
HAL Id: tel-04045701
https://theses.hal.science/tel-04045701

Submitted on 25 Mar 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Etude d’un extrait enrichi en stilbènes complexes pour
le contrôle des maladies du vignoble

David Taillis

To cite this version:
David Taillis. Etude d’un extrait enrichi en stilbènes complexes pour le contrôle des maladies du
vignoble. Biologie végétale. Université de Bordeaux, 2021. Français. �NNT : 2021BORD0092�. �tel-
04045701�

https://theses.hal.science/tel-04045701
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 
 

 

 

THÈSE PRÉSENTÉE 

POUR OBTENIR LE GRADE DE 

 

DOCTEUR DE 

L’UNIVERSITÉ DE BORDEAUX 

ÉCOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTÉ 

SPÉCIALITÉ BIOLOGIE VEGETALE 

 

Par David TAILLIS 

 

 

 

 

Sous la direction du Pr. Stéphanie CLUZET 

Soutenue le 24 Mars 2021 

 

Membres du jury : 

M. Éric GOMES       Professeur, Université de Bordeaux         Président  

Mme Nathalie GIGLIOLI-GUIVARC’H   Professeure, Université de Tours    Rapporteur 

M. Aziz AZIZ        Professeur, Université de Reims        Rapporteur 

Mme Marie-France CORIO-COSTET     Directrice de Recherche, INRAe Bordeaux   Examinateur 

Mme Stéphanie CLUZET     Professeure, Université de Bordeaux        Directrice de thèse 

Etude d’un extrait enrichi en stilbènes complexes pour le 

contrôle des maladies du vignoble  
 



 

 
 



 

 
 

Etude d’un extrait enrichi en stilbènes complexes pour le contrôle des maladies du vignoble 

Vitis vinifera L. est une des cultures les plus largement répandues dans le monde et présente une 

importance économique majeure. Elle est cependant sujette à de nombreuses maladies dont le contrôle 

est largement effectué par l’application de pesticides issus de synthèse chimique, néfastes pour 

l’environnement et la santé humaine. Dans cette étude, nous avons considéré la possibilité d’utiliser des 

extraits naturels enrichis en stilbènes, des métabolites végétaux aux propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes, comme solution de biocontrôle des maladies. Les stilbènes complexes, dont 

l’efficacité antimicrobienne est remarquable, sont présents en quantité importante dans les parties 

pérennes de la vigne (sarments, ceps et racines). Dans le but de produire un extrait selon une approche 

durable, nous avons comparé deux solvants dits verts (éthanol et acétate d’éthyle) et avons retenu pour 

sa plus grande efficacité d’extraction deux extractions successives à l’acétate d’éthyle dans les 

proportions suivantes : 100 - 85 %. Ainsi, un extrait enrichi en stilbènes à partir de ceps et de racines de 

vigne a été produit, riche en stilbènes (50% de l’extrait) notamment en formes complexes (dimères et 

tétramères). Au laboratoire, cet extrait a démontré une forte activité oomycide contre le mildiou de la 

vigne, P. viticola. En serre, l’extrait a montré une capacité de réduction de la sévérité de la maladie de 

40 % et jusqu’à 50 % lorsque formulé ainsi que des activités contre différents oomycètes. De plus, 

l’application de l’extrait sur les feuilles de vigne déclenche des réponses de défense chez la plante. Une 

forte activité fongicide a été relevée envers B. cinerea. Nous avons déterminé les stilbènes responsables 

de cette activité parmi les stilbènes majeurs de l’extrait : les plus actifs sont la r-viniférine, le resvératrol 

et l’ε-viniférine. Par ailleurs, nous avons suivi l’action de telles enzymes sur les stilbènes de notre extrait. 

Nous avons montré que plusieurs stilbènes de l’extrait, notamment des dimères, sont transformés, alors 

que d’autres ne peuvent l’être, tel la plupart des tétramères. Ainsi, pour la première fois, par ces travaux, 

nous avons mis en évidence la formation de tétramères à partir d’ε-viniférine. L’activité anti-Botrytis 

de l’extrait biotransformé n’est que peu impactée. De plus, nous avons noté que l’extrait de stilbènes 

agit de façon négative sur la production de laccases. L’ensemble de ces résultats confirme la pertinence 

de poursuivre le développement d'extraits enrichis en stilbènes oligomérisés pour leur utilisation 

potentielle comme approche alternative pour la prévention et le contrôle de P. viticola et B. cinerea dans 

les vignobles.  

Mots clés : [Vitis vinifera, co-produits, agriculture durable, resvératrol, laccases, élicitation] 

 

A complex stilbenes enriched extract for the control of vineyard diseases  

Vitis vinifera L. is one of the most widely grown crops in the world and represents a major economic 

importance and subject to many diseases. Their control is largely done by the use of harmful pesticides 

derived from chemical synthesis. In this study, we considered the possibility to use natural extracts 

enriched in stilbenes as an alternative approach for disease control. Stilbenes are synthesized by several 

plant species including the grapevine that are mainly present in the perennial parts of the plant (shoots, 

wood and roots) and have powerful antimicrobial activities. In order to produce this extract with a 

sustainable approach, we compared two green solvents (ethanol and ethyl acetate). We selected ethyl 

acetate for its greater efficiency of extraction and carried out two successive extractions (100 - 85% of 

solvent). Thus, an extract enriched in stilbenes from grapevine trunks and roots. The obtained extract is 

rich in stilbenes (50% of the extract) and in particular in complex forms (dimers and tetramers). In 

laboratory, the extract demonstrated a strong oomycidal activity against vine mildew, P. viticola. In 

greenhouse, the extract showed a capacity to reduce the severity of the disease by 40% and up to 50% 

when formulated and activities towards several oomycetes. In addition, the application of the extract on 

grapevine leaves triggers some plant defence responses. A strong fungicidal activity was noted towards 

B. cinerea mycelial growth and laccases production. The most active stilbenes were r-viniferin, 

resveratrol and ε-viniferin. In addition, we followed the action of laccases on the stilbenes of our extract. 

We showed that several stilbenes of the extract, especially dimers, are transformed, while tetramers are 

not. Thus, for the first time, we demonstrated the formation of tetramers from ε-viniferin. The anti-

Botrytis activity of the biotransformed extract is only slightly affected. These results confirm the 

relevance of pursuing the development of extracts enriched in oligomerized stilbenes for their use as an 

alternative approach for the prevention and control vineyard diseases. 

Keywords : [Vitis vinifera, by-products, sustainable agriculture, resveratrol, laccases, defense 

stimulation]
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A. La vigne et le vin  

a) L’origine et la culture de la vigne 

La vigne appartient à la famille des Vitaceae, famille qui comprend une soixantaine 

d’espèces inter-fertiles (Terral et al. 2010). Dans cette famille, il existe 14 genres dont le genre 

Vitis avec 2 sous-genres, Muscadinia et Euvitis. Au sein de ce dernier, c’est l’espèce Vitis 

vinifera qui est la plus répandue et cultivée au monde pour la production de baies aux meilleures 

qualités organoleptiques pour l’élaboration de vin ou de raisins de table. Les espèces du sous-

genre Muscadinia, principalement M. rotundifolia, sont cultivées notamment dans le Sud-Est 

des Etats-Unis. Un des intérêts de cette dernière réside dans ses capacités de résistance aux 

maladies cryptogamiques, telles le mildiou et l’oïdium, contrairement à V. vinifera (Olmo 

1986).  

L’histoire de la relation entre la vigne et l’Homme est très ancienne et est liée à celle du 

développement des civilisations eurasiennes. Il a été retrouvé des pépins de raisin dans des sites 

datant du Néolithique et de l’âge de bronze, il s’agissait alors de raisins issus d’espèce sauvage. 

V. vinifera, seule du genre à être indigène d’Eurasie, serait apparue il y a environ 65 millions 

d’années (This et al.,  2006; Terral et al., 2010). Elle dérive de l’espèce sauvage V. vinifera L. 

subsp. sylvestris (Gmelin) Hegi. Celle-ci se présente telle une liane héliophile à feuilles 

caduques et semi-caduques qui se développe généralement le long de rivières et dans les forêts 

alluviales et colluviales (Terral et al. 2010). Les premières traces de domestication de la vigne 

trouvent leur origine plus à l’Est, comme en témoigne des pépins de variétés primo-

domestiquées retrouvées en Géorgie et en Turquie et datant d’environ 8 000 ans avant JC 

(Hardie 2000, Patrick E. McGovern 2003). D’autres pépins de raisin attribués à des vignes 

cultivées et datant de l’âge du cuivre et du milieu de l’âge du bronze ont été découverts au 

Proche-Orient (Terral et al. 2010). La dispersion des cultivars primo-domestiqués s’est faite de 

manière concomitante à celle des civilisations les ayant développés : dans un premier temps 

vers les régions telles que l’Egypte et la Mésopotamie (vers 5500-5000 avant JC) puis vers les 

principales civilisations de la méditerranée à savoir les Assyriens, Phéniciens, Grecs, Romains, 

Etrusques et Carthaginois  (Patrick E. McGovern 2003). Avec l’expansion romaine et ses routes 

commerciales, notamment les fleuves (le Rhin, le Rhône, le Danube et la Garonne), la vigne se 

disperse dans toute l’Europe jusqu’aux régions du Nord de l’Allemagne.  

La plus vielle trace de fabrication de vin est retrouvée en Iran et date d’environ 7 400 à 7 000 

avant JC. Ainsi, les débuts de l’élaboration de vins sont concomitants des débuts de la culture 
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de la vigne, ce qui est attesté par la découverte de traces de vinification, telles que la présence 

d’acide tartrique, dans des jarres en argile datant de la fin du septième millénaire avant JC 

(Terral et al. 2010). 

Aujourd’hui, la vigne est cultivée sur tous les continents, surtout dans les régions à climats 

tempéré et méditerranéen d’Europe, d’Asie et d’Amérique du Nord et même dans des régions 

semi-tropicales, arides ou froides. Le principal inconvénient de l’espèce V. vinifera réside dans 

sa sensibilité à de nombreuses maladies, notamment au phylloxera (Cantu & Walker 2019). 

Ainsi cette maladie ravageât les vignobles d’Europe à la fin du 19ème siècle ce qui entraîna 

l’utilisation d’espèces originaires d’Amérique du Nord et résistantes au phylloxera, en tant que 

porte-greffe, telles que V. rupestris, V. riparia ou V. berlandieri. Cependant, pour la grande 

majorité des cultivars utilisés à travers le monde, V. vinifera est utilisé en tant que greffon pour 

la production de raisins, jus et vins (This et al. 2006, Terral et al. 2010). 

S’il existe environ 6 000 cépages de V. vinifera, seulement quelques-uns servent à 

l’élaboration de vins à travers le monde. Parmi les plus répandus pour la production de raisins 

de cuve dans le monde, sont retrouvés le Cabernet Sauvignon (341 000 ha), le Merlot (266 000 

ha), le Tempranillo (231 000 ha), le Chardonnay (210 000ha) et la Syrah (190 000 ha) (OIV 

2017). 

b) L’économie du vin en France et dans le monde  

En 2019, la superficie viticole est estimée selon l’Organisation Internationale du Vin (OIV) 

à 7,4 millions d’hectares (mha) au niveau mondial (OIV 2020). En Europe, plus de 3 mha sont 

cultivés avec 966 000 ha en Espagne, 794 000 en France et 708 000 en Italie. En 2019, pour la 

France et l’Italie, il a été observé une légère augmentation de la surface cultivée. Aux Etats-

Unis, 408 000 ha de vigne sont présents et 855 000 ha en Chine avec toutefois une croissance 

qui se ralentit après 10 ans de forte expansion. En termes de production, les trois principaux 

producteurs mondiaux qui pèsent pour 48 % de la production mondiale sont l’Italie, avec 47,5 

mhl (millions d’hectolitres), la France avec 42,1 mhl et l’Espagne avec 33,5 mhl. En France, 

les trois-quarts des vins produits sont des vins tranquilles dont 55 % en rouge, 26 % en blanc et 

19 % en rosé. La vitiviniculture est en France très importante au sein de l’agriculture, 

puisqu’elle représente 85 000 exploitations, soit une exploitation agricole sur cinq. Si les 

surfaces viticoles ne tiennent que pour 3 % de la surface agricole totale, le vin représente 15 % 

de la production agricole en valeur, soit 12,5 milliards d’euros (OIV 2020, CNIV 2019).  
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En 2019, la consommation mondiale de vin est en légère augmentation avec 244 mhl, 

supérieure de 0,1 % à celle de 2018. Le premier pays consommateur est les Etats-Unis avec 

33,0 mhl consommés, suivis par la France et l’Italie. A l’image de sa surface viticole, la 

consommation chinoise, qui atteint 17,8 mhl, est en diminution de 3,3 % par rapport à 2018 

après deux décennies d’augmentation. En ce qui concerne la France, 60 % de sa production 

nationale est consommée dans le pays et les 40 % restant sont exportés ce qui place la France 

au premier rang des exportations de vin et d’eau de vie avec 13 milliards d’euros de chiffre 

d’affaires à l’export. Il apparait donc clairement que l’économie du vin et des eaux de vie est 

d’une importance majeure pour l’économie française et mondiale (OIV 2020, CNIV 2019).  

c) La biologie de la vigne 

La vigne est une plante pérenne ligneuse et tous les plants de vigne sont issus de boutures 

greffées. Il faut compter en général 3 ans pour qu’un plant commence à produire des grappes 

de raisins utilisables. Durant les premières années, la production est importante, puis elle 

décline et se stabilise se faisant permettant en général l’obtention de baies de meilleure qualité 

(Grigg et al. 2018). La vigne cultivée est conservée en général plusieurs décennies, entre 20 et 

50 ans avant d’être arrachée et remplacée (Reynier 2016). L’arrachage et le renouvellement 

d’un vignoble se fait lorsque l’état sanitaire des plants se dégrade et la production décroit 

(Reynier 2016).  

La vie de la vigne se caractérise par des cycles annuels avec des phases simultanées de 

croissance végétative et de développement des organes reproductifs, puis d’une phase de repos 

hivernal (Wolf 2008). Dans les parties ligneuses sont stockées les réserves qui, constituées 

durant une saison, serviront pour la croissance à la sortie de l’hiver (Scholefield et al. 1978, 

Zapata et al. 2004). Le début du cycle végétatif se caractérise notamment par l’apparition des 

pleurs, écoulements de sève visibles sur les sarments taillés, à la fin de l’hiver et qui marquent 

le début de la reprise de l’activité physiologique (Figure 1). Durant la croissance végétative, 

différents organes tels que les rameaux, les feuilles, les vrilles et les racines, dont le début de la 

croissance est assurée notamment par la mobilisation des réserves, se développent (Scholefield 

et al. 1978, Zapata et al. 2004, Reynier 2016). Une des particularités de la vigne est de contenir 

dans ses bourgeons à la fois des embryons de feuilles mais aussi de fleurs, c’est ce qu’on appelle 

des bourgeons mixtes ou bivalents.  
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Figure 1 : Cycles de développement végétatif et reproducteur annuels de la vigne (d’après 

Reynier 2016). 

 

Vient ensuite la phase durant laquelle les bourgeons gonflent et s’ouvrent en écartant les 

écailles protectrices. Cette phase est appelée le débourrement. La date du début de ce processus 

est influencée par différents facteurs tels que le cépage, la vigueur ou la pratique culturale 

comme la taille (Pouget 1988, Reynier 2016). La phase de croissance s’accélère, dans 

l’hémisphère Nord, de fin avril à juillet puis ralentie au milieu de l’été pour s’arrêter 

complètement (Figure 1). Le flux de sève est dirigé prioritairement vers les organes végétatifs 

durant la période de croissance à vitesse maximale, au détriment des organes reproducteurs. A 

la fin de l’été, avec la diminution de la photopériode, la vigne constitue ses réserves, au sein 

des bois et des racines et les sarments se lignifient, c’est ce qu’on appelle l’aoutement (Wolf 

2008, Reynier 2016). Les cycles de la vigne sont interdépendants d’années en années, ce qui 

signifie que les conditions environnementales et sanitaires d’une année vont influencer la 

production de l’année suivante, par la quantité de bourgeons et de grappes à venir, ainsi que par 

la quantité de réserves (Wolf 2008, Reynier 2016).   

