et al. 2020 ;
Bortolami et al. 2019, 2021).

ATaide d"une gamme de génotypes expérimentaux et de cépages commerciaux de V.
vinifera, nous avons étudié 'impact de I'anatomie des vaisseaux du xyléme sur la
sensibilité des génotypes a l'inoculation controlée de P. chlamydospora et exploré
I'hypothése que la densité de vaisseaux soit un parametre clé de la sensibilité a cette
infection. Nous avons mis en évidence une relation positive et significative entre la
densité de vaisseaux (>100um) et la taille des nécroses provoquées par P. chlamydospora
ou la quantité d’ADN de ce champignon détecté dans les tissus (Pouzoulet et al. 2020 ;
Fig. 12). Cette étude confirme le role de la taille des vaisseaux dans la capacité de la
vigne a limiter la progression de ce champignon que ce soit a I'échelle intra-organe
(une tige) ou a I’échelle inter-génotype. Plus précisément, les résultats indiquent que
les plantes ayant une forte densité de vaisseaux de diametres élevés ne sont pas
systématiquement sensibles mais présentent des infections séveres (nécroses de
grande taille) en grand nombre qui ne sont pas observées chez les plantes ayant une
faible densité de larges vaisseaux. Par ailleurs, bien que la capacité des génotypes a
restaurer l'intégrité du cambium vasculaire lors de I'infection soit tres variable, ce trait
n'est pas corrélé avec leur capacité a entraver le mouvement des pathogenes au niveau
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du xyléeme. La distribution des données de taille de nécroses sur la gamme de
sensibilité des génotypes suggére qu'un mécanisme «basé sur le risque » soit
impliqué. Nous avons utilisé ces données expérimentales pour calibrer un modele
mécaniste stochastique de la propagation de l'agent pathogene permettant ainsi de
démontrer que l'efficacité du processus de compartimentation dans un vaisseau du
xyleme donné est fonction de son diametre (Pouzoulet et al. 2020).

Nous avons également étudié la relation entre la vulnérabilité a 'embolie et la
sensibilité aux agents pathogenes vasculaires ainsi que le role de I’anatomie du xyléme
(taille et nombre de vaisseaux) en comparant les jeux de données issues de Lamarque
et al. (in prep??) et Pouzoulet et al. (2020). Les essais de ces deux études ont été
réalisés en paralléle sur les 19 cépages commerciaux (Voltis, Floréal, Vidoc, Artaban -
résistants aux maladies foliaires-; et Cabernet franc, Merlot, Cabernet sauvignon,
Tempranillo, Ugni blanc, Grenache, Pinot noir, Syrah, Chardonnay, Sultanine blanc,
Clairette, Cinsaut, Tinta pinheira, Saperavi, Magdeleine noire des Charentes).
L’anatomie des vaisseaux a été étudié sur le lot de plantes destinés au CAVI100 pour
caractériser la vulnérabilité a I'embolie et sur le lot de plantes destinés aux essais
d’inoculation. De plus la descendance F2 utilisé dans Pouzoulet et al. (2020), qui
présente une grande gamme de variation de taille de vaisseaux, a également été
caractérisée pour sa résistance a I'embolie. Les données de ces derniers points sont
encore en cours d’analyse. Ce travail est mené en collaboration avec L. Lamarque et J.
Pouzoulet, tous deux ayant été en post-doctorat dans le cadre du projet
PHYSIOPATH, et dans le cadre du stage de master 2 de Ninon Dell’Acqua et Rémi
Charbois (ce dernier a été encadré par J. Pouzoulet).
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Figure 12. Effet de la densité des vaisseaux de diametre >100um sur la longueur des lésions
nécrotiques (a,b,c) et sur la quantité d'ADN de P. chlamydospora chez une gamme de cépages
commerciaux de vigne (CG, rouge et lignes pleines ; n =15 cépages) et chez une descendance
F2 V. vinifera cv. Cabernet-Sauvignon x Vitis riparia cv. Gloire de Montpellier (CS x RGM,
Guillaumie et al. 2020) (n = 34 ; bleu et lignes pointillées). Les relations sont représentées en
utilisant différentes méthodes de regroupement : (a,d) données brutes (un point par plante) ;
(be) valeurs moyennes par génotypes ; (c,f) valeurs moyennes par classes de vaisseaux de
large diameétre. (a et d insets). La comparaison des plantes « Mock » (plantes percées inoculées
avec de I'eau stérile) et inoculées par P. chlamydospora. Figure extraite de Pouzoulet et al. 2020.
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Impact de l'esca sur le fonctionnement hydraulique de la vigne

L’esca est une maladie du bois de la vigne (Mugnai et al. 1999 ; Surico et al. 2006)
causée par un complexe de champignons pathogenes et entrainant de forts dommages
dans les vignobles européens, californien et sud-africain (10 a 20% des ceps seraient
improductifs a cause de cette maladie selon les régions, Cloete et al. 2015 ; Guérin-
Dubrana et al. 2019). Cette maladie s’observe par différents types de symptomes : des
symptomes sur feuilles (feuilles tigrées ou totalement desséchées), sur baies (nécroses
noires et desséechement des baies), une nécrose longitudinale en surface du xyleme
(appelée « bande brune ») et des nécroses internes de différents aspects (Lecomte et al.
2012 ; Mondello et al. 2018 ; Ouadi et al. 2019). Les symptomes foliaires sont observés
uniquement dans des vignobles agés de plus de 7 a 10 ans et, de fagon aléatoire, dans
I'espace du vignoble et dans le temps (une plante peut exprimer une année et pas la
suivante; Surico et al. 2006; Li et al. 2017). Le role des facteurs abiotiques
(température, pluviométrie, sécheresse du sol) est encore peu connu malgré quelques
études (expl : Marchi et al. 2005 ; Calzarano et al. 2018). Le phénotype des symptomes
foliaires est extrémement divers entre feuilles (intra et inter plante) et d'un cépage a
'autre, et le phénotype évolue au cours du temps (Lecomte et al. 2012).

De nombreuses synthéses existent sur les maladies du bois de la vigne et I'objectif ne
sera pas ici de décrire ces pathologies complexes. Nous pouvons noter cependant
qu'un effort de recherche conséquent ces dernieres années a permis de décrire plus
d’une centaine d’agents pathogénes présents dans les nécroses du bois de la vigne
(Bertsch et al. 2013). Trois agents pathogenes sont classiquement associés a l'esca :
Phaeomoniella chlamydospora, Phaeacremonium minimum et Fomitiporia mediterranea
(Mugnai et al. 1999 ; White et al. 2011 ; Bruez et al. 2014, Morales-Cruz et al. 2018).
Cependant, lors de l'inoculation de ces champignons (ensemble ou séparément),
aucun ou tres peu de symptomes foliaires sont reproduits (Reis et al. 2016 ; Brown et
al. 2020). Des travaux de 'UMR SAVE utilisant la métagénomique ont mis en évidence
la diversité des assemblages fongiques et bactériens du bois de vigne en fonction du
cépage, de I'organe (porte-greffe, tronc, bras), de la saison et de la présence visuelle de
symptomes foliaires (expl : Bruez et al. 2014 ; 2015 ; 2016 ; 2020). Les communautés
fongiques semblent similaires entre une plante exprimant ou non des symptomes
foliaires que le bois étudié soit non nécrosé (Bruez et al. 2020), ou comprenne tous les
types de bois nécrosés ou non présents dans le tronc (Hofstetter et al. 2012). Les
derniers résultats proposent que 1'association entre P. chlamydospora et F. mediterranea
pourrait jouer un role majeur dans I'expression des symptomes (Brown et al. 2020 ;
Bruez et al. 2020).

Cependant, il reste des lacunes importantes au niveau de la compréhension des

mécanismes physiologiques sous-jacents a 1'expression des symptomes foliaires de
I'esca (Fontaine et al. 2016). Les hypothéses proposées par Surico et al. (2006) et
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Claverie et al. (2020) sont d’ailleurs identiques malgré quinze ans d’écart car aucune
donnée ne permet jusqu’a présent de pouvoir déterminer les processus spécifiques
entrainant ces symptomes. Deux hypothéses sont avancées pour expliquer le
développement des symptomes foliaires. (1) L’hypothese que la production de toxines
fongiques ou de molécules signal synthétisées par la plante entrainerait la
dégénérescence des tissus foliaires; et d’autre part (2) l'hypothése qu'un
dysfonctionnement hydraulique menant a une perte de conductivité entrainerait le
développement des symptdomes, la cause de ce dysfonctionnement pouvant étre da a
une embolie vasculaire (cavitation), a la présence de pathogenes ou a 1'occlusion des
vaisseaux par la plante. Ces hypotheéses, résumées pour les maladies du bois par
Claverie et al. (2020), sont également celles qui sont proposées pour d’autres maladies
vasculaires chez la vigne ou d’autres especes ligneuses (McElrone et al. 2010 ; Sun et
al. 2013 ; Yadeta & Thomma 2013). Cependant elles n’ont jamais été testées chez I’esca
de la vigne, tel qu’on I'observe au vignoble, du fait de verrous technologiques tels
qu’exposés précédemment (notamment la difficulté de reproduire les symptomes en
conditions controlées). Il est intéressant de noter que certaines pratiques culturales en
particulier la méthode de taille (« taille minimale », Lecomte et al. 2018 ; Mondello et
al. 2018) ont commencé a faire leurs preuves au vignoble pour réduire I'expression des
symptomes. Ce potentiel role de la taille indique de facon criante que l'étude du
fonctionnement hydraulique du cep de vigne au cours de la pathogénese de l'esca
pourrait apporter des réponses nouvelles a des problématiques anciennes.

La difficulté, pour étudier I'impact de la sécheresse sur la pathogénese de I'esca et la
physiologie de la vigne lors de I'expression des symptomes d’esca, réside dans le fait
de devoir étudier I'esca au vignoble (seules plantes exprimant les symptomes
foliaires). De plus, I'étude du fonctionnement hydraulique des plantes nécessite
également de travailler in vivo sur des plantes entiéres et non sur des prélevements
(expl : de tiges). Ceci prend tout son sens lorsqu’il s’agit d’amener les plantes pour de
longues sessions de travail au synchrotron. Tout prélevement de tissus (tiges ou
feuilles) conduit a une rupture hydraulique si ce n’est pas effectué sous eau ce qui peut
entrainer des biais dans I'étude de I'hydraulique de la plante (Torres-Ruiz et al. 2015).
Afin d’étudier les mécanismes physiologiques entrainant I'expression de symptomes
d’esca et 'interaction avec la sécheresse, il est donc primordial de pouvoir avoir du
matériel végétal symptomatique d’esca transférable en serre et au labo.

