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PREFACE

L’ Académie Amorim est née, au début des années 90, d’une volonté
des grands noms de |"cenologie de promouvoir leur discipline, leurs
recherches, I'excellence des travaux conduits par leurs étudiants, en
créant un concours scientifique international. Le groupe Amorim a
immédiatement répondu a leur appel.

Contribuer a une meilleure connaissance du vin et de son
environnement, tel était I'objectif poursuivi par ces passionnés,
bientot rejoints par leurs confréres universitaires, journalistes,
artistes, juristes, économistes, tous animés par cette méme passion.

Aujourd’hui, Jacques Puisais, Président-fondateur de |’Académie
Amorim, nous a quitté. Tout comme Robert Tinlot, ancien directeur
général de I'OIV, qui lui avait succédé a la présidence de notre
institution avec talent. Et il en fallait pour donner un deuxieme
souffle a cette Académie et I’ouvrir sur I’économie, les marchés, le
juridique, I"environnement... autant de disciplines indissociables
du monde viti-vinicole, autant de sujets dont Jean-Marie Aurand
s’est emparé avec enthousiasme en succédant a ses illustres
prédécesseurs.

La modeste contribution du bouchon de liege, fleuron de I’activité
du groupe Amorim, a été d’initier, de soutenir et promouvoir ce
concours international visant a récompenser les travaux de jeunes
chercheurs en cenologie et en sciences humaines dans le domaine
du vin.

Cette collection, dédiée aux Lauréats du Grand Prix Sciences &
Recherche de I’Académie Amorim, est devenue, au fil des ans, une
référence et la mémoire vivante des efforts et des travaux engagés
dans le monde entier pour servir la noble cause du Vin. Je ne peux
que souhaiter la voir poursuivre dans la voie de I'excellence qu’elle
s’est tracée durant ces dernieres décades.

Antonio Rios de Amorim

Président directeur général Corticeira Amorim
Vice-Président de I’Académie Amorim




EDITO

Le mildiou, cette maladie redoutable de la vigne, peut
provoquer de fortes chutes de rendement. Antonin
Douillet, développe dans sa these, une approche
innovante de traitement préventif de ce fléau tant redouté
par les viticulteurs. « Détecter les pathogénes avant
I'apparition des symptémes » en vue de « traiter moins
pour traiter mieux » telle est la promesse des résultats des
travaux de notre lauréat.

Apreés trois millésimes de suivi de captures réalisées par un
réseau de pieges dans six parcelles bordelaises, Antonin
Douillet a réussi a proposer les premieres bases de la
création d’indicateurs de sporée aérienne de I'oomyceéte
intégrables aux modeles météorologiques et outils d’aide
a la décision (OAD) déja existants.

Cette derniere édition du Grand Prix Sciences & Recherche
de I’Académie Amorim a suscité 10 candidatures dont 5
en viticulture et 5 en cenologie, ce qui traduit I’évolution
de lafiliere vers la viticulture, un enjeu devenu prioritaire.

On ne s’étonnera pas que le jury de I"Académie ait
beaucoup débattu pour désigner son lauréat tant la
qualité des travaux en compétition était grande. C'est
I"actualité du theme qui a finalement remporté I’adhésion
autour de la thése d’Antonin Douillet, d’autant plus que
sa démarche peut étre facilement transposable a d’autres
agents pathogenes de la vigne.

Bravo a notre lauréat et félicitations aux Membres de

I’Académie Amorim pour leur choix !

Jean-Marie Aurand
Président de I’Académie Amorim




1-INTRODUCTION

1.1 Contexte de I'étude

Accompagnant 'histoire de I'étre humain, la vitiviniculture s'est répandue a travers
le monde, et I'on retrouve dorénavant des bassins de production sur tous les
continents habités. Depuis des origines diverses, le genre Vitis a donc colonisé,
naturellement ou par le biais des échanges commerciaux, 'ensemble de la planéte.
Les vignes européennes ont été disséminées suite a 'homogénéisation mondiale
des standards de production de raisin de cuve. De la méme maniére, durant la
deuxiéme moitié du XIXeme siécle, du matériel biologique provenant de vignes
sauvages américaines fut introduit en Europe pour leur qualité ornementale.
Cette arrivée en Europe de lianes américaines est certainement responsable de
lintroduction sur le vieux continent d'un ensemble de pathogénes et de ravageurs
auxquels V. vinifera était, et reste, extrémement sensible.

En 1878, le mildiou de la vigne, causé par l'oomycete Plasmopara viticola, fut
identifié pour la premiére fois dans un vignoble bordelais (Millardet, 1881).
Originaire d’Amérique du Nord, il s'est alors propagé trés rapidement dans
'ensemble du continent, atteignant le vignoble caucasien en 1887 (Fontaine et al.,
2013). La vigne européenne étant trés sensible a l'oomycéte, certaines épidémies
furent dévastatrices pour la filiére, causant des pertes pouvant atteindre 70% de
la vendange comme en France en 1915 (Chen et al.,, 2020). La bouillie bordelaise,
remede a base de sulfate de cuivre mis au point par Alexis Millardet en 1885, s'avere
quant a elle trés efficace en traitement préventif contre le mildiou (Millardet et
Gayon 1888). Entre 1939 et 1945, durant la Seconde Guerre Mondiale, le complexe
militaro-industriel intensifia la demande en cuivre et |la protection des cultures vit sa
provision mise sous quotas (Gessler et al., 2011). La recherche s'est alors orientée
sur I'expérimentation de produits non cupriques afin d'apporter des solutions
alternatives au secteur démuni. Plusieurs tentatives plus ou moins fructueuses
furent nécessaires avant la mise en évidence de l'efficacité de molécules issues
de la chimie de synthése, conduisant a la fin des années 1980 a la découverte des
produits systémiques (Gessler et al., 2011). La protection phytosanitaire offre alors
un niveau d'efficacité inégalé, avec un panel de molécules et de modes d'action qui
s'étoffent jusqu'a I'apparition des premiéres limites d'un tel modéle de protection
certes trés performant mais également trés impactant sur les plans de la santé
publique (ANSES, 2014 ; Kim et al., 2017 ; Mostafalou et Abdollahi, 2017) et de
l'environnement (Beketov et al., 2013 ; Arena et Sgolastra, 2014 ; Pelosi et al., 2014).
En France, la viticulture est I'une des filieres agricoles les plus consommatrices en
produits phytosanitaires par unité de surface, derriére les filieres pomme et pomme
de terre (Urruty et al., 2016). Les fongicides anti-mildiou représentent la moitié des
fongicides appliqués dans le vignoble frangais, soit 40% de la totalité des produits
phytosanitaires appliqués (insecticides et herbicides compris ; Simonovici, 2019).
Ces conséquences négatives ont conduit a raisonner la protection de la production.
Dans le contexte de la protection contre P. viticola, il s'agit de mobiliser, en amont
des pesticides issus de la chimie de synthése, 'ensemble des méthodes de luttes
disponibles pour diminuer voire empécher l'installation de maladie : les produits
de biocontrdle et les stimulateurs des défenses de la plante, la plantation de
cépages résistants et la mise en place d'itinéraires techniques incluant des mesures
prophylactiques (Lamichhane et al., 2016).
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Figure 1 : Schéma de I'ensemble des informations et outils mis & la disposition des
viticulteurs pour prendre la décision d’appliquer un traitement phytosanitaire.

Un autre levier est de réduire l'utilisation des produits d'origine de synthése au
strict nécessaire, que ce soit en termes de fréquence et de dosage de l'application.
Dans le cas du mildiou de la vigne, de nombreuses études scientifiques ont été
réalisées depuis son introduction en Europe. Elles ont permis, entres autres, de
mieux définir les stades phénologiques durant lesquels la vigne est réceptive (ou
sensible), ot le pathogéne est actif, et les conditions environnementales propices au
départ de I'épidémie. Cet ensemble de connaissances permet de définir sur la base
d'indicateurs, des modéles prédictifs plus ou moins complexes, des Outils d'Aide
a la Décision (OAD), des périodes ou des évenements climatiques durant lesquels
le risque épidémique augmente, rendant la couverture phytosanitaire nécessaire.
L'ensemble des informations disponibles pour la prise de décision des viticulteurs
est schématisé dans la figure 1.
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Figure 2 : Facteurs de prise de décision dans le déclenchement des traitements (plusieurs
réponses possibles, part de surface en pourcent). Exemple : dans le Bordelais, sur 97% des
surfaces, l'exploitant déclenche les traitements phytosanitaires en fonction des prévisions
météorologiques et des niveaux de précipitations (Chiffres extraits de Simonovici, 2019).