En parallèle du cycle végétatif se déroule le cycle reproducteur durant lequel se développent 

les inflorescences, les fleurs, les baies puis les pépins jusqu’à leur maturation (Wolf 2008). Les 

fleurs de V. vinifera sont hermaphrodites dites parfaites, c’est-à-dire que le pistil (gynécée) et 

les étamines (androcée) sont parfaitement séparés au sein de la fleur. Il existe 5 étamines et un 

pistil par fleur (Dokoozlian 2000). Les inflorescences sont contenues dans les bourgeons sous 

la forme de clusters de grappes. 
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La floraison a lieu au printemps, environ 6 à 8 semaines après le début de la croissance 

végétative en fonction des conditions climatiques (Figure 1). Dès que la fleur est complètement 

ouverte, les étamines s’ouvrent et libèrent leurs grains de pollen dont certains vont adhérer au 

pistil et féconder l’ovule. Dans ce mode de reproduction, il est considéré que les insectes ou le 

vent ne jouent pas de rôle significatif (Wolf 2008, Reynier 2016). Durant cette période, la 

production future est très vulnérable, les températures jouant un rôle important et notamment 

les épisodes de gels tardifs qui peuvent représenter de grandes pertes de production par la 

destruction des grappes de fleurs préformées dans les bourgeons (Institut Français de la Vigne 

et du Vin 2018).   

La formation des baies est caractérisée par la succession de deux périodes de croissance 

(Dokoozlian 2000, Wolf 2008). La première est une période de croissance par divisions et 

différenciations cellulaires et la deuxième une phase de croissance par l'élargissement des 

cellules et de maturation. Ces deux phases sont entrecoupées par une période de latence (Wolf 

2008). La première phase, qui débute après la floraison et s’étend environ sur 50 jours, est une 

période de croissance rapide et de développement des pépins. La baie est alors verte car encore 

chlorophyllienne. A ce stade, les baies sont pauvres en sucres mais s’enrichissent en acides 

organiques stockés dans les vacuoles (Dokoozlian 2000, Ollat et al. 2002). La baie cesse ensuite 

sa croissance et atteint son niveau le plus élevé en acides organiques (tels que le malate) et sa 

concentration en chlorophylle diminue : c’est la phase de latence, qui dure environ une dizaine 

de jours (Coombe & Mccarthy 2000, Dokoozlian 2000, Wolf 2008). La deuxième période 

apparait lorsque les baies se remettent à croitre rapidement et à débuter leur maturation, ce qui 

se caractérise par la véraison, période durant laquelle elles changent de couleur. A ce moment 

et jusqu’à complète maturité, le processus s’étendant sur une soixantaine de jours, la chair des 

baies se charge en sucres et en métabolites secondaires tels que les composés aromatiques et 

notamment en anthocyanes dans les peaux, s’il s’agit de variétés rouges. Pendant la période de 

stockage des sucres, les flux de sève vont prioritairement vers les baies de raisin, parfois au 

détriment des réserves des parties vivaces (Coombe & Mccarthy 2000, Dokoozlian 2000, Ollat 

et al. 2002, Reynier 2016).   
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B. Les agents pathogènes majeurs de la vigne 

Si la vigne est sujette à de nombreuses maladies, certaines d’entre elles sont responsables de 

pertes importantes et nécessite un contrôle important. Ainsi, trois agents pathogènes aériens 

majeurs sont à l’origine du mildiou, de la pourriture grise et de l’oïdium. Il existe aussi d’autres 

maladies à l’origine de dégâts importants dans les vignobles tels que le black-rot ou les maladies 

bois. 

a) Plasmopara viticola, agent du mildiou de la vigne 

a) Classification 

Collecté pour la première fois en 1834 dans le Nord-Est des Etats-Unis et classé dans le 

genre Botrytis (B. cana puis B. viticola) par Schweinitz, l’agent pathogène responsable mildiou 

de la vigne a plusieurs fois vu sa classification évoluer. En 1863, De Bary décrit son cycle 

asexué et classe cet organisme dans le genre Peronospora. La première description claire d’un 

lien de causalité existant entre un microorganisme et la maladie du mildiou de la vigne date de 

1876, et a été avancée par Farlow qui l’attribuait alors à Peronospora viticola. C’est 20 ans 

après que Schröder (1886) identifie des différences dans ce genre, le scinde alors en deux genres 

et classe cet organisme dans le deuxième, nommé Plasmopara (Gessler et al. 2011). P. viticola 

appartient à la classe des Oomycètes. Ces derniers sont classés chez les Chromalveolata, dans 

le clade des Chromistes et dans la sous-division des Straménopiles (ou hétérocontes) (Selosse 

& Durrieu 2004). Classés initialement avec les Fungi, ils ont été ensuite retirés de ce règne. En 

effet, ils sont notamment plus proches de par leur anatomie des algues brunes et diatomées, par 

leur paroi cellulaire qui est composée de cellulose, contrairement à la chitine des parois 

fongiques. De plus, les noyaux des oomycètes sont diploïdes, à l’état végétatif, alors que ceux 

des champignons sont haploïdes (Gessler et al. 2011).  

b) Mode de développement et cycle de vie 

    P. viticola est un oomycète biotrophe obligatoire. Son développement s’effectue selon deux 

cycles, un cycle sexué et un cycle asexué, conduisant à sa reproduction et sa dissémination 

(Figure 2). Il hiverne presque exclusivement sur des débris de feuilles ou de baies sous la forme 

d’oospores dans les climats tempérés, mais peut être aussi trouvé sous forme de mycélium dans 

les bourgeons (Dubos, 2002), ou de conidies sur les feuilles non tombées dans les régions aux 

hivers moins rigoureux (Galet, 1977).   
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Le cycle sexué est caractérisé par la formation d’oospores et de gamétanges qui atteint son 

maximum en fin d’automne. Les oospores, ou œufs d’hiver, sont produites lors de la fertilisation 

des oogonies par les anthéridies. La fertilisation débute lorsque le noyau d’une anthéridie passe 

par le tube de fertilisation et atteint l’oosphère. Au sein de cette oosphère, les deux noyaux 

fusionnent et le noyau périplasmique dégénère, conduisant à la formation de l’oospore. Cette 

dernière entre alors en dormance (Burruano, 2000; Gobbin, 2004). Au printemps, les 

températures augmentent et lorsqu’elles avoisinent 12-13°C et en présence d’une humidité 

suffisante, la germination des œufs d’hiver a lieu. Celle-ci peut durer de 48 h à une semaine 

selon les conditions. A partir du filament germinatif, se forme une macroconidie . Au sein de 

cette dernière, les noyaux se multiplient par mitose et plusieurs dizaines de zoospores 

biflagellées sont produites. Elles seront libérées par la suite dans l’eau (Figure 2) (Burruano 

2000, Gessler et al. 2011, Ephytia 2021). Il est rapporté que la germination n’est plus possible 

dès que les températures sont supérieures à 30 °C (Gobbin, 2004, Blouin, 2007).  

Les zoospores produites sont à l’origine des infections primaires. En effet, lors de pluies, 

celles-ci sont projetées sur des tissus végétaux (Figure 2) où, grâce à leurs flagelles, elles se 

déplacent en direction des stomates puis s’enkystent, c’est-à-dire qu’elles s’y accrochent et 

perdent leurs flagelles. Ceci s’en suit par la formation d’un tube germinatif qui se développe 

dans la feuille (Gessler et al., 2011; Rossi et al., 2012 ; Kiefer et al., 2002). Les conditions 

optimales de la sporulation sont une humidité saturante et des températures autour de 18 °C, 

sous la surface abaxiale des feuilles et à la surface des fleurs. L’infection primaire est complète 

lors de la production des haustorias, formés à partir du mycélium, qui ont un rôle de nutrition 

aux dépens de la plante (Unger et al. 2007). Des tâches d’huile, caractéristiques des symptômes 

du mildiou, apparaissent alors sur la face adaxiale des feuilles (Figure 2). 

Quelques jours après l’infection primaire des tissus végétaux, le cycle asexué débute par la 

production de sporangiophores, qui émergent des stomates sous une forme arbusculaire, 

contentant des sporanges à leurs extrémités (Gobbin 2004). Au sein des sporanges, par divisions 

mitotiques, se différencient des zoospores qui seront libérées environ 14h après la formation 

des sporanges (Burruano 2000). Ces zoospores vont être disséminées par divers facteurs de 

l’environnement, notamment par les pluies, et coloniser d’autres tissus végétaux. Ce processus, 

qui correspond aux contaminations secondaires, permet une grande dissémination de la maladie 

et est responsable des ravages causés par le mildiou (Gobbin 2004). 
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Figure 2 : Cycle de vie du mildiou de la vigne (d'après INRA-ENITA, image de Vincent Jeannerot, adaptée de https://www.bayer-agri.fr/; 

modifiée). 
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b) Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise 

Décrit en 1729 par Micheli, B. cinerea infecterait les vignobles probablement depuis au 

moins l’époque romaine. Son nom provient du grec signifiant « grappe de raisin ». B. cinerea 

est un organisme nécrotrophe, c’est-à-dire qu’il se développe sur les tissus sénescents des 

plantes. C’est l’agent pathogène de la pourriture grise, maladie très répandue chez diverses 

cultures végétales. En effet, B. cinerea est capable d’infecter plus de 200 espèces différentes de 

plantes cultivées (Williamson et al. 2007). 

a) Classification et description anatomique 

B. cinerea représente la forme asexuée de ce fungi, soit la forme anamorphe, avec pour forme 

sexuée (télomorphe) B. fuckeliana (Rosslenbroich & Stuebler 2000). Vingt-deux espèces ont 

été identifiées dans le genre Botrytis, toutes étant pathogènes de plantes (Romanazzi & Feliziani 

2014). B. cinerea est classé dans la division des Ascomycètes. Il appartient à la classe des 

Leotiomycètes, l’ordre des Helotiales et à la famille des Sclerotiniaceae (Williamson et al. 

2007).  

Les espèces appartenant à ce genre ont été classées principalement sur la base de caractères 

morphologiques et de spécificité d’hôte. De plus, la taille des sclérotes et la forme des conidies 

sont un outil de classification et de différenciation entre espèces. De nombreuses espèces du 

genre ont des caractéristiques similaires et ces caractères sont influencés par les conditions de 

développement (Elad et al. 2007). Le mycélium de B. cinerea est ramifié et cloisonné par des 

septums. Chez Botrytis, les conidiophores, organes du mycélium qui portent les conidies, sont 

de grande taille, élancés et irrégulièrement ramifiés dans leur portion terminale (Romanazzi & 

Feliziani 2014).  

b) Mode de développement et cycle de vie 

Le cycle de vie de B. cinerea comprend plusieurs étapes distinctes dont un cycle de 

reproduction asexuée et un cycle de reproduction sexuée. B. cinerea est considéré comme 

nécrotrophe et fini par tuer le tissu dans lequel il se développe (Romanazzi & Feliziani 2014). 

Il est conservé au sein des débris végétaux notamment lors des saisons froides, sous forme de 

conidies, de mycélium ou de sclérotes. Les sources d’inoculum sont nombreuses : débris de 

plantes herbacées au sol, débris de sarments ou encore baies momifiées au sol ou restées sur les 

sarments. Les insectes et les invertébrés représentent des vecteurs d’inoculum  Elmer & 
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Michailides 2004). Les sclérotes sont formés par fusion des ramifications du mycélium hyalin. 

Leur couleur s’assombrit jusqu’à devenir noire grâce à l’accumulation de pigmentation 

mélanique permettant, avec l’accumulation de β-glucanes, une protection contre la dessiccation, 

les radiations UV ainsi que les attaques microbiennes et peuvent ainsi survivre durant de 

longues périodes, jusqu’à plusieurs années (Romanazzi & Feliziani 2014). C’est au début du 

printemps, après vernalisation, lorsque les conditions sont favorables que ces sclérotes 

« germent » et produisent des apothécies, dans le cas de reproduction sexuée (Figure 3) (Elad 

et al. 2007). La reproduction sexuée se produit par fusion des spermaties et des gamètes femelles 

produits dans l’ascogone, présent au sein des sclérotes. Ce qui conduit à la production 

d’apothécies, au sein desquelles des asques contenant huit ascospores sont formés (Elad et al. 

2007). La germination des ascospores conduit à la production de mycélium. La reproduction 

sexuée est importante dans la variabilité génétique de cette espèce (Williamson et al. 2007, 

Romanazzi & Feliziani 2014). Les sclérotes peuvent aussi produire directement du mycélium 

qui sera à l’origine de la production de conidiophores contenant des conidies multi-

nucléées, lors de reproduction asexuée. Le mode de reproduction le plus commun de B. cinerea 

est la reproduction asexuée et les conidies constituent la source d’inoculum primaire.  

Figure 3: Cycle de vie de Botrytis cinerea (d’après Romanazzi et al.(2014)). 



 

13 
 

L’augmentation rapide des températures en parallèle de la diminution de l’humidité durant 

les matinées de printemps conduisent à la rupture des conidiophores et à la libération des 

conidies dans l’environnement, par le biais de gouttes d’eau et/ou courant d’air. Les conidies 

se déposent alors sur les organes cibles et germent (avec des températures optimales de 18-

20°C) en formant un ou plusieurs tubes germinatifs suivis par la production d’appressoriums, 

structures permettant la pénétration de la cuticule des feuilles ou des fruits et le prélèvement de 

matière nutritive (Figure 3) (Williamson et al. 2007). Les tissus contaminés deviennent sources 

de contaminations secondaires (Romanazzi & Feliziani 2014).  

Les organes de la vigne les plus sensibles aux infections précoces sont les fleurs et les jeunes 

feuilles (Figure  4 A. et B.). Cependant B. cinerea ne se développe pas dans l’immédiat et reste 

quiescent en raison des barrières physiques et chimiques. Ces infections seront à l’origine du 

pourrissement du fruit et une source importante d’inoculum (Mcnicol & Williamson 1989). En 

effet, lorsque les fruits murissent, la teneur en sucres augmente, les composés antifongiques 

tendent à diminuer et le champignon se développe (Figure 4B.) (Jeandet et al. 1991, Schouten, 

et al. 2002, Elmer & Michailides 2004). Il y a une très forte corrélation entre la colonisation des 

tissus floraux sénescents au printemps et l’incidence de la maladie observée lors de la récolte 

(Williamson et al. 2007, Romanazzi & Feliziani 2014).  

 

 

A. B. 

Figure 4 : Principaux symptômes de la pourriture grise de la vigne sur feuilles et sur grappes.    

A. Face supérieure d’une feuille présentant deux tâches caractéristiques d’une infection par B. 

cinerea. B. Grappe infectée par la pourriture grise (D. Blancard, Ephytia, INRAe). 
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Les baies et autres fruits sont rendus plus sensibles par la pluie ou d’autres impacts 

mécaniques, puisque ceux-ci favorisent le passage de la barrière physique par le champignon 

(Jacometti et al. 2010). L’environnement physiologique et nutritif des plantes est également un 

facteur important dans le développement de cette maladie. En effet, il a été montré que des 

carences en nutriments, notamment en calcium, sont à l’origine d’une sensibilité accrue des 

plantes envers B. cinerea. A l’inverse, un excès d’azote, favorisant une forte croissance et un 

grand nombre de baies, peut aussi être à l’origine d’une plus grande sensibilité (Elmer & 

Michailides 2004). 

c) Rôle des protéines extracellulaires lors des infections 

B. cinerea est un agent pathogène qui infecte des tissus encore vivants. Ainsi, il lui est 

nécessaire de dégrader les principales barrières végétales que sont les parois (Hua et al. 2018). 