Par conséquent nous avons mis au point en 2017 un protocole d’arrachage des ceps de
vigne a la parcelle (agés de >25 ans) et un reconditionnement en pots (Fig. 13). Cette
méthode nous permis d’obtenir 160 vignes en pot (entre 2017 et 2021). Grace a une base
de données historique de 'UMR SAVE (Pascal Lecomte), nous possédons 1'histoire de
chaque cep vis a vis de I'esca (symptomes foliaires notés au vignoble chaque année
depuis 2012). Certains de ces ceps ont exprimé les symptomes d’esca au cours de nos

N

expérimentations (avec une incidence équivalente a celle qui était observée au
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vignoble) nous permettant d’étudier les relations hydriques et carbonées au cours du
développement des symptomes. Ce dispositif expérimental innovant du point de vue
de I'étude de I'esca nous permet de répondre a des questions scientifiques novatrices
sur linteraction esca / facteurs abiotiques et sur l'impact de l'esca sur le
fonctionnement hydraulique de ces ceps de vigne agés, puisque nous pouvons
controler I'environnement abiotique (irrigation, nutrition, microclimat) de nos plantes

au cours des expérimentations et les transporter dans différents laboratoires. Ce travail
a fait I'objet de la these de Giovanni Bortolami a 'UMR SAVE que j'ai co-encadré avec
Gregory Gambetta (UMR EGFV) entre 2018 et 2021.

Figure 13. Illustration du protocole d’arrache des ceps de vigne et transplantation en pots de
20 litres. Protocole mis au point par Jérome Jolivet (TR INRAE). (A) arrachage manuel au
vignoble pour préserver les racines; (B) les pots sont placés sur table chauffante pour
promouvoir le développement racinaire; (C) les ceps sont ici placés sur des balances
individuelles au sein du dispositif Bordo (UMR EGFV); (D) expression de symptomes
typiques d’esca sur un cep de Sauvignon blanc en conditions contrélées ; (E) photographe des
feuilles symptomatique d’esca de ces mémes ceps de vigne au vignoble I'année avant
I'arrachage.

N

Nous nous sommes donc attachés a explorer I'hypothese (2), dite du
« dysfonctionnement hydraulique », en étudiant I'impact de I'esca a court et long
terme sur le fonctionnement hydraulique du cep de vigne grace a une collaboration
interdisciplinaire avec des physiologistes des plantes pérennes. Nous avons développé
une approche intégrée pour étudier la pathogénéese de l'esca en combinant la
microtomographie a rayon X (microCT, technologie du synchrotron SOLEIL) pour
visualiser le fonctionnement hydraulique in vivo (Torres-Ruiz et al. 2015 ; Choat et al.
2016), la technique de vulnérabilité optique (« OV technique », Brodribb et al. 2016)
pour quantifier le dysfonctionnement hydraulique des feuilles symptomatiques, la
microscopie (histologie du xyléme des feuilles et des tiges) pour étudier I'intégrité des
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vaisseaux, ainsi que des mesures de conductivité hydraulique sur tiges (Torres-Ruiz
et al. 2012) au cours de I'expression des symptomes foliaires.

L’objectif, grace aux observations non destructives faites au rayon X par microCT, était
de tester si le développement des symptomes foliaires d’esca entraine un
dysfonctionnement hydraulique (perte de conductivité). L'utilisation de la microCT
permet d’éviter les artefacts causés par les techniques invasives traditionnelles (Torres-
Ruiz et al. 2015) et, couplée a un agent de contraste (I'iohexol ; Pratt & Jacobsen 2018),
elle permet une détection visuelle des vaisseaux fonctionnels, des vaisseaux pleins
d’air et des vaisseaux obstrués par des occlusions (Fig. 15). Nous avons pu mettre en
évidence pour la premieére fois une absence d’embolie native (c.-a-d. absence d’air)
dans les feuilles et les tiges symptomatiques et la présence de vaisseaux du xyleme
non fonctionnels (Fig. 14 et Fig. 15 ; Bortolami et al. 2019, 2021).

Asymptomatic

Symptomatic

Figure 14. Reconstitutions 2D de coupes transversales a partir de volumes obtenus par
microtomographie a rayons X de feuilles de vigne (V. vinifera cv. Sauvignon blanc). Des
nervures centrales de feuilles de vigne asymptomatiques (A et B) et symptomatiques d’esca
(C et D) sont représentées. Aprés un premier scan sur des feuilles intactes (A et C), les
échantillons ont été coupés (B et D) juste au-dessus de la zone scannée pour emboliser les
vaisseaux, puis scannés a nouveau. Les vaisseaux remplis d'air (expl : pointes de fleche noires),
remplis d'eau (expl : pointes de fleche blanches) et obstrués (expl : pointes de fleche rouges)
ont été comptés et leurs diametres en coupe transversale ont été quantifiés pour déterminer le
pourcentage de perte de conductance hydraulique (PLC). La PLC causée par I'embolie native
(A et C) ou par les occlusions (B et D) est indiquée entre parentheses. Echelle = 100 um. Figure

extraite de Bortolami et al. 2019.
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L’étape suivante a été de mettre au point une méthode de détection du contenu des
vaisseaux afin d’identifier 1'origine de la perte de conductivité hydraulique. Nous
avons réalisé des observations histologiques avec différents colorants et pu mettre en
évidence la présence de thylloses et de gels dans les vaisseaux. De plus, nous avons
confirmé par qPCR (cf. Pouzoulet et al. 2013) I'absence dans les tiges de 1’année et les
feuilles (la ot les symptomes sont observés) de deux pathogénes vasculaires impliqués
dans l'esca et colonisant par contre le tronc des ceps de vigne (Bortolami et al. 2019,
2021). Ces symptomes (et les occlusions des vaisseaux) sont donc observés a distance
des nécroses du tronc ou se trouvent les agents pathogenes. Ces résultats démontrent
I'absence d’embolie et la présence d'un dysfonctionnement hydraulique da a des
occlusions non gazeuses dans les feuilles symptomatiques d’esca (Bortolami et al.
2019) ainsi que dans les tiges (Bortolami et al. 2021).

De plus, il existe une segmentation hydraulique entre les organes pour la sensibilité
aux occlusions, tout comme nous 1’avions observé ainsi que d’autres auteurs pour la
sensibilité a la cavitation chez la vigne (Zufferey et al. 2011 ; Charrier et al. 2016 ;
Hochberg et al. 2016 ; 2017). En effet, nous avons pu observer une perte de conductivité
due aux occlusions en moyenne de 61% dans les nervures centrales et de 54% dans les
pétioles des feuilles symptomatiques et de 27% dans les tiges symptomatiques. De
plus, l'utilisation de la technique de vulnérabilité optique a 1'UMR BIOGECO
(Brodribb et al. 2016 ; Lamarque et al. 2018 ; Dayer et al. 2020) sur le limbe de feuilles
symptomatiques et contréles nous a permis de mettre en évidence que le
dysfonctionnement hydraulique dt aux occlusions est encore plus important dans les
nervures secondaires que dans la nervure centrale de la feuille (Bortolami et al. in

prepi2t).

Les mesures directes de conductivité hydraulique sur tiges, couplées a la
quantification de la conductivité hydraulique théorique (anatomie du xyleme), ont
permis de mettre en évidence que la perte de conductivité ne se produit qu’en présence
de thylloses sur les tiges symptomatiques, soit pour 2/3 des tiges avec des symptomes
foliaires, toutes les tiges apoplectiques c’est-a-dire entiéerement desséchées, et aucune
des tiges controles (Fig. 16 ; Bortolami et al. 2021). Ce travail a été réalisé dans le cadre
de la thése de Giovanni Bortolami (2021), du master d’Elena Farolfi (2019) et du stage
de licence de Marie Marchesseau-Marchal (2020) et a impliqué de nombreuses
collaborations a I'interface de la physiologie et de la pathologie.
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A Total PLC = 3.4% B Total PLC = 6.2%
P

Total PLC = 82.3%
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Figure 15. Reconstructions 2D de sections transversales a partir de volumes de tiges de vigne
(V. vinifera cv. Sauvignon blanc) obtenues par microtomographie a rayons X. Chaque panel
représente une section transversale de différentes tiges de plantes controles (A-C) et de tiges
symptomatiques d’esca (D-M). L'iohexol apparait en blanc brillant dans les vaisseaux
fonctionnels ; les vaisseaux remplis d'air apparaissent en noir (PLC native) ; les vaisseaux
obstrués par des occlusions apparaissent en gris (PLC occlusion). Les valeurs de perte de
conductivité hydraulique total (c'est-a-dire PLC native + PLC occlusion) sont indiquées pour
les échantillons présentés. Barres d'échelle = Imm. Figure extraite de Bortolami et al. 2021.
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Figure 16. Relations entre la conductivité hydraulique spécifique de la tige (ks), la conductivité
hydraulique théorique de la tige (k#) et la densité des vaisseaux dans des ceps de vigne
controles et symptomatiques de l'esca (V. vinifera cv. Sauvignon blanc). (A) Valeurs de ks pour
les tiges controdles issues de plantes controles (bleu), les tiges asymptomatiques (vert foncé) et
pré-symptomatiques (jaune) de plantes avant l'apparition des symptomes ; les tiges
asymptomatiques (vert clair), symptomatiques (rouge) et apoplectiques (gris) dans les plantes
apres l'apparition des symptomes (pas de différences significatives, n=88, P=0.28). (B)
Relations entre ks et kx.. Les symboles représentent I'absence (cercles) ou la présence (triangles)
de thylloses dans les vaisseaux du xyleme. Les couleurs représentent la symptomatologie de
l'esca (identique au panel A). La ligne pointillée représente la régression pour les tiges dans
lesquelles aucune thyllose n'a été observée dans les vaisseaux du xyleme, et la ligne pleine
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représente la régression pour les échantillons avec des thylloses. (C) Valeurs de ks pour les
différentes catégories de tiges telles que présentées dans le panel A (pas de différences
significatives, n=88, P=0.71). (D) Relations entre les valeurs moyennes de la densité des
vaisseaux du xyleme et leurs diametres (pas de différences significatives, n=88, P=0.60). Figure
extraite de Bortolami et al. 2021.