La figure 2, réalisée grace aux résultats de I'étude des Services de Statistique et
de Prospection sur les pratiques des viticulteurs (Simonovici, 2019), illustre
les principaux groupes d'indicateurs intervenant dans la prise de décision de
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déclenchement des traitements. En France, les indicateurs météorologiques et les
observations de maladies sont pris en compte dans le traitement de 96% et 87%
des surfaces viticoles, respectivement. Les Outils d’Aide a la Décision (OAD) sont
définis comme des outils « prenant appui sur des modéles clairement explicités
mais non nécessairement complétement formalisés, qui aident a obtenir des
éléments de réponses aux questions que se pose un intervenant dans un processus
de décision » (Jallas et Crétenet, 2003). Censés apporter, sans s'y substituer, une
meilleure interprétation des indicateurs météorologiques et des observations
des maladies, ils sont utilisés dans le déclenchement des traitements de 19% des
surfaces uniquement (figure 2). Ce paradoxe peut étre expliqué par le fait que les
OAD disponibles manquent de pertinence a I'échelle de I'exploitation viticole qui
est le niveau de prise de décision. Il se peut que les personnes décisionnaires
manquent de formation et d'accompagnement a |'utilisation de ces outils. Un autre
levier permettant d'acquérir de I'information avant l'apparition des symptdmes est
de détecter I'émission de propagules infectieuses (les sporanges pour P. viticola)
avant l'établissement de I'épidémie. L'atmosphére est le milieu de propagation
des sporanges dans le cas de P. viticola. L'étude des aérosols d'origines biologique
présent dans l'atmosphére est appelée aérobiologie. L'utilisation de méthodes de
suivi aérobiologiques permet d'anticiper 'apparition et la propagation de la maladie
(Brischetto et al., 2020).

1.2 Objet de ma thése

Mon projet de these est réalisé au sein de I'Unité Mixte Technologique Santé des
Ecosystémes Viticoles Economes en intraNts (UMT SEVEN). Cette UMT a été créée
en 2017, du partenariat entre I'lFV, TUMR SAVE de I'INRAE de Bordeaux et I'école
d'ingénieur Bordeaux Sciences Agro pour favoriser le contact entre les membres
des instituts de recherche, les membres des instituts techniques et les acteurs de la
formation. La thése s'inscrit dans le cadre du projet de suivi de la Sporée Aérienne
du Vignoble (VISA). L'hypothése de travail de ce projet est que lintégration d'une
mesure directe du pathogéne dans les parcelles permettra d'améliorer la prévision
du risque épidémique a I'échelle de I'exploitation. Ce projet propose I'élaboration
chez un ensemble de viticulteurs partenaires d'un réseau participatif de capture
de spores des quatre principaux pathogénes cryptogamiques de la vigne que sont
P. viticola, Erysiphe necator (I'oidium), Guignardia bidwellii (le black rot) et Botrytis
cinerea (la pourriture grise des grappes). Les objectifs portés par ce projet sont (i) de
développer une méthode interopérable de capture et de détection/quantification
de la sporée aérienne des pathogénes facilement transférable, (ii) de proposer des
indicateurs de suivi de la sporée aérienne intégrables aux modeles météorologiques
de prévision des risques épidémiques, afin de (iii) préciser les préconisations des
OAD déja existants a différentes échelles spatiales (de la région a l'exploitation
viticole) et temporelles. Le sujet de cette thése est la mise au point d'une méthode
de suivi de la sporée de P. viticola, pathogene le plus problématique du vignoble
de la facade Atlantique, en éprouvant méthodologiquement les différents outils
envisagés et de proposer les premiéres bases de la création d'indicateurs de sporée
aérienne de l'oomycete intégrables aux modéles météorologiques et OAD déja
existants. Le premier impératif de ce projet global est de garder en vue un objectif
de transfert de la méthode vers les différents acteurs de la protection phytosanitaire
(viticulteurs, conseillers viticoles, coopératives viticoles et laboratoires d'intérét
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territorial). Les méthodes et outils de suivi ont été sélectionnés pour leur robustesse,
leur simplicité et rapidité d'utilisation, et bien sQr leurs prix attractifs pour permettre
un déploiement généralisé.

La premiére étape de cette étude fut d'adapter un protocole de biologie moléculaire
déja existant (Kong et al., 2016) utilisantla technologie LAMP (Amplificationisotherme
médiée par les boucles). Du fait de sa réaction isotherme, il s'agit d'une technologie
rapide (30 a 45 minutes de réaction), que jutilise en combinaison avec un protocole
simplifié d'extraction d’ADN (lyse alcaline réalisée en 10 minutes). Pour valider le
caractére quantitatif de ce protocole, je I'ai éprouvé en comparaison avec la Digital
Droplet PCR, méthode de quantification absolue d'acides nucléiques la plus sensible
et la plus précise décrite a ce jour. La deuxiéme étape de cette étude traite deux
sous-questions autour de la capture de sporanges, a s'avoir s'il existe (i) un rythme
circadien d'émission de sporanges et (ii) une hauteur de capture optimale pouvant
évoluer au cours de la saison. Il s'agit de valider un protocole de capture robuste et
diffusable par la suite. La troisieme étape de I'étude propose une preuve de concept
de l'apport dinformation de la mesure de la concentration aérienne en sporanges
dans les modeles et les OAD existants, en se basant sur le suivi des six parcelles sur
trois millésimes. J'y propose la construction d'un indicateur épidémique adapté a la
relation entre sporée et évolution des symptdmes, mais également des indicateurs
climatiques construits de maniere empirique basés sur I'étude bibliographique de la
relation entre cycle de vie de P. viticola et de l'itinéraire climatique.

2 MISE AU POINT D'UNE METHODE DE LAMP
POUR L'EVALUATION QUANTITATIVE SUR
LE TERRAIN DE L'INOCULUM AEROPORTE
DE MILDIOU DE LA VIGNE (pouillet et al., 2022a)

Avec comme premier objectif la transférabilité de la méthode, jai réalisé des choix
de protocoles, la lyse cellulaire alcaline, et de technologies, la LAMP, lui permettant
d’étre rapide et peu couteuse. Ces choix ne devant pas se faire au détriment de la
sensibilité de la méthode, jai comparé le caractére quantitatif de la méthode avec
le protocole d'extraction d’ADN de référence, le protocole CTAB, et la technologie
de biologie moléculaire la plus précise et la plus sensible a ce jour, la ddPCR (Digital
Droplet PCR).

Un protocole de LAMP permettant de détecter spécifiquement P. viticola était
déja publié dans la littérature scientifique (Kong et al., 2016). Ce protocole permet
d’amplifier la séquence spécifique ITS2 du cluster ribosomique de I'oomycéte.
Jai cependant adapté l'étape d'extraction des acides nucléiques du protocole
original qui restait chronophage. L'extraction et la purification d'acides nucléiques
par le procédé CTAB demande 24h de reéalisation. Il existe des kits commerciaux
d’extraction/purification mais ils demandent 12h de réalisation et restent assez
onéreux. Un protocole simplifié de lyse cellulaire a base d’hydroxyde de potassium
a été mis au point et adapté a mes besoins. Grace a cette innovation, l'étape
d’extraction dure maintenant 10 minutes et ne demande pas de matériel particulier
: elle peut étre réalisée sur le terrain.

