le mildiov de la vigne :
évaluation d'un extrait aqueux de Saule

Lutte contre

(Salix) contre Plasmopara viticola

Par Marc Chovelon (GRAB)

La recherche de nouvelles voies de lutte contre le mildiou de la vigne est motivée par la limitation

de Putilisation du cuivre applicable en agriculture biologique. Parmi ces nouvelles voies, I'étude
des mécanismes de défenses naturelles des plantes intéresse la communauté scientifique depuis

Dans la problématique de réduction
des doses de cuivre, I'intérét des élici-
teurs est certain méme si on ne sait que
trés rarement dire précisément quelle
voie métabolique est activée, et dans
quel ordre se passent les réactions.

Objectifs de I’étude

Détude cherche a tester Ieffet éliciteur
de Iacide salicylique par un suivi de la
réaction de la vigne a une inoculation
avec Plasmopara Viticola, aprés élici-
tation. Lacide salicylique est un inter-
médiaire dans les mécanismes de défen-
se des plantes. Son role par exemple
dans le métabolisme de ’eau oxygénée
(H,O,) est connu. Dans la réaction
d’hypersensibilité, en se fixant sur la
catalase (enzyme), il inhibe son action
de dégradation de P’eau oxygénée en
(HyO + O,) (le site actif est bloqué).
L'eau oxygénée n’est ainsi plus dégra-
dée et est a Porigine de la création de
radicaux libres permettant de lutter
contre I’agresseur.

Dans cette étude sont comparés les
effets de solutions d’acide salycilique de
synthése (non autorisé en agriculture
biologique) avec une tisane de saule,
(utilisable en agriculture biologique)
afin de voir si le composé non purifié
(tisane) peut provoquer des réactions
suffisantes pour limiter le développe-
ment du mildiou.

plusieurs années. Dans cette optique, le GRAB a entrepris d’évaluer les effets de Papplication d’un

extrait aqueux de saule (tisane) contre Plasmopara viticola.
Ce produit est souvent utilisée par les vignerons en biodynamie.
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I qu’est ce qu’un éliciteur

: Les éliciteurs sont des substances
: capables d’engendrer chez les plants sen-
j sibles, des mécanismes de résistance
: durable, a grande échelle (plein champ),
j face a lagression d’un organisme patho-
: geéne (champignon, bactérie). Lobjectif
1 étant d’atteindre le degré de résistance
: des cépages les plus tolérants au mildiou.
1 La majorité des expériences a été faite
: sur le tabac et le soja. Les principaux
1 éliciteurs étudiés sont des composés
: fongiques, notamment la cryptogéine
I dont le mode d’action est maintenant
: assez bien connu. On pourrait résumer
I ainsi les étapes de Iélicitation : il y a
: d’abord une reconnaissance entre I’éli-
I citeur et certains récepteurs de la mem-
: brane cellulaire, ce qui induit des réac-
I tions de phosphorylation, qui permet-
: tent la synthese de molécules de défen-
: se (HRGPs, PR protéines, phytoa-
1 lexines). Une réaction d’hypersensibili-
: té s’ensuit souvent, liée a la production
1 de composés radicalaires. La dépolari-
: sation membranaire est assez tardive
1 (Pugin, 1996) soit on le garde mais il
: faut expliquer ce que cela implique, soit
I on le supprime!

1

: Linduction par I’éliciteur se traduit donc
| par deux actions :

* lune directe sur I'agresseur (champi-
gnon pathogene par exemple), par la
néosynthése de composés de défense,
les PR protéines, les HRGP, et les phy-
toalexines (resvératrol par exemple).

¢ lautre indirecte, non orientée spécifi-
quement contre I'agresseur, et qui vise
a inhiber ou du moins a limiter, le
développement de Iagresseur en
créant des conditions qui lui sont
défavorables.

- Une barriere physique apparait : un
certain laps de temps apres I’élicita-
tion la perméabilité de la membrane
diminue et parallelement le taux de
polymérisation de lignine et cutine
s’accroit autour de 'appressorium .

- Une réaction d’hypersensibilité se
met en place, avec apparition de
ROS (C’est quoi?) et de nécroses.

- La quantité de composés phéno-
liques et de tanins augmente.

- Le milieu extra-cellulaire s’alcalinise
(le pH augmente).

- Le cytoplasme s’acidifie.

Les éliciteurs les plus couramment utili-

sés en recherche sont excrétés par les

micro-organismes ou proviennent de

Phydrolyse de parois de champignons

ou de plantes. Ce sont des oligosaccha-

rides (tel le b1,3 Glucane) des oligo-
meres de chitine, des oligopeptides, des
protéines ou des lipides.
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Lévolution de la maladie pour un cépa-
ge est étudiée, en fonction de diffé-
rentes doses d’éliciteur et a différentes
dates d’élicitation.

