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Taille hivernale de la vigne avec les sarments préts a étre broyés.

Introduction

La plupart des vignobles sont composés de vignes eu-
ropéennes (Vitis vinifera) sensibles au mildiou (Plasmo-
para viticola), a I'oidium (Erysiphe necator) et a la pour-
riture grise (Botrytis cinerea). En Suisse, les méthodes
de lutte reposent avant tout sur I'application raisonnée
de fongicides, en fonction des conditions climatiques,

de la phénologie de la vigne et de la pression des mala-
dies (www.agrometeo.ch). Depuis quelques années,
les consommateurs et les instances politiques ont pris
conscience de maniére prononcée des dangers poten-
tiels des pesticides. Cela se traduit par des préoccupa-
tions de santé publique au sujet des résidus dans les
denrées alimentaires et par un rejet de I'impact des
produits phytosanitaires sur I'environnement. En ré-
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ponse a ces préoccupations, les politiques ont exprimé
leur volonté de réduire les intrants en agriculture, eten
particulier en viticulture (Grenelle de I'environnement
en France). Le développement de nouvelles stratégies
de protection de la vigne plus respectueuses de I’'envi-
ronnement est ainsi vivement souhaité. La viticulture
biologique propose une réponse différente a ces ques-
tions, en renoncant a utiliser tout fongicide de syn-
thése au profit de produits naturels d’origine minérale
(cuivre, soufre) ou végétale (extraits de plantes, micro-
organismes). Un nombre limité de ces derniers est
utilisé avec plus ou moins de succes, mais aucun a ce
jour ne s’est montré suffisamment efficace dans les
situations favorables aux champignons pathogénes
pour remplacer le cuivre et le soufre. Cependant, le
soufre et certains produits a base d’argile ont aussi des
effets au niveau environnemental et posent des pro-
blémes d’écotoxicologie, en particulier pour la faune
auxiliaire (typhlodromes). Quant au cuivre, son incon-
vénient est d'étre un métal lourd qui s’accumule dans le
sol. Aucun produit biologique actuellement ne peut se
substituer a ces deux plus anciens fongicides viticoles,
ce qui rend le bilan écologique de la viticulture biolo-
gique insatisfaisant.

Toutefois, les perspectives offertes par I'exploration
et I'exploitation de produits naturels demeurent trés
intéressantes face a la grande diversité des composés
antifongiques identifiés dans certains extraits de
plantes (Choi et al. 2009). Les activités antifongiques
répertoriées a I'heure actuelle sont d'autant plus pro-
metteuses que ces extraits se caractérisent par leur
biodégradabilité et une toxicité généralement réduite
envers l'environnement et la santé humaine.

La vigne contient une grande variété de composés
phénoliques, tels que les tannins, les flavonoides et les
stilbénes (Jeandet et al. 2010). Dans cette derniere fa-
mille chimique, le resvératrol a été trés largement étu-
dié pour ses effets bénéfiques sur la santé humaine,
souvent évoqués sous le nom de «French paradox»
(Renaud et Delorgeril 1992). D'une fagon générale, les
composés phénoliques issus de la vigne jouent un réle
bénéfique dans la prévention des maladies cardiovas-
culaires et neurodégénératives, mais également contre
le vieillissement cellulaire et I'inhibition de la tuméro-
génese (Szajdek et Borowska 2008). La vigne produit
naturellement un éventail bien plus large de stilbénes
en réponse a différents stress biotiques et environne-
mentaux (Pezet et al. 2004). Les baies sont considérées
comme une source importante d’antioxydants. En par-
ticulier, les raisins contiennent une grande variété de
composés phénoliques, incluant des acides phéno-
liques, des tanins, des flavonoides et des stilbénes, sou-