Malgré l'efficacité démontrée de la LAMP pour détecter la présence d'organismes
cibles, sa pertinence pour une utilisation dans des approches quantitatives reste sujet
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Rt {rmin)

adébatenraison de sa capacité modérée a quantifier de petites quantités d’ADN cible
(Hardingue et Murray 2020). Malgré le fort potentiel de la LAMP pour la surveillance
quantitative des agents pathogénes en condition de terrain, le protocole LAMP de
Kong et al. (2016) est limités a la détection qualitative de P. viticola. La Digital Droplet
(ddPCR) peut étre utilisée pour la quantification absolue du nombre de séquences
cibles présentes dans un échantillon (Hindson et al., 2011). Cette méthode est tres
précise mais prend beaucoup de temps. Elle nécessite également un niveau élevé
de compétences techniques et est, par conséquent, moins adaptée aux analyses de
routine bon marché des échantillons. Néanmoins, elle reste la meilleure méthode
de référence pour la quantification des acides nucléiques (Ristaino et al., 2019). Jai
développé des amorces de ddPCR ciblantla méme séquence ITS2 que la LAMP afinde

pouvoir éprouver son caractere

Rt = 31.22-245°LOGTS2 copy number) quantitatif, sur des échantillons

R¥*=0.791 .
2 de plusieurs souches pures de
Gl P. viticola, mais également sur 88

échantillons d'air issus du suivi
aérobiologique d'un vignoble
commercial.

Figure 3 : Régression linéaire
entre la valeur de Rt obtenue par
I'analyse LAMP et le log(nombre
de copie d'ITS2) obtenu par
I'analyse ddPCR (les « 0 » et les

. _ . concentrations plus faibles que la
LOG(TS2 copy number) LoQ sont extraites).

La spécificité des jeux d'amorces a P. viticola (souches francaises et européennes)
a été validé pour la LAMP et la ddPCR. La Limite de Détection (LoD) de la méthode
LAMP sur P. viticola, définie comme la plus faible concentration de sporanges pour
laquelle 95% des échantillons sont détectés, se situe entre 100 et 1000 sporanges
collés sur les collecteurs. La Limite de Quantification (LoQ) de la méthode, définie
comme la concentration la plus faible pour laquelle 100% des échantillons sont
détectés, avec un coefficient de variation inférieur a 35%, est de 1000 sporanges.
La relation quantitative entre le Rt obtenu par LAMP et le logarithme base 10 du
nombre de copies de ITS2 obtenu par ddPCR pour les échantillons est présentée
dans la figure 3, avec un coefficient de détermination (R?) de 0,791.

Du 13 mars 2020 au 14 octobre 2020, 88 échantillons d'air ont été collectés dans une
parcelle de vigne gérée sans traitement fongicide. Ils ont révélé des concentrations
variant de 0 a 243 sporanges.m?. Ces échantillons ont été analysés a la fois par
ddPCR et LAMP. Les 46 échantillons positifs avec les deux méthodes et présentant
un Rt inférieur a 30 minutes ont été utilisés pour créer une courbe standard afin
d'évaluer la relation entre le Rt de la LAMP et le logarithme base 10 du nombre
de copies d'ITS2. La courbe standard des échantillons d'air montre un R? de 0,523
(figure 4). Au cours des premiers stades de I'épidémie, avant le 15 mai 2020 (stade
19 sur I'échelle d'Eichhorn et Lorenz), 37,5 % des échantillons sont testés positifs par
ddPCR, contre seulement 8,3 % pour la LAMP (figure 4). L'analyse bayésienne des
résultats est basée sur les 88 échantillons d'air collectés dans le vignoble. Avec une
valeur de 3,2, le LR(+) est supérieur a 1, ce qui traduit la bonne capacité de la LAMP a
détecter la présence probable de 'agent pathogéne, et donc un risque épidémique
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potentiel. Le LR(-) a une valeur de 0,27 ; il est positif et proche de 0. Il montre donc
égalementla capacité de la LAMP aindiquer 'absence probable de 'agent pathogéne
et indique donc un faible risque épidémique. Le coefficient Kappa, K révele une
valeur de concordance moyenne selon Desquilbet (2012). Sur I'ensemble de la
campagne d'échantillonnage, la probabilité d'obtenir un faux négatif est de 0,36.
Ces scores de qualité moyenne indiquent la performance relative de la LAMP sur la
détection de faibles concentrations de sporanges dans l'air au début de I'épidémie
(avant le 15 mai en 2020). Ce risque de manquer la détection de I'évéenement a
l'origine d’'un processus épidémique nous semble trop élevé a I'échelle d'un piege
isolé. Afin d'éviter tout risque de perte économique au viticulteur, nous considérons
que lamesure de l'inoculum local doit étre mise en relation avec d'autres indicateurs.
La décision de traitement ne peut étre prise uniquement a partir d'un indicateur
de la sporée aérienne. Nous proposons que cette incertitude de détection de la
mesure et le risque qu'elle représente, soient compensés par 'augmentation du
nombre de pieges. Notre stratégie repose ainsi sur I'organisation d'une analyse et
linterprétation des résultats sur un large réseau de mesures. En effet, le prix et les
délais nécessaires a la réalisation d'une détection par ddPCR ne permettent pas
a ce jour d'envisager cette méthode comme technique de substitution pour des
mesures fiables en début de campagne.
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Figure 4 : Résultats des analyses LAMP et ddPCR de séries d'échantillons provenant de
la parcelle non traitée du Chéteau Dillon, du 13 mars 2020 au 14 octobre 2020. A :
Représentation des séries temporelles de 88 échantillons en LAMP (O, axe de gauche)
et en ddPCR (O ; axe de droite). B : Régressions linéaires entre la valeur Rt obtenue
par LAMP et le log(nombre de copies ITS2) obtenu par ddPCR (« 0 « et valeurs Rt
supérieures a 30 minutes exclues).

3 OPTIMISATION DE LA CAPTURE DE SPORANGES
AEROPORTES EN PARCELLE VITICOLE PAR CAPTEUR
A BRAS ROTATIF

La nature de l'information apportée par la mesure de la sporée de micro-organismes
pathogenes va dépendre directement de la méthode choisie. Le premier choix
concerneletype de capteur. Dans ce travail, notre choix s'est arrété sur le capteur actif
par impaction ou capteur a bras rotatif (marque Sporestick® ; OptiSense Limited).
Il s'agit d'un bras mis en rotation rapide (2400 rpm) sous l'action d'un petit moteur
électrique. Ce bras porte a chacune de ses extrémités un collecteur, soit un batonnet
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en bois enduit de vaseline. Ce type de capteur est facile a manutentionner et donc a
utiliser en routine. Il s'agit du capteur principalement conseillé dans la bibliographie
pour ce type de suivi (Van der Heyden et al., 2021). La collecte de spores est peu
impactée par la vitesse du vent ou la taille des particules (quand leur diametre et
supérieur a 10um) (Atkinson et al., 2018 ; Torfs et al., 2019). En résumé, ce capteur
a l'avantage de capturer I'ensemble des spores et sporanges présents dans un
vignoble indépendamment de leurs tailles, ce qui reste un prérequis du projet VISA.
Ici sont présentés les résultats obtenus sur deux dispositifs expérimentaux durant
trois années de suivis, visant a apporter des éléments de réponses a l'aérobiologie
de Plasmopara viticola, ainsi que des questions d'ordre pratique, sur l'utilisation des
capteurs a bras rotatifs. Le premier dispositif vise a déterminer s'il existe un rythme
circadien d'émission des sporanges. La deuxiéeme expérimentation vise a définir
une hauteur optimale de positionnement des capteurs, notamment en fonction
des différentes phases - initiation/propagation - du cycle épidémique au cours de la
saison. Bien sdr, un des objectifs de cette partie est de définir le cadre opérationnel
optimal du protocole de capture pour favoriser la pertinence spatio-temporelle des
données collectées.