Dispositif expérimental
Lexpérimentation se fait sur des plants
d’Alphonse Lavallée en pots agés de 2
ans. Deux types d’élicitation a deux
doses différentes sont effectuées :

e une élicitation avec de I'acide salicy-
lique a2 7 mmol/l et 1 nmol/l,

° une élicitation avec une tisane de
saule pure et avec le méme extrait
dilué dix fois,

* témoin : pas d’élicitation.

Lexpérimentation a été conduite, sur 6

plants a chaque fois, sous ombriére avec

des brumisations réguliéres (Smn toutes
les demi heures) afin de faciliter I’instal-
lation de la maladie. Lélicitation se fait
avec 5 ml de produit sur chaque plant.

La tisane de saule a été obtenue selon

une méthode utilisée en biodynamie, sa

concentration en acide salicylique

inconnue a priori, a été mesurée par
HPLC avec une détection UV a 211 nm.

Modalités étudiées
Afin de tester la meilleure date d’élici-
tation, on traite 4 jours et 2 jours avant
I'inoculation (tableau 1).

Les Résultats obtenus

Les résultats sont présentés sous la

forme de graphiques évolutifs relatant

les observations (voir graphiques p.30).

D’apreés cette expérimentation, il appa-

ralt une efficacité nette et marquée de

Iélicitation par acide salicylique.

Pour les modalités a base d’acide sali-

cylique de synthése, il y a un effet dose,

cela semble Pinverse pour les tisanes
puisque celle qui est diluée apparait
plus efficace que la tisane mere.

Deux groupes semblent se différencier :

* le groupe composé par le témoin non
traité, et les modalités C3, C4, qui
n’apparaissent pas trés fortement
différents.

* Le groupe composé des modalités
C1, C2, TM, TD, pour lesquelles I’ef-
ficacité semble significative.

En regle générale, I’élicitation 4 jours

avant P'inoculation semble plus efficace.

Pour la fréquence, les courbes apparais-

sent quasiment paralleles, et ont une

physionomie de “courbes en S”.

Tableau 1 - Récapitulatif des 6 modalités (répétées pour les deux dates d’élicitations) et

un témoin non élicité

Modalités

Témoin

C1 (solution d’acide salicylique de synthése)
C2 (solution d’acide salicylique de synthése)
C3 (solution d’acide salicylique de synthése)
C4 (solution d’acide salicylique de synthése)
TM (Tisane Mere)

TD (Tisane Diluée)

Concentration en acide salicylique
0

7mmol/L

Tmmol/L

Tpmol/L

Inmol/L

0,14pmol/L (mesuré par HPLC)
0,014pmol/L

La quantité de spores inoculées est connue grice a un hématimetre de Malassez. Ici, 3.10°
spores/mL d’eau. Les plantes sont inoculées a raison de 2 ml de suspension par plant.

Analyse et discussion

Pour la fréquence, I'analyse de variance
est excellente, avec de tres fortes pro-
babilités que les différences observées
soient dues aux traitements, ainsi qu’a
la date d’élicitation.

La puissance de I’essai (capacité a diffé-
rencier des résultats) est optimale.

Les comparaisons de moyenne par le test
de Student confirment les résultats de
I’analyse de variance quant aux groupes
homogenes (tableau 1).

L’analyse de variance

est également
trés bonne,

avec un effet certain des doses. Par
contre, la date d’élicitation n’intervient
pas dans Pefficacité du traitement.

Des groupes homogenes ressortent,
mais moins franchement que pour la
fréquence (tableau 2).

Ainsi, d’apres Panalyse de variance, les
deux modalités se démarquant nette-
ment sont la tisane mére et la concen-
tration a 7mmol/l (C1).Cependant, en
procédant a une comparaison
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de variances par le test de
Student, on s’apergoit qu’il
n’y a pas de différences
significatives entre la moda-
lit¢ TD (tisane diluée), les
modalités TM (Tisane Meére)
et Cl. La modalit¢ TD a
donc la méme efficacité.

Conclusions et
perspectives

Cette expérimentation,
montre I” efficacité de I’élici-
tation par acide salicylique
de synthése, et extrait
aqueux de Salix.