Des extraits de sarments de trois cépages
de vigne (Vitis vinifera), cv. Pinot noir,
Gamaret et Divico, présentent des activités
antifongiques contre le mildiou
(Plasmopara viticola), I'oidium (Erysiphe
necator) et la pourriture grise (Botrytis
cinerea) dans des tests de laboratoire, alors
que les extraits aqueux ne montrent aucun
effet. Les extraits méthanoliques ont été
séparés selon leur polarité en quatre
fractions et analysés par chromatographie.
L'évaluation de chaque fraction montre que
toutes présentent une forte toxicité contre
le mildiou, trois d’entre elles contre la
pourriture grise et que seule la fraction la
plus apolaire agit contre I'oidium. Parmi la
grande diversité de molécules constitutives
mises en évidence, six composés principaux
ont été identifiés et leur toxicité contre le
mildiou quantifiée (Cl, ). Les valeurs de Cl,
de la E-Vitisine B et de I'hopéaphénol sont
trés basses, respectivement 12 et 17 yM,

et donc fortement fongicides. Cependant,
les constituants majoritaires de lI'extrait
présentent une forte sensibilité a la lumiere:
une exposition de 24 h suffit a les altérer.
La possibilité de formuler un extrait actif
stable novateur pour la protection de la
vigne est discutée.

Résumé |

vent liés aux réponses de défense contre les patho-
genes fongiques (Nicholson et Hammerschmidt 1992).
Parmi ces composés phénoliques, les bénéfices du res-
vératrol sur la santé sont connus depuis des siecles
dans la médecine traditionnelle japonaise et chinoise
(Nonomura et al. 1963). Cependant, bien que les stil-
bénes aient été bien étudiés en ce qui concerne lasanté
humaine, peu de travaux se sont focalisés sur leur utili-
sation potentielle en tant que fongicides. Ces stilbénes
sont présents constitutivement dans les parties ligni-
fiées de la plante également. Les sarments sont tradi-
tionnellement broyés apres la taille annuelle, pour
contribuer au maintien de la matiére organique du vi-
gnoble, et représentent un sous-produit peu exploité
de la viticulture. L'activité biologique des stilbénes pré-
sents dans les sarments contre les principales maladies
fongiques de la vigne et leur composition chimique ont
donc été examinées pour déterminer si un extrait ou
certains composés purs pourraient potentiellement
étre utilisés dans une perspective de protection du-
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rable du vignoble. A cette fin, des sarments de V. vini-
fera cv. Pinot noir, un cépage trés répandu, ont été
choisies comme matériel de départ pour notre recher-
che. Le choix des solvants d’extraction s'est fait pour
pouvoir travailler avec des composés hydrophiles, plus
faciles a utiliser dans une perspective de protection de
la vigne.

Cet article présente le potentiel antifongique des
constituantsdessarmentsde vigne et discute de I'usage
possible de ces composés a I'heure actuelle.

Matériel biologique et conditions de culture

Des sarments ao(tés de Vitis vinifera L. cv. Pinot noir,
Gamaret (Gamay x Reichensteiner) et Divico (Gamaret
x Bronner) ont été récoltés en janvier 2012 dans les par-
celles expérimentales non traitées d’Agroscope (Nyon,
VD, Suisse) et stockés a 20°C durant un mois a |I'obscu-
rité. Les sarments ont été débités en fragmentsde 2cm,
séchés a 30°C durant 72h puis broyés dans un moulin
(diamétre des mailles <1 mm). La poudre obtenue a été
stockée a 20°C a I'obscurité.

Extraction et analyses chimiques

Selon Schnee et al. (2013), quatre types d’extractions
ont été réalisées a partir des poudres obtenues précé-
demment: extraction a lI'eau, a I'eau a 100°C, au mé-
thanol et a I’éthanol. Les extraits aqueux ont été centri-
fugés, filtrés et lyophilisés. Les extraits méthanoliques
et éthanoliques ont été séchés sous vide sur un évapo-
rateur rotatif et solubilisés dans de I'eau avant lyophili-
sation. Ces extraits ont été divisés en quatre fractions
selon leur polarité et analysés avec différents systemes
de chromatographie en phase liquide. Les composés
purs ont été identifiés par résonance magnétique nu-
cléaire (RMN).