L'évolution journaliere de la concentration aérienne de spores et sporanges
impacte le protocole de suivi des pathogenes concernés. Pour la grande majorité
des espéces fongiques, la sporulation combine une phase de production de spores
majoritairement nocturne, et une phase d’émission majoritairement diurne. La
temporalité d'émission de propagules est plus ou moins structurée en fonction des
espéces, la plupart des études s'intéressant a la périodicité de captures de spores
chez les champignons / oomycetes concluent a des pics quotidiens d'émission
compris entre 8h et 17h (Van der Heyden et al., 2021). De ces spécificités vont
dépendre I'heure d'échantillonnage optimale, sa durée et sa fréquence, pour
déterminer le meilleur compromis entre lourdeur de I'échantillonnage et précision
de la détection. Six capteurs a bras rotatif sont disposés en ligne au-dessus de
la canopée sur une potence en bois, a 130 cm au-dessus du niveau du sol. Les
capteurs sont programmés pour entrer successivement en rotation pendant 4
heures chaque jour sur chacune des 6 tranches horaires préalablement définies (de
1h a 5h, de 5h a 9h, de 9h a 13h, de 13h a 17h, de 17h a 21h, et de 21h a 1h UTQ).
Les résultats sont analysés par millésime, afin de déterminer, indépendamment des
conditions climatiques annuelles fortement variables, si une tranche quadri-horaire
est plus propice a la capture de sporanges qu'une autre. La variable étudiée est la
concentration aérienne en sporanges capturés pour une tranche horaire rapportée
a la concentration aérienne en sporanges totale mesurée sur la journée (Albelda
et al., 2005 ; Fernandez Gonzalez et al., 2009). La concentration journaliére totale
est estimée en sommant les concentrations obtenues pour chaque tranche horaire
pour un jour donné. Elle est appelée Proportion de 'Emission Quotidienne (PEQ) et
exprimée en pourcentage (%).

De maniére générale, les émissions sont plus faibles la nuit (entre 21h et 5h) que
la journée (entre 5h et 21h). La figures 5 illustre les résultats des proportions
d’émissions quotidiennes moyennes pour les trois années 2019, 2020 et 2021.
Aucun effet de la variable « tranche horaire » sur la variance ne semble se dégager
pour les années 2019 et 2020. Une légére tendance semble se dégager pour la
tranche 17h-21h en 2019, et celles de 13h-17h, et 17h-21h en 2020, sans que ces
tendances ne soient statistiquement significatives. Pour 'année 2021, la tranche
horaire de 9h-13h présente une proportion d'émission quotidienne moyenne
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significativement plus élevée que les autres, mais pas différente de lintervalle
13h-17h. De la méme maniére, les tranches horaires de 21h-1h et 1h-5h font parties
du groupe statistique avec les proportions moyennes les plus faibles. La sporulation
de P. viticola est décrite comme se déroulant la nuit (Blaeser et Weltzien, 1978 ;
Brook, 1979 ; Rumbolz et al., 2002) ce qui est en accord avec la notion générale
proposé par Van der Heyden et al. (2021) d'une production de spore nocturne
et d'une émission diurne. Cependant, pour certaine date en 2019, 2020 et 2021,
I'entiereté de la sporée quotidienne est émise la nuit (figure 5).
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faibles en quantité de sporanges émis, ne doit pas étre négligée. Caffi et al. (2013)
suggérent que 'émission de sporanges serait induite par des variations d’humidité
relatives, ce qui est également montré chez d’autres oomycétes comme Peronospora
destructor (Leach et al., 1982) et Bremia lactucae (Su et al.,, 2000). Les résultats
d'Albelda et al. (2005) sont obtenus grace a des captures réalisées des jours sans
pluie. lls correspondent a la tendance observée dans notre essai en 2019 et 2020.
Or, pour ces deux années les prélevements sont réalisés majoritairement en aodt,
mois plutdt secs pour ces millésimes. En 2021 ou I'été est beaucoup plus pluvieux,
le pic significatif se trouve plus en milieu de journée. Ces corrélations semblent
concorder dans la mesure ou les conditions météorologiques dans une parcelle
agricole évoluent au cours d'une journée, avec un maximum de température et
un minimum d’humidité généralement atteints lorsque le soleil est a son zénith,
en l'absence de précipitation, autour de 12h. L'heure serait alors un indicateur de
litinéraire climatique a une échelle de la journée plus qu'une variable a effet direct.
La disposition des capteurs dans les rangs de vigne afin de suivre I'évolution
de la sporée de P. viticola doit prendre en compte le motif de dispersion de ses
propagules. Le cycle biologique de l'oomycéete implique une diversification des
sources d'émissions de particules infectieuses au cours de la saison, entre forme
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sexuée et forme asexuée. Les formes de conservation hivernale du pathogéne se
trouvent majoritairement au niveau du sol, qui joue alors le role de premiére source
d'émission. Les parties aériennes présentant des symptomes deviennent également
source d'émission, sans que le sol ne perde complétement ce réle. La question
du positionnement des capteurs, pour le suivi d’'autres especes de champignons
pathogénes, a été soulevée dans plusieurs travaux largement rapportés dans l'article
de Van der Heyden et al. (2021). Il semble ne pas exister de hauteur de capture
optimale et celle-ci dépendrait surtout de I'objectif de I'étude. L'idéal est de pouvoir
comparer plusieurs hauteurs (Aylor, 2017) afin de déterminer celle qui correspond
le mieux a I'hypothése de travail. Le but de cette expérimentation est d'évaluer la
pertinence de trois hauteurs de capture sur l'efficience de détection des sporanges
de P. viticola au sein d'une parcelle de vigne. Pour ce faire, trois capteurs a bras rotatif
sont positionnés sur un piquet de palissage a 30 cm, 80 cm et 130 cm au-dessus du
niveau du sol.
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Figure 6 : Graphique représentant le cumul de sporée (en sporanges™3) pour chaque
hauteur de capture, sur la parcelle n°1. *

Le cumul de la quantité de sporanges capturés pour les 3 hauteurs sur deux parcelles
pour I'année 2021 est présenté dans les figures 6 et 7. Les fleches représentent
la date de premiére capture pour chaque hauteur. En 2021, sur la parcelle n°1, la
premiére capture positive sur le capteur a 130 cm du sol est le 06 juin, la premiére sur
le capteur a 80 cm du sol est le 22 juin, la premiére sur le capteur a 30 cm du sol est le
13 juin. Sur la parcelle n°2, la premiére capture positive sur le capteur a 130 cm du sol
est le 02 mai, la premiére sur le capteur a 80 cm du sol est le 29 juin, la premiere sur le
capteur a 30 cm du sol est le 29 mai. La série de captures réalisée en 2021 est la seule
a commencer des le début de saison. Méme si I'analyse de variance ne permet pas
de mettre en évidence un effet significatif de la hauteur du piége sur la quantité de
sporanges capturés, la premiére détection est observée sur les capteurs positionnés
a 130 cm du sol, c'est-a-dire au-dessus de la canopée, pour les deux parcelles suivies.
Ce résultat corrobore I'hypothése du modéle gaussien de dispersion atmosphérique,
avec un effet source marqué (Severns et al., 2019). Plus le capteur est proche de la
source d'émission, qui est la litiere et le sol en début de campagne, plus la quantité
de bioaérosol émise est concentrée dans un petit volume d'air. Plus I'on s'éloigne de
la source d'émission, plus le volume d'air contenant les bioaérosols émis s'agrandit.
Parallelement, la probabilité que le capteur soit contenu dans ce volume, et donc
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qu'il capte un bioaérosol, augmente également. Ce résultat confirme le consensus
proposé par Van der Heyden (2021) de placer les capteurs au-dessus de la canopée
pour suivre 'inoculum de la parcelle. Cependant, il serait également intéressant de
tester des méthodes de captures passives a différentes hauteurs. En effet, elles sont
décrites dans la littérature comme complémentaires des méthodes de captures
actives (Aylor, 2017).
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Figure 7 : Graphique représentant le cumul de sporée (en sporanges.m-3) pour chaque
hauteur de capture, sur la parcelle n°2.