Le processus d'infection comprend la pénétration de la surface de l'hôte, la destruction des tissus 

de l'hôte, la formation de lésions primaires, l'expansion des lésions et la macération des tissus 

(Elad et al., 2007, chapitre de Leroux). Ces étapes sont facilitées par la production de 

métabolites phytotoxiques non spécifiques (botrydial et botcinolides) (Doss 1999, Williamson 

et al. 2007, González-Fernández et al. 2015). De plus, le champignon produit des protéines 

sécrétées par Botrytis, appelées sécrétome. Deux cent soixante-quinze potentielles enzymes 

ayant des capacités de dégradation des structures cellulaires végétales et possédant un signal 

peptidique indiquant la sécrétion ont identifié lors d’analyses génétiques (Fillinger & Elad 

2016). Parmi les enzymes dégradant la paroi cellulaire végétale (« cell wall degrading 

enzymes », CWDE), nous pouvons citer les xylanases, cutinases et pectinases (González-

Fernández et al. 2015, Hua et al. 2018). 

Le sécrétome de B. cinerea contient des laccases (benzènediol: oxygène oxidoréductase, EC 

1.10.3.2) qui appartiennent à un grand groupe d'enzymes bleues à plusieurs atomes de cuivres, 

appelées phénol oxydases (González-Fernández et al. 2015). Elles peuvent oxyder de nombreux 

composés, tels que les composés phénoliques, en utilisant l'oxygène moléculaire comme 

accepteur d'électrons (Giardina et al. 2010). Ces protéines jouent un rôle important dans le 

processus d'infection en agissant sur des composés antifongiques des plantes tels que les 

stilbènes. Par exemple, certaines laccases peuvent transformer, par couplage oxydatif, le 

resvératrol et le ptérostilbène, composés antifongiques, en composés tels que la δ-viniférine, les 

léachianols F et G (Pezet et al. 1991, Gindro et al. 2017). La production des laccases peut être 

modulée. Notamment, deux molécules phénoliques, l'acide gallique ou un métabolite de l'acide 

gallique, et l'acide coumarique (Marbach et al. 1983, Viterbo et al. 1993), ainsi que le cuivre 
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(Gigi et al. 1980, Buddhika et al. 2020) induisent leur production. Par ailleurs, ces enzymes 

jouent un rôle négatif lors de l’élaboration du vin et leur activité peut être contrôlée par les 

tanins (Vignault et al. 2019). 

c) Autres exemples de maladies majeures du vignoble 

Le black-rot  

Le black-rot est la maladie causée par l’agent pathogène Phyllosticta ampelicida 

(téléomorphe : Guignardia bidwellii) (Molitor & Beyer 2014). Ce champignon est capable 

d’infecter toutes les parties vertes et les grappes de la vigne. Originaire d’Amérique du Nord, il 

s’est répandu en Europe à la fin du 19ème siècle mais aucune épidémie majeure n’a été observée 

durant le 20ème siècle. Cependant, depuis le début du 21ème siècle, cette maladie semble émerger 

en Europe (Ullrich et al. 2009, Molitor & Beyer 2014).  

Le cycle de vie de ce champignon est relativement similaire à celui de B. cinerea. Il se 

conserve en hiver sur des débris végétaux. Les principaux organes de fructification au début du 

printemps sont les pseudothécies, à l’origine de la formation des ascospores contenant les 

spores. L’éclatement des ascospores a lieu au printemps lors de périodes de pluie et coïncide en 

général avec l’anthèse chez la vigne. Les infections primaires sont déclenchées au printemps 

par la libération des spores, qui germent donnent naissance à un mycélium capable de percer la 

cuticule et ainsi pénétrer les tissus foliaires (Ullrich et al. 2009). Les jeunes feuilles en 

expansion présentent des lésions nécrotiques circulaires, environ 10 à 14 jours après l'infection, 

tandis que les feuilles plus âgées ont tendance à rester sans symptômes (Kuo & Hoch 1996). A 

la suite de l’infection se forment les pycnides contenant des conidies. Les conidies sont 

responsables des infections secondaires et de la propagation rapide de la maladie au vignoble 

(Ullrich et al. 2009, Molitor & Beyer 2014). En fin de saison des périthèces se forment à partir 

des pycnides. Ceux-ci permettront au champignon de survivre en hiver avant d’initier de 

nouvelles contaminations au printemps. 

Le contrôle du black-rot se fait notamment par des méthodes de prophylaxie (Molitor & 

Beyer 2014). Les principaux fongicides efficaces contre le black-rot sont issus des groupes 

d’inhibiteurs de la déméthylation, inhibiteurs externes de la quinone ainsi que des 

dithiocarbamates (metiram, mancozèbe) (Molitor & Beyer 2014). 
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L’oïdium  

L’oïdium est causé par le champignon Ascomycète Erysiphe necator (Schwein.) Burrill 

(syn. Uncinula necator), appartenant à la famille des Erysiphaceae. Les pertes économiques 

induites par le développement de l’oïdium dans les vignobles et le coût des traitements sont 

importants. Originaire d’Amérique du Nord, il est décrit pour la première fois en Europe en 

1845. Dès 1852 il est retrouvé à travers toute l’Europe et les régions méditerranéennes (Glawe 

2008). Cette maladie est considérée comme l’une des plus importantes du vignoble à travers le 

monde. La source primaire d’infection provient des cléistothèces, qui sont la forme de 

conservation hivernale du champignon, ainsi que d’organes infectés durant la saison passée 

(Gadoury et al. 2012). Au sein des cléistothèces se forment des asques contenant chacun des 

ascospores unicellulaires, hyalines et ovoïdes. Suffisamment humectés et lorsque que la 

température n’est pas limitante, ils peuvent éclater pour libérer leurs ascospores. Au niveau des 

feuilles, les ascospores peuvent germer, pénétrer la cuticule grâce à leur appressorium et former 

un premier hyphe à partir duquel une colonie va se développer. Ce sont les contaminations 

primaires. Le développement de filaments mycéliens entraîne le symptôme de la « maladie du 

blanc ». A partir du mycélium sont formées des conidiophores. Celles-ci produisent des 

conidies qui seront disséminées généralement par voie aérienne sur d’autres organes qui seront 

alors colonisés. Ceci constitue la phase de contamination secondaire. Ce parasite obligatoire se 

développe principalement à partir de conidiophores, à l’image de B. cinerea et s’attaque aux 

feuilles, aux inflorescences, aux baies et à tous les tissus verts en général (Glawe 2008). Les 

feuilles sévèrement touchées entrent généralement en sénescence, développent des tâches 

nécrotiques et tombent prématurément. Les inflorescences sont particulièrement sensibles en 

début de saison à l’oïdium et peuvent être entièrement recouvertes de champignon. Il est à noter 

aussi que les lésions causées par l’oïdium peuvent être des points d’entrée pour B. cinerea.  

Les colonies d’oïdium se développent et sporulent le plus rapidement de 23 à 30 °C, avec un 

optimum de 26 °C et une humidité relative de 85 % (Gadoury 1988, Glawe 2008, Gadoury et 

al. 2012). L’infection de grappes par l’oïdium conduit à des baisses de rendement et un impact 

significatif sur la qualité des vins (Calonnec et al. 2004). Le contrôle de l’oïdium au vignoble 

se fait surtout par des méthodes de prophylaxie et des traitements préventifs notamment à base 

de composés sulfurés et de fongicides de synthèse (Gadoury et al. 2012). 
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Les maladies du bois  

Les maladies du bois sont considérées comme un des plus gros challenges à relever pour la 

filière viticole (Fontaine et al. 2016). Chaque année, les pertes de rendement et le remplacement 

des pieds de vigne contaminés représentent plusieurs milliards de dollars (Hofstetter et al. 2012, 

Mondello et al. 2018). Parmi ces maladies, l’esca, l’eutypiose, ou encore les dépérissements 

dus au Botryosphaeriaceae sont les plus importantes (Fontaine et al. 2016). Les agents 

pathogènes responsables, aux cycles de vie relativement similaires, se développent 

principalement dans les organes pérennes de la vigne, mais induisent des symptômes sur feuilles 

et grappes. Il n’est rapporté aucun cultivar ou aucune espèce présentant des résistances à ces 

maladies (Bertsch et al. 2013). Ces dernières années, les maladies du bois ont vu leur incidence 

augmenter à travers le monde (Fontaine et al. 2016). Cependant, le manque de stratégies 

efficaces de contrôle laisse la filière viti-vinicole désarmée face à ces maladies, en particulier 

depuis l’interdiction de l’arsénite de sodium (Mondello et al. 2018). 

C. Les défenses de la vigne face aux agents pathogènes  

La maladie reste une exception chez les plantes sauvages car les plantes, au cours de 

l’évolution, ont développé différents types de défenses leur conférant l’aptitude à résister aux 

agresseurs. Ces défenses peuvent être physiques et/ou chimiques, constitutives et/ou induites. 

Cependant, chez les variétés cultivées, dont la vigne, ces défenses sont diminuées ou non 

effectives car elles ont été sélectionnées pour des caractères agronomiques. Dans les 

paragraphes ci-dessous, sont précisées les défenses existantes chez la vigne.  

a) Les défenses constitutives 

Les barrières physiques sont essentiellement formées par les cuticules et les parois (Adrian 

et al. 2012). Elles sont souvent plus marquées chez les plantes résistantes. En effet, il a été 

montré que certaines espèces de Vitis résistantes à B. cinerea (par exemple V. rotundifolia et V. 

labrusca) ont une épaisseur et un nombre de couches épidermales et hypodermales plus 

importantes, et de plus elles n’ont que peu ou pas de pores à la surface de leurs baies (Gabler et 

al. 2003). En cas d’infection, certaines barrières physiques peuvent être renforcées par la 

sécrétion de callose et de lignine (Pieterse et al. 2009). Les barrières mécaniques sont associées 

aux premières étapes de l’infection, lors de la formation et de la pénétration de l’appressorium 

notamment (Gabler et al. 2003).  
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b) Les défenses induites 

Si un agent pathogène parvient à passer ces barrières, les plantes déclenchent leurs réponses 

de défense dites induites. Dans un premier temps, elles doivent reconnaître leur agresseur. Dans 

le cas des microorganismes, les motifs microbiens extracellulaires ayant relativement peu 

évolués peuvent être reconnus par la plante à l’aide de récepteurs trans-membranaires. Cette 

résistance dite basale débute par la reconnaissance des MAMP (« Microbe-Associated 

Molecular Pattern ») par les PRRs (« Pattern Recognition Receptor »), ce qui conduit à la 

« MAMP-triggered immunity » (MTI) (Figure 5). Le succès de cette étape peut permettre l’arrêt 

de l’infection. Si l’agent pathogène est parvenu à contourner cette résistance dite innée, alors la 

plante peut le reconnaître par le biais de protéines situées majoritairement au sein de la cellule 

et codées par des gènes de résistance appelés gènes R. De nouveau les agents pathogènes 

peuvent réussir à outrepasser ces mécanismes et se développer grâce à des effecteurs qui 

contribuent à la virulence. La plante doit alors présenter un nouvel arsenal de défense pour les 

combattre. Un tel modèle d’évolution de défense des plantes est dit en zigzag (Jones, J.D.G. 

2006). Dans le cas où la plante est sensible à un agent pathogène, cela signifie que celui-ci est 

capable d’éteindre la MTI. On observe alors l’ETS (« Effector Triggered Susceptibility ») et le 

développement de l’agent pathogène dans la plante. A l’inverse, si la plante est dite résistante, 

un effecteur de l’agent pathogène est spécifiquement reconnu par les produits des gènes R des 

plantes, c’est l’ETI (« Effector Triggered Immunity »). Cette réponse implique une réponse 

hypersensible (RH) et l’induction de la mort cellulaire programmée (MCP). Ce qui a pour 

conséquence de contenir le développement de l’agent pathogène. Ainsi, la sélection naturelle 

pousse les agents pathogènes à contourner l'ETI, soit en perdant ou en modifiant le gène 

effecteur reconnu, soit en acquérant des effecteurs supplémentaires qui suppriment l'ETI. La 

sélection naturelle entraîne de nouvelles spécificités au niveau des gènes R, de sorte que l'ETI 

peut être déclenchée à nouveau (Jones, J.D.G. 2006). Ces différents mécanismes sont 

représentés au sein d’un modèle communément appelé en zig-zag (Figure 5) et diffèrent par 

leur spécificité et leur intensité. En effet, la MTI répond à des motifs microbiens généraux et 

conservés entre espèces. La MTI, est une réponse immune basale qui représente la première 

ligne de défense. C’est donc une réponse peu spécifique et de relative faible intensité (Armijo 

et al. 2016). Les effecteurs microbiens, quant à eux, sont reconnus par des produits protéiques 

de la plante codés pour la plupart par des gènes R. Cette réponse est très spécifique et bien plus 

intense que la PTI (Jones, J.D.G. 2006). Cependant, si le modèle en zig-zag permet une 

description aisée, la distinction entre ces mécanismes n’est pas aussi catégorisée et établie, et 
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reste encore une question ouverte. En effet, la dichotomie entre les MAMPs et les effecteurs, 

entre les PRRs et les protéines R, et par conséquent entre la MTI et l’ETI, ainsi que l'omission 

des modèles moléculaires associés aux dommages (DAMPs) comme inducteurs de réponses 

immunitaires reste ambiguë (Cook et al. 2015). Ainsi, plus récemment, un modèle dit « modèle 

d’invasion » a été avancé pour pallier à ces lacunes. Le modèle d'invasion est semblable au 

modèle en zig-zag, excepté que l'espace pour définir les molécules immunogènes, appelées 

« invasion patterns » (IPs), qui regroupent les MAMPs et les effecteurs des ETS/ESI décrits 

précédemment, est représenté comme un continuum afin de refléter le fait que les molécules et 

les réponses qu’elles engendrent occupent un même espace par rapport à toute catégorie de 

définition. Les IPs sont alors perçues par des récepteurs d’IP (IPRs), ce qui conduit à la « IP-

triggered response(s) » (IPTR(s)). Les différences entre MAMPs et effecteurs ne sont plus 

catégorisées mais une différence se fait entre les motifs conservés et ceux qui sont spécifiques 

à l’espèce ou à la souche de l’agent pathogène (Cook et al. 2015).  

 

 

Figure 5 : Schéma du modèle en "zig-zag" présentant l’amplitude de la défense des plantes 

suivant l’évolution des interactions plante-agent pathogène (d’après Jones, J.D.G. 2006). 

Il existe chez les plantes une réponse immunitaire, puissante et généralisée à la plante entière 

appelée la Réponse Systémique Acquise (RSA). La RSA est activée après les réponses de 

défense locales et est systémique (Pieterse et al. 2009, Gozzo & Faoro 2013). Ce mécanisme 

prévient donc des dommages qui pourraient être causés par des infections ultérieures au niveau 

d’autres tissus. Il est notamment associé à une augmentation des teneurs en AS au site 

d’infection puis au niveau de la plante entière résultant en l’induction de gènes de défense, dont 
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les gènes codant pour les protéines PR. L’activation de la SAR par l’AS se fait notamment par 

le biais de la protéine NPR1 (Nonexpressor of PR genes 1). Un autre mécanisme, relativement 

similaire, dépend d’autres hormones telles que l’AJ ou l’Et : il s’agit de la Résistance 

Systémique Induite (RSI). Cette dernière serait plutôt impliquée dans les interactions 

symbiotiques. Parmi les différences entre l’RSI et la RSA, en plus de leur voie de signalisation, 

la RSI n’induit pas la production de protéines PR (Choudhary et al. 2007, Pieterse et al. 2009, 

Gozzo & Faoro 2013).  