Biotests antifongiques

Mildiou

La toxicité des différents extraits et composés purs a
été évaluée a différentes concentrations sur des sus-
pensions aqueuses de zoospores mobiles de P. viticola.
Des variantes de controle ont subi la méme procédure,
en remplacgant les extraits par de I'eau ou par un fongi-
cide commercial (Melody Combi, Bayer, 9% iprovali-
carb + 56 % folpet) utilisé a 2mg/ml. L'inhibition de la
natation des zoospores a été comptée en microscopie
optique (grossissement x100) dans un champ fixe d’ob-
servation. En parallele, des gouttes de suspension ont
été déposées sur la face abaxiale de feuilles de V. vini-
fera cv. Chasselas afin d'évaluer I'inhibition du déve-

loppement de la maladie selon une méthode décrite
précédemment (Gindro et al. 2006). Les concentrations
d’inhibition médiane du développement du patho-
gene (Cl,)) de chaque composé pur ont été calculées
selon laformule dose-réponse suivante: y = min + (max-
min)/(1 + 100o9¢so - x pente) (Module de régression logis-
tique intégrée sur Sigmaplot).

Oidium

La toxicité des différents extraits et composés purs a été
évaluée a différentes concentrations sur le taux de ger-
mination des conidies d’Erysiphe necator en conditions
contrélées sur milieu gélosé. Des controles ont été ef-
fectués de la méme maniere en remplacant les extraits
par de I'eau ou par un fongicide commercial (Thiovit
soufre mouillable, Syngenta) utilisé a 4mg/ml. Les coni-
dies ont été observées au moyen d'un microscope pho-
tonique (grossissement x100) et le taux de germination
calculé (pourcentage de conidies germées).

Pourriture grise

La toxicité des différents extraits et composés purs a
été évaluée a différentes concentrations sur le déve-
loppement mycélien de Botrytis cinerea en conditions
controlées sur milieu gélosé. Des contrdles ont été ef-
fectués de la méme maniére en remplacant les extraits
par de I'eau ou par un fongicide commercial (Switch,
Syngenta: cyprodinil 37,5 % + fludioxonil 25 %) utilisé a
1mg/ml. Le développement du mycélium a été observé
apreés cing jours.

Microscopie électronique

Les sporanges de P. viticola ou les conidies de B. cinerea
en suspension aqueuse ont été utilisés pour observer
les effets cytologiques de I'extrait de sarment a 1 mg/ml.
Aprés centrifugation, les culots de cellules ont été fixés
et traités selon la méthode de Roland et Vian (1991).
Ces échantillons ont été observés en microscopie élec-
tronique a transmission (MET) sur des coupes ultrafines
(épaisseur 0,08 um). Des spores non traitées ont été
observées en tant que témoin.

Bioactivité des extraits de sarment

Des quatre méthodes d’extractions réalisées, seuls les
extraits éthanoliques et méthanoliques ont présenté
des activités antifongiques contre le mildiou, I'oidium
et la pourriture grise, alors que les extraits aqueux se
sont révélés inactifs. Les profils chromatographiques
des extraits méthanoliques et éthanoliques sont simi-
laires. Le rendement de I'extrait éthanolique (3,33 %) a
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étédeuxfoisinférieur al’extraitméthanolique (6,95 %),
tout en conservant une bioactivité similaire. Seul I'ex-
trait méthanolique a été exploré dans la suite du travail.