4 CREATION D'INDICATEURS POUR UNE PREMIERE
INTEGBATION DE LA MESURE DE SPOREE DANS
LA PREVISION DU RISQUE EPIDEMIQUE

Les objectifs de cette troisieme et derniére partie sont i) d'éprouver en conditions
de production la méthode de capture et de quantification de sporanges aéroportés
précédemment développée ; ii) d'identifier les relations entre itinéraire climatique,
concentration en sporanges aéroportés et évolution des symptdmes, selon
deux stratégies de protections phytosanitaires. Cette mise a I'épreuve permettra
d'avoir un apercu du profil global d'émission de sporanges au cours d'une année
ainsi que I'enchainement des événements conduisant ou non a l'apparition d'une
épidémie de mildiou. Pour réaliser cette preuve de concept, nous disposons d'un
dispositif expérimental composé de 6 capteurs de sporanges positionnés dans un
flot de parcelles de 1,22 hectares, subissant un méme itinéraire climatique durant
trois années de suivi. Confronté a la difficulté de corréler les différentes variables
mesurées entre elles de maniére individuelle, la stratégie alternative retenue a été
de créer des indicateurs composites, permettant de simplifier la mise en relation
des différentes composantes de I'épidémie (tableau 1).

La pertinence des différents indicateurs sera évaluée. L'expérimentation est réalisée
sur le vignoble de I'unité expérimentale de I'INRAE de Villenave d'Ornon, Nouvelle
Aquitaine. La région Nouvelle Aquitaine est soumise a un climat océanique marqué
par des températures moyennes annuelles douces et des niveaux de précipitations
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élevés. Les six parcelles de Merlot suivies sont réparties en 3 blocs. Chaque bloc
contient deux parcelles conduites selon des pratiques phytosanitaires différentes :
- une stratégie de protection sécurisée, utilisant tous types de spécialités
commerciales autorisées par 'homologation (produits de contact, pénétrants
ou systémiques). Les traitements majoritairement préventifs commencent
avant l'apparition des premiers symptdmes ;
- une stratégie de protection minimale, basée sur la seule application de
produits de contact et pour laquelle les traitements commencent
apres l'apparition du premier symptéme repéré.

Tableau 1 : Résumé des indicateurs créés pour faciliter l'interprétation des mécanismes
épidémiques

Il s'agit d'un indicateur exprimé sans unité, traduisant la fenétre horaire
météorologique favorable 4 la contamination. Son élaboration résulte
d'une estimation des conditions favorables a linfection par le mildiou
basée sur la litkérature, en termes de présence deau libre et de
température : elle prend donc en comple la présence d'eau libre sur
une plage de température adéquate,

Indicateur météo
du potentiel
infectieux

Brischetto et al. (2020) proposent un mode de calcul du taux joumalier
de mortalité des sporanges basé sur la mesure horaire de la

FALE cha meorEaiis température et de I'humidité relative. Ce mode de calcul est appliqué &

:cf::zui“: nos concentration en sporanges mesurées afin de caractériser la durée
azmpuﬂ“ dinfectiozité potentielle ou « durée de vie » des pics de sporée
détectés el leur rble possible dans les processus épidémiques des
jours suivant leur apparition.
Cet indicateur a été raisonné en termes de surfaces exlérieure des
Indicateur organes sensibles de la vigne, en prenant en compte leur vanabilité de
épidémique sensibilité au cours de la croissance végétative de la vigne. |l permet de
unique compiler les taux d'attagque sur feuille et sur grappe au sein d'une

valeur commune.

Le taux de mortalité quotidien permet le calcul d'un indicateur de sporée total
estimé prenant en compte la sporée du jour J et des jours précédents avec :

- la sporée mesurée par capture et quantifiée par LAMP pour le jour];

- la sporée résiduelle (i.e. sporée viable), calculée d'un jour a l'autre sur une

séquence pluri-journaliére en fonction du taux de mortalité ;
- la sporée totale estimée, prenant en compte la sporée capturée du jour ]
et la sporée résiduelle pour le méme jour.

Le suivi sanitaire des parcelles permet de déterminer deux grandes phases dans
I'évolution épidémique de chaque millésime : une phase pré-symptomatique et
une phase post-symptomatique déclenchée deés l'apparition du premier symptéme.
Cette approche en deux temps se justifie par le cycle de vie du pathogéne. En
labsence de symptome dans les parcelles, la probabilité de détection de formes
asexuées est tres faible. L'hypothese la plus probable est qu'il s'agisse de formes
sexuées provenant du sol. Lorsque les symptomes, lieux de la reproduction asexuée,
apparaissent, 'hypothése précédente ne peut étre maintenue. Ces phases ont donc
été traitées séparément dans l'analyse statistiques des données. La corrélation
présentée dans cette synthése porte sur la phase pré-symptomatique. Elle vise
a établir la relation entre [litinéraire climatique, les événements de capture de la
sporée, et la vitesse moyenne d'évolution de l'indicateur épidémique, calculée pour
un pas de temps de 7 jours (figure 8).
Différentes variables explicatives ont été étudiées pour cette phase pré-
symptomatique :

- Lasomme de l'indicateur météo du potentiel infectieux, calculée pour les seuls
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jours de captures de sporanges, ou alors pour les jours incluant aussi la sporée
totale estimée (capturée + résiduelle viable) ;

- La somme de la sporée capturée ou de la sporée totale estimée (capturée +
résiduelle calculée) ;

- La somme des produits de l'indicateur météo du potentiel infectieux avec la
sporée capturée uniqguement, ou de l'indicateur météo du potentiel infectieux
avec la sporée totale, le tout a I'échelle journaliére.

Figure 8 : Précision autour

Somme pré-symptomatique des variables utilisées pour

e 'l

X r ' la mise en relation entre

sder

sommes d'indicateurs
pré-symptomatiques

s atar b

et vitesse d'évolution
de l'indicateur épidémique

il

en début d'épidémie

3 Bs

Evolution indicatewn épldémique 37) S
b5 /
3 e
v,

e, _.._‘-:"r“_ !
Date

Nota : La surface en gris foncé représente la sporée capturée ; la surface en gris clair représente la
sporée résiduelle et la courbe en pointillée représente la sporée totale. La courbe verte représente
I'évolution de la valeur de lindicateur épidémique. Ici, seule la somme pré-symptomatique de
l'indicateur de sporée est présentée. Le calcul de la somme pré-symptomatique de l'indicateur météo
du potentiel infectieux et de l'indicateur composite météo et sporée suivent la méme méthode (non
représentées sur ce graphique).

Profil d’émission et évolution de I'indicateur épidémique

Un exemple de l'évolution temporelle de la sporée capturée et totale et de
lindicateur épidémique pour les parcelles stratégie de protection « modérée » est
présentée dans la figure 9.
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Figure 9 : Graphiques représentant la valeur du Logarithme de la sporée capturée + 1,
Logarithme de la sporée totale + 1 ainsi que I'évolution de l'indicateur épidémique pour

la parcelle en protection minimale du bloc C en 2019, 2020 et 2021
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Les trois millésimes de suivi présentent des niveaux de pression épidémique
différents avec une pression faible en 2019 (IE moyen en fin de saison

sur les 6 parcelles = 3,5%), une pression forte en 2020 (IE moyen en fin de saison =
29,8%) et une pression moyenne arrivée tardivement en saison 2021 (IE moyen en
fin de saison = 12,9%). Globalement, la fréquence et les niveaux de captures sont
les plus faibles en période pré-symptomatique. Conjointement a l'apparition et a
augmentation des symptdmes (début de la phase post-symptomatique), les captures
sont plus fréquentes avec des concentrations en sporanges aéroportés plus élevées.
Puis en fin de saison, a partir de mi-aoQt a début septembre environ, des captures
quasiment quotidiennes sont observées avec les niveaux de concentration en sporée
aérienne les plus élevés. Ainsi, la grande majorité des captures se révélant positives
sont réalisées durant la phase post-symptomatique (89% des captures en 2019, 97%
des captures en 2020 et 94% des captures en 2021).