Enfin, les plantes possèdent de nombreux gènes de défense. Chez la vigne, nous pouvons 

citer principalement les gènes codant pour les enzymes de la voie de synthèse des phytoalexines 

ou pour les protéines PR. Il a été montré que l’intensité et la rapidité de l’induction de 

l’expression de ces gènes est directement corrélée à la résistance chez la vigne, notamment en 

suivant les réponses produites par V. riparia, résistante à P. viticola, comparé à V. vinifera, 

sensible (Polesani et al. 2010).  

Concernant les phytoalexines, ces molécules sont définies comme des métabolites 

secondaires ou spécialisés de faibles poids moléculaire synthétisées en réponse à une infection. 

Elles possèdent des activités biologiques notamment antimicrobiennes contre de nombreux 

agents pathogènes et sont ainsi souvent utilisés comme marqueurs de défense, voire de 

résistance (Jeandet et al. 2002). Les phytoalexines de la vigne sont constituées par des 

polyphénols, des stilbènes plus exactement.  

Par exemple, il a été montré chez V. vinifera cv. “Gloire de Montpellier” que la résistance à 

P. viticola est corrélée avec la production d’EROs suivie d’une augmentation de l’activité de 

peroxydases (RH) autour du site d’infection (Kortekamp & Zyprian 2003) et en parallèle, 

d’autres réactions de défense entrent en jeu, telles que le renforcement des parois cellulaires et 

la synthèse de protéines antimicrobiennes et de phytoalexines, comme par exemple la 

production de composés phénoliques au site d’infection (Wojtaszek 1997, Kombrink & 

Schmelzer 2001, Kortekamp & Zyprian 2003). 

D. Les composés phénoliques 

a) Généralités 

a)  Définition  

Les composés phénoliques sont issus du métabolisme secondaire, qui est défini comme 

comprenant toutes les voies métaboliques et produits non essentiels à la survie d’une cellule 
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mais nécessaires au bon fonctionnement d’un individu dans son environnement (Lattanzio 

2013, Santos-Sánchez et al. 2018). Parmi ces métabolites secondaires sont trouvés les 

polyphénols (Santos-Sánchez et al. 2018). Ces composés proviennent de la voie du shikimate 

et des phénylpropanoïdes. Si le terme de composés phénoliques n’est pas strictement défini et 

a fait l’objet de débats, une définition précise a été avancée par Robards et Antolovich basée 

l’origine métabolique, et précisée par Quideau et ses collaborateurs (Quideau et al. 2011). Selon 

cette dernière, les composés phénoliques sont définis comme étant des molécules possédant un 

cycle phényle auquel est rattaché au moins un groupement hydroxyle, issues du métabolisme 

secondaire découlant des voies du shikimate/phénylpropanoides et de la voie des polykétides 

(acétate/malonate) et qui remplissent des fonctions physiologiques au sein de la plante (Robards 

& Antolovich 1997, Quideau et al. 2011, Lattanzio 2013). Les polyphénols peuvent alors être 

définis comme étant des molécules contenant au moins deux cycles phényles et au moins un 

groupement hydroxyle (Lattanzio 2013).  

b) Fonctions biologiques 

Les plantes supérieures produisent des milliers de composés phénoliques différents. 

Sélectionnés par l’évolution, ils permettent aux plantes de faire face aux modifications de leur 

environnement. Ces composés ne sont pas ou peu retrouvés chez les bactéries ou les fungi, et 

la grande majorité des structures est contenue au sein du règne végétal (Lattanzio 2013). Les 

métabolites secondaires représentent souvent moins de 1 % du carbone total des molécules 

synthétisées dans les plantes, malgré le rôle prééminent qu’elles remplissent pour les 

organismes végétaux (Bourgaud et al. 2001). Il est estimé que seulement 2 % du carbone passe 

par la voie du shikimate pour être converti en flavonoïdes et composés liés (représentant 1 109 

tonnes/an) (Robards & Antolovich 1997, Downey et al. 2006). En effet, la majorité des produits 

du métabolisme des phénylpropanoïdes est constituée par les flava/flavonoïdes (Quideau et al. 

2011). Cependant, bien qu’ayant un mode de synthèse commun, il existe de nombreuses classes 

de flavonoïdes et plus de 8 000 structures ont été rapprochées de cette famille de polyphénols 

(Quideau et al. 2011). L’évolution a sélectionné ces molécules pour leur aspect protecteur 

contre de nombreux stress environnementaux tels que les attaques d’agents pathogènes, les 

stress salins, les stress thermiques ou de pH, ainsi que les métaux lourds et les radiations UV 

(A et B) (Robards & Antolovich 1997). L’implication des polyphénols dans la protection face 

aux radiations UV a permis entre autre aux plantes de conquérir le milieu terrestre depuis le 

milieu aquatique en permettant la formation de ce que l’on pourrait appeler un écran de 

protection (Waters 2003, Lattanzio 2013). Ces composés ont aussi des rôles très diversifiés tels 
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qu’antioxydants ou structurants (Santos-Sánchez et al. 2018). En effet, certains polymères tels 

que la lignine, la subérine ou les tanins condensés ont un rôle de structure, de stabilité et de 

robustesse chez les individus producteurs (Vogt 2010). Ils peuvent même contribuer sous 

certains aspects à la colonisation de nouveaux habitats (Bais et al. 2003), ainsi qu’à la 

reproduction (Dudareva et al. 2004, Vogt 2010). De ce point de vue, on peut considérer que les 

métabolites secondaires, au sein d’un individu, permettent sa survie et reflètent précisément 

l’influence de l’environnement.  

c) Voie de biosynthèse 

Les composés phénoliques proviennent de la voie du shikimate qui est la voie d’entrée pour 

la biosynthèse des phénylpropanoïdes. L’autre voie importante est la voie des 

acétates/malonates appelée aussi voie des polykétides, qui produit les phénols simples. Ces 

deux voies, lorsque combinées, produisent alors les phénols mono- ou dimériques ainsi que les 

polyphénols (Lattanzio 2013).  

(1) Voie du shikimate 

Le shikimate, isolé pour la première fois depuis la plante japonaise shikimi (Illicium 

anisatum), est un métabolite central du métabolisme secondaire et un lien majeur entre ce 

dernier et le métabolisme primaire. Il permet de produire des précurseurs de molécules 

aromatiques chez les bactéries, fungi et plantes mais n’est pas présent chez les animaux, qui 

doivent donc trouver ces composés dans leur alimentation (Santos-Sánchez et al. 2018). La voie 

de synthèse des phénols, qui comprend une séquence de 7 réactions, débute donc par la 

condensation du phosphoénolpyruvate (PEP), issu du cycle glycolytique et du D-érythrose-4-

phosphate, issu du cycle des pentoses phosphates, ce qui forme alors le shikimate et le 

dihydroshikimate, ce dernier étant à l’origine de la formation des gallotanins et ellagitanins par 

l’intermédiaire de la formation d’acide gallique (Figure 6) (Vogt 2010). De plus, lors d’un 

stress, de faibles concentrations d’acide shikimique peuvent réorienter le flux carbonique vers 

la synthèse de p-coumaroyl-CoA et permettre la synthèse d’anthocyanes et de phytoalexines 

telles que les flavonoïdes ou les stilbènes (Vogt 2010).   

    La régulation intracellulaire de la production du shikimate est étudiée depuis les années 1990 

(Schmid & Amrhein 1995). C’est cette voie qui est la plus finement régulée au niveau 

transcriptionnel que les voies qui en découlent (Lillo et al. 2008, Vogt 2010) et la L-Phe est 

elle-même un régulateur de la voie de sa propre biosynthèse (Yamada et al. 2008).  
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(2) Voie des phénylpropanoïdes 

    La formation de phénylalanine et de tyrosine constitue le début de la voie des 

phénylpropanoïdes. Cette voie conduit à la synthèse du p-coumaroyl-CoA, point de passage 

obligatoire pour la synthèse de la majeure partie des composés phénoliques (Figure 6) (Vogt 

2010, Quideau et al. 2011).  

 

Figure 6 : Voie de synthèse des polyphénols par les voies du shikimate et des 

phénylpropanoïdes (d'après Vogt 2010). 
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Ainsi, la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) catalyse la désamination non oxydative de la Phe 

en trans-cinnamate en libérant un ammonium (Figure 7) (Chong et al. 2009, Kong 2015), ce 

qui a pour effet de conduire le flux carbonique vers la synthèse de phénylpropanoïdes (Vogt 

2010). En plus de la PAL, deux enzymes sont importantes dans cette voie, la cinnamate-4-

hydroxylase (C4H) et la 4-coumaroyl-CoA-ligase (4CL) qui permettent respectivement la 

synthèse des intermédiaires cinnamate et acide p-coumarique (Figure 7) (Chong et al. 2009, 

Vogt 2010). La PAL est une enzyme très étudiée et présente chez de nombreux organismes. 

Ainsi, chez Arabidopsis, la PAL comprend une série de 4 gènes, 5 pour le peuplier, 9 chez le 

riz (Hamberger et al. 2007, Vogt 2010) et jusqu’à 15 à 20 chez la vigne V. vinifera (Sparvoli et 

al. 1994). La voie des phénylpropanoïdes est induite par différents stress. C’est donc à partir du 

p-coumaroyl-CoA que seront synthétisés les polyphénols (Figure 6).   
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Figure 7 : Voie de synthèse du p-coumaroyl-CoA (Chong et al. 2009). 
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b) Les différentes classes de polyphénols 

a) Les phénols simples et les flavonoïdes  

Parmi les composés phénoliques sont retrouvés les phénols simples, les flavonoïdes et les 

non-flavonoïdes. Les phénols simples sont les composés phénoliques les moins complexes, ils 

sont composés d’un cycle benzénique en C6. Ils sont cependant les unités de base des 

polyphénols et sont présents dans de nombreuses plantes (Maga & Katz 1978, Lattanzio 2013). 

Selon leur structure, les polyphénols sont généralement classés en deux catégories, les 

flavonoïdes et les non-flavonoïdes.  

Les flavonoïdes représentent un groupe très large et complexe de polyphénols. Leur point 

commun est la présence d’une structure à trois cycles composés de deux cycles benzéniques 

reliés par un hétérocycle oxygéné (Kondratyuk & Pezzuto 2004). La voie des flavonoïdes 

débute par la condensation de trois malonyl-CoA et d’un acide hydroxycinnamique-CoA, le 4-

coumaroyl-CoA, ce qui a pour effet la production de naringenine chalcone. Cette étape clé est 

catalysée par la chalcone synthase (CHS) (Kreuzaler & Hahlbrock 1972). L’étape suivante est 

l’isomérisation de la naringenine chalcone en naringenine flavone catalysée par la chalcone 

isomérase (CHI) (Jez et al. 2000, Oliveira et al. 2013). 

Les flavones sont alors converties en dihydroflavones par la flavone 3B-hydroxylase. Cette 

voie produit alors des leucoanthocyanidines qui seront réduites en anthocyanidines, grâce 

notamment, à l’anthocyanine synthase (ANS). La réduction des anthocyanidines produit des 

2R,3R-cis-flavan-3-ols, notamment de l’épicatéchine ou l’épigallocatéchine (Xie et al. 2003). 

Cependant, l’action de la leucoanthocyanidine réductase (LAR) directement sur les 

leucoanthocyanidines entraîne la production de 2R,3S-trans-flavan-3-ols tels que la catéchine 

et la gallocatéchine (Marles et al. 2003). Les proanthocyanidines ou tanins condensés, 

polymères d’unités flavan-3-ols, sont synthétisées à partir de ces composés (Oliveira et al. 

2013). 

Les flavonols représentent un large groupe de polyphénols qui comprennent les flavan-3-

ols, flavan-4-ols et les flavan-3,4-diols. Ils sont présents dans l’environnement sous des formes 

monomériques, oligomériques et polymériques. Les flavan-3-ols peuvent être estérifiés avec 

l’acide gallique ou glycosylés sur le carbone C3 du cycle C, bien que la forme glycosylée soit 

rare dans le règne végétal (Oliveira et al. 2013).  

Les proanthocyanidines sont aussi appelées tanins condensées. Ils sont présents dans les 

fleurs, les noix, les graines ou encore dans l’écorce et les fruits de différentes plantes. Ils 

agissent comme des composés de défense (Rauf et al. 2019). Les proanthocyanidines portent 
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ce nom de par le fait qu’en milieu acide et chauffé, elles forment des anthocyanes. Les 

anthocyanes dérivent des anthocyanidines par une addition de sucres (Rauf et al. 2019). Les 

proanthocyanidines subissent des transformations oxydatives notamment lors des récoltes des 

fruits et le stockage post-récolte, ce qui a pour effet de former des composés aux propriétés 

similaires aux tanins (Santos-Buelga, Celestino Scarlbert 2017). 

Les flavanones (ou dihydroflavones) sont une classe mineure des flavonoïdes mais sont des 

intermédiaires obligatoires de la voie des phénylpropanoïdes. Ces composés existent sous 

forme glycolysée dans la nature. Ils pourraient être impliqués dans le goût sucré et l’amertume 

des fruits.  

La chalcone isomérase permet la conversion des chalcones en leur flavanone respective. 

C’est la deuxième enzyme clé de la voie des flavonoïdes (Ninomiya & Koketsu 2013). Les 

flavanones, et particulièrement la naringénine, flavanone bien étudiée, sont très présents dans 

les espèces du genre Citrus tels que les pamplemousses (Citrus X Paradisi) (Ninomiya & 

Koketsu 2013, Barreca et al. 2017). La naringénine est présente aussi chez la vigne (Hostetler 

et al. 2017). 

Au sein des flavonoïdes, les flavones et flavonols sont les sous-groupes les plus importants 

(Zhang et al. 2013). Les flavones sont présents dans les feuilles, les fleurs et les fruits sous 

forme glycosylée. La vigne contient notamment de la lutéoline (Panche et al. 2016, Hostetler et 

al. 2017). Ils ont un rôle de pigmentation (couleur blanche dans les fleurs, ou bleue en co-

pigmentation avec les anthocyanes). De plus, ils jouent le rôle d’écran protecteur face aux UV-

B, et leur synthèse peut être stimulée par ces mêmes UV-B. Ce sont aussi des antifongiques 

naturels (Lattanzio et al. 1994). Des flavonols bien étudiés sont par exemple le kaempférol 

(monohydroxylé en position C3’) et la quercétine (trihydroxylée aux positions C3’, C4’ et C5’) 

(Panche et al. 2016). De plus, ce sont des composés à activité antimicrobienne intéressante sur 

différents champignons (Picman et al. 1995, Weidenbörner & Jha 1997, Jin 2019). 

Composés très connus et largement étudiés, les anthocyanes appartiennent à la famille des 

flavonoïdes et sont les formes glycosylées des anthocyanidines. Elles sont responsables de la 

pigmentation de nombreux fruits et légumes. C’est le plus large groupe de pigments solubles 

dans l’eau, avec une répartition très large dans le règne végétal. Leur nom lui-même, issu du 

grec, signifie fleur bleue (Kong et al. 2003). Ces composés ont de nombreuses fonctions au sein 

des plantes, ils ont par exemple un rôle dans l’attractivité des fleurs lors de la pollinisation et 

dans la dispersion des graines (Kong et al. 2003). Les anthocyanes agissent notamment comme 

antioxydants et photorécepteurs endogènes mais ont aussi un rôle dans la résistance aux 

attaques de ravageurs (Pascual-Teresa et al. 2013). Les anthocyanes, avec d’autres flavonoïdes 



 

27 
 

ont des activités antimicrobienne comme par exemple la cyanidine-3-glucoside qui protège les 

feuilles de coton contre la tordeuse des bourgeons (Hedin et al. 1983). 

b) Les non-flavonoïdes 

Au sein des composés non-flavonoïdes sont différenciés majoritairement les acides 

phénoliques, les lignanes et les stilbènes. Contrairement aux polyphénols, les acides 

phénoliques ne possèdent qu’une seule unité phénol. Les acides phénoliques appelés aussi 

acides phénolcarboxyliques, sont des phénols qui possèdent au moins une fonction 

carboxylique acide sur leur cycle phénolique. La plupart des acides phénoliques n’existent pas 

sous forme libre mais liée à des composants structuraux de la plante (cellulose, lignine), à des 

polyphénols ou à des sucres et acides tartriques par des liaisons de type ester ou éther 

(Goleniowski et al. 2013). Les acides phénoliques les plus connus sont notamment les acides 

hydroxybenzoïques et hydroxycinnamiques (Goleniowski et al. 2013). Ces composés sont aussi 

connus pour être eux-mêmes composants de structures plus complexes que sont les tanins 

hydrolysables (gallotanins et ellagitanins dans les fruits rouges) (Clifford & Scalbert 2000).  