Afin de savoir si l'activité antifongique est spéci-
fique au Pinot noir ou est également présente dans
d’autres cépages, le Gamaret et le Divico ont été sélec-
tionnés pour leur résistance a la pourriture grise et au
mildiou. Les résultats montrent que l'activité fongicide
est similaire dans les trois cépages utilisés. Les profils
chromatographiques ne présentent que de légéres dif-
férences quantitatives dans la composition des extraits
avec des rendements différents par rapport au Pinot
noir (8,2 % pour Divico et 5,4 % pour Gamaret). Des tra-
vaux antérieurs (résultats non présentés) ont montré
que des cépages blancs présentaient également une
activité fongicide. Il apparait donc que tous les cépages
analysés peuvent étre utilisés comme source d’extraits
actifs. Cependant, les constituants majoritaires de I'ex-
trait présentent une forte sensibilité a la lumiére: une
exposition de 24 h est suffisante pour altérer ces com-
posés. Des expérimentations sont actuellement en
cours pour comprendre ce phénomene et tenter d'amé-
liorer la stabilité de I'extrait. Dans la littérature récente,
un certain nombre d'exemples d’extraits actifs au labo-
ratoire n‘ont pas amené au développement de pro-
duits de traitement suffisamment efficaces au champ.

Afin de déterminer le ou les composés responsables
de cette activité, I'extrait méthanolique a été séparé en
quatre fractions selon un gradient de polarité (fig.1).
Les constituants de la fraction 4 n'étant que peu vi-

sibles aux UV, le profil de cette fraction ne présente
aucun pic caractéristique. Les résultats montrent que
les quatre fractions sont actives contre le mildiou a une
concentration d’utilisation de 1 mg/ml. Actuellement,
six composés majoritaires des fractions 2 et 3 ont été
purifiés par chromatographie en phase liquide et iden-
tifiés par spectrométrie de masse et résonance magné-
tique nucléaire: I'ampélopsine A, I'hopéaphénol, le
resvératrol, I'ampélospine H (peu visible en détection
UV), I'e-viniférine et I'E-vitisine B. La Cl,, (concentration
qui inhibe 50 % du développement du pathogéne) des
six composés a été calculée sur la base de la mobilité
des zoospores et en fonction de la sporulation sur
feuilles de Chasselas apres infection. Les composés les
plus toxiques sont I'E-vitisine B (13 uM) et I’'hopéaphé-
nol (17 uM). Ces valeurs d’'Cl,, contre le mildiou sont
analogues a celles déterminées pour le ptérostilbéne
(Cl,, 12uM) et la &-viniférine (14uM), deux stilbénes
trés toxiques contre le mildiou, produits a la suite d'une
infection et impliqués dans la défense naturelle de la
vigne (Pezet et al. 2004), mais absents de facon consti-
tutive dans le bois.

La toxicité de I'extrait brut méthanolique sur |'ul-
trastructure des sporanges de Plasmopara viticola a été
observée par microscopie électronique a transmission
(fig. 2). Les sporanges de mildiou traités a I'extrait mé-
thanolique de sarments présentent une forte contrac-
tion de la cellule, une importante désorganisation des
membranes et des organelles cellulaires, 6h aprés le
traitement déja, par rapport au contréle négatif traité
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Figure 1 | Procédure d'identification chimique et d’évaluation de I'activité anti-mildiou de I'extrait méthanolique de sarments de vigne

et de ses composés principaux.

1. Chromatogramme de I'extrait méthanolique des sarments de Pinot noir indiquant les composés préalablement identifiés par RMN.

2. Fractionnement de I'extrait brut par gradient de polarité.

3. Activité fongicide des quatre fractions contre Plasmopara viticola a 1 mg/ml.

4. Cl,, sur la mobilité des zoospores et la sporulation du mildiou sur feuilles de Chasselas, calculée pour chacun des six composés purs identifiés.
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Plasmopara viticola

Botrytis cinerea

Témoin négatif

Extrait de sarments

Témoin positif

Figure 2 | Ultrastructure des sporanges de Plasmopara viticola et des
conidies de Botrytis cinerea vue au microscope électronique a
transmission 6 h aprés traitement a I'extrait méthanolique brut de
sarments de vigne (cv. Pinot noir), avec un fongicide commercial
(témoin positif) et a I'eau (témoin négatif).