La connaissance de I'historique pathologique (symptomes d’esca) de chaque cep de
vigne au vignoble avant I'arrachage (travail de P. Lecomte, UMR SAVE) nous a permis
de mettre en évidence que I'anatomie du xyléme et la conductivité hydraulique des
tiges ne sont pas impactées par l'expression de symptomes d’esca les années
précédentes (sur une période de 6 a 7 ans avant 1'étude) (Bortolami et al. 2021).

Enfin, afin de comprendre les processus physiologiques a I'origine des symptomes
foliaires d’esca, nous avons comparé 1’anatomie des vaisseaux du xyleme (nervures
centrales) de feuilles exprimant des symptomes de différentes origines (esca,
senescence automnales, carence en magnésium). Les résultats (Bortolami et al. in
prep2l) démontrent 1'unicité des symptomes d’esca car ce sont les seuls symptomes
présentant des niveaux d’occlusions élevés en moyenne de 28% contre 3% pour les
autres symptomes (Fig. 17).
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Figure 17. Vaisseaux obstrués par des occlusions dans les nervures centrales de V. vinifera au
cours de différents processus de sénescence (X?=1186.01, P<0.0001) : plantes controles (bleu,
n=14 feuilles), plantes symptomatiques de I'esca (rouge, n=13 feuilles), plantes présentant des
carences en magnésium (gris, n=4 feuilles) et plantes en sénescence automnale (marron, n=21
feuilles). Plusieurs cépages sont poolés dans cette figure. Figure extraite de Bortolami et al. in
prep .
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Afin d’approfondir les connaissances sur l'‘anatomie des vaisseaux et le
fonctionnement hydraulique du xyleme de feuilles lors de I’expression des symptomes
d’esca, nous avons sollicité des collaborations internationales pour recevoir des
échantillons issus de différents cépages et de différents vignobles (France, Espagne,
Italie et Californie). Je me permets de mentionner ici que I'histologie végétale (feuilles
et tiges et bientdt tronc) est une compétence nouvelle pour 'UMR SAVE que nous
avons mis en place pour étudier la physiopathologie de la vigne avec l'arrivée de
Nathalie Ferrer en 2019 (TR INRAE). Nos résultats indiquent que la proportion
d’occlusions dans les nervures centrales de feuilles symptomatiques d’esca serait
variable entre les cépages (Bortolami et al. in prepfl) ce qui ouvre des perspectives de
recherche sur la relation entre 'anatomie du xyléme des cépages et la sensibilité
variétale (voir les perspectives de ce document). De plus, nous avons prélevé des
feuilles au cours des expérimentations de la thése de G. Bortolami afin d’identifier le
moment d’apparition des occlusions dans les vaisseaux (données en cours d’analyse).

Un dépérissement de grande ampleur a été observé au cours des dernieres décennies
dans des écosystémes agricoles et forestiers a travers le globe, mais les causes sous-
jacentes (biotiques, abiotiques et socio-économiques) a cette mortalité de plantes
pérennes sont encore trés mal connues. Les travaux décrits ci-dessus démontrent que
le fonctionnement hydraulique est au coeur de la problématique du dépérissement de
la vigne. Notre travail a eu pour ambition d'identifier les facteurs impliqués dans le
dépérissement de la vigne par une approche intégrée combinant physiologie et
pathologie de la vigne et mobilisant différents outils et dispositifs expérimentaux.
Nous avons (i) caractérisé I'adaptation des différents cépages de vigne a la sécheresse,
leur tolérance a I'embolie, et étudié la capacité de la vigne a réparer ses vaisseaux suite
a des évenements d’embolie, (ii) mis en évidence le role de la taille des vaisseaux du
xyléme de la vigne dans la sensibilité a un pathogéne vasculaire (P. chlamydospora), (iii)
mis en évidence que I'esca, maladie vasculaire de la vigne, entraine lors de l’expression
des symptomes un dysfonctionnement hydraulique (feuilles et tiges) causé par des
occlusions produites par la plante a distance de la niche des agents pathogenes (tronc).
Une maladie vasculaire comme l'esca, qui affecte I'intégrité du xyléme et entraine un
dysfonctionnement hydraulique dt a des occlusions non-gazeuses, pourrait amplifier

Z

le risque de mortalité des plantes au vignoble lors d’événements de sécheresse intense.
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III.  Vulnérabilité de la vigne au stress multiple et impact de la

sécheresse sur les interactions plantes-pathogénes

Les stress abiotiques peuvent affecter fortement les interactions plantes-pathogenes et
I'expression des maladies, résultantes de cette interaction. Les interactions entre
I'environnement, la plante et les agents pathogénes dépendent du type de stress et de
son intensité ainsi que du pathosysteme (et des traits étudiés), pouvant conduire a une
augmentation ou une diminution des dommages causés sur la plante par la maladie
ou les ravageurs (expl : Jactel et al. 2012, 2019). Parmi les stress abiotiques, la sécheresse
est responsable d’événements de mortalité de grande ampleur (Pedersen 1998; Bréda
et al. 2006). Le changement climatique augmente la fréquence et l'intensité de
sécheresse, ce qui entraine le déclin de productivité et la mortalité de plantes ligneuses
dans les zones ot 'eau est limitante (Allen et al. 2010). Comme évoqué en partie II, la
sécheresse entraine une baisse du potentiel hydrique de base de la plante qui conduit
progressivement a un arrét de la croissance de la plante, une baisse de la
photosynthese (fermeture stomatique) puis, lorsque le potentiel hydrique continue de
chuter, a la senescence des feuilles et des parties pérennes de la plante par cavitation
(Fig. 8 ; Delzon & Cochard 2014). Chez la vigne plus spécifiquement, 1'état hydrique
des plantes constitue un facteur clé dans les échanges gazeux, et l'efficacité de
l'utilisation de 1'eau mais également la composition des baies et la qualité du vin
(Zufferey et al. 2017, 2018 ; Gambetta et al. 2020). La sécheresse peut affecter les
interactions plantes-pathogénes soit par un impact direct sur les agents pathogenes
(Cook & Papendick 1972 ; Luard & Griffin 1981 ; Vannini & Scarascia Mugnozza 1991
; Vannini et al. 1996), soit par un effet antagoniste ou synergique sur la physiologie de
la plante (concept de prédisposition et de stress multiples ; Desprez-Loustau et al.
2006). 11 a été suggéré que l'interaction sécheresse x maladie est dépendante du type
d’interaction trophique entre la plante hote et son agent pathogéne (biotrophe,
hémibiotrophe, vasculaire, nécrotrophe ; Oliva et al. 2014 ; voir aussi Jactel et al. 2012)
puisque chaque type d’agents pathogenes interagit avec la plante soit au niveau du
fonctionnement hydraulique (occlusion des vaisseaux) ou de la balance carbonée
(consommation des carbohydrates ou activation de la réponse défense de la plante).

Synthese quantitative de la littérature

Nous avons réalisé une synthese bibliographique (62 articles étudiant 91
pathosystemes entre 1968 et 2015) sur I'impact de la sécheresse sur les maladies des
plantes (Fig. 18A-C) qui démontre que 51% des études mettent en évidence une
augmentation des symptomes de la maladie en conditions de stress hydrique contre
26% de diminution (les études restantes démontrant un impact neutre ou variable).
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Les vasculaires et

respectivement des dommages plus importants dans 66.7%, 50% et 45.2% des cas en

pathogenes hémibiotrophes, nécrotrophes présentaient
condition de sécheresse par rapport aux conditions contréles (Fig. 18D, E). Trop peu
d’études concernent les pathogénes biotrophes (n=5) pour pouvoir analyser les

tendances générales.
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Figure 18. Synthese bibliographique (1968-2015) sur les effets d’un stress hydrique sur les
maladies des plantes (champignons et oomycetes). A : Nombre d’études par familles
auxquelles appartiennent les agents pathogenes. B : Nombre d’études par type de relation
trophique entre 1'agent pathogene et son hote. C : Nombre d’études par type de plantes
étudiées. D : Pourcentage d’études selon I'effet du stress hydrique sur le développement de la
maladie. E : Pourcentage d’études selon l'effet du stress hydrique sur le développement de la
maladie au sein de chaque type de relation trophique entre I'agent pathogeéne et la plante.
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Peu d’études ont été réalisées sur l'interaction entre la sécheresse et les agents
pathogénes de la vigne mis a part celles portant sur la maladie de Pierce (expl :
McElrone et al. 2001 ; Choat et al. 2009) et les maladies du bois (expl : Ferreira et al.
1999 ; Van Niekerk et al. 2011 ; Galarneau et al. 2019 ; notamment des études réalisées
in vitro sur des cultures de champignons soumises a différents potentiels osmotiques,
voir la synthese de Songy et al. 2019), mais tres peu sur les maladies foliaires de la
vigne (voir cependant Guilpart et al. 2017).

Nos travaux portent sur deux types de maladies : I'oidium (présenté en partie I de ce
document) et I’esca, maladie vasculaire associant des nécroses a l'intérieure du tronc
causées par plusieurs espéces de champignons pathogenes et des symptomes sur
feuilles et sur baies (Mugnai et al. 1999). Les questions de recherche sont : L’incidence
et la sévérité des différents types de maladies dépendent-elles de I'état hydrique,
hormonal et carboné de la plante ? Dans quelles mesures les agents pathogénes sont-
ils un facteur aggravant pour la plante en condition de stress hydrique ? Dans quelles
mesures le stress hydrique est-il un facteur aggravant lors d’infection par différents
types d’agents ?