Les acides phénoliques ont plusieurs rôles au sein de la plante. Ils jouent notamment une 

part importante dans les interactions avec les microorganismes (Mandal et al. 2010) et dans la 

défense des plantes (Kumar & Goel 2019). C’est le cas notamment de l’acide p-

hydroxybenzoïque qui présente des activités contre un large panel de bactéries (Manuja et al. 

2013), mais aussi des acides syringique, caféique, vanillique, et férulique qui inhibent la 

croissance d’agents pathogènes de la vigne tels que les Botryosphaeriacées et B. cinerea 

(Lambert et al. 2012, Patzke & Schieber 2018).  

Les lignanes représentent un large groupe de polyphénols produits par la dimérisation 

oxydative de deux phénylpropanoïdes (Lattanzio 2013). Ces composés ont des propriétés 

antifongiques intéressantes sur de nombreux champignons et bactéries pathogènes de plantes. 

C’est le cas des lignanes rythro-austrobailignane-6 (EA6), acide méso-dihydroguaiarétique 

(MDA) et nectandrine-B (NB), qui montrent in vitro des activités antimicrobiennes contre 

différents agents pathogènes. De plus, des activités antifongiques contre le développement de 

la pyriculariose du riz et de la rouille du blé ont été rapportées. Certains de ces composés ont 

montré des activités antimicrobiennes contre l’oïdium de l’orge et le mildiou de la tomate (Cho 

et al. 2007). 
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c) Les stilbènes 

Les stilbènes représentent un groupe de phénylpropanoïdes caractérisé par un squelette 1,2-

diphényléthylène (Figure 8). Un pont éthylène relie deux noyaux phényles, ce qui forme alors 

une structure caractéristique en C6-C2-C6, ils peuvent donc exister sous deux formes : trans 

(E) et cis (Z) (Chong et al. 2009, Lattanzio 2013). La structure des stilbènes varie en fonction 

de leur glycosylation, méthylation, hydroxylation ou encore de leur degré de polymérisation 

(Pawlus et al. 2012). Chez les stilbènes, et notamment ceux de la vigne, l’unité de base est le 

resvératrol (3,5,4-trihydroxy-trans-stilbène). Ces composés sont très étudiés depuis des études 

rapportant des effets bénéfiques sur la santé humaine et notamment l’effet du resvératrol associé 

au « paradoxe français » et à la consommation de vin rouge. Les stilbènes présentent des 

propriétés antioxydantes et plus spécifiquement des propriétés de piégeage des radicaux libres 

(Teguo et al. 1998, Privat et al. 2002). L’induction de la production de stilbènes par les 

radiations UV pourrait, en plus de l’écran de protection ainsi produit, être liée à la capacité des 

stilbènes à détoxifier les radicaux libres produits à la suite d’une exposition.  

 

Figure 8 : Squelette 1,2-diphényléthylène en C6-C2-C6 commun à tous les stilbènes. 

c) Les stilbènes : biosynthèse et fonctions biologiques 

a) La biosynthèse des stilbènes 

Les stilbènes sont des composés qui dérivent de la voie des phénylpropanoïdes. La voie de 

biosynthèse des stilbènes débute par l’action de la stilbène synthase (STS). Cette enzyme qui 

est le point clé de la synthèse de stilbènes, n’est pas présente chez beaucoup d’espèces. La 

stilbène synthase (STS) catalyse la formation d’un squelette stilbénique à partir de 3 malonyl-

CoA et d’un ester-CoA dérivé de l’acide cinnamique (le plus souvent les cinnamoyl-CoA et p-

coumaroyl-CoA) (Figure 9) (Chong et al. 2009). Si toutes les plantes supérieures synthétisent 

potentiellement du malonyl-CoA et des esters-CoA dérivés de l’acide cinnamique, précurseurs 

des stilbènes, peu de plantes synthétisent des stilbènes. La STS cyclise l’intermédiaire 
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tétrakétide issu de la condensation de l’esters-CoA et des trois malonyl-CoA par une 

condensation de type aldol en parallèle d’une décarboxylation ce qui conduit à la perte d’un 

carbone sous la forme de CO2 et aboutit à la formation de resvératrol (Figure 9) (Austin & Noel 

2003, Pandith et al. 2020).  

 

 

 

 

Figure 9 : Voie de synthèse des stilbènes (Chong et al. 2009). 

 

La vigne, organisme très étudié pour la production de stilbènes, contient dans son génome 

une famille multigénique très large de STS, avec un nombre de gènes estimé de 20 à 40, dont 

au moins 9 ont été caractérisés comme produisant des protéines avec une activité STS (Jaillon 

et al. 2007, Velasco et al. 2007, Parage et al. 2012). De plus, il a été mis en évidence que lors 

d’une réponse à l’infection par P. viticola, une vingtaine de gènes différents de STS sont 

exprimés chez la vigne (Richter et al. 2006). Le fait qu’un même type de famille multigénique 

existe chez la PAL de la vigne, alors qu’Arabidopsis thaliana n’en contient qu’un nombre réduit 

(entre 4 et 8), peut s’expliquer par le rôle important que les stilbènes ont acquis dans la survie 

de la vigne (Sparvoli et al. 1994, Chong et al. 2009).  
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La STS est un membre de la superfamille des polykétides synthases de type III dont fait aussi 

partie la CHS (Pandith et al. 2020). Si la CHS est très répandue dans le règne végétal, la STS 

est présente chez un nombre limité d’espèces (Tropf et al. 1994), bien que des familles 

multigéniques de STS ont été identifiées chez plusieurs espèces telles que l’arachide, le pin 

sylvestre, le pin rouge du japon et la vigne (Chong et al. 2009). Il est d’ailleurs très intéressant 

de noter que la famille de gènes STS a évolué à partir des CHS et ce indépendamment à plusieurs 

reprises au cours de l’évolution (Tropf et al. 1994). Ainsi, les deux gènes CHS et STS possèdent 

une grande homologie dans le cas de l’arachide dans leurs séquences codantes notamment 

(Schröder et al. 1988).  

Bien que différents dérivés d’acides cinnamiques peuvent servir de substrats aux enzymes 

STS et qu’une STS en particulier peut être à l’origine de la biosynthèse de plusieurs stilbènes 

différents, les STS ont des substrats préférentiels qui déterminent leur classement (Chong et al. 

2009). En effet, la STS de type resvératrol synthase a comme substrat spécifique le p-

coumaroyl-CoA, alors que la STS de type pinosylvine synthase utilise le cinnamoyl-CoA 

(Figure 10). La première étant présente chez les angiospermes tels que la vigne, l’arachide ou 

le sorgho tandis que la deuxième est présente chez les gymnospermes tels que Pinus sylvestris, 

Pinus strobus et Pinus densiflora (Chong et al. 2009).  

 

 

 

Figure 10 : Exemples de la synthèse du resvératrol et de la pinosylvine à partir de deux 

substrats différents (Chong et al. 2009). 
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b) Les modifications des stilbènes 

Chez la vigne, à partir du resvératrol (Figure 11), l’unité de base, un grand nombre de 

stilbènes peuvent être synthétisés par le biais de nombreuses modifications chimiques. Par 

exemple, la glycosylation du resvératrol par la resvératrol/hydroxycinnamique acide glucosyl 

transférase aboutit à la formation de glucosides de resvératrol tels que le picéide (Hall & De 

Luca 2007).  

La glycosylation est un phénomène récurent chez les plantes en ce qui concerne les 

métabolites secondaires puisque l’addition d’un sucre amène un changement de solubilité et de 

stabilité, et permet le stockage de composés sous une forme souvent moins cytotoxique (Gachon 

et al. 2005). Ainsi, ce sont ces formes glycosylées telles que le picéide (Figure 11) qui 

s’accumulent généralement dans les grappes de raisin et le vin (Guerrero et al. 2020), de même 

que dans les feuilles à la suite d’un traitement UV (Adrian et al. 2000, Kiselev et al. 2017) ou, 

chez les variétés non résistantes aux maladies, lors d’une infection par un agent pathogène tel 

que P. viticola (Pezet, Gindro, Viret, & Spring 2004). La glycosylation des stilbènes pourrait 

être liée au stockage, au transport et à la protection contre la dégradation peroxydative (Morales 

et al. 1998, Chong et al. 2009, Keylor et al. 2015).  

Une autre modification importante est la méthylation, assurée par une enzyme qui est induite 

notamment en cas de stress, la resvératrol-O-méthyltransférase (ROMT). Cette dernière 

produit, par méthylation des carbones C3 et C5, le ptérostilbène (3,5-diméthoxy-4’-hydroxy-

trans-stilbène) (Figure 11) chez la vigne (Schmidlin et al. 2008). D’autres O-méthyltransférases 

produisent des dérivés méthyles à partir d’analogues du resvératrol telle que la pinosylvine 2-

O-méthyl éther à partir de la pinosylvine chez le pin sylvestre (Pinus sylvestris L.) (Chiron et 

al. 2000). La méthylation est souvent associée à une plus grande activité biologique d’un 

composé par rapport à la forme non méthylée (Chong et al. 2009).  

Enfin, l’oligomérisation permet la formation de stilbènes complexes, alliant communément 

des dimères aux tétramères (Figure 11) mais peuvent être plus oligomérisés encore (Jeandet et 

al. 2002, Rivière et al. 2012, Keylor et al. 2015). L’oligomérisation est réalisée par couplage 

oxydatif de deux sous unités de type resvératrol ou ses dérivés. Si de nombreux dérivés de 

resvératrol sont retrouvés dans le règne végétal, leur synthèse est assez similaire. En effet, 

l’oligomérisation débute par la formation de radicaux phénoxyls suivie d’un couplage oxydatif. 

Ce couplage peut s’effectuer entre différents carbones tels que le couplage 8-10’, observé lors 

de la formation d’ε-viniférine et de l’ampélopsine F, le couplage 8-8’, qui forme la 

quadrangularine A et le pallidol ou encore le couplage 3-8’, à l’origine de la δ-viniférine.  
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Figure 11: Structure des principaux stilbènes de la vigne. 
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Le couplage oxydatif produit des intermédiaires dont la cyclisation de la liaison formée entre 

les deux monomères produit les dimères précédemment cités (Figure 12). D’autres couplages 

peuvent exister mais sont plus rares (Keylor et al. 2015). Les oligomères plus complexes que 

les dimères peuvent être synthétisés par le couplage oxydatif de type resvératrol/ε-viniférine 

par exemple ou par des réactions intermoléculaires de Friedel-Crafts. De plus, un prérequis 

admis à la synthèse d’oligomères est la présence d’un groupement hydroxyle en 4’ (Keylor et 

al. 2015). Si les plantes produisent des enzymes capables de dimériser les stilbènes comme c’est 

le cas de la « peroxydase de raifort » (HRP) (Keylor et al. 2015), certains champignons tel que 

B. cinerea en sont aussi capables, par l’intermédiaire de stilbènes oxydases appelées laccases, 

décrites précédement (Pezet 1998).  

 

 

Figure 12 : Principaux mécanismes de dimérisation de stilbènes à partir du resvératrol par 

couplage oxydatif (d’après Keylor, Matsuura and Stephenson (2015)). 
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c) La régulation de la synthèse des stilbènes 

(1) La régulation moléculaire 

La synthèse des stilbènes est induite et régulée au niveau transcriptionnel, par l’activation 

de gènes tels que la PAL et la STS (Chong et al. 2009). Si plusieurs facteurs de transcription 

régulant la synthèse des polyphénols ont été découverts et bien caractérisés, comme par 

exemple certains facteurs R2R3-MYB et la « basic helix–loop–helix » (bHLH), responsables 

de la régulation de la synthèse des flavonoïdes, de la lignine ou encore des anthocyanes, peu de 

régulateurs ont été identifiés au niveau de la synthèse des stilbènes jusqu’à récemment (Deluc 

et al. 2006, Boudet 2007, Chong et al. 2009).  

Les protéines MYB constituent une superfamille de facteurs de transcription qui répondent 

à différents stress et stimulations hormonales, notamment le MeJA (Gális et al. 2006, Boudet 

2007). Concernant les stilbènes, récemment, deux facteurs R2-R3-MYB, VviMYB14 et 

VviMYB15, ont été identifiés et leur implication dans la régulation de la synthèse de stilbènes a 

été démontrée. Ils sont en effet fortement co-exprimés avec les gènes STS29 et STS41, 

précédemment identifiés comme répondant aux stress biotiques et abiotiques dans différents 

organes et lors de différents stress tels que le traitement UV-C, une blessure ou l’infection par 

P. viticola (Vannozzi et al. 2012, Höll et al. 2013). Leur expression étant systématiquement 

induite lorsque les STS l’étaient, et qu’elles précédaient ces dernières, l’hypothèse de leur rôle 

d’inducteur de la synthèse de stilbènes est forte. De plus, ces expressions corrèlent aussi avec 

l’accumulation de stilbènes, notamment le trans-picéide, dans les peaux et pépins de baies en 

développement (Höll et al. 2013). Une autre étude a mis en évidence le rôle de MYB14 dans 

l’accumulation de resvératrol et que ce facteur interagit avec le promoteur du gène STS (Fang 

et al. 2014). Plus récemment, utilisant des analyses à l’échelle du génome en plus d’analyses de 

co-expression, une étude a montré que deux gènes VviWRKY03 et VviWRKY24 semblent être 

liés à la régulation de la synthèse des stilbènes (Vannozzi et al. 2018). 

(2) Les facteurs environnementaux influençant la production de 

stilbènes  

Si certaines plantes accumulent de grandes quantités de stilbènes de manière constitutive 

comme Polygonum cuspidatum et Pinus spp., la majorité des plantes, dont l’arachide et la vigne, 

n’en produisent que de faibles quantités en condition normale de croissance (Chong et al. 2009). 

Cependant, en condition de stress biotiques et/ou abiotiques, ces plantes peuvent accumuler de 

fortes quantités de stilbènes. En effet, il a été montré que chez le pin (P. sylvestris), un traitement 

à l’ozone induisait l’expression de la STS et de la S-adénosyl-l-méthionine:pinosylvine-O-
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méthyltransférase (PMT) dans les aiguilles (Chiron et al. 2000). De plus, une blessure 

mécanique entraine l’expression aussi de ces deux gènes dans le phloème des tiges et 

l’expression est accentuée dans le cas d’une infection en plus de la blessure (Chiron et al. 2000). 

Chez la vigne, la synthèse de la protéine STS est stimulée et s’accumule lors de traitements 

UV-C dans les feuilles (Wang et al. 2010) et  plusieurs gènes de la voie de synthèse des stilbènes 

sont stimulés par traitement aux UV, c’est le cas de plusieurs STSs (STS4-STS10) et d’une O-

glucosyltransférase GLU1 observées dans les feuilles de la vigne sauvage Vitis amurensis Rupr. 

Cette induction est corrélée à l’augmentation de la production de la teneur totale en stilbènes, 

dont notamment celle du resvératrol et moins marquée de celle du picéide (Kiselev et al. 2017). 

De plus, le traitement UV-C induit la production de resvératrol dans les feuilles jusqu’à 400 

fois son niveau initial (soit 20 mg/g de matière sèche) chez le cultivar Cabernet Sauvignon 

(Schmidlin et al. 2008). Enfin, le promoteur du gène PST-1, chez le pin sylvestre (P. sylvertris) 

est fortement stimulé en réponse aux traitements UV et ce dans les vaisseaux vasculaires 

(Preisig-Müller et al. 1999).  