Relation entre les conditions météo favorables a l'infection et niveaux de
sporée durant la phase pré-symptomatique, et la vitesse d'apparition des
premiers symptdomes

Il existe une corrélation positive et significative entre la vitesse d'évolution des
symptdmes lors des 7 premiers jours du démarrage épidémique, avec la somme
de lindicateur météo du potentiel infectieux durant I'entiéreté de la phase pré-
symptomatique, ou avec la somme des différentes mesures de sporées (capturées
ou totales) sur laméme période. Les corrélations les plus fortes sont retrouvées pour
les variables combinant I'indicateur météo du potentiel infectieux avec les valeurs de
sporée (capturée et totale). En effet, la valeur du R2 pour chaque régression linéaire
estla plus faible pour lindicateur météo du potentiel infectieux (0,21 et 0,30). Elle est
la plus forte pour l'indicateur combinant l'indicateur météo du potentiel infectieux
avec la sporée (0,73 et 0,59 ; encadrée en rouge sur la figure 10). La dispersion des
points pour ces variables composites est caractéristique d'un effet seuil de détection,
en deca duquel la sporée nest pas détectée, alors qu'une évolution de symptdme est
observée (figure 10, encadré rouge). Par exemple, lorsque la vitesse d'évolution de
lindicateur épidémique a 7 jours est faible, inférieure a 0,1%.jr" (soit une évolution
de la valeur du IE de 0% a 0,7% en une semaine), les indicateurs composites de
sporée et d'itinéraires climatiques d'infection sont quasiment nuls. Cet effet seuil
peut s'expliquer par le manque de sensibilité de notre méthode de suivi durant
les phases pré-symptomatiques. En effet, les concentrations en sporanges a cette
période de la saison dépassent rarement la limite de quantification qui est pour
rappel de 3,33 sporanges.m?3. Seules 9,8% des concentrations analysées durant
cette phase dépassent ce seuil. La sporée capturée en phase pré-symptomatique
est trés probablement sous-estimée. Les émissions de faibles concentrations de
sporanges ne sont pas ou partiellement détectées. Elles suffisent cependant a
initier I'apparition de symptdmes. L'amélioration de la sensibilité de la méthode
permettra probablement d’améliorer, pour les faibles valeurs, la relation statistique
entre la combinaison de la sporée et l'indicateur météo de potentiel infectieux et la
vitesse d'apparition des symptomes. Cette sous-estimation induit que 'ensemble
des valeurs calculées a partir de cette mesure, somme de la sporée mesurée et
totale et somme de lindicateur météo du potentiel infectieux, I'est également.
Cette sous-estimation en période pré-symptomatique renforce la conclusion
de la premiere partie concernant la nécessité d'améliorer le seuil de détection et
de quantification de la méthode de suivi. Une premiére voie d’amélioration du
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protocole de biologie moléculaire, serait d'optimiser I'étape d'extraction, en ajoutant
une étape de lyse thermique. Elle permettrait d'obtenir des ADN de meilleure
qualité. Une deuxiéme voie serait d'ajouter des capteurs passifs dans la parcelle
pour étre plus représentatif de l'activité du pathogéne, en démultipliant le nombre
de points mesures. L'extraction simultanée de 'ensemble des collecteurs permet de
concentrer 'ADN pour une date d'échantillonnage et d'augmenter la probabilité de
se situer au-dessus de la limite de quantification de la méthode.
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Figure 10 : Régressions linéaires entre les différents indicateurs : Somme du potentiel
infectieux (lorsque sporée capturée > 0), Somme du potentiel infectieux (lorsque
sporée totale > 0), Somme des logarithmes de la sporée capturée + 1, Somme des
logarithmes de la sporée totale + 1, Somme des produits journaliers potentiel infectieux
et logarithme de la sporée capturée +1 et Somme des produits journaliers potentiels
infectieux et logarithme de la sporée totale +1
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5 DISCUSSION

Un effort particulier a été maintenu dans la conception de la méthode pour
conserver un potentiel de transfert vers la filiére viticole. Une évaluation préliminaire
propose un codt d’environ 1000 euros annuel pour le suivi saisonnier d'un site sur
la base d'un capteur déployé, dans les conditions actuelles de captures et d'analyse
(communication personnelle de B. Laurent ; non publiée). Sans garantie précise du
gain associé a l'utilisation de la méthode de capture, le colt actuel de la technologie,
pourtant optimisée dans sa conception, ne permet pas a Iheure actuelle le
déploiement de I'ensemble des outils chez tous les viticulteurs ou sur toutes leurs
parcelles. Toutefois, lintégration de la méthode dans des régles de décisions de
calendrier de traitement, et une estimation plus précise de la diminution IFT permise
grace a son utilisation, permettra de tester la faisabilité économique de 'approche
et soutiendra son adoptabilité auprés du plus grand nombre.

Un point majeur d'amélioration de la méthode, en vue de sa capacité a réduire
le nombre de traitements, est sa capacité a détecter précisément les éléments
contaminants durant la phase pré-symptomatique, par lamélioration de sa
sensibilité. Plusieurs perspectives techniques semblent envisageables a ce sujet,
concernanta lafoislaméthode moléculaire etlaméthode de capture aérobiologique.
Nos résultats ont montré que l'information apportée par la mesure de sporée, était
prédictive du développement épidémique dans une échelle de temps inférieure
a 14 jours. L'intégration de la mesure de la sporée dans le processus de prise de
décision des traitements nécessite donc un délai court entre échantillonnage et
analyse. Globalement, une fois installée, I'épidémie est difficile a contrbler, voire
impossible a stopper si les conditions favorables au pathogéne persistent dans
le temps. Ainsi, en 'absence de produits de traitements curatifs efficaces, la lutte
contre le mildiou reste donc essentiellement préventive et vise a empécher la
contamination et linstallation du parasite dans les cellules et tissus de la plante.
Les stratégies les plus efficaces reposent, quel que soit le type de produit utilisé,
sur un positionnement au plus prés de la contamination, et si possible en amont
de l'événement contaminant. Ce laps de temps court entre la contamination et
I'apparition des symptdmes justifie ainsi de privilégier une méthode d'analyse rapide
pour permettre au viticulteur d'intervenir au plus vite. Dans les conditions actuelles,
I'analyse moléculaire développée produit des résultats dans la demi-journée, et
reste cohérente a l'échelle de temps de prédiction de I'épidémie. Dans le cadre
du réseau participatif, les viticulteurs envoient les échantillons par service postal,
et ces derniers sont analysés et mis en ligne sur une plateforme web sous 48h. ||
se passe donc environ quatre jours entre le prélevement et le rendu, et ce délai,
bien que satisfaisant, pourrait étre amélioré. Les temps d'analyses pourraient donc
étre réduits en rapprochant I'analyse des lieux de préléevement, et en démultipliant
les centres d'analyses sur le territoire. En d’autres termes, I'analyse pourrait étre
externalisée dans des laboratoires de proximité, qui pourraient étre, dans certains
cas directement internalisés par les propriétés viticoles. La difficulté ici est de
structurer l'activité de telle maniére que linformation puisse étre interopérable
entre sites d'analyse, et mises a dispositions des instituts, a des fins de recherche et
de développement.
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Comment la mesure aérobiologique participe-t-elle a la réduction des usages
de fongicides ? Le réseau VISA : un support pour I'élaboration d'indicateurs de
pilotage des stratégies de traitements.