Impact de la sécheresse sur l'oidium de la vigne

Grace a une expérimentation en condition controlée alliant pathologie et physiologie
(données non publiées, projet VIVALDI), nous avons caractérisé a la fois la
pathogénicité de E. necator (efficacité d’infection et taille de lésions) et les traits
écophysiologiques de la vigne (croissance de la plante, statut hydrique, transpiration
en continu, échanges gazeux, quantification de I’ABA foliaire, senescence foliaire et
capacité de récupération apres re-arrosage) en condition de sécheresse seule, infection
seule ou bien sécheresse x infection (n=144 plantes). Deux cépages de vigne ont été
comparés : une variété sensible a ce pathogene (n = 72 plantes de Cabernet sauvignon)
et une variété partiellement résistante a I'oidium (n = 72 plantes de la variété Regent,
voir Fig. 6 pour I'efficacité de sa résistance). La sécheresse a été imposée par arrét total
de l'arrosage et I'état hydrique des plantes a été suivi par la mesure du potentiel
hydrique de base et minimum (Fig. 19A-B et Fig. 11).

Nos travaux (Delmas et al. données non publiées) ont permis de mettre en évidence
une interaction négative entre la sécheresse et le développement de E. necator. La
contrainte hydrique a entrainé une forte baisse significative de l'efficacité d'infection
de ce pathogene biotrophe (production de spores réduite) chez Cabernet sauvignon
(Fig. 19C) et Régent (Fig. 19D). Cependant, la sécheresse a entrainé une augmentation
significative de la proportion de lésions nécrotiques et de chloroses au point
d’inoculation chez Cabernet sauvignon (Fig. 19Ci), ce qui n’était pas le cas chez Regent
(Fig. 19Dii).
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Figure 19. (A et B) Suivi du potentiel hydrique foliaire chez Vitis vinifera cv Cabernet
sauvignon (A, n=72 plantes) et Regent (B, n=72 plantes). Les marqueurs représentent les
valeurs moyennes + SE du potentiel hydrique de base (avant 'aube) (¥rp) du premier jour de
I'expérimentation au dernier (37 jours). Les losanges et lignes bleues représentent les plantes
bien arrosées a la capacité au champ, les ronds et lignes rouges représentent les plantes en
sécheresse depuis le premier jour (traitement appelé sécheresse sévere, SD) et les carrés et
lignes orange représentent les plantes en sécheresse depuis le septieme jour (traitement appelé
sécheresse modérée, MD). (C et D) Efficacité d'infection de I'oidium de la Vigne (Erysiphe
necator) sur V. vinifera cv. Cabernet sauvignon (sensible, C) et Regent (partiellement, D) en
condition de sécheresse sévere (SD), modérée (SM) et bien irriguée (WW), 17 jours apres
I'inoculation (jour 37 du panel A et B). Potentiel de base moyen a la date d’inoculation jour 20
du panel A et B pour les plantes SD : Wpp =-1.3 MPa ; les plantes MD : Wpp =-0.7 MPa ; les
plantes WW : Wpp =0 MPa). Efficacité d’infection : % moyen de lésions sporulantes par feuille.
Insertsietii: % delésions nécrotiques (chloroses) moyen par feuilles chez Cabernet sauvignon
(i) et Regent (ii). Les lettres indiquent les différences significativement (P < 0.05).
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Le stress hydrique a entrainé une surproduction d’ABA foliaire uniquement chez les
plantes non arrosées (a partir de Wwvp = -0.8 MPa) et une réduction sévere de la
croissance et de la transpiration des plantes (échelle plante entiere présentée en Fig.
20, et a l'échelle de la feuille). L'infection par E. necator a conduit a une baisse
significative de la transpiration en comparaison des plantes saines (échelle de la plante
entiere, Fig. 20A, et échelle de la feuille), uniquement chez le cépage sensible Cabernet
sauvignon. La transpiration de la variété partiellement résistante Régent n’a pas été
impactée par l'infection de E. necator (Fig. 20B).

La physiologie de la vigne (contrdle stomatique, synthese ABA) n’a globalement pas
été significativement impactée par l'interaction entre I'infection par E. necator et le
stress hydrique. Une fois les plantes en stress hydrique, les traits physiologiques ne
différent plus entre les plantes saines et inoculées (la Fig. 20 illustre ce résultat pour la
transpiration a I’échelle de la plante entiere). Des analyses d’expression de génes (puce
“NeoViGen96” de 85 geénes liés a la défense de la vigne, Dufour et al. 2016) ont été
réalisées pour compléter ce jeu de données (collaboration M.C. Dufour, UMR SAVE ;
résultats en cours d’interprétation) ainsi qu'une analyse de I'impact de la sécheresse et
de l'infection d’E. necator sur le microbiote foliaire (collaboration C. Vacher, UMR
BIOGECO ; Vacher et al. in prepi23}).
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Figure 20. Evolution périodique de la transpiration a I'échelle de la plante entiére de V. vinifera
Cabernet sauvignon (A) et de Regent (B) en fonction du stress hydrique et de I'inoculation de
E. necator (oidium). Les potentiels hydriques de base en fonction des jours de I'expérimentation
sont indiquées en Figl9A, B. La transpiration a été calculée au jour j comme étant le rapport
entre la perte en eau au jour j (mesurées grace aux pesées sur des balances individuelles) et la
surface foliaire de la semaine de chaque plante (notez que les plants de Regent avaient une
surface foliaire deux fois supérieur que Cabernet sauvignon de par leurs feuilles de plus
grande taille). Traitements : WW (controle) = Irrigué a la capacité au champ ; MD = Sécheresse
modérée (appliqué jour 7 de I'expérimentation); SD = Sécheresse sévere (appliqué jour 1 de
I'expérimentation. Les valeurs sont les moyennes de transpiration sur la période + SE (erreur
standard). Les lettres indiquent les différences significativement (P < 0.05).
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Impact de la sécheresse sur le développement de l'esca de la vigne

Dans le cadre du projet PHYSIOPATH, et grace au dispositif expérimental de ceps
agés en pots décrit ci-dessus (Fig. 13), nous nous sommes intéressés a I'impact de la
sécheresse sur 'esca de la vigne et a la réponse physiologique de la vigne a ces deux
stress (Bortolami et al. soumis{1%). Ce travail a été réalisé dans le cadre de la these de
Giovanni Bortolami. Des expérimentations en conditions controlées, sur deux années,
nous ont permis d’étudier la réponse physiologique de 102 plantes en pots grace a la
caractérisation de plusieurs traits écophysiologiques tels que la croissance, le statut
hydrique, la transpiration de la plante entiére en continu, les échanges gazeux, la
quantification des carbohydrates non-structuraux des feuilles et des tiges, la
conductivité hydraulique des tiges. La moitié des ceps ont été soumis a une contrainte
hydrique maintenue a un Wpp < -0.8 MPa) de longue durée (3 mois ; Fig. 21a).
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Figure 21. Suivi du potentiel hydrique foliaire (¥) en 2018 et 2019 (Vitis vinifera cv Sauvignon
blanc). (a) Valeurs moyennes + SE du potentiel hydrique de base (avant I'aube) (¥pp) sur les
deux périodes d’expérimentations pour chaque semaine de mi-juin (semaine 25) a début
octobre (semaine 40). Les symboles et les lignes représentent I'année : cercles et lignes pleines
pour 2018, diamants et lignes pointillées pour 2019. Les couleurs représentent les différents
stress : plantes controles (bleu), plantes symptomatiques d’esca (rouge), plantes en déficit
hydrique (jaune). (b) Relation entre ¥rp et le potentiel hydrique minimum (a midi) Wup sur les
deux années. La ligne noire indique la régression 1 :1. Le traitement (controle, esca et déficit
hydrique) a un effet significatif sur Wpp (P<0.0001), et Wpp (P<0.0001). ¥rp et Yup ne different
pas significativement entre plantes témoins et esca (P=0.68 et P=0.46, respectivement), tandis
que le déficit hydrique présentait des valeurs de ¥ significativement différentes par rapport
aux plantes témoins (I’<0.0001) et esca (P<0.0001). Figure extraite de Bortolami et al. soumisi9
qui est inclus dans la sélection de publication jointe.
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Nous avons mis en évidence une interaction antagoniste tres forte entre la contrainte
hydrique (Wpp<-0.8MPa) et l'expression des symptomes d’esca chez le cépage
Sauvignon blanc, puisqu’aucune des plantes soumises a ce stress hydrique n’a exprimé
des symptomes foliaires d’esca (2018, 2019) alors que 31% et 32% des plantes bien
irriguées ont exprimé des symptomes chacune des deux années de 1'étude (Tableau
1 extrait de Bortolami et al. soumis{1%). Cette incidence est similaire a celle observée
dans le vignoble d’origine des vignes. Ce résultat indique que le transport de 'eau
dans la plante et son statut hydrique jouent un role clé dans le développement des
symptomes. Le stress hydrique induit dans cette étude est plus important que celui
observé en moyenne au vignoble (Charrier et al. 2018), cependant la mise en évidence
d’une relation nette entre statut hydrique de la vigne et expression de 1'esca suggere
que la mesure du potentiel hydrique de la vigne au champ pourrait conduire a mieux
comprendre l'interaction entre le climat et I'expression de I'esca (ro6le du VPD et de la
sécheresse édaphique).

Tableau 1. Effet du régime hydrique et de l'historique de la maladie de I'esca sur le

développement des symptomes d'esca chez Vitis vinifera cv Sauvignon blanc.