Depuis plus de quatre décennies, la production de stilbènes a été fortement corrélée avec la 

résistance des Vitis ssp. contre certains agents pathogènes. En effet, dans une publication de 

1981, Langcake a mis en évidence l’accumulation de deux dimères de resvératrol, la ε-

viniférine et la α-viniférine, au site d’infection et de nécrose, induite par B. cinerea dans les 

feuilles de vigne (Langcake 1981). D’autres études ont montré à la même période 

l’accumulation de resvératrol et d’ε-viniférine quelques jours après infection et en plus forte 

quantité dans les feuilles de cultivars les moins sensibles, avec en plus la caractérisation de cette 

réponse comme étant systémique puisque toutes les feuilles, même distales, produisent des 

stilbènes après infection (Pool et al. 1981). D’autres variétés telles que V. vinifera cv. Castor, 

résistante au mildiou, produit majoritairement du resvératrol en réponse à l’infection, avec un 

pic plusieurs jours après l’infection, qui correspond au temps de la sporulation (Dercks & 

Creasy 1989). Cette haute teneur en resvératrol, jusqu’à 5 fois celle du sensible V. vinifera cv. 

Riesling, est corrélée au niveau de densité de l’inoculum (Dercks & Creasy 1989). De même, 

des hautes teneurs en resvératrol sont corrélées au niveau de résistance à B. cinerea, les auteurs 

ont alors avancé que ces teneurs pourraient servir de marqueur de sélection de variétés 

résistantes (Sbaghi et al. 1995). 

Cependant, il est intéressant de noter le type de stilbène produit lors d’une infection, puisque 

le picéide, une forme glycosylée du resvératrol, est produit par les variétés sensibles à P. 

viticola, quand les variétés résistantes produisent plutôt des dimères de resvératrol (Pezet, 

Gindro, Viret, & Spring 2004) et du ptérostilbène (Alonso-Villaverde et al. 2011). Ceci se 
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confirme aussi dans d’autres organes que les feuilles, en effet, les fleurs de Merlot accumulent 

du resvératrol alors que les fleurs de Cabernet sauvignon, moins sensibles, se caractérisent par 

l’accumulation de δ-viniférine lors de l’infection, notamment aux stades de pré-floraison et 

floraison (Timperio et al. 2012). Une nuance est à apporter sur la synthèse de ces composés. En 

effet, il a été rapporté que la variété Chasselas, relativement sensible (Viret et al. 2018), 

accumule, lors d’une infection (7 jours après), de l’ε-viniférine et de la δ-viniférine (Pezet et al. 

2003). Cependant, une étude plus récente a mis en évidence que cette variété, comparée à des 

variétés résistantes, produisait surtout du resvératrol qui était ensuite transformé en picéide 

quand les variétés résistantes produisaient de la δ-viniférine et du ptérostilbène, jusqu’à 168 et 

26 µmol/mg respectivement dans les fleurs du cultivar 2091 et ces teneurs en δ-viniférine et 

ptérostilbène sont corrélées à une forte diminution de la sporulation (Gindro et al. 2012). En 

revanche, les variétés sensibles accumulent du resvératrol et picéide, qui ont des activités 

antimicrobiennes faibles (Alonso-Villaverde et al. 2011, Gindro et al. 2012). Il apparait que le 

resvératrol, plus qu’une phytoalexine, pourrait être plutôt considéré comme un composé de 

défense et non de résistance, et il constitue néanmoins le précurseur de phytoalexines, telles que 

les viniférines et le ptérostilbène (Jeandet et al. 2002).  

Une telle stimulation de la synthèse de stilbènes n’est pas limitée à la vigne puisqu’il a été 

indiqué chez d’autres plantes productrices de stilbènes. Par exemple, l’arachide (Arachis 

hypogaea) synthétise des composés stilbéniques en réponse aux attaques d’agents pathogènes. 

En effet, Sobolev et al. ont démontré une corrélation entre la résistance de certaines variétés 

d’arachide à différentes maladies telles que le « tomato spotted wilt virus » et le « late leaf 

spot », avec la production de trans-arachidine-3 et du trans-resvératrol (Sobolev et al. 2007). 

Ce rôle particulier des stilbènes et leur relative rapide détection permet de les utiliser comme 

critère de sélection de variétés résistantes (Sbaghi et al. 1995, Sobolev et al. 2007, Viret et al. 

2018).   

Enfin, les stilbènes sont aussi synthétisés en réponse à certains éliciteurs de plantes tels que 

le MeJA (Belhadj et al. 2006, 2008) ou le benzothiadiazole (BTH) (Dufour et al. 2013, 2016). 

Ces inductions de synthèse de stilbènes sont aussi corrélées avec l’augmentation de résistance.  
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d) Les activités antimicrobiennes des stilbènes sur les agents pathogènes 

de la vigne et d’autres plantes 

(1) Les monomères  

(i) Les aglycones 

(a) Le resvératrol 

Le plus connu et plus étudié de tous les stilbènes, le resvératrol (Figure 11) a été le premier 

à être identifié comme composé antimicrobien. Dans une publication de 1976, Langcake et 

Pryce testèrent les activités antimicrobiennes du resvératrol sur différents agents pathogènes de 

plante. Dès 1976, sa CI50 a été déterminée contre la croissance mycélienne de B. cinerea à 

hauteur de 440 µM (Tableau 1) (Langcake & Pryce 1976). Plus tard, cette activité a été 

confirmée sur B. cinerea et  démontrée sur Phomopsis viticola, agent pathogène de l’excoriose, 

toutefois à de fortes concentrations (Hoos & Blaich 1990). Depuis de nombreuses autres études 

ont été réalisées avec notamment pour résultats concernant B. cinerea, une CI50 du resvératrol 

de 394-438 µM au niveau de l’inhibition de la germination des conidies (Adrian et al. 1997, 

Caruso et al. 2011) et de 438-548 µM au niveau de l’inhibition de la croissance mycélienne, 

soit des valeurs similaires à celles enregistrées par Langcake et Pryce (Tableau 1) (Langcake & 

Pryce 1976, Kumar & Nambisan 2014, El Khawand et al. 2020). Cependant, des activités bien 

plus faibles, avec des valeurs de CI50 de plus de 1,5 mM sur la croissance mycélienne de B. 

cinerea (Caruso et al. 2011) ont été rapportées avec parfois, de façon surprenante, une légère 

stimulation de la croissance mycélienne (Sobolev et al. 2011). De même, le resvératrol n’a pas 

montré d’activité inhibitrice, même à la concentration la plus forte utilisée (800 µM) dans 

l’étude de Langcake et Pryce (1976) sur la germination des conidies de B. cinerea (Langcake 

& Pryce 1976, Langcake 1981). Concernant P. viticola, l’activité du resvératrol sur l’inhibition 

de la mobilité des zoospores (dont la CI50 rapportée est entre 122 et 192 µM) est relativement 

similaire à celle notée au niveau de la sporulation (121 µM) ou de la germination (145 µM) 

(Tableau 1) (Pezet et al. 2004, Schnee et al. 2013). Une plus faible activité est rapportée sur les 

champignons responsables des maladies du bois (Lambert et al. 2012). Cependant, d’autres 

données montrent, à l’instar de B. cinerea, des activités plus faibles ou encore aucune activité. 

Notamment, dans leur étude, Langcake et Pryce (1976) n’ont observé aucune activité au niveau 

de différents agents pathogènes, tels Piricularia oryzae et P. oryzae (Langcake & Pryce 1976). 

De plus une CI50 de la sporulation de 482 µM est aussi rapportée contre P. viticola (Gabaston, 

Cantos-Villar, et al. 2017). Les disparités observées entre ces différentes études peuvent être 

dues à la méthode de préparation des molécules, les conditions de culture ou encore la souche 

fongique utilisée. En ce qui concerne la préparation des molécules, la méthode de solubilisation 
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des composés stilbéniques est d’une importance majeure compte tenu de la faible solubilité 

dans l’eau de la plupart de ces composés. Dans l’étude de Hoos et al. (1990), une dilution des 

solutions cristallines à forte concentration, directement dans le milieu de culture, a été utilisée, 

ce qui n’était peut-être pas favorable à la solubilisation des composés (Hoos & Blaich 1990, 

Jeandet et al. 2002, Robinson et al. 2015). Dans la plupart des études postérieures, les auteurs 

ont solubilisé au préalable les stilbènes dans un solvant organique (Adrian et al. 1997, Schnee 

et al. 2013, Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). La solubilisation maximale d’un composé est 

aussi importante à prendre en compte et peut engendrer des biais au niveau de la détermination 

de la CI50. En effet, il apparait que Langcake et Pryce (1976) ont utilisé le resvératrol au-delà 

de ses limites de solubilité (Langcake & Pryce 1976, Jeandet et al. 2002).  Dans le cas de la 

forte CI50 observée par Gabaston et al. (2017), comparée aux autres études similaires (Tableau 

1), les différences peuvent aussi être expliquées par la méthode utilisée. Dans ce cas-là, c’est 

l’effet préventif des stilbènes qui est analysé par une application en amont de l’inoculation, 

contrairement au cas de Pezet et al. (2004) où les stilbènes étaient ajoutés dans la solution de 

zoospores (Pezet et al. 2004, Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017).  

Pour résumer, le resvératrol est un composé à large spectre d’action au niveau des 

microorganismes, pathogènes de la vigne ou d’autres plantes (Tableau 1), mais avec une activité 

antimicrobienne relativement faible (Langcake & Pryce 1976, Kumar & Nambisan 2014), en 

particulier lorsque l’on considère la concentration de ce composé dans les feuilles de vigne lors 

d’infections ( jusqu’à 218 µmol/g MF) (Pezet et al. 2003). 

(b) Le picéatannol 

Le picéatannol est un composé moyennement actif, avec une activité deux fois supérieure à 

celle du resvératrol contre P. viticola et Diplodia seriata, un champignon impliqué notamment 

dans la maladie de l’Esca (Lambert et al. 2012, Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017).  

(c) Le ptérostilbène 

    Le ptérostilbène (trans-3,5-diméthoxy-4-hydroxystilbène), dérivé méthylé du resvératrol, est 

le monomère naturel le plus actif. En effet, sur les agents pathogènes cités précédemment (P. 

viticola, B. cinerea ou encore des champignons responsables de maladies du bois), il présente 

des activités antimicrobiennes supérieures (Tableau 1). Avec le resvératrol, c’est probablement 

le stilbène le plus étudié pour ses activités antimicrobiennes depuis son identification comme 

facteur de résistance de la vigne. Plus précisément, concernant P. viticola, les valeurs de CI50 

rapportées sont très proches que ce soit pour l’inhibition de la mobilité des zoospores ou pour 

celles de la sporulation, avec toutes une valeur en dessous de 30 µM (Tableau 1) (Langcake 

1981, Pezet et al. 2004). De façon similaire, B. cinerea est considérablement impacté à 
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différents stades de son développement par le ptérostilbène. En effet, cette molécule est trois 

fois plus active que le resvératrol contre la germination des conidies (CI100 de 230 µM contre 

700 µM pour le resvératrol) (Adrian et al. 1997). De plus, le ptérostilbène est encore plus actif 

sur l’inhibition de la croissance mycélienne et du tube germinatif de B. cinerea avec des CI50 

de 107 et 49 µM, respectivement (Langcake 1981). De façon intéressante, le ptérostilbène, qui 

n’est pas présent dans les parties lignifiées de la vigne, est assez actif sur différents agents 

pathogènes de maladies du bois, à une concentration de 500 µM, avec l’activité la plus forte 

recensée pour D. seriata, Eutypa lata et Phaeomoniella chlamydospora (Lambert et al. 2012). 

Etonnamment, aucune activité n’est démontrée pour Phaeoacremonium aleophilium. La 

sensibilité de ces champignons au ptérostilbène semble être plus ou moins corrélée selon leur 

phylogénie. En effet, le seul ne présentant pas de sensibilité (P. aleophilium) est aussi le plus 

éloigné phylogénétiquement des autres (Lambert et al. 2012). Le ptérostilbène est aussi très 

actif contre d’autres agents pathogènes infectant d’autres plantes que la vigne. Il a été rapporté 

comme étant 20 fois plus inhibiteur que le resvératrol sur la croissance mycélienne de 

Piricularia oryzae (infectant le riz) et, alors que le resvératrol ne montre aucune activité (CI50 

> 800 µM), le ptérostilbène inhibe la germination de P. oryzae et de Cladosporium 

cucumerinum (CI50 35 µM pour les deux organismes) (Tableau 1) (Langcake 1981). L’activité 

du ptérostilbène est à rapprocher des deux groupements méthoxyles qu’il présente (Figure 12).  

Ce composé joue donc un rôle important dans la résistances des vignes face aux agents 

pathogènes, compte tenu des quantités qui peuvent être accumulées en réponse à une infection 

(par exemple jusqu’à 26 µmol/mg MF dans les fleurs du cultivar résistant 2091) (Gindro et al. 

2012) soit une concentration 2 fois plus élevée que sa CI50 observé contre le mildiou (Gindro 

et al. 2012).  

(ii) Les glycosylés 

(a) Le picéide 

Le picéide, monomère glycosylé dérivant du resvératrol, n’a jamais été vraiment rapporté 

comme un composé antimicrobien. En effet, les seules études ayant analysé son activité 

antimicrobienne rapportent une très faible voire aucune activité antimicrobienne contre des 

champignons de la famille des Botryosphaeriaceae (Lambert et al. 2012) et contre P. viticola 

(Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017). Ce défaut d’activité antimicrobienne est à mettre en 

relation avec sa synthèse chez les cultivars sensibles aux maladies comme précisé auparavant 

(Pezet et al.2004, Alonso-Villaverde et al. 2011). Le picéide peut s’accumuler jusqu’à 166,3 
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µmol/g MF dans les feuilles de variété sensibles infectées par P. viticola et ne joue 

probablement aucun rôle dans la défense (Pezet et al. 2003).  

(b) L’astringine 

    L’astringine est un dérivé glycosylé du picéatannol, présente dans des cultures cellulaires de 

Vitis (Waffo Teguo et al. 1996) ou des extraits de  l’épicéa commun (Picea abies) et l’épicéa 

de Sitka (Picea sitchensis) (Girma Mulat et al. 2014, Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017). Ses 

activités antimicrobiennes ont été analysées sur P. viticola et Phaeolus schweinitzii, une 

pourriture des conifères. Ce composé montre des activités relativement faibles avec 

respectivement des CI50 de 705 µM et 659 µM sur la sporulation et la mobilité des zoospores 

de P. viticola (Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017), et plus de 4 mM sur la croissance 

mycélienne de P. schweinitzii (Woodward & Pearce 1988) (Tableau 1). 

    L’intérêt de la glycosylation, dont les avantages ont été précisés précédemment (cf. partie 

modifications des stilbènes), peut expliquer le fait que de tels stilbènes soient synthétisés malgré 

leur manque d’activité antimicrobienne. 

(2) Les dimères  

(a) L’ampélopsine A 

Dimère du resvératrol, l’ampélopsine A semble faiblement efficace contre les agents 

pathogènes, bien qu’elle n’ait pas été très étudiée. Contre P. viticola, il a été rapporté des CI50 

de 124 et 282 µM, respectivement pour l’inhibition de la mobilité des zoospores et de la 

sporulation (Tableau 1) (Schnee et al. 2013). La faible activité est confirmée par une étude plus 

récente (CI50 de 934 µM contre la sporulation) (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). Ces 

différences de résultats peuvent être expliquées à nouveau par les méthodes d’analyse. 

L’ampélopsine A n’est pas non plus active contre les champignons responsables de maladies 

du bois, excepté une légère inhibition de la croissance mycélienne d’E. lata (Lambert et al. 