Cette étude s'inscrit dans un projet de plus grande envergure, incluant comme décrit
précédemment la mise en place d'un réseau participatif de capture aérobiologique
chez un ensemble de viticulteurs partenaires. La collaboration étroite entre ce
collectif et les instituts de recherche est particulierement intéressant car il permet
une certaine flexibilité dans le développement technique, tout en s'assurant
gu’il réponde aux mieux aux besoins de la profession. Ainsi, une premiére
expérimentation de pilotage des traitements phytosanitaires en condition de
production a été menée dés 2022 chez des viticulteurs partenaires du réseau VISA.
En l'absence de recul fiable sur la relation quantitative entre mesure de sporée et
risque épidémique a cette date, cette expérimentation visait a inclure la présence/
absence de sporanges dans le processus de prise de décision, afin de retarder la
date des premiers traitements phytosanitaires. L'évaluation du risque basé sur les
observations et les prévisions météorologiques reste la méthode de référence, car
la plus éprouvée a ce jour et la seule a permettre l'anticipation des développements
épidémiques. La mesure de la sporée complétée par la donnée d'observation de
I'apparition des premiers symptdmes sur les parcelles du viticulteur ou celles du
réseau, permet de pondérer cette prévision météorologique du risque. Un exemple
de rapport technique du Chateau Léoville-Las Cases rapporte un recul de 21 jours de
la date de premier traitement sur I'expérimentation VISA, par rapport a la stratégie
de protection classique du chateau. Dans I'ensemble, sur les 10 sites expérimentaux
suivis en 2022, la régle de décision VISA a permis d'‘économiser de 1 a 4 traitements,
sans perte économique déclarée (Douillet et al., 2022b). L'expérimentation est tres
intéressante car elle permet une premiere estimation de la faisabilité économique
de la méthode : sur la base d'une protection anti-mildiou coltant entre 600 et
800 euros/ha/an (Pinto et al., 2012), une réduction d'uniquement 20% des usages
phytosanitaire anti-mildiou, sur une propriété de 9 ha, soit la surface moyenne des
exploitations al'échelle nationale, permet un gain direct de 1080-1440 euros. Bien sir
les gains seront supérieurs lorsque l'outil permettra I'analyse d'autres pathogénes,
notamment 'oidium, sans compter les bénéfices indirects comme l'amélioration
globale de la santé de I'écosystéme viticole - incluant la santé des salariés et des
riverains, ou de limage de marques associée a une viticulture durable.

Notre stratégie de développement, a la faveur d'un déploiement territorial de
mesures aérobiologiques al'échelle de la Nouvelle-Aquitaine, participe tout d'abord a
générer les données nécessaires pour mieux comprendre et intégrer les interactions
entre environnement, sporée et plante, dans des terroirs et au travers de pratiques
techniques variées. Ainsi, 'approche multi-sites est un atout majeur pour modéliser
ces relations complexes et calibrer des indicateurs pertinents permettant le pilotage
des traitements phytosanitaires, mais aussi pour comprendre l'effet de pratiques et
de terroirs sur la capture de spores et plus globalement, sur I'épidémiologie générale
du mildiou de la vigne. La conception de ce type d'outils nécessite d'approfondir
I'effort d'homogénéisation de l'acquisition de données. Il peut s'agir du choix de la
source de données climatiques, de la méthode de capture aérobiologique, ou de la
nature des données biologiques du végétal. De plus, les techniques de l'agriculture
de précision restent encore trop onéreuses pour permettre d'envisager leur
déploiement auprés de tous les viticulteurs. L'interpolation spatiale de la donnée de
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la mesure de sporées entre sites, a l'aide de méthodes géostatistiques (Vélez-Pereira
et al., 2021) permettrait de communiquer une information, bien que certainement
plus imprécise, a un public beaucoup plus élargi. La qualité des résultats d'une telle
approche de spatialisation est fortement dépendante de la qualité des données et
de la densité du réseau, dont il faut privilégier le nombre de points de mesures le
plus élevé possible. Cet effort de synthése de l'information, sous forme de cartes de
risques compilant les mesures climatiques et biologiques par exemple, pourra ainsi
étre porté dans des bulletins techniques tels que le Bulletin de Santé du Végétal
et permettra de rendre les résultats du projet VISA accessibles a 'ensemble des
acteurs de la filiere.

Quelles sont les autres perspectives d'utilisation de I'aérobio-surveillance
agricole, au-dela de l'utilisation dans du conseil au pilotage de stratégie de
traitements phytosanitaires ?

L'effort d'échantillonnage réalisé sur le réseau de surveillance biologique constitue
une ressource biologique précieuse pour de nombreuses autres applications. Un
avantage conséquent de l'analyse moléculaire est l'accés a 'ADN environnemental
qui ouvre des portes multiples sur la compréhension globale de I'écosystéme
microbien viticole. L'accés au matériel génétique de la sporée de P. viticola peut
constituer une source importante d'information sur I'évolution des populations de
mildiou de la vigne. Le couplage entre données épidémiques (quantité de spores)
et données génétiques, dans le cadre d'étude de démo-génétique, constitue une
perspective intéressante de ce travail de these.

Par exemple, afin de tenter d'apporter des premiers éléments de réponses aux
questionnements sur la synchronisation des cycles sexués et asexués, le travail de
Yolaine Fougerousse, étudiante de Master encadrée durant la thése a conduit, entre
autres, ala création d'un ensemble de marqueurs moléculaires permettant d'étudier
la diversité génétique composant les populations de P. viticola en milieu viticole,
directement a partir des captures de sporanges (Fougerousse, 2022). L'hypothése
principale de cette approche est que le niveau de diversité génétique des sporanges
capturés dans l'atmosphére refléte la contribution relative de la reproduction
sexuée ou asexuée en saison. Cette hypothése est a contextualiser par le niveau
de gravité de I'épidémie a I'échelle locale qui augmente la probabilité de transport
inter-parcellaire de formes asexuées, bien qu’on puisse imaginer que du transport
aérien d'inoculum issu de la reproduction asexué augmenterait de toute maniére
le taux de clonalité a la parcelle. Ces marqueurs moléculaires pourraient permettre
d’explorer la relation entre le profil épidémique d'un millésime et I'évolution de la
diversité génétique de la population de pathogeéne.
DerécentesavancéesnéesdelacollaborationentrelUMRSAVE etl'IFVauseinde 'UMT
SEVEN ont conduit, entre autres, a la mise au point d'une méthode de quantification
moléculaire de l'inoculum primaire contenu dans les sols viticoles. L'application de
tels marqueurs sur de 'ADN extrait d'échantillons de sol en début de saison pourrait
améliorer le monitoring de la phase pré-symptomatique, en termes de quantité
de sporée et de diversité génétique, et sa relation avec le début de I'épidémie. Les
suivis pluriannuels réalisés dans le cadre de cette thése ont permis de mettre en
évidence une forte émission de sporanges (formes sexuées et/ou asexuées) a la fin
de I'été. Plusieurs études rapportent une contamination issue d'oospores durant
cette période (Kennelly et al., 2007 ; Rouzet et Jacquin, 2003). Il s'agit d'une période,
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pré/post vendange, pendant laquelle les traitements phytosanitaires sont stoppés
(entre le Ter et le 15 aodt pour la derniére application) et dont le climat, notamment
la nuit, redevient plus propice au développement de I'oomycete (températures
moyennes plus douces et humidité relative plus importante). Les millésimes 2021
et 2022 sont caractérisés par des épidémies de mildiou tardives, comparées a celles
habituellement beaucoup plus précoces en Gironde débutant des les mois d'avril ou
mai. En 2021, les premiers symptdmes sont apparus a la fin du mois de juin, et les
captures ont été trés abondantes dés l'apparition des symptémes. En 2022, année
particulierement chaude et séche, peu d'émission et de symptomes ont été détectés.
Une forte attaque des jeunes tissus foliaires a été observée lors des premiéeres pluies
en octobre 2022 sur plusieurs secteurs de la Gironde (communication personnelle
de M. Raynal ; non publiée). Cette amplification des signaux de captures concorde
avec la période de fécondation et de formation des oospores, dont le génotype
résulte de la rencontre aléatoire entre deux individus compatibles. Ces oospores
iront rejoindre le pool d'inoculum contenu dans le sol lors de la chute des feuilles.
Le monitoring complet des populations de P. viticola, de I'inoculum de la parcelle, de
la sporée et des symptomes (jusqu’a la chute des feuilles), en termes de quantité et
de diversité génétique, est une source d'information nécessaire pour une meilleure
compréhension du cycle de vie du pathogéne, et de sa relation avec I'évolution des
épidémies dans un continuum pluriannuel.