Watering regime and historical disease record

Well-watered (WW) Water deficit (WD)
Esca symptoms the year

of the experimentation PA pS PA pS

Presence esca leaf o o o o
symptoms in 2018 14 % (2/14) 50 % (6/12) 0% (0/13) 0% (0/12)
Presence esca leaf

symptoms in 2019 33 % (4/12) 31 % (4/13) 0% (0/13) 0% (0/13)

Plants are grouped by their watering regime: well-watered plants (WW), mean Wpp > -0.3 MPa; water
deficit plants (WD) mean Wpp < -0.5 MPa from July to October, and by their disease history: plants that
never expressed symptoms since 2012 (previously asymptomatic, pA), and plants that have expressed
at least once since 2012 (previously symptomatic, pS). Ratios present the number of symptomatic plants
in each category over the total number of plants of the category in each of the two different years.
Source: Bortolami et al. soumis{19

Le suivi physiologique des ceps de vigne en pots soumis a un stress hydrique ou
exprimant des symptomes d’esca nous a permis de mettre en évidence les différences
fondamentales entre ces deux stress (Bortolami et al. soumis’?). La conductance
stomatique de la plante entiere (mesuré grace a la pesée continue des pots) chute dés
l'initiation de la sécheresse et dés I'expression foliaire d’esca (Fig. 22A, période II).
Cependant pour les plantes en stress hydrique cette chute de la transpiration est causée
par la chute du potentiel hydrique minimum (Fig. 22B) et de base (Fig. 21b) alors que
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dans le cas de I'esca, les potentiels hydriques restent similaires a ceux mesurés sur les
plantes controdles (Fig. 21a, b, 22B). La chute de transpiration des plantes exprimant
'esca est significativement corrélée a la réduction de la surface foliaire transpirante
(apparition et augmentation des symptomes d’esca sur feuilles) et nous pouvons noter
que ces plantes symptomatiques produisent de nouvelles pousses (vertes) qui
permettent la reprise de la transpiration (Fig. 22A, C; période III) et certainement la
restauration des réserves carbonées (voir Bortolami et al. soumis{19).

AT échelle de la feuille, les symptomes foliaires d’esca ou le stress hydrique entrainent
tous deux une baisse de conductance stomatique et de 1’assimilation photosynthétique
mais seul 1'esca entraine une baisse de I'efficience d’utilisation de I'eau (WUE) et un
dysfonctionnement du photosysteme II (Fig. 22D) suggérant une atteinte des capacités
photosynthétiques des feuilles. Les feuilles symptomatiques d’esca présentent
également une augmentation significative des exoses (glucose et fructose) et une baisse
du sucrose (voir Bortolami et al. soumist?) suggérant une augmentation de I'activité
de I'invertase comme observé chez d’autres pathosystemes (Berger et al. 2007 ; Medici
et al. 2014) et des conséquences sur le transport phloémien. Ces variations de
carbohydrates non structuraux (NSC) sont significativement corrélées aux symptomes
foliaires (% feuille verte).

Enfin nous avons pu mettre en évidence que la réponse de la plante a la sécheresse
n’est pas affectée par l'historique pathologique des ceps de vigne (expression des
symptomes les années passées). Ces résultats apportent des connaissances nouvelles
sur la pathogénese de I'esca en comparant pour la premiere fois la physiologie a
I’échelle de la plante entiere de deux stress impactant le systéme vasculaire de la vigne.
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Figure 22. Physiologie de la plante entiére et des feuilles au cours de l'expression des
symptomes d’esca et d'un déficit hydrique chez Vitis vinifera cv Sauvignon blanc : conductance
stomatique de la plante entiere (A-C), échange gazeux des feuilles et rendement quantique
maximal du photosysteme II (D). (A) Evolution de la conductance stomatique de la plante
entiére Gs (mmol m2 s) par rapport au début du stress en semaines (la semaine 0 indique la
premieére apparition d.es symptomes foliaires, ou le jour ol nous avons commencé le stress
hydrique). Les couleurs représentent les différents stress : bleu pour le contrdle, rouge pour
les symptomes de I'esca et jaune pour le déficit hydrique. La ligne bleu clair représente la
valeur moyenne de G;dans les plantes controles sur les deux saisons (n=7 plantes). Les points
représentent les Gshoraires de la plante entiere pour chaque plante stressée, les lignes épaisses
(rouge et jaune) représentent la moyenne mobile sur cing jours des valeurs de G; pour les
symptomes (n=11 plantes) et le déficit hydrique (n=20 plantes). Les lignes pointillées verticales
séparent trois périodes différentes de développement des symptomes de l'esca et du déficit
hydrique. (B) Relation entre le potentiel hydrique a midi (WYmp) et le Gs; maximal horaire
enregistré le méme jour (Gs max) pour différents stress. (C) Evolution du pourcentage de
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surface verte de la canopée (surface verte) par rapport au début du stress pendant I'esca (ligne
rouge) et le déficit hydrique (ligne jaune). Les lignes représentent la valeur moyenne, et la
bande grisée l'erreur standard. (Ci) Relation entre Gset surface verte pendant la période II pour
les plantes symptomatiques de l'esca. Les points représentent les Gs horaires, les points foncés
la valeur moyenne de G;dans une fenétre de 5% de la surface verte (par exemple, le premier
point foncé représente les Gsmoyens entre 100% et 95% de la surface verte, le second entre 95%
et 90%). La ligne rouge représente la régression linéaire de la valeur moyenne. (Di)
Conductance stomatique des feuilles (g, mmol m2 s). (Dii) Assimilation foliaire nette de CO»
(A, pmol m? s1). (Diii) Efficacité d'utilisation de l'eau (WUE=A/gs, pmol mmol?). (Div)
Rendement quantique maximal du photosystéme II (PSI[=Fv/F,,) pour les feuilles controles
(bleu), asymptomatiques esca (avant et aprés les symptomes, vert), symptomatiques (rouge)
et en déficit hydrique (Wpp <-0.5 MPa, jaune). Figure extraite de Bortolami et al. soumis(19.

Les travaux décris ci-dessus démontrent que l'interaction entre la vigne, ses agents
pathogeénes et un stress abiotique comme la sécheresse dépend de Iétat physiologique
de la plante (donnée par exemple par la mesure du potentiel hydrique et des échanges
gazeux). Nous avons mis en évidence que lefficacité d’infection d’E. necator,
pathogéne biotrophe, est négativement affectée par 1'état de stress hydrique de la
vigne, bien que les dommages sur la plante (chloroses) soient plus importants lorsque
les stress sont combinés (chez un cépage sensible a la maladie uniquement). Nos
travaux indiquent que l'esca, maladie vasculaire de la vigne, est totalement inhibé
lorsque la plante est soumise a une forte sécheresse (entrainant la fermeture
stomatique mais pas de cavitation). Les processus sous-jacents de la réponse de la
vigne aux maladies et au stress hydrique sont clairement distincts (role du potentiel
hydrique, des phytohormones et du métabolisme carboné) mais peuvent entrainer des
effets physiologiques similaires (baisse de la conductance stomatique).

La physiopathologie de la vigne, alliant 1'étude de sa physiologie a celle de la
pathogénese de différentes maladies afin de comprendre les mécanismes de réponse
de la plante a différents stress biotiques et abiotiques, est une discipline qui prend tout
son sens au regard des défis scientifiques découlant des changements
environnementaux. La compréhension des processus physiologiques sous-jacents au
développement des pathologies de la vigne, en fonction des conditions
environnementales, est primordiale pour pouvoir in fine participer a 1'élaboration de
pratiques de gestion des épidémies. Lorsqu’elle est couplée aux connaissances des
capacités adaptatives des agents pathogénes face a leur environnement, cette
thématique permet de développer une vision intégrée de la santé de la vigne et devient
donc un outil indispensable au développement de I'agroécologie au vignoble.
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PERSPECTIVES

Cette partie est consacrée aux perspectives de recherche que je compte développer
grace aux collaborations établies au cours de ces dernieres années. Ce projet de
recherche s’inscrit dans la continuité des programmes déja développés mais propose
d’élargir le panel d’outils utilisés au service de la méme problématique: la
compréhension des capacités adaptatives des agents pathogénes aux conditions
environnementales et des mécanismes physiologiques sous-jacents au dépérissement
de la vigne. Cela nécessite la mobilisation de collaborations pluridisciplinaires et
I"animation d"une recherche collective.

Les agents pathogenes auraient, en théorie, une forte capacité d’adaptation aux
conditions environnementales et aux conditions de culture (plantes hotes et pratiques)
de par leur temps de génération de courte durée, leur grande taille de population
effective et des taux de mutations supérieurs a ceux de leurs hotes. A 1'opposé,
I'adaptation des plantes pérennes cultivées aux changements environnementaux
repose sur le choix des variétés utilisées afin de faire évoluer la culture en fonction de
I'environnement (actuel et prédit). Chez la vigne, cela demande une forte anticipation
puisque les vignobles sont plantés pour plusieurs décades (Morales-Castilla et al.
2020). La profession viticole est consciente des enjeux actuels et a venir : réduction des
produits phytosanitaires, agroécologie, changement climatique, qualité des plants et
dépérissement du vignoble. Pour répondre a ces enjeux, il est nécessaire de mieux
connaitre 'impact de 1'environnement sur la santé et la physiologie des cépages de
vigne, afin de mieux adapter le choix des cépages et des pratiques culturales pour ainsi
anticiper les effets du changement climatique. Il est pour cela judicieux d’avoir une
approche intégrative de la sélection des cépages en prenant en compte les relations
entre la plante et son environnement tant biotique qu’abiotique.

Les problématiques sur lesquelles je compte travailler a court et moyen terme sont les
suivantes :

- L’impact du climat sur les capacités adaptatives des agents pathogenes et sur
le processus de dépérissement de la vigne (mortalité, baisse de rendement
globale et expression des symptomes d’esca)

- Les processus moléculaires sous-jacents a I'expression des symptomes d’esca
(chez la vigne et chez les micro-organismes) et I'impact des stress abiotiques

- Lasensibilité de différents cépages de vigne aux maladies du bois
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I. FEtudier les relations entre le climat et les traits de vie des agents

pathogenes

Le changement climatique impacte fortement toutes les formes d’agriculture (Wood et
al. 2015 ; Lobell et al. 2008). Les régimes de température et de précipitations affectent
la production végétale (Amthor 2001 ; Wall et al. 2006) par le biais des effets sur la
physiologie des plantes, leur phénologie, leur état de stress hydrique et leur résistance
aux maladies (Chakraborty & Datta, 2003), notamment en viticulture (Chuine et al.
2004 ; Schultz &Jones 2010). Ces variables climatiques affectent également 1'étendue
des épidémies de maladies (Walker 1983) par le biais d'effets sur les cycles de vie des
agents pathogenes, leur taux de croissance et leur agressivité (Coakley et al. 1999 ;
Rosenzweig et al. 2001). Bien qu’ils recouvrent une grande diversité de région dans le
monde (voir Fig. S1 dans Morales-Castilla et al. 2020), les agrosystémes viticoles sont
particulierement sensibles aux variations du climat de par le fait que la vigne est une
plante pérenne (les vignobles sont plantés pour des décennies) et de par leur
localisation fréquente dans des zones climatiques particulierement sujettes a
I'augmentation des températures et de la fréquence des sécheresses. Le changement
climatique est a la fois un challenge politique, économique et sociétal qui se rajoute,
particulierement en viticulture, a des défis importants pour réduire 1'utilisation des
pesticides et atténuer les impacts sur l'environnement. La lutte contre les maladies et
les ravageurs est un sujet crucial a prendre en compte dans la gestion de la
vulnérabilité des vignobles au changement climatique (Bois et al. 2017) et dans la mise
en place de stratégies d’adaptation de l'industrie viti-vinicole.