2012).  

(b) Les viniférines 

Les viniférines, qui sont des dimères de resvératrol, ont été largement étudiées pour leurs 

activités antimicrobiennes. Il semble que leur complexité augmente leur activité. Comparé au 

resvératrol, l’ε-viniférine est deux fois plus active à inhiber la germination des conidies de B. 

cinerea (CI50 de 220 µM) et on observe des CI50 de faible valeur pour l’inhibition de la 

croissance du tube germinatif (Tableau 1) (Langcake & Pryce 1977, Langcake 1981). Si dans 

l’étude de Langcake et Pryce (1977) aucune activité n’a été observée sur la croissance 

mycélienne, ce résultat est discutable pour les raisons avancées précédement. C’est contre P. 
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viticola que l’ε-viniférine montre les activités les plus intéressantes. Elle est en effet très 

efficace contre la libération et la mobilité des zoospores (Langcake & Pryce 1977, Langcake 

1981, Pezet et al. 2004, Schnee et al. 2013), mais aussi contre la sporulation (Schnee et al. 2013, 

Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017), avec des CI50 comprises entre 28 et 154 µM. Cependant, 

de faibles activités sur les champignons du bois, excepté contre D. seriata (à 500 µM), ont été 

mises en évidence (Lambert et al. 2012). Il est intéressant de noter que si le resvératrol est 

faiblement actif, son dimère, l’ε-viniférine est, elle, très efficace. Des feuilles de variété 

résistante infectées accumulent jusqu’à 268,86 µM (Pezet, Gindro, Viret, & Richter 2004).  

Au sein des viniférines, la plus active est la δ-viniférine. Surtout étudiée contre P. viticola, 

elle présente une CI50 contre la mobilité des zoospores de 14,6 µM (Tableau 1). Sur la 

sporulation, les données varient de 14,7 à 40 µM (Schnee et al. 2013, El Khawand, Gabaston, 

Taillis, Iglesias, Pedrot, Palos Pinto, et al. 2020). De plus, elle est encore plus active sur la 

croissance mycélienne de B. cinerea (El Khawand et al. 2020). Lorsque l’on observe les valeurs 

physiologiques (jusqu’à 168 µmol/mg MF), notamment après une infection des fleurs, la δ-

viniférine apparait comme un composé majeur de la défense de la vigne (Gindro et al. 2012). 

De plus, il est rapporté que la concentration en δ-viniférine dans les fleurs est 11 fois plus élevée 

que sa CI50 envers P. viticola chez le cultivar résistant 2091, et que celles de l’ε-viniférine et de 

la δ-viniférine, sont respectivement 2 et 8 fois plus élevée que leur CI50 chez Solaris, un autre 

cépage bien connu pour sa résistance à diverses maladies. Ces concentrations montrent que ces 

composés sont ainsi très probablement responsables de l’inhibition de la sporulation observée 

(Gindro et al. 2012).  

(3) Les trimères 

Les trimères de resvératrol ne sont aujourd’hui que peu étudiés, probablement du fait de 

leurs faibles teneurs et de la difficulté de les obtenir. Ainsi, le miyabénol C, trimère du 

resvératrol présente une activité antifongique sur plusieurs champignons responsables de 

maladies du bois (Lambert et al. 2012) et sur la sporulation de P. viticola avec une CI50 de 59 

µM (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017) (Tableau 1). Un autre trimère, l’α-viniférine diminue 

la germination des spores de différents champignons (Tableau 1), mais c’est surtout sur  P. 

viticola avec l’inhibition de la mobilité de ses zoospores que ce trimère se démarque (Langcake 

& Pryce 1977, Langcake 1981).  

(4) Les tétramères  

Les tétramères, qui sont composés de quatre sous-unités de resvératrol, sont parmi les 

structures les plus complexes des stilbènes et retrouvés en relative quantité (d’env. 1 à 25 g/kg 
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MS) (Gabaston et al. 2019) dans les parties ligneuses de la vigne (Rivière et al. 2012). Cette 

catégorie de stilbènes, de par leur faible présence dans les tissus annuels de la vigne, a été peu 

étudiée, comparée aux monomères et dimères. La première étude rapportant l’activité de 

tétramères est celle de Schnee et al. (2013). Il est rapporté de très fortes activités contre la 

mobilité des zoospores et la sporulation de P. viticola pour l’hopéaphénol et la r-viniférine (E-

vitisine B) avec respectivement des CI50 de 17 et 26 µM pour l’hopéaphénol et de 13 et 12 µM 

pour la r-viniférine. Ces deux composés représentent respectivement 1,4 et 2,0 % d’un extrait 

éthanolique de sarment, et atteignent leur plus haute teneur dans les ceps et racines 

(respectivement 2,4 et 12,8 %) (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). Cette dernière étude a 

confirmé les activités avancées par la précédente (Tableau 1). Ainsi, la r-viniférine présente le 

même niveau d’efficacité que le ptérostilbène et la δ-viniférine. De plus, deux autres tétramères 

présentent aussi de fortes activités contre la sporulation de P. viticola, avec des CI50 

respectivement de 44 et 20 µM, pour l’isohopéaphénol et la r2-viniférine (aussi nommée E-

vitisine A) (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). Si ces deux derniers tétramères sont moins 

actifs, il n’en n’est pas moins que les tétramères de resvératrol sont des stilbènes très actifs. Ces 

tétramères ont aussi été rapportés comme inhibiteurs de la croissance mycélienne de 

champignons du bois, excepté pour l’hopéaphénol. Cependant, on note que, de même que dans 

le cas du ptérostilbène, le seul champignon non sensible aux tétramères est P. aleophilum. Il est 

intéressant de remarquer que malgré les fortes concentrations utilisées dans cette étude, la 

croissance d’aucun champignon n’a été totalement inhibée. 

Il est probable que ces champignons, qui se développent dans des organes lignifiés, où sont 

eux-mêmes présents ces composés en quantité importante, aient développé une certaine 

résistance (Lambert et al. 2012). Malgré tout, le degré d’oligomérisation des stilbènes semble 

lié à l’augmentation de l’activité antimicrobienne. 
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Catégorie 
Nom du 

stilbène 
Organisme cible Type de test 

CI50 

(µg/mL) 

CI100 

(µg/mL) 

CI50 

(µM) 
CI100 (µM) Référence 

Monomères 

picéatannol D. seriata croissance mycélienne 

/ / 

299 

/ 

Lambert, 2012 

picéatannol 

P. viticola 

sporulation 254 

Gabaston, 2017 
mobilité des zoospores 228 

astringine 
sporulation 705 

mobilité des zoospores 659 

astringine Phaeolus schweinitzii croissance mycélienne 1900 3500 4675 8613 Woodward, 1988 

resvératrol 

P. viticola 

mobilité des zoospores / / 122 / Gabaston, 2017 

mobilité des zoospores / / 192 / Pezet, 2004 

mobilité des zoospores >200 
/ 

>876 
/ Langcake, 1981 

libération des zoospores / >876 

sporulation /  121 / Schnee, 2013 

sporulation / / 145 / Pezet, 2004 

sporulation 110 / 482 / Gabaston, 2017 

P. viticola sporulation 99 / 434 / El Khawand, 2020 

B. cinerea; Piricularia 

oryzae 
germination des spores >200 / >800 / Langcake, 1976 

B. cinerea 

germination des conidies 90 160 394 701 Adrian, 1977 

croissance mycélienne 
100 / 438 / Langcake, 1976 

125 125 548 548 Kumar, 2014 

B. cinerea croissance mycélienne 
350 / 1533 / Caruso, 2011 

98 / 429 / El Khawand, 2020 

Tableau 1 : Activité antimicrobienne de stilbènes de la vigne contre les agents pathogènes de la vigne et autres plantes 
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Catégorie 
Nom du 

stilbène 
Organisme cible Type de test 

CI50 

(µg/mL) 
CI100 

(µg/mL) 
CI50 

(µM) 
CI100 (µM) Référence 

Monomères 

resvératrol 
Piricularia oryzae croissance mycélienne 63 / 276 / Langcake, 1976 

Fusarium oxysporum croissance mycélienne 20  88 / Langcake, 1976 

Ptérostilbène 

B. cinerea germination des conidies 

18 

/ 

70 

/ Langcake, 1981 18 70 

18 70 

/ 60 / 234 Adrian, 1997 

Cladosporium cucumerinum germination des spores 9 

/ 

35 

/ Langcake, 1981 

P. viticola 

libération des zoospores 4,5 18 

mobilité des zoospores 2,3 9 

mobilité des zoospores 

/ / 

28,3 

/ Pezet, 2004 germination des 

zoospores 
12,7 

B. cinerea 
croissance du tube 

germinatif 
12,5 / 49 / Langcake 

B. cinerea 

croissance du tube 

germinatif 
12,5 / 49 / Langcake, 1981 

croissance mycélienne 

 40  156 Adrian, 1997 

27,5 / 107 / Langcake, 1979 

100 / 390 / Caruso, 2014 

mort des conidies 20 60 78 230 Adrian, 1997 

Piricularia oryzae germination des spores 9 

/ 

35 

/ Langcake, 1981 
Pellicularia sasakii croissance mycélienne 6,3 25 

P. oryzae 

croissance mycélienne <3 

/ 

<12 

/ Langcake, 1981 
croissance du tube 

germinatif 
6 23 
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Catégorie 
Nom du 

stilbène 
Organisme cible Type de test 

CI50 

(µg/mL) 
CI100 

(µg/mL) 
CI50 

(µM) 
CI100 (µM) Référence 

Monomères Ptérostilbène 

D. seriata 

croissance mycélienne 
/ / 

163 

/ Lambert, 2012 E. lata 251 

N. parvum 250 

Leptosphaeria maculans 50 / 195 / Koh, 2016 

Dimères 

ε-viniférine 

B. cinerea 

germination des spores 100 / 220 / Langcake, 1977 

croissance mycélienne >100 / >220 / 

Langcake, 1981 
croissance du tube 

germinatif 
79,4 / 175 / 

P. viticola 

libération des zoospores 19 
/ 

42 
/ Langcake, 1977 

mobilité des zoospores 

12,5 28 

/ / 66 / Schnee, 2013 

/ / 73 / Pezet, 2004 

sporulation / / 63 / Schnee, 2013 

P. viticola 

germination des 

zoospores 
/ / 71,2 / Pezet, 2004 

sporulation / / 63 / Schnee, 2013 

sporulation 70 / 154 / Gabaston, 2017 

D. seriata croissance mycélienne / / 260 / Lambert, 2012 

Cladosporium cucumerinum spore germination 37 / 81 / Langcake, 1977 

Pellicularia sasakii 
croissance mycélienne 

19,3 
/ 

42 
/ Langcake, 1981 

P. oryzae 54,4 120 

δ-viniférine P. viticola 
mobilité des zoospores / / 14,6 / 

Pezet, 2004 
sporulation / / 14,7 / 
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Catégorie 
Nom du 

stilbène 
Organisme cible Type de test 

CI50 

(µg/mL) 
CI100 

(µg/mL) 
CI50 

(µM) 
CI100 (µM) Référence 

Dimères 

δ-viniférine 
P. viticola sporulation 18 / 40 / El Khawand, 2020 

B. cinerea, croissance mycélienne 6 / 13 / El Khawand, 2020 

ampélopsine 

A 
P. viticola 

mobilité des zoospores / / 124 / 
Schnee, 2013 

sporulation 
/ / 282 / 

438 / 934 / Gabaston, 2017 

Trimères 
α-viniférine 

B. cinerea spore germination 
97 

/ 
143 

/ 
Langcake, 1977 

49 72 Langcake, 1981 

Cladosporium cucumerinum germination des spores 47 / 69 / Langcake, 1977 

P. oryzae germination des spores 28 / 41 / Langcake, 1981 

P. viticola 
libération des zoospores 35 / 52 / Langcake, 1977 

mobilité des zoospores 11 / 16 / Langcake, 1977 

miyabenol C P. viticola sporulation 40 / 59 / Gabaston, 2017 

Tétramères 

hopéaphénol 

P. viticola 

mobilité des zoospores / / 17 / 
Schnee, 2013 

sporulation / / 26 / 

sporulation 16 / 18 / 

Gabaston, 2017 isohopéaphéno

l 
sporulation 40 / 44 / 

r-viniférine mobilité des zoospores / / 13 / 
Schnee, 2013 

r-viniférine sporulation / / 12 / 

r-viniférine sporulation 10 / 11 / 
Gabaston, 2017 

r2-viniférine sporulation 18 / 20 / 

ampélopsine 

H 

mobilité des zoospores / / 92 / 
Schnee, 2013 

sporulation / / 282 / 
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e) Les modes d’action des stilbènes  

Les stilbènes diffèrent entre eux par leur structure et leurs activités antifongiques. Un lien de 

corrélation positive structure/activité antifongique n’est cependant pas complètement établi. 

Plusieurs auteurs ont étudié, notamment par le biais de la microscopie électronique, l’effet de 

certains stilbènes sur différentes structures cellulaires des microorganismes. 

(1) Les effets sur les membranes  

Les premières études sur les effets cytologiques des stilbènes sur les cellules de champignons 

faites avec le resvératrol et le ptérostilbène ont rapporté des dégradations au niveau des 

membranes cytoplasmiques, la formation de tubes germinatifs secondaires et tertiaires ainsi que 

la formation de tubes germinatifs courbés dans les conidies de B. cinerea (Pezet & Pont 1990, 

Adrian et al. 1997). Les membranes cellulaires, qu’elles soient plasmiques ou d’organelles, sont 

fréquemment la cibles des stilbènes (Figure 13). La membrane plasmique n’est jamais 

totalement dégradée, mais plutôt fragmentée, ce qui conduit à la formation de « liposome-like 

bodies » dans le cytoplasme (Pezet & Pont 1990, Adrian & Jeandet 2012, Koh et al. 2016). Les 

membranes nucléaires sont aussi la cible des stilbènes (Koh et al. 2016). Ce phénomène opère 

rapidement après contact avec les stilbènes, soit en quelques heures. En effet, il est rapporté une 

complète désorganisation et disruption des membranes nucléaires et plasmiques 3 heures après 

le contact du ptérostilbène avec les conidies de B. cinerea en dormance (Pezet & Pont 1990) et 

6 heures après au niveau des membranes cellulaires des hyphes de Leptosphaeria maculans qui 

sont rendues perméables et apparaissent granuleuses avec seulement 7% des cellules restant 

viables (Koh et al. 2016). Il est aussi observé un décollage du cytoplasme de la membrane 

plasmique (Adrian & Jeandet 2012). 

Ce mode d’action des stilbènes semble être une caractéristique commune des phénols. En 

effet, le carvacrol et le thymol, deux phénols, induisent chez E. coli une disruption des 

membranes et une perte d’intégrité qui conduit à la perméabilité des membranes. Ceci induit 

une fuite des protons et du potassium et par conséquent une perte du potentiel membranaire (Xu 

et al. 2008). Puisque les stilbènes sont constitués de noyaux benzéniques et de groupements 

hydroxyles (Figure 11), il est possible d’extrapoler les conclusions apportées dans le cas du 

carvacrol afin d’émettre des hypothèses concernant les stilbènes. Une hypothèse avance que 

l’effet des stilbènes sur les membranes est lié à un désordre créé dans la pression osmotique au 

voisinage des membranes, comme suggéré par la réduction de la toxicité des stilbènes induite 

par l’ajout de glucose en parallèle (Kumar & Nambisan 2014, Jian et al. 2015).  
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Figure 13 : Exemples des principaux modes d’actions au niveau cellulaire des stilbènes 

  

(2) Les interactions chimiques 

La structure d’un stilbène a un impact majeur sur son activité. Une particularité des stilbènes 

vient du nombre de groupements hydroxyles branchés au groupe benzène. Ces groupements 

donnent aux stilbènes des portions hydrophiles. Les groupements hydroxyles connectés aux 

groupes benzène établissent un système de délocalisation des électrons et leur confèrent par 

définition un caractère acide. Ce mécanisme chimique, par réaction avec les membranes, est 

suspecté d’être à l’origine de la désorganisation membranaire et des lésions qui conduisent à la 

fuite du contenu cellulaire. En effet, les phénols qui ne possèdent pas de groupements 

hydroxyles n’ont aucune activité sur les membranes (Kim et al. 2007, 2013, Xu et al. 2008, 

Ahmad et al. 2011, Pizzolitto et al. 2015, Konuk Hatice Büşra & Ergüden 2020). Il est supposé 

que les groupements hydroxyles vont préférentiellement conduire les composés près des 

membranes par les liaisons hydrogènes avec les groupements polaires de surface tels que les 

liens esters ou résidus d’acides gras, molécules d’eau ou protéines (Dombek & Ingram 1984). 

