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Indices sanitaires et marqueurs chimiques pour évaluer I'état sanitaire du raisin

I. Définitions, principes et tests préliminaires avec Botrytis cinerea

Sandrine BELCHER et Agnés DIENES-NAGY, Agroscope Changins-Wadenswil ACW, 1260 Nyon
Renseignements: Sandrine Belcher, e-mail: sandrine.belcher@acw.admin.ch, tél. +4122363 4336

La Station de recherche Agroscope Changins-Wadens-
wil ACW a mis en place une série d’essais pour évaluer
la pertinence et l'interprétation qualitative de para-
meétres génériques liés a la pourriture grise. L'idée
est de pouvoir utiliser des informations, générées
rapidement par des appareils de mesure multipara-
métriques basés sur la spectrométrie, comme mar-
queurs de I'état sanitaire présent ou latent du raisin.
Cette premiére partie aborde la problématique, les
parametres étudiés et les observations préliminaires
sur des cépages sensibles ou résistants qui ont conduit
a des études de marqueurs plus spécifiques sur le
terrain et en laboratoire.

Grappe fortement infectée par Botrytis cinerea, I'agent
de la pourriture grise.

Introduction

Le suivi de la maturation du raisin sert a déterminer
une date optimale de récolte d'aprés I'augmentation
du taux de sucre, la diminution de l'acidité et, plus
récemment, lI'accumulation de composés phénoliques
responsables de I'arébme et de la qualité du vin. Les
conditions climatiques et la pression de la pourriture
peuvent toutefois modifier cet optimum, puisque
quelques jours suffisent parfois a anéantir les grappes.
L'action de Botrytis cinerea, appelé communément
«pourriture grise» en raison du feutrage gris présent
sur les baies atteintes, est multiple: oxydation des com-
posés phénoliques, détérioration des arbmes primaires
des raisins, diminution des rendements, production de
mauvais goUts, fragilisation vis-a-vis d'infections se-
condaires d’origine microbienne ou fermentaire.

Marqueurs du métabolisme modifié
de la vigne malade
Parfois spectaculaire et fulgurante en fin de matura-
tion, la pourriture n'est cependant pas un processus
instantané: I'infection peut avoir lieu trés t6t dans la
saison, a travers les parties sénescentes ou mortes de la
plante, mais la période d’infection la plus favorable a
un développement ultérieur sur les grappes est la flo-
raison (Keller et al. 2003; Viret et al. 2004). Le patho-
geéne reste latent au moins jusqu’a la véraison et son
développement au cours de la maturation est ensuite
fortement lié aux conditions climatiques. Dés l'infec-
tion, le champignon induit un certain nombre de chan-
gements (physiologiques, biologiques et chimiques)
dans la plante qui débutent bien avant les symptémes
visibles et, en I'absence de traitement, se poursuivent
pendant toute la maturation. Ces modifications peu-
vent étre de trois ordres:
¢ Diminution ou transformation des composés
utilisés par le botrytis pour se développer et se
nourrir: dégradation de la pectine, des terpenes,
des polyphénols, notamment par I'enzyme
d‘oxydation laccase ou des stilbénes oxydases
(Pezet et al. 1991), consommation de sucres, d'acide
tartrique ou de matiéres azotées. La déshydratation
et diminution d’acides peut d'ailleurs s'assimiler
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a une maturation, ce qui explique pourquoi la
«pourriture noble», également due a B. cinerea,
meéne a une surmaturation recherchée pour
I’élaboration de vins doux.

e Accumulation de déchets ou de métabolites
excrétés par le champignon: parmi ceux-ci figurent
notamment le glycérol ou d’autres sucres-alcools
(mannitol, inositol, arabitol) résultant d’'une
consommation de glucose ou de fructose, I'acide
gluconique, l'acide acétique (également présent en
cas de pourriture acide), des colloides comme le
glucane génant la clarification, ainsi que des
métabolites spécifiques identifiés plus récemment
comme l'abscisolatone, le botrydial et les acides
botrytistiques (Wang et al. 2008).

e Apparition de composés défensifs fabriqués par la
plante contre I'attaque de botrytis (phytoalexines).
Dans cette catégorie entrent des acides gras ou des
oligosaccharides, certains acides organiques
(glycolique, malique, tartrique) ou encore les
stilbénes (picéides, resvératrol, viniférines,
ptérostilbenes) (Pezet et al. 2003).