Synthese de la littérature et méta-analyses

La recherche en viticulture s’est fédérée autour de la thématique du changement
climatique dans le cadre du projet LACCAVES soutenu par le métaprogramme sur
I'adaptation de l'agriculture et de la forét au changement climatique (ACCAF). Dans le
cadre de ce projet, nous réalisons une synthese de la littérature (non publiée) que nous
couplerons a une méta-analyse afin de présenter un état de l'art quantifié sur les
relations entre le climat et la sphére biotique de la vigne. Nous nous attachons a fournir
un bilan de connaissance sur les questions suivantes: Quels sont les parametres
climatiques qui impactent la sphere biotique de la vigne ? Et dans quelle mesure ?
L’impact du climat varie-t-il en fonction des organismes considérés (expl : arthropodes,
champignons, bactéries, virus) ? Quels seront les principaux agents pathogenes et
ravageurs de la vigne les plus impactés ? Et quel sera l'effet du réchauffement

5 Les projets LACCAVE puis LACCAVE 2.21 sont coordonnés par J-M. Touzard (UMR innovation) et N. Ollat
(UMR EGFV) et ont permis de regrouper un consortium sur la thématique (https://www6.inrae.fr/laccave/)
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climatique sur les maladies les plus fréquemment rencontrées ? Ce travail a débuté lors
du stage de Maéva Po (2020).

La recherche bibliographique réalisée en 2020 a conduit a un total de 155 articles
sélectionnés pour cette synthése parmi 1460 articles analysés méticuleusement qui sont
issus d"une recherche dans Web of Science combinant des mots clefs sur la vigne et la
viticulture, les différents parametres climatiques et les différents agents pathogenes et
ravageurs. Ces 155 articles nous ont permis d’analyser 462 interactions individuelles
entre la vigne, un parametre climatique et un agent pathogene ou ravageur. Ce travail
préliminaire a permis de mettre en évidence que la majorité des interactions étudiées
concerne les agents pathogenes (principalement des champignons ascomycetes) et les
ravageurs (arthropodes) (Fig.23a-b). Les maladies les plus fréquemment étudiées sont
le mildiou, I'oidium, les maladies du bois, les moisissures et les chancres (Fig.23d) ; ce
sont d’ailleurs les plus rencontrées au vignoble (Bois et al. 2017). En ce qui concerne
les types d’interactions biotiques, il est a noter que les biotrophes sont les plus étudiés,
suivis des nécrotrophes, ravageurs, hémibiotrophes et vasculaires (Fig. 23c). Quant
aux ravageurs, la pyrale de la vigne, les cicadelles de la vigne et les cochenilles sont les
plus étudiées (Fig. 23e). Ces interactions vigne-climat-pathogenes/ravageurs sont
principalement étudiées en conditions expérimentales dans 51% des études (que ce
soit au laboratoire, en serre ou au vignoble), lors de suivis au vignoble (19%) ou encore
font I’objet de travaux de modélisations (15%).

Nous avons répertorié les résultats issus de ces différents articles afin d’analyser
I'impact des variables climatiques sur la sphere biotique de la vigne (approche par vote
counting). Sur I’ensemble des interactions étudiées, 34% des interactions présentent un
impact positif du changement climatique sur 1'environnement biotique de la vigne
conduisant a des dégats plus importants pour la culture, tandis que 25 % des
interactions présentent un impact négatif sur les agents pathogenes et ravageurs (donc
moins de dégats pour la vigne). De plus, 18% des interactions ne montrent aucun effet
du changement climatique sur l'environnement biotique de la vigne et 22% des
interactions étudiées ne présentent pas de tendance claire ou des tendances trés
variables selon les conditions et qui sont par conséquent difficilement interprétables.

Ce travail de synthese, qui sera poursuivi a court terme, permettra de faire le point sur
I'avancement des efforts de la recherche sur ce théme. Nous réaliserons une méta-
analyse suite a I’extraction des données disponibles de cette base bibliographique afin
de quantifier et comparer 'impact du climat (plus précisément de la température
puisque ce parameétre est le plus étudié) sur les agents pathogenes et ravageurs de la
vigne. Une mise a jour suivi d"'une méta-analyse de la base de données présentées en
Fig. 18 sera également réalisée afin d’analyser et quantifier les interactions entre la
sécheresses et les maladies cryptogamiques.

54



®

10}09/\
J03EpaId ISIenmIny
webe |osuoo0lg
101 POOM
umousun

1seah Jsiuobejuy
SNUIA

apioibuny

101 young

Isny

aseasip [ebung
aseas|p |elsjoeg
Jo1epald Awsuus [einjeN
J10100A 189d

ployseled

PIOW

J9¥ue)

aseas|p yunip

1sed

®

Wﬂﬂﬂmmmﬁmﬁﬁﬁ_

eJaxo||Ayd

1004 Yoe|g
siseleoy

JION slog

10ds jean

SNIIA

10}08A 82181d
sisoleula)y

Isny

asoudeIyuy
9910p 90U8dSAAR|4
elIBJOBq 92I81d
j0ds jes| pue aued sisdowoyd
J9yuen

PION

map|iw Alapmod
mapjiw Aumoq

MaplIN [

aseas| yuni| auinadeln

palpn}s suopoeIdlul JO JaquinN

©

o
@©

M

[=3
©

T
=) =] o =]
< « =] ©

0

Jo1epald isienminiy @

J01epald Awsuus [einjeN
JIORETY

wiebe |oJiuoooig

| I Y s I S|

1sad

o
©

e e

o -

palpnis suoljoeiaul Jo JBquinN

BuiAeosap poop
10108/

Joyepald isiieninpy
wabe |oJuoo0ig
1seaA 1siuobejuy
SNUIIA

apioibuny
Jo1epald Awauus [einjeN
10}09A 1s9d

umouun

ployseled

©

Jejnosep

ydodjoiqiwey

uaboyied

[

1sed
ojydosjoioaN

W(ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂmmmmmmmmm

| udonoig _

00 -

250

200

T T T 1 T T
(=3 o [=] o o (=]
w0 o (o] o @©

- =

(=]
©

o wn (= n o 0 o

Y Y ~— ~—

Japids eigaz

1SNO0| UBDO0ION
BngAresiy

Ureay paonieT]
Jaddoysselb usaib abie]
eJaxo||Ayd auinadeln
yow Auaq adein

sale alA|D

Jej00ysdieys usaib anig
ajw Jopidg

VIIN99M UBplern)
J1addoyyueld puxio
|IN@9M BUIA YoE|g

dsepm

Jaddoyjes| Buissid
Jaddoyyes| usain
sbimieq

sllAyoon

a[eos BngAesy
Jaddoyyjes| auip

yiow suinedesd ueadoing

*z

de la classe biotique, (b) :

du ravageur

de la maladie et (e) :

ion, (d)

du type d’interact

2z

55

© -
palpn}s suonioeIajul JO JaquInN palpn}s suonoeIdul JO JBquINN palpn}s suonoeIdul JO JaquinN

Figure 23. Nombre d’interactions étudiées (vigne - parametre climatique - agent

étudié. Figure extraite du rapport de stage de Maéva Po (2020).

pathogéne/ravageur) parmi les 155 articles en fonction (a)

du type d’interaction, (c)



Phénologie des champignons phytopathogeénes

La phénologie est largement utilisée pour étudier les stades de développement des
plantes et une échelle commune de la phénologie est utilisée a I"échelle interspécifique
(échelle BBCH pour Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt et CHemische
Industrie). Bien que des études existent sur la phénologie des champignons (Dickie et
al. 2010 ; Andrew et al. 2018a, b) et que des bases de données dédiées aux champignons
soient développées pour la description de leurs traits de vie (Zanne et al. 2020), il
n’existe pas d’échelle commune, telle qu’elle existe pour les plantes, permettant une
approche globale de la phénologie des champignons phyto-pathogenes.

TEMPO est un réseau national d’observatoires dédiés a la phénologie de 1'ensemble
du regne vivant (especes végétales et animales, exploitées et sauvages). Dans le cadre
de TEMPO, I'observatoire de la phénologie des champignons phyto-pathogenes, dans
lequel je m’implique depuis environ un an, vise a développer une telle échelle.
L’objectif de ce travail, couplé aux approches de syntheses quantitatives décrites ci-
dessus et aux approches expérimentales de génétique quantitative décrites ci-dessous,
sera de travailler a la production de données homogenes sur la phénologie des traits
de vie des champignons phyto-pathogénes permettant a terme d’étudier I'impact des
changements environnementaux sur les interactions plantes-pathogeénes. Etudier le
lien entre la phénologie des traits de vie des phyto-pathogéenes et les symptomes
observés sur les plantes sera un levier intéressant pour la compréhension des facteurs
al'origine du développement des épidémies. Le travail mené dans le cadre de TEMPO
n'est pas spécifique a la vigne, permettant ainsi de garder une vision large de la
problématique climat-maladie des plantes.