De plus, les groupements alcènes et les groupes phénols assurent une partie hydrophobe qui 
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permet aux stilbènes de pénétrer à travers la membrane et de la déstabiliser. La balance entre 

groupements hydrophobes et hydrophiles semble donc importante dans le niveau de toxicité 

des stilbènes (Kubo et al. 1993, Ben Arfa et al. 2006, Xu et al. 2008). Cela pourrait expliquer 

la corrélation positive observée entre le niveau d’oligomérisation des stilbènes et leurs activités 

antimicrobiennes.   

(3) L’impact sur la production d’ATP  

Les stilbènes ont plusieurs cibles essentielles pour la survie cellulaire. Récemment, des 

études sur l’effet des stilbènes sur la formation d’ATP ont révélé que les stilbènes sont capables 

d’inhiber le fonctionnement des ATPases. En effet, le picéatannol, mais aussi d’autres 

polyphénols tels que la quercétine, peuvent former des liaisons hydrogènes avec différentes 

sous-unités de l’ATPase bactérienne chez E. coli (Figure 13). Plus spécifiquement, ces 

interactions sont suspectées d’engendrer l’inhibition de la fonction rotatoire de l’ATPase, ce 

qui conduit à une perte des fonctions de dégradation et de synthèse de l’ATP (Gledhill et al. 

2007, Ahmad & F. Laughlin 2010, Jian et al. 2015). Cependant, l’ajout d’ATP après un 

traitement aux stilbènes ne permet pas de rétablir la libération des zoospores, indiquant que ce 

processus ne serait pas le seul impliqué ou que l’ATP seul ne peut le rétablir (Kumar & 

Nambisan 2014).  

(4) L’impact sur la tubuline 

Parmi les différents impacts des stilbènes sur la physiologie cellulaire, plusieurs études ont 

relaté l’effet sur l’assemblage de la tubuline durant le développement cellulaire. En effet, il a 

été montré que la combrestatine, un déhydrostilbènoïde fortement méthylé, se lie in vitro à la 

tubuline et donc inhibe l’assemblage des tubulines ce qui conduit à un effet cytotoxique (Figure 

13) (Woods et al. 1995). De façon intéressante, un dérivé méthylé du resvératrol, hautement 

actif sur certaines cellules cancéreuses, induit de la même manière, entre autres phénomènes, 

la suppression de la polymérisation de la tubuline. Les interactions tubuline-stilbènes rapportées 

suggèrent que la méthylation serait nécessaire à l’impact sur la tubuline (Schneider et al. 2003, 

Mikstacka et al. 2013). Curieusement, les isomères trans auraient plutôt un effet stimulateur de 

la polymérisation tandis que les cis seraient inducteurs de dépolymérisation (Li et al. 2009, 

Mikstacka et al. 2013). De ce point de vue, les stilbènes pourraient agir sur l’apoptose cellulaire 

soit en inhibant soit en induisant la polymérisation de la tubuline (Kingston 2009).  

(5) Les autres impacts moléculaires 

Le resvératrol a été très étudié pour son action sur l'ADN. Par le biais d’un couplage avec le 
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cuivre Cu(II), le resvératrol induit la dégradation de l’ADN et le clivage de plasmides (Figure 

13). Ce mécanisme semble être lié à un processus oxydatif (Fukuhara & Miyata 1998). Le 

resvératrol, bien que n’interagissant pas avec la tubuline, a un impact négatif sur le cycle 

cellulaire par son action sur différentes voies de signalisation et sur la prolifération cellulaire, 

notamment en modulant l’action de cyclines et kinases cyclines dépendantes, réduisant ainsi 

l’activité de facteurs extracellulaires de croissance, ou encore sur les tyrosines kinases et les 

voies de signalisation de la tyrosine (Rimando & Suh 2008, Varoni et al. 2016, Mikstacka et al. 

2018). 

Bien que la plupart des impacts moléculaires des stilbènes aient été étudiés sur les bactéries, 

les levures ou les cellules cancéreuses humaines, les résultats peuvent être considérés comme 

des hypothèses fortes pour d’autres organismes notamment les agents pathogènes de la vigne 

puisque ces fonctions sont extrêmement conservées dans le monde vivant. 

 

E. Les stratégies de lutte pour le contrôle du mildiou et de la pourriture grise 

au vignoble  

a) Le contrôle du mildiou : le cuivre et les pesticides de synthèse  

a) Les solutions cupriques  

Lors de son apparition sur le sol européen, aucun moyen de lutte contre le mildiou n’était 

disponible pour les viticulteurs. La découverte de la bouillie bordelaise relève d’une histoire 

particulièrement intéressante. C’est en 1882 que Millardet, chercheur à l’université de 

Bordeaux a observé l’effet du cuivre contre le mildiou. En effet, à cette époque, les viticulteurs 

disposaient un mélange de sulfate de cuivre (CuSO4) et de chaux éteinte (Ca(OH)2) sur les 

vignes proches des routes afin de décourager les passants de prélever des grappes de raisins. 

C’est dans ces conditions que Millardet a observé que les rangs de vigne ayant reçu cette 

mixture ne présentaient aucun symptôme de mildiou, contrairement à ceux qui ne l’avaient pas 

reçu. Cette observation l’a conduit à développer des recherches sur ce mélange et publier ses 

résultats en 1885, publication dans laquelle il recommandait alors ce mélange appelé la bouillie 

bordelaise pour la protection contre le mildiou (Gessler et al. 2011).  Les concentrations 

utilisées étaient alors très élevées (8% de sulfate de cuivre, soit 8 kg de sulfate de cuivre et 15 

kg de chaux hydratée dans 100 litres d’eau) avec des applications récurrentes et des volumes 

importants. Par la suite et notamment au 20ème siècle, les qualités de la bouillie bordelaise ont 
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été largement reconnues et de nombreuses études ont conduit à la diminution de ces doses à 

environ 1,5 à 3% de cuivre avec 5 à 7 applications. Les doses utilisées au vignoble ont été 

drastiquement réduites à la suite de nombreux essais conduits durant la seconde guerre 

mondiale, en conséquence des pénuries et des restrictions d’utilisation du cuivre. De plus, il a 

été montré qu’un timing adéquat de traitement était plus important que la concentration utilisée 

(Gessler et al. 2011). 

Différentes autres préparations cupriques ont été développées en parallèle, comme par 

exemple la bouillie bourguignonne a été largement utilisée. Similaire à la bouillie bordelaise, 

elle contient du sulfate de cuivre couplé à du carbonate de sodium (Na2CO3) à la place de la 

chaux. Cependant, due à la cristallisation du carbonate de sodium, cette bouille devait être 

utilisée rapidement après sa préparation. On peut citer aussi l’eau céleste, à base de sulfate 

d’ammonium ou encore la Kupferpasta-Bosna qui donnait de bon résultats (Gessler et al. 2011).  

La bouillie bordelaise, et les composés issus du cuivre en général, sont des solutions de 

traitement préventif. Ce qui signifie que la gestion des maladies est permise par la réduction du 

développement d'inoculum sur les tissus foliaires sensibles, prévenant ainsi l'infection. De plus, 

le mélange de chaux avec le cuivre permet aux ions d’être libérés lentement sur les tissus 

végétaux, ce qui permet une meilleure protection dans le temps ainsi que la diminution de la 

phytotoxicité du cuivre (Lamichhane et al. 2018). En effet les ions cuivre, très solubles dans 

l’eau, peuvent être absorbés par les plantes et deviennent alors toxiques pour celles-ci (Lamb et 

al. 2012). Aujourd’hui, il semble qu’aucune résistance à la bouillie bordelaise ne soit apparue, 

ce qui conforte l’utilisation de celle-ci (Corio-Costet 2011). Cependant, l’application de cuivre 

en continu sans aucune alternative pourrait à terme induire le développement de résistances. 

Aujourd’hui, le cuivre a reçu une autorisation européenne jusqu’en 2025 pour son utilisation, 

sur la base de 28 kg de cuivre métal par hectare sur 7 ans, avec une moyenne annuelle donc de 

4 kg/ha/an et une dose maximale de 6 kg sur une année (European Commission 2018). Cette 

quantité de cuivre comprend toutes les formulations existantes à la fois en termes de produits 

de protection mais aussi de produits fertilisants. Il est intéressant de noter que le cuivre est 

autorisé en agriculture biologique, notamment en viticulture pour le traitement contre le mildiou 

(Chambre d'agriculture de la Nouvelle-Aquitaine 2019). 

b) L’accumulation dans les sols et effets néfastes du cuivre 

La large utilisation de cuivre depuis plus d’un siècle a conduit à de fortes accumulations 

dans les sols agricoles et notamment dans les vignobles, plus particulièrement dans les couches 

superficielles. En effet, lors d’épisodes de pluies, le cuivre déposé sur les feuilles est lessivé et 
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se retrouve dans le sol. Les concentrations relevées excèdent souvent largement les quantités 

infimes nécessaires à la croissance des plantes et on observe aussi des taux au-dessus des limites 

fixées par l’Union européenne dans la majorité des vignobles (Komárek et al. 2010, Brunetto 

et al. 2016). De plus, des concentrations critiques de cuivre, de 33 mg/kg, à partir de laquelle le 

cuivre est toxique pour des espèces de vers de terre, est largement dépassée d’environ 10 fois 

dans la plupart des vignobles mondiaux, concentration limite qui peut être plus faible, jusqu’à 

16 mg/kg selon l’origine du cuivre et des espèces considérées (Komárek et al. 2010). Le cuivre 

est rapporté comme étant toxique pour de nombreux organismes du sol et des plantes. Il présente 

notamment des effets rhizotoxiques et de développement de chlorose suite à une diminution de 

la capacité d’assimilation du fer (Michaud et al. 2008, Martins et al. 2014). 

Non seulement le cuivre peut avoir des effets néfastes sur l’environnement mais il est aussi 

connu pour être à l’origine de maladies chez l’Homme (maladies gastriques, développement de 

certaines maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de 

Parkinson ou encore la maladie de Charcot)  (Gaggelli et al. 2006, Komárek et al. 2010).  

c) Les composés acupriques 

Les pénuries de cuivre durant la seconde guerre mondiale ont conduit à la recherche de 

composés de remplacement de la bouillie bordelaise. Ainsi, des produits de contact soufrés ou 

organochlorés issus de la chimie de synthèse ont été développés. Au sein de ces composés on 

trouve les dérivés du dithiocarbamate, composés soufrés du type diméthyldithiocarbamate de 

zinc, notamment représentés par le manèbe ou le mancozèbe ou des dérivés organochlorés et 

organosoufrés du phtalimide tels que les captafol, folpel et captane (Gessler et al. 2011). Les 

fongicides organiques tels que les dithiocarbamates (mancozèbe) et les phthalimides (captane) 

sont apparus sur le marché dans les années 1950-1960, ayant comme propriétés principales de 

cibler de nombreuses fonctions cellulaires et sont donc dits « multi-sites » (Gisi & Sierotzki 

2008, Gessler et al. 2011). A l’inverse de ce qui est observé pour les « uni-sites », à ce jour, 

aucun signe de résistance n’a été observé (Corio-Costet 2011). Ces molécules actives ont été 

adoptées notamment grâce à l’absence d’effets phytotoxiques comparés à ceux que peut 

produire le cuivre. Le mancozèbe est un fongicide de contact très utilisé en vigne pour le 

contrôle du mildiou et qui en plus permet de contourner certaines résistances grâce à sa 

multiplicité d’actions (Gisi 2002, Gisi & Sierotzki 2008, Corio-Costet 2011).    

Des composés à action systémique agissant spécifiquement sur des cibles du fonctionnement 

cellulaire ont ensuite été développés en parallèle. A l’inverse des composés décrits 

précédemment, ceux-ci sont dits « uni-sites » et n'ont que peu d'effets secondaires sur d'autres 
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processus ou organismes non ciblés. La plupart des fongicides à site unique pénètrent dans la 

feuille et sont ainsi protégés contre le lessivage par la pluie; certains sont également systémiques 

et se déplacent dans les parties non traitées de la plante (Gisi & Sierotzki 2008). Cependant, des 

résistances ont été observées pour ces trois composés, à cause de leur mode d’action bien trop 

spécifique ainsi que leur large utilisation durant plusieurs décennies (Gisi & Sierotzki 2008, 

Corio-Costet 2011). Il y avait en France en 2015, 60 composés approuvés contre le mildiou, 

agissant sur 9 différentes fonctionnalités cellulaires (Corio-Costet 2015). Cependant, 

l’utilisation de ces composés est de plus en plus restreinte à cause de leurs effets toxiques 

notamment pour l’Homme mais aussi pour l’environnement (Gupta & Aggarwal 2007, Rouabhi 

2010, Preeti et al. 2015).  

b) Le contrôle de Botrytis : fongicides de synthèse 

Les importantes pertes économiques engendrées par les infections de B. cinerea ont conduit 

au développement de stratégies de contrôle incluant notamment des composés de synthèse 

chimique, l’utilisation d’inducteurs de résistance ou du contrôle biologique. Cependant, le 

contrôle de B. cinerea par des fongicides de synthèse est encore aujourd’hui largement 

majoritaire (Hua et al. 2018). Le coût économique du contrôle de Botrytis est évalué à environ 

1 M€/an. Les pertes de rendement malgré ce contrôle sont probablement plus élevées (Dean et 

al. 2012). Historiquement, les romains utilisaient du souffre pour le contrôle de ce qui était 

probablement cette maladie.  

Cinq catégories principales de fongicides sont utilisées pour le contrôle de Botrytis, et celles-

ci sont classées selon leur mode d’action qui sont : l’inhibition de l'assemblage des microtubules 

respiratoires, l’osmorégulation, la biosynthèse des stérols et ceux dont les effets peuvent être 

inversés par l’addition de méthionine (Elad et al. 2007). Regroupant jusqu’à 10 groupes 

chimiques différents, ils agissent à différents stades du développement. Ils peuvent être 

systémiques ou de contact. Depuis les années 1990, de nouveaux composés de synthèse sont 

arrivés sur le marché avec des activités fongicides remarquables et ont été largement utilisés 

depuis. Notamment les anilinopyridines, dont font partie le cyprodinile, le pyriméthanile et le 

mépanipyrime. Ces trois agissent en inhibant l’élongation du tube germinatif et la croissance 

mycélienne. En revanche, ils n’ont aucun impact sur la germination des spores. Ils ont une 

action protectrice, légèrement systémique et curative. Cependant, le nombre limité de modes 

d’action de ces composés a contribué à engendrer rapidement le développement de résistances 

(Elad et al. 2007).   
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Le fludioxonil est un fongicide de la classe des phénylpyrroles dérivant de l’antibiotique 

pyrrolnitrine. Il est très stable à la lumière ce qui le rend intéressant pour des applications 

foliaires. C’est un composé non-systémique qui inhibe la germination des spores, l’élongation 

du tube germinatif et la croissance mycélienne (Rosslenbroich & Stuebler 2000, Ochiai et al. 

2002).  

Apparu plus, récemment, le fenhexamide appartient à la classe des hydroxyanilides. Son 

activité fongicide est très puissante et à de