A a C. Plasmopara viticola: A. Sporange traité a I'eau.

B. Sporange traité a I'extrait méthanolique de sarment a 1mg/ml.
C. Sporange de P. viticola traité avec un fongicide (Melody Combi
a2mg/ml).

D aF. Botrytis cinerea: D. Conidie traitée a I'eau.

E. Conidie traitée a I'extrait méthanolique de sarment a 5mg/ml.
F. Conidie traitée avec un fongicide (Switch a 1 mg/ml).

La barre d'échelle représente 5ym.

avec de l'eau. Le controle positif (Melody Combi) a
quant a lui provoqué une altération de la couche ex-
terne de la paroi cellulaire et une importante vacuoli-
sation du contenu cellulaire. Les modifications de la
paroi cellulaire sont dues au mode d’action de |'iprova-
licarbe, inhibant l'activité d'une cellulose synthase
(Blum et al. 2012) qui participe a la synthése de la paroi.
Aprés 24h, le cytoplasme est entierement coagulé et
les membranes cellulaires détruites, que ce soit avec
I'extrait méthanolique de V. vinifera ou avec le fongi-
cide témoin.

Seule la fraction 4 fait preuve d’une forte activité
antigerminative contre I'oidium a une concentration
de 1mg/ml (fig. 3). Le mode de détection aux UV n’a
pas permis de visualiser les molécules actives présentes
danslafraction 4, mais détectables par d'autres moyens
de chimie analytique (résultats non présentés). Les six
composés purs identifiés ont également été testés mais
aucun n'a montré de toxicité contre E. necator dans la
gamme de concentrations testées.

Dans le cas de la pourriture grise, les fractions 2 a 4
présentent une activité antifongique mais a une con-
centration élevée (5mg/ml). Parmi les composés purs
testés, seule I's-viniférine a permis d'inhiber le dévelop-
pement du champignon entre 1 et 5mM. Les modifica-
tions structurelles des conidies de B. cinerea en contact
avec l'extrait brut méthanolique ont également été
observées au microscopie électronique (fig. 2).

Aprés 6 h de traitement a I'extrait méthanolique de
sarments, les conidies manifestent une importante
dégradation de leur paroi cellulaire alors que le con-
tenu cellulaire reste comparable au témoin traité
avec de I'eau. Apres 24h, une désorganisation com-
pléte de l'intégrité cellulaire a pu étre observée avec
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I'extrait méthanolique de bois comme avec le fongi-
cide de référence. Ceci confirme les résultats d'études
antérieures montrant que de faibles concentrations de
certains stilbénes spécifiques peuvent coaguler le ma-
tériel cytoplasmique et désorganiser les organelles et
les membranes cellulaires (Pezet et Pont 1990). Le
contréle positif (Switch) a induit d'importantes altéra-
tions du contenu cellulaire avec une forte rétraction
des noyaux.

Ces résultats font ressortir la diversité des composés
actifs au sein de I'extrait méthanolique, dont six ont
été pour l'instant identifiés. Les molécules responsa-
bles de I'activité anti-oidium et anti-botrytis restent a
identifier chimiquement, en particulier les composés
apolaires de la fraction 4 de I'extrait.

e Cette étude montre que les extraits au méthanol
et a I'éthanol de sarments de vigne possedent
en laboratoire des propriétés antifongiques
intéressantes contre les trois principales maladies
de la vigne.
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Summary H