Capacités adaptatives des agents pathogénes: approche expérimentale de type
« common garden »

Les agents pathogenes ont la capacité de s'adapter a leurs hotes, a leur environnement
abiotique que ce soient aux fongicides ou au climat (Kawecki & Ebert 2004 ; Laine 2008).
La variation de la température représente 1'une des sources les plus omniprésentes de
variation environnementale, et les pathogenes ayant un stade de transmission libre
sont considérés comme particulierement vulnérables a la variation des températures
(Truscott & Gilligan 2003). En France, les vignobles sont répartis dans des zones
climatiques contrastées: climat méditerranéen, océanique et continental. Il a été
démontré que la température affecte la capacité du pathogene a infecter, sa latence ainsi
que sa sévérité (e.g. Burdon 1987 ; Thomas & Blanford 2003 ; Fels & Kaltz 2006). Il y a
de plus en plus de démonstrations que 1'effet de la température sur l'adaptation des
pathogenes peut étre véhiculé par des interactions génotype-environnement (GxE),
suggérant que I'adaptation a I’environnement biotique et abiotique peut étre fortement
liée (Ferguson & Read 2002 ; Price et al. 2004 ; Mitchell et al. 2005 ; Fels & Kaltz 2006).
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Les capacités d’adaptation different-elles selon le type d’interaction (pathogénes
biotrophes vs. vasculaires) ? Dans quelles mesures les pathogénes seront-ils capables
de répondre aux modifications environnementales ? Un des objectifs sera ici de
comprendre si les différents agents pathogénes, aériens et vasculaires, peuvent
s’adapter a I'hétérogénéité des environnements abiotiques (température, humidité) et
d’en déduire le role de ces capacités d’adaptation dans le dépérissement de la vigne.
Une approche type « common garden », centrée sur l'étude des traits de vie des
champignons et oomycetes pathogéenes (Zanne et al. 2020) pourra étre utilisée : collecte
de différentes provenances de souches sur le terrain (différents climats d’origine et
plantes hotes) et inoculation en conditions contrdlées dans différents environnements
abiotiques et biotiques afin d’étudier les normes de réaction des traits d"histoire de vie
de ces agents pathogenes (adaptation génétique, plasticité phénotypique).

Afin de tester ces hypotheses chez le mildiou de la vigne, nous avons collecté des
souches au vignoble (n=70) dans deux zones climatiques en France-Espagne sur un
seul cépage a large aire de répartition : le Chardonnay (Fig. 24A). L’objectif est de
quantifier la part d’adaptation génétique (G), de la plasticité c’est-a-dire 'effet de
I'environnement (E), et de leurs interactions (GxE, plasticité adaptative) dans
I'agressivité de P. viticola par 1'inoculation de ces différents isolats sur Chardonnay a
trois températures différents (i.e. trois environnements : 12, 18, 24°C).

Nous avons mis en évidence une adaptation génétique significative des souches de
mildiou a leur habitat d’origine (Fig. 24B ; effet « provenance » significatif au sein de
chaque environnement pour le trait de vie « quantité de spores produites », P=0.03).
De plus, nous avons démontré que les souches présentent une forte plasticité
phénotypique face a la température (Fig. 24B; agressivité variable entre les
environnements, P<0.0001). Enfin l’analyse des normes de réaction indique une
réponse différenciée selon la provenance d’origine (Fig. 24B ; les normes de réaction se
croisent entre les deux provenances et entre les souches, P<0.0001). La température
optimale est la méme pour les deux provenances (18°C) avec une plus grande
agressivité des souches de la provenance sud a cette température optimale. Les souches
de la provenance nord sont plus agressives dans les deux conditions sub-optimales
(froides et chaudes).
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Figure 24. (A) Répartition des populations de P. viticola échantillonnées sur Vitis vinifera cv.
Chardonnay dans le nord et le sud de son aire de répartition européenne. (B) Normes de
réaction moyenne pour chaque provenance (nord et sud) entre la quantité de spores produites
par P. viticola et la température d’incubation obtenues grace a trois chambres de cultures. L’effet
de la provenance (G : différenciation génétique) sur la réponse de la production de spores a la
température est significatif (P=0.028), l'effet de la température (E : environnement, plasticité
phénotypique) est significatif (’<0.0001) et l'interaction GXE est également significative
(P<0.0001). (C) Normes de réaction pour chaque souche de la provenance nord entre la quantité
de spores produites par P. viticola et trois températures d’incubation. (D) Normes de réaction
pour chaque souche de la provenance sud entre la quantité de spores produites par P. viticola
et trois températures d’incubation. Résultats préliminaires.
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A court terme, ces données seront analysées par des modeles statistiques mixtes pour
la totalité des traits de vie étudiés notamment via les dynamiques de libération des
zoospores, les temps de latence et la taille des spores dans chacun des environnements
étudiés. La différenciation des traits quantitatifs d’agressivité sera comparée a la
différenciation génétique de marqueurs neutres afin d’étudier le type de sélection
exercé par le climat sur les populations de mildiou de la vigne.

A plus long terme, l'objectif est ensuite de développer ces approches pour les
champignons du bois de la vigne en émettant I'hypothese que l'adaptation des
différentes souches et des différentes especes de champignons aux conditions
environnementales a la plante hote (cépages) pourraient sous-tendre 1'expression des
maladies du bois et la mortalité des ceps au vignoble. LUMR SAVE possede des
collections de champignons du bois utilisées, par exemple, pour comparer des souches
et des especes de champignons face a différentes conditions environnementales (Bellée
et al. 2017). L’ objectif sera de poursuivre ces travaux en développant des approches de
génétique quantitative pour étudier la variabilité d’'une gamme de traits de vie de
différents champignons du bois en utilisant différentes provenances (plantes hotes,
climat, sol) pour comparer les capacités adaptatives de ces champignons. Cela
nécessiterait donc de récolter de nouvelles souches et especes qui n’auraient pas été
repiquées en série, comme nous l’avions mis en place pour le mildiou ou I'oidium.

II. Etudier la contribution relative du climat dans le dépérissement des
plantes pérennes

Roéle des facteurs climatiques dans le développement de I’esca et de la mortalité de la

vigne

Un premier objectif a court terme sera 1'étude du role des facteurs climatiques dans
I'expression des maladies du bois (esca) et la mortalité de la vigne. Certaines études
discutent du potentiel role des conditions climatiques dans le développement des
maladies du bois (Marchi et al. 2006 ; Andreini et al. 2014 ; Serra et al. 2018 ; Calzarano
et al. 2018; Kraus et al. 2019) mais peu de jeux de données épidémiologiques
permettent d’étudier la contribution relative de différents parametres climatiques au
cours du temps (échelle intra- et interannuelle). D’une maniere générale, I'étude du
role du climat dans le dépérissement des plantes pérennes est encore un champ de
recherche assez inexploré bien que ce soit essentiel pour mieux gérer ces crises
sanitaires. Une base de données a été construite dans le cadre du projet PHYSIOPATH
au sein d"une parcelle de Sauvignon blanc sur laquelle nous avons réalisé des notations
de symptomes depuis 2012 toutes les deux semaines (entre juin et septembre). Par des
approches de modélisations statistiques nous étudierons les facteurs climatiques en
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lien avec les dynamiques d’expression de symptomes et de mortalité a 1’échelle intra-
et interannuelle. Nous mobiliserons également les bases de données de notation de
symptomes et mortalité de 'UMR SAVE (échelle régionale, collaboration avec Lucia
Guerin-Dubrana, Pascal Lecomte) afin de caractériser les relations entre le climat et
I'expression des symptomes d’esca / mortalité. Ce travail sera I'objet d'un post-
doctorat dans le cadre du projet ESCAPADE.

Ampleur du dépérissement de la vigne a I'échelle globale

A moyen et plus long terme, nous avons 'ambition de réaliser des travaux a I'échelle
globale sur 'ampleur du dépérissement de la vigne tel que cela a été fait pour les
écosystémes forestiers (Allen et al. 2010 ; Cailleret et al. 2017, ou voir l'initiative
« International tree mortality network ©»). L’objectif est de rassembler les données
existantes (rendement et mortalité) dans différents vignobles du monde mais
également de mobiliser un réseau international d’experts pour réaliser des
quantifications de la mortalité dans les vignobles. Conjointement a ce projet,
l'identification des stratégies de gestion du dépérissement pour différents vignobles et
de leur efficacité, ainsi que I'évaluation de I'impact économique du dépérissement a
’échelle mondiale serait réalisé avec Adeline Alonso Ugaglia (UMR SAVE) dans le
cadre de notre participation a un projet déposé (Grand Programme de Recherche de
I"Université de Bordeaux « GPR TACKLING »). La quantification a I’échelle mondiale
du dépérissement de la vigne et 1'étude de la contribution relative des facteurs qui en
seraient a 1’origine ou qui contribueraient a ce processus de déclin (climat, pratiques,
variétés, agents pathogénes) n’a jamais été réalisée. Ce projet a plus large échelle sera
initié a partir de 1'été 2021. De plus, dans le cadre de ce projet, nous tissons des liens
avec les pathologistes forestiers (en collaboration avec Cécile Robin, BIOGECO) pour
étudier conjointement le dépérissement de la vigne et du chataigner a l'échelle du
globe (ampleur du dépérissement et perception par les professionnels; co-
coordination d'un workpackage dans la cadre du GPR TACKLING (en attente de
réponse). Ces travaux transversaux permettraient de développer une vision plus
générale, plus riche, des processus de dépérissement des plantes pérennes.

6 https:/ / www.tree-mortality.net/
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III. Etudier les processus sous-jacents aux interactions vigne-
environnement- pathogeénes

Nos travaux récents ont permis d’explorer pour la premiere fois I'impact de 1'esca sur
le fonctionnement hydraulique de la vigne et I'interaction entre la sécheresse et la
pathogénese de I'esca. Si nos résultats démontrent le role central joué par le transport
de l'eau dans la plante dans l'expression des symptomes, ils ont bien évidemment
conduit a de nouvelles pistes de recherche. Quels sont les facteurs/signaux
moléculaires conduisant la plante a produire des occlusions obstruant ainsi ses
vaisseaux ? La segmentation hydraulique entre la tige, le pétiole, les nervures, permet-
elle de sauvegarder I'intégrité du fonctionnement hydraulique des parties pérennes ?
Quelles sont les conséquences des occlusions des vaisseaux pour le fonctionnement
hydraulique sur le long terme ? Par quels processus la sécheresse a-t-elle inhibé
I'expression des symptomes d’esca ? Quel role pourrait jouer la nutrition azotée dans
I'expression des symptomes d’esca ? Quelles sont les caractéristiques anatomiques des
cépages qui sous-tendent leur sensibilité aux maladies du bois et a la sécheresse ? Ces
questions ne sont que quelques exemples de nombreuses pistes de recherche qui
s’ouvrent a nous aujourd’hui. Je décrirai ci-apres les projets qui vont se réaliser a court
terme via des financements déja acquis.