Eliciter quatre jours avant
inoculation apparait plus
probant. Cet aspect peut étre
problématique dans I'utilisa-
tion de cette tisane a grande
échelle et en conditions
naturelles. Il est en effet dif-
ficile de prévoir plusieurs
jour a I’avance quand aura
lieu une pluie contaminatri-
ce, d’autant qu’il n’est pas
sir qu’une élicitation trop
précoce soit efficace. Ceci
doit étre confirmé par des
essais supplémentaires au

champ.
Ces résultats, ouvrent des
perspectives tres intéres-

santes dans la lutte contre le

mildiou en viticulture biolo-
gique, mais également
conventionnelle. En effet,
face au durcissement de la
législation sur I’utilisation de
cuivre, l'utilisation de la tisa-
ne de saule comme éliciteur
peut étre une bonne alterna-
tive.  Son action indirecte
par stimulation des défenses
naturelles de la plante, rend
le risque de voir apparaitre
des souches résistantes extré-
mement faible. Cependant,
méme si Pefficacité est réelle,
elle n’est pas équivalente a
celle d’un fongicide. En cas
de forte pression, cette pro-
tection pourrait s’avérer
insuffisante.

Cette étude a été menée sur
des plants en pot, et il n’est
pas certain que des expéri-
mentations en plein champ
meénent a des résultats simi-
laires, d’ou la nécessité de
poursuivre les essais.

Remarque sur la
tisane de Saule

D’aprés I’analyse, on s’aper-
coit que la concentration en
acide salicylique de la tisane
est trés faible (0,14umol/l
pour la tisane meére), alors

Tableau 2 - Analyse de variance a J+19 : fréquence de Iattaque
(test de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%)

Libellés Moyennes
J-2 TNT 0,9
J-4 TNT 0,9
]2 C4 0,717
J-4 C4 0.7
J-2C3 0,667
J2C2 0,65
J2Cl 0,617
]2 T™ 0.6
4 T™ 0,567
J-4 C3 0,567
]2 TD 0,55
J-4 TD 0,4
4 C1 0,4
4 C2 0,35

Groupes homogenes

A
A
B
B
B
B
B
B
B
B
B
C
C
C

Tableau 3 - Analyse de variance a J+19 : intensité de lattaque
(test de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%)

Libellés Moyennes
C4 0,218
TNT 0,197

c3 0,168
D 0,166

Q 0,16

™ 0,112

c1 0,11

Groupes homogenes
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attaquées

intensité en % de surface de feuilles attaquées

fréqence de feuilles attaquées

Fréquence sur feuilles

Intensité d'attaque avec une elicitation a J-2

30
25 )\ 4— 7 mmol / 1
/ % 1 mmol /1
20 -
/ 1 umol /1
15 =& 1nmol/1
=3 TM (0,14umol / 1)
10 +—
—&— TD (0,014 umol / 1)
5 4 == TNT
0 + T T T T T T T T T
J+10 J+12 J+14 J+16 J+18
Intensité d'attaque avec une élicitation a J-4
30
25 4— 7 mmol / 1

1 mmol /1

1 umol /1
1 nmol /1

=== TM (0,14umol / 1)
=@ TD (0,014 umol / 1)

== TNT

J+10  J+12

J+14 J+16

J+18

Fréquence d'attaque avec une élicitation a J-2

1
0,9 JI ¥— 7 mmol /|
0,8
07 K/ 1 mmol /1
o6 /4 % 1 umol /1
0,5 4 1 nmol /1
0,4 7 y = TM (0,14umol / 1)
gj : —&— TD (0,014 umol / 1)
0,1 4 2K = TNT

0 —

J+10 J+12 J+14 J+16 J+18

Fréquence d'attaque sur feuilles aprés une élicitation a J-4

9 .
0, ;1/ ! =¢— 7 mmol / |
0,8
0.7 / N 1 mmol /1
/ V4 1 umol /1
1 nmol /1

24— TM (0,14umol / 1)

=@ TD (0,014 umol / 1)
—+— TNT

J+12  J+14

J+16

J+10

que son efficacité est supé-
rieure a des solutions d’acide
salicylique de synthese plus
concentré. Il existe dans la
tisane de nombreuses autres
molécules, certaines en
quantités beaucoup plus
importante. Il est ainsi fort
probable que Iefficacité de
la tisane de saule dans la
lutte contre le mildiou ne
soit pas uniquement due a
Paction de I’acide salicy-
lique, mais que d’autres
molécules jouent également

J+18

un rdle important.

Il est possible aussi que les
autres molécules rentrent en
synergie avec l'acide salicy-
lique, le rendant plus efficace.
Une autre hypothése serait
que les isomeres de la molé-
cule soient différents, avec
une meilleure réceptivité de
la plante a celui d’origine
biologique.

Ces hypotheses doivent étre
confirmées ou infirmées par
des essais complémentaires. m