Grapevine canes as new source
of antifungal compounds
Crude methanolic and ethanolic
extracts of Vitis vinifera canes
cv. Pinot noir, Gamaret and
Divico, have shown high
fungitoxic activities against
downy mildew (Plasmopara
viticola), powdery mildew
(Erysiphe necator) and grey
mould (Botrytis cinerea), while
aqueous extracts did not show
any effect. Extracts have been
separated according to their
polarity in four fractions by
chromatography. The toxicity
of each fraction has been
analyzed, showing that each
exhibits an high activity
against downy mildew, three
of them against grey mold,
while the most apolar fraction
is active against powdery
mildew. Among all constitutive
components of the methanolic
extract, six major components
have been first identified and
their toxicity against P. viticola
was calculated (IC,). E-Vitisine
B and hopeaphenol are the two
most fungitoxic stilbenes with
very low IC, values,
respectively 13 and 17 yM.
However, the components of
the crude extract exhibit a high
light sensitivity: an exposure of
24h is sufficient to alter them.
The opportunity to formulate a
stable and innovative
antifungal product to protect
grapevine is discussed.

Key words: downy mildew,
powdery mildew, grey mould,
canes, natural products.

Zusammenfassung B

Weinranken: neue Quelle
fungizider Wirkstoffe

Extrakte aus Weinranken von
Vitis vinifera von drei Sorten,
Pinot noir, Gamaret und Divico,
zeigen eine fungizide Wirkung
gegen den Falschen Mehltau
(Plasmopara viticola), den
Echten Mehltau (Erysiphe
necator) und die Graufaule der
Weinrebe, wahrend die
wasserigen Extrakte keine
Wirkung haben. Die Methanol-
Extrakte wurden nach ihrer
Polaritat fraktioniert und mittels
Chromatographie analysiert.
Die Toxizitat jeder dieser
Fraktionen wurde evaluiert, und
zeigte, dass alle vier eine starke
Aktivitat auf den falschen
Mehltau haben, drei wirkten
gegen die Graufaule und nur
eine, die am starksten
apolarische Fraktion, ist gegen
den echten Mehltau effizient. In
der grossen Diversitat der
gefundenen, konstitutiven
Molekiile, konnten sechs
Hauptkomponenten identifiziert
und ihre Wirkung (LD, ) gegen
den falschen Mehltau wurde
errechnet. E-Vitisine B und
Hopeaphenol haben sehr tiefe
LD,,-Werte 12 et bzw. 17 yM und
sind somit starke Fungizide.
Allerdings sind diese
Verbindungen sehr lichtsensibel
und eine Bestrahlung von

24 Stunden geniigt um die
Hauptkomponenten zu
verderben. Die Moglichkeit
eines formulierten, stabilen

und innovativen Extraktes

zum Schutz der Reben wird
diskutiert.

Riassunto H

I tralci della vite: una nuova
fonte di composti antifungini
Durante dei testi condotti in
laboratorio su estratti da tralci
di tre vitigni (Vitis vinifera),

cv. Pinot nero, Gamaret

e Divico, presentavano delle
attivita antifungine contro

la peronospora (Plasmopara
viticola), I'oidio (Erysiphe
necator) e il marciume grigio
(Botrytis cinerea), mentre gli
estratti acquosi non hanno
dimostrato nessun effetto. Gli
estratti metanolici sono stati
separati secondo la loro polarita
in quattro frazioni e analizzati
mediante cromatografia. La
tossicita di ogni frazione é stata
valutata e mostra che ognuna
presenta una forte attivita
contro la peronospora, tre di loro
sono attive contro il marciume
grigio, mentre solo la frazione
piu apolare risulta essere attiva
contro l'oidio. Sulla grande
diversita di molecole costitutive
evidenziate, sei composti
maggioritari hanno potuto
essere identificati e la loro
tossicita contro la peronospora
quantificata (Cl, ). La E-vitisina B
e I'opeafenolo presentano dei
valori di Cl,; molto bassi,
rispettivamente 12 e 17uyM

e sono, dunque, fortemente
fungicidi. Tuttavia, i costituenti
maggioritari dell’estratto
presentano una forte sensibilita
alla luce: un’esposizione di 24 h
e sufficiente per alterarle.

La possibilita di formulare

un estratto attivo stabile
innovativo per la protezione
della vite e discusso.
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