Au-dela d'approche non-ciblée visant a suivre les dynamiques populationnelles, cette
méme méthode, en ciblant des marqueurs génétiques d'intéréts peut permettre
de produire des données qualitatives sur le niveau d'adaptation des populations
aux pressions de sélection qu'elle subit, comme par exemple, la résistance aux
fongicides, ou bien la virulence vis-a-vis d'un géne de résistance de la vigne. En
effet, de nombreux travaux ont mis en évidence des mutations génétiques dans le
génome de P. viticola qui conduisent a 'émergence de phénomeénes de résistances
a certains produits phytosanitaires (Qol, CAA, etc), (voir Massi et al., 2021 pour une
revue) et des marqueurs génétiques de ces résistances aux fongicides sont donc
disponibles pour la plupart des molécules étudiées. L'inclusion de ces marqueurs
dans le monitoring peut appuyer le choix du viticulteur quant a l'efficacité des
molécules a appliquer.

De méme, le déploiement progressif en France de nouvelles variétés de vigne
portant des résistances majeures au mildiou de la vigne conduit a 'apparition de
souches virulentes capables de contourner ces résistances. Ce phénomene a été
documenté dans plusieurs pays européens et des souches contournant les genes
Rpv3, Rpv10 et Rpv12 ont été maintenant décrites (Paineau et al., 2022). Pour le
moment, les facteurs génomiques responsables de ces adaptations n‘ont pas été
identifiés, mais des études en cours a SAVE (INRAE) devraient déboucher sur leur
identification dans les prochaines années (Paineau, 2022). L'Observatoire national
du déploiement des cépages résistants dit OSCAR est un dispositif participatif
constitué d'un réseau de parcelles de variétés résistantes plantées par les viticulteurs
qui sont suivi sur le long terme. L'objectif principal de ce dispositif créé en 2017
par INRAE et IFV, est d'organiser la surveillance du déploiement afin d'anticiper les
risques liés a I'évolution des populations de mildiou face a ces résistances (https://
observatoire-cepages-resistants.fr/). L'utilisation de la capture de sporanges dans
ce réseau de parcelles permettrait, par I'analyse de la fréquence et de la distribution
des génotypes virulents dans les populations, de disposer plus rapidement
d'information sur le niveau d’adaptation des populations a I'échelle locale.
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Le cheminementméthodologique de développementetcalibrationde 'outil présenté
dans cette thése peut facilement étre transposé aux autres agents pathogenes
cryptogamiques de la vigne, dont les principaux sont E. necator, responsable de
l'oidium, G. bidwellii a I'origine du Black rot et B. cinerea de la pourriture grise. Les
amorces LAMP et gPCR pour quantifier la sporée de E. necator, G. bidwellii et B.
cinerea sont déja développées ou en cours de développement (Tomlinson et al.,
2010, Thiessen et al., 2016, Moreno-Velazquez et al., 2019). Dans le cas précis de E.
necator, le suivide la sporée a été intégrée au pilotage de la protection phytosanitaire
et a déja montré des résultats encourageants (Carisse et al., 2009 ; Thiessen et al.,
2016; 2017 ; 2018).

La capture par bras rotatif n'est certes pas la plus efficiente pour détecter les
sporanges de mildiou en période pré-symptomatique. Elle est cependant la méthode
la plus recommandée pour un monitoring routinier multi-espéece (Aylor, 2017). Le
déploiement du réseau de captures aérobiologiques permet le suivi de la sporée
de ces ascomycetes pathogénes de maniére simultanée, grace au multiplexage
des quantifications moléculaires. L'interopérabilité de I'échantillonnage d'air et
de I'extraction de 'ADN permet, aprés une étape de mise au point des protocoles
de biologie moléculaire, de générer une multitude de suivis sur une série de
prélévement unique, optimisant d’autant plus la viabilité économique du dispositif.
Cette stratégie multi-pathogenes est d'autant plus pertinente que les applications
de fongicides sont raisonnées globalement a I'échelle d'une exploitation.
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Grand Prix 2022 - Charlotte Brault
Optimisation de la sélection de nouvelles variétés de vigne
a l'aide de la prédiction génomique et phénomique.

Grand Prix 2021 - Delphine Winstel
Recherches sur les composés du bois de chéne modulant
la saveur des vins et des eaux-de-vie

Grand Prix 2019 - Yann Raineau
Défis environnementaux de la viticulture : une analyse
comportementale des blocages et des leviers d’action.

Grand Prix 2017 - Liming Zeng
Etude de la composition macromoléculaire du raisin
et des vins : impact sur la qualité sensorielle

Grand Prix 2014 - Olivier Serra
Le législateur et le marché vinicole sous la Troisieme République

Grand Prix 2013 — Dorothée Boyer-Paillard
Essai sur les notions d’origine et de provenance en droit du commerce,
la reconnaissance juridique des « territoires des productions typiques »

Grand Prix 2012 — Guillaume Antalick
Bilan biochimique et sensoriel des modifications de la note fruitée des
vins rouges lors de la fermentation malolactique,
le réle particulier des esters

Grand Prix 2011 — Axel Marchal
Recherches sur les bases moléculaires de la saveur sucrée des vins secs

Grand Prix 2010 — Caroline Le Goffic
La protection des indications géographiques en France,
dans la Communauté européenne et aux Etats-Unis

Grand Prix 2009 - Katharina Zott
Les levures non-Saccharomyces : dynamique, caractérisation et inte-
raction avec Saccharomyces durant les étapes pré-fermentaires et la
fermentation alcoolique

Grand Prix 2008 — Elise Sarrazin
Recherches sur I"arbme des vins liquoreux de pourriture noble issus des
cépages Sémillon et Sauvignon blanc
Caractérisation de composés clés et étude de leur genése

Grand Prix 2007 — Alexandre Pons
Recherche sur I'arbme de vieillissement prématuré des vins blancs secs

Grand Prix 2006 - Paulo Lopes
Etude des phénomeénes oxidatifs pendant le vieillissement des vins en
bouteille. Role de I"obturateur

Grand Prix 2005 - Stéphane La Guerche

Les défauts moisis terreux des vins : la géosmine identifiée
comme principale responsable
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Grand Prix 2004 - Michael Jourdes
Réactivité, sythése, couleur et activité biologique
d’Ellagitannins C-Glycosidique et Flavano-Ellagi tannins

Grand Prix 2003 Dominique Roujou de Boubée
Recherches sur la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine dans les raisin
et dans les vins

Grand Prix 2002 - Catherine Peyrot des Gachons
Recherches sur le potentiel aromatique des raisins
de Vitis vinifera L.cv Sauvignon

Grand Prix 2001 - René Siret
Etude du polymorphisme génétique de la vigne cultivée (Vitis vinifera
L.) a I'aide de marqueurs microsatellites : application a la caractérisa-
tion des cépages dans les vins

Grand Prix 2000 - Takatoshi Tominaga
Recherches sur I'arbme variétal des vins de Vitis vinifera
L. cv. sauvignon blanc et sa genése a partir de précurseurs inodores
du raisin

Grand Prix 1999 - Isabelle Cutzach-Billard
Etude sur I’'arébme des vins doux naturels non muscatés au cours de leur
élevage et de leur vieillissement. Son origine. Sa formation

Grand Prix 1998 - Virginie Moine-Ledoux
Recherches sur le role des Mannoprotéines de levure
vis a vis de la stabilité protéique et tartrique des vins

Grand Prix 1997 - Valérie Lavigne-Cruege
Recherche sur les composés soufrés formés par la levure au cours de la
vinification et I'élevage des vins blancs secs

Grand Prix 1996 - Sylvie Biau
Etude de la matiére colorante des vins blancs de Bordeaux

Grand Prix 1995 - Samuel Lubbers
Etude des interactions entre les macromolécules d’origine levurienne
du vin et les composés d’aréme

Grand Prix 1994 - Ziya Giinata
Etude et exploitation par voie enzymatique
des précurseurs d’ardbme du raisin, de nature glycosidique

Grand Prix 1993 - Pierre-Louis Teissedre
Le plomb, du raisin au vin

Grand Prix 1992 - Pascal Chatonnet
Incidence du bois de chéne sur la composition chimique et les qualités
organoleptiques des vins, applications technologiques
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