En plus des modifications induites, la disponibilité en
certains éléments peut également favoriser le dévelop-
pement du botrytis ou au contraire expliquer la résis-
tance particuliére de certains cépages face a l'infection.
Les stilbénes, notamment, ont été reconnus comme
agents éliciteurs (défensifs) efficaces contre le mildiou.
(Pezet et al. 2004; Gindro et al. 2007; Schnee et al. 2008).
L'expression et la présence de ces métabolites different
selon les stades d’infection et les stades de développe-
ment du raisin. Chacun d’eux, a un moment ou un autre,
peut ainsi marquer la présence de B. cinerea.

Evaluer I'état sanitaire a I'aide d’indicateurs

ou d’indices

Définir un «indice sanitaire» revient a donner une
image globale de la qualité du raisin. Il peut refléter
tout ou partie des métabolites présents a un moment
donné; il peut aussi discriminer divers types d’'infection
ou de maladie.

Depuis une dizaine d‘années, des outils d'analyse
multiparamétriques se sont développés basés essentiel-
lement sur la spectrométrie: cette approche permet
d’avoir rapidement, souvent de fagcon non destructive,
une information indirecte sur un certain nombre de
données chimiques. Ces appareils ont révolutionné les
analyses traditionnelles en permettant le suivi d’un plus
grand nombre d’'échantillons. Ils nécessitent néanmoins
la mise en place d'une base de données de référence

pour des cépages représentatifs comparables a ceux que
I'on désire ensuite analyser. Les informations spectrales
enregistrées constituent une sorte d’«empreinte digi-
tale» de I’échantillon et reflétent les informations struc-
turales d'un grand nombre de composés présents. Grace
a divers traitements mathématiques, il est ensuite pos-
sible de quantifier relativement précisément — et simul-
tanément - plusieurs de ces composés présents dans une
matrice complexe, comme le vin ou le moUt de raisin.

De plus, les traitements mathématiques en jeu per-
mettent non seulement de calibrer des molécules in-
dividuelles, mais également d’'établir des parameétres
plus génériques qui concernent des groupes de com-
posés chimiques évoluant de facon analogue. Ces cali-
brages génériques portent le nom d‘indices.

Les premiers calibrages d’indices sanitaires fournis
par ces appareils se basaient essentiellement sur les traces
laissées dans le raisin par une infection fongique, micro-
biologique ou bactérienne. Leur but était de donner
une image globale de I'état du raisin, non d’un point de
vue ponctuel, mais «historique». Les changements mé-
taboliques, tels que décrits ci-dessus, dus a une infection
de botrytis restent toujours mesurables dans la baie,
méme si le raisin a été traité par la suite ou si son appa-
rence extérieure est saine (latence ou résistance). Le pro-
bleme de définition d'indice sanitaire se résume alors a
extraire la «<bonne» information du spectre du raisin.

Sur des cépages provenant du sud de la France et
d’Espagne (Dubernet et al. 2000), quatre premiers in-
dices ont été établis par un spectrometre infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) de la marque ©Wines-
can: pourriture grise, pourriture acide, traces d'activité
fermentaire, traces de bactéries lactiques. Créés a |'ori-
gine comme aide objective au paiement a la qualité
des vendanges, ils reflétaient les concentrations en gly-
cérol, acide gluconique, acide acétique, éthanol, sorbi-
tol, mannitol, arabitol, mesoinositol, butanediol, mé-
thyl-3-butanol-1, acétate d’éthyle, acide lactique et
acétate d’isoamyl. D'autres modeles, plus axés sur la
pourriture grise, sont venus compléter ces premiers in-
dices, pas toujours faciles a interpréter: si des grappes
saines avaient des indices élevés, il pouvait s'agir de
traces d’'infections latentes. Mais parfois des grappes
visiblement atteintes donnaient des indices identiques
a ceux des raisins sains. Cette incohérence a été attri-
buée soit a I'interférence d'un autre champignon, I'as-
pergillus, soit au poids donné a |'acide gluconique dans
la détermination de I'indice global.

Cet acide, issu de I'oxydation des sucres par le botry-
tis, a été des le départ un indicateur de choix dans
la construction des modeéles des indices sanitaires.
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Malheureusement, cette transformation s'est avérée
extrémement variable selon les cépages et terroirs.
De plus, la base de données d'origine (cépages du sud
de la France essentiellement) n'était pas adaptée no-
tamment a la Suisse. Les nouveaux modeéles ont donc
réintégré, avec plus ou moins d'importance, le facteur
purement visuel (Fischer 2007).

Résultats des essais préliminaires d’ACW

Deux analyseurs de type ©Winescan ont été évalués.