Impact de la sécheresse sur le développement de l'esca de la vigne : étude des processus
moléculaires

La forte interaction antagoniste entre la sécheresse et I'expression des symptomes
d’esca mise en évidence au cours de la these de Giovanni Bortolami laisse place a
différentes hypotheses concernant les processus moléculaires sous-jacents telles que (i)
la réduction du transport de molécules signal qui pourrait étre a l'origine des
symptomes, (ii) le renforcement de la résistance de la plante ou (iii) la réduction de
'agressivité des agents pathogenes en condition de sécheresse. Afin d’étudier I'impact
de la sécheresse sur les communautés de champignons du bois (composition et
activité), nous utiliserons la méta-génomique (caractérisation des abondances relatives
des différents champignons du bois selon les conditions) couplée a la méta-
transcriptomique (caractérisation de I’activité de la communauté de champignons du
bois ; recherche des facteurs de virulence; voir Morales-Cruz et al. 2018). Afin
d’étudier I'impact de la sécheresse sur la vigne et les agents pathogénes, nous
utiliserons la dual-RNAseq (réponse jointe de la plante et des champignons aux
changements environnementaux). Pour ce volet, il s’agira d’utiliser les échantillons
déja prélevés au cours de la pathogénese de 1'esca chez Sauvignon blanc et au cours
de la sécheresse (thése de G. Bortolami, projet PHYSIOPATH). Pour le traitement des
échantillons et les analyses bio-informatiques, nous nous appuierons sur des
collaborations locales (J. Vallance UMR SAVE pour la méta-génomique ; voir Bruez et
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al. 2020 ; M. Foulongne-Oriol, UR MYCSA pour la dual-RNAseq) et internationales
(UC DAVIS pour la méta-transcriptomique) grace a un partenariat INRAE-UC DAVIS
mis en place en 2020, ainsi que sur des projets déposés en cours d’expertises (expl :
GPR « Bordeaux Plant Science, BPS »). L’étude de la composition moléculaire des
différents tissus prélevés au cours de la pathogénese de l'esca et au cours de la
sécheresse serait une avancée technologique et scientifique importante permettant
d’étudier les processus moléculaires en action, et éventuellement, 1'identification de
molécules signal de la pathogénese de l'esca. Ce dernier aspect sera exploré par la
Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) du solide a tres haut champ avec 'UMR
CBMN (A. Loquet, projet ATOMIVINE).

Ce volet devrait se réaliser a court et moyen terme grace a des projets déja
obtenus (projets ATOMIVINE et ESCAPADE ainsi que le partenariat avec UC Davis)
ou déposés (co-coordination d'un workpackage dans la cadre du GPR Bordeaux Plant
Science ; un post-doctorat demandé) et les collaborations citées ci-dessus.

Role des relations hydriques et minérales dans le développement de 'esca

Le second objectif sera de poursuivre 'étude du role de la transpiration dans le
développement des symptomes foliaires. La sécheresse et le VPD sont deux facteurs
pilotant les relations hydriques des plantes, dont la contribution relative au
développement de 'esca reste a explorer.

Tout d’abord nous approfondirons notre étude sur les impacts de la sécheresse
en appliquant différents niveaux de stress hydrique a différents stades phénologiques
de la vigne afin de mieux caractériser le role de la réduction du flux de seve dans
I'expression des symptomes. Il s’agira, comme lors du projet PHYSIOPATH, de
réaliser des prélevements récurrents d’échantillons et des suivis physiologiques au
cours de différents stress (esca, sécheresse) en renouvelant et en faisant évoluer les
dispositifs expérimentaux mis en place lors du projet PHYSIOPATH (expl : plusieurs
cépages, installation de capteurs tels que des psychrometres de tiges et micro-
dendrometres sur un grand nombre de ceps installés sur des balances individuelles).
Il s’agira également de caractériser la présence des occlusions a I’échelle de la plante
entiére (y compris au sein du tronc, organe inexploré jusqu’a présent et notamment
dans la «bande brune» observée en surface du xyleme sous 1'écorce lors de
I'expression des symptomes), et d’étudier I'impact de ces occlusions sur le long terme.

A plus long terme, des dispositifs expérimentaux seront mis en place pour
explorer le role du VPD (expl: variation de la température et de I'humidité de l'air
pour une teneur en eau du sol constante) dans la pathogénese de 1'esca.

Le fonctionnement hydraulique de ceps atteints d’esca serait étudié tout au long
du développement de la maladie a l'aide de visualisation en microtomographie a
rayon X plusieurs fois dans la saison (avant, pendant, aprés l'expression des
symptomes) et au cours de plusieurs saisons sur une méme population de ceps de
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vigne (collaboration UMR BIOGECO, S. Delzon). Ce dernier point serait possible dans
le cas ou nous acquerrions un microtomographe a rayon X a systeme ouvert
localement, sur le site de I'Université de Bordeaux (projet déposé CPER « microsec »).

A plus long terme, ces approches (ceps agés en pots, utilisation de capteurs et
de balances, microtomographie) pourraient également permettre de tester des
hypotheses plus appliquées sur 'impact des méthodes de taille et des modes de
conduite dans I'expression des symptomes foliaires.

Enfin notre objectif sera d’élargir le panel de conditions environnementales étudiées
pour comprendre comment I’environnement abiotique influence le développement de
I'esca et la physiologie de la vigne. Nous nous intéresserons a l'impact de la
fertilisation azotée sur le développement de 'esca grace a notre dispositif de ceps agés
en pots (sur deux cépages : V. vinifera cv. Sauvignon blanc et Cabernet sauvignon). La
fertilisation azotée, en plus de son role dans la croissance et la productivité de la plante,
peut jouer un rdle clé dans les interactions plantes-pathogenes (Fagard et al. 2014 ; Mur
et al. 2017; Wang et al. 2019). L’azote joue également un role clé dans le
fonctionnement hydraulique et la balance carbonée des plantes pérennes (McDowell
et al. 2011 ; Zhang et al. 2018) ce qui permettra de faire le lien avec nos travaux passés
(Bortolami et al. soumisi1®). Le role de 'azote dans le développement des maladies
du bois chez la vigne n’a pas été étudié a notre connaissance (seulement sur 1'oidium
et la pourriture grise, Bavaresco et al. 1987 ; Mundy 2008 ; Mundy et al. 2007 ;
Thomiidis et al. 2016) et a été peu étudié sur les maladies vasculaires en général (mis a
part sur les maladies de flétrissement ; expl : Wang et al. 2016). Nous tirerons donc
parti de notre dispositif expérimental de ceps agés en pots pour tester I'impact de la
fertilisation azotée sur le développement de l'esca, la physiologie de la vigne,
I'anatomie du xyleme, et le métabolisme de la vigne et des agents pathogenes du bois.

Ce volet sera développé dans le cadre de la these Ninon Dell’ Acqua qui a débuté son
travail en janvier 2021 et d'un post-doctorat arrivant en mai 2021 (projets ESCAPADE
& VITIPIN).

Comparaison de la sensibilité d’une gamme de cépages aux maladies du bois au
vignoble

Si la diversité des variétés de vigne disponible est un outil possible pour adapter la
viticulture aux changements environnementaux (Morales-Castilla et al. 2020), cet outil
souffre d'un manque de connaissance en ce qui concerne la sensibilité des cépages aux
maladies du bois. Nous avons étudié la sensibilité de jeunes boutures racinées a
I'inoculation d"un agent pathogéne du bois (Pouzoulet et al. 2020) et d’autres études
sont en cours sur d’autres cépages et d’autres agents pathogenes (a INRAE, a UC
Davis). Cependant, les connaissances sur la sensibilité des cépages aux maladies du
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bois (notamment en France a l'esca) en condition de culture restent limitées par la
diversité de parcelles suivies, le plus souvent dans le cas d’observatoires régionaux
(expl : Bruez et al. 2013), bien que certaines études comparent une dizaine de cépages
au sein de la méme parcelle (expl : Quaglia et al. 2009). Peu de systémes expérimentaux
ou de parcelles viticoles permettent une comparaison de nombreux cépages dans un
méme environnement (qui permet de limiter l'effet terroir sur l'expression des
symptomes de maladies du bois).

Afin d’étudier la physiopathologie de différents cépages au vignoble, nous utiliserons
le dispositif VITADAPT (Destrac Irvine & van Leeuwen 2016) qui permet de comparer,
sur une méme parcelle, 52 cépages de vigne. Le travail sur VITADAPT permet de
comparer au fil des ans I'évolution de la phénologie, physiologie et qualité des baies
de ces cépages avec le climat bordelais, dans une perspective de sélection des cépages
adaptés au climat de demain. La parcelle, plantée en 2012, présente des symptomes de
maladies du bois que nous suivons depuis 2017 a l'échelle du cep (n=2000). Ce
dispositif nous permettra de : (i) comparer la sensibilité des différents cépages aux
maladies du bois et son évolution au cours du temps, (ii) étudier le role des conditions
environnementales sur 'incidence des maladies du bois au fil des ans, (iii) comparer
la présence de nécroses et les communautés microbiennes du bois de ces différents
cépages a différentes périodes de vie de la parcelle, (iv) étudier le role de I’anatomie
du xyléme (feuilles, tiges, troncs) dans la sensibilité des différents cépages aux
maladies du bois. Ce travail a débuté en 2017 avec la mise en place du suivi des
symptomes de maladies du bois sur la parcelle, il se poursuit en 2021 avec un premier
stage de M2. L’objectif de ce travail préliminaire est de caractériser les différences de
sensibilité entre cépages quatre ans apres le début de la détection des premiers
symptomes et de caractériser les communautés de champignons du bois de cépages
présentant un gradient de sensibilité. Un sujet de these sera déposé a I’école doctorale
en 2022 pour conduire ce projet de recherche.
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