Le premier intégre le modéle «francais» d’indices sani-

taires basé sur les métabolites de botrytis, tandis que le

second reprend une adaptation «visuelle» basée sur
des données de la Chambre d'agriculture de la Gironde.

Des correctifs de type multilinéaire, basés sur des essais

d’Allemagne ou de Nouvelle-Zélande, ont été ajoutés

en faisant intervenir en priorité I'acide gluconique, le
glycérol et I'acidité volatile.

Des essais ont été conduits pour interpréter ces mul-
tiples indices, leurs différences et leurs corrélations
éventuelles. Ces expériences ont été réalisées sur des
échantillons présentant des traces visibles de pourriture
grise et/ou acide, provenant du vignoble de Changins
ou de La Cote, ou sur des échantillons faisant partie
d’essais de résistance a B. cinerea, traités ou non traités.
Des mélanges de baies atteintes et non atteintes ont
également été réalisés en proportions diverses.

Ces essais préliminaires se sont révélés intéressants
a plusieurs titres:

e L'indice de pourriture grise fourni par les modeles
métaboliques a pu étre corrélé directement aux
concentrations de glycérol et d’acide gluconique,

a la modification du rapport glucose/fructose
(consommation de sucres), de I'indice de formol
(consommation d’azote) et, dans une moindre
mesure, avec le taux de potassium (tabl.1). Comme

Tableau 1 | Essais préliminaires: corrélation de I'indice
de pourriture grise avec divers métabolites

Coefficient de corrélation r?

Pourriture grise

Glycérol 0,90
Acide gluconique 0,86
Rapport Glucose/Fructose 0,77
Indice de formol 0,71
Potassium 0,63

prévu, cet indice n‘a eu que peu de relation avec la
pourriture visible ou la mesure de |'activité laccase,
donc avec les résultats fournis par le deuxiéme
modele. Les algorithmes de calcul étant trop
différents I'un de I'autre, les résultats n‘ont pu étre
transférés entre les deux appareils utilisés a
Changins, bien que ceux-ci soient complémentaires.
La principale différence réside dans la mesure des
concentrations de I'acide gluconique. Bien que la
corrélation avec les indices sanitaires soit forte, les
concentrations effectives sont extrémement faibles
dans les cépages mesurés a Changins, comparative-
ment aux cépages similairement atteints dans le sud
de la France et qui constituent la base du modéle.

e L'indice de pourriture acide est lui aussi lié a I'acide
gluconique, mais principalement corrélé avec des
métabolites issus de processus fermentaires ou
préfermentaires comme l'acide acétique (ou acidité
volatile), le butanediol, I'inositol ou méme I’‘éthanol.
Ces relations ne sont toutefois significatives qu'avec
des raisins fortement atteints de pourriture (>60 %).

¢ L'indice d’activité lactique (en lien avec I'acide
lactique) ne s'est pas révélé pertinent dans ces
premiers essais.

¢ L'indice d’activité fermentaire est encore plus
général car il varie conjointement avec les deux
indices de pourriture grise et acide, bien qu’il ne soit
pas corrélé directement a I'un ou l'autre des
métabolites en particulier. Il est nécessaire
néanmoins que l'attaque dépasse les 50 % pour voir
cet indice varier significativement.

e Ces indices sanitaires, et notamment l'indice de
pourriture grise, ont pu mettre en évidence des
différences entre les cépages traités ou non traités
contre le botrytis, ainsi qu’entre des cépages
témoins et inoculés artificiellement (fig.1). De ce
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Figure 1 | Influence des traitements contre le botrytis sur une par-
celle de Gamay.
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Figure 2 | Indice de pourriture grise en fonction du taux d’infection.

point de vue, le Gamaret, cépage reconnu pour sa
résistance, a fourni des résultats intéressants pour la
recherche de marqueurs métaboliques et pour
I'interprétation des indices sanitaires. Un témoin
non traité, infecté artificiellement a la floraison par
une souche de botrytis, mais resté sain pendant
toute la maturation, a révélé des indices identiques
a ceux de mélanges artificiels contenant 30 a 50 %
de botrytis (fig. 2). Cela confirme la pertinence
d’un indice sanitaire global comme marqueur

de pourriture, mais aussi de risque d’infection.
Dans le cas du Gamaret, il confirme la latence du
champignon, ainsi que la résistance de ce cépage

a l'infection.

C'est dans cette optique qu’a été mise en place une
étude systématique plus spécifique sur les millésimes
2009 et 2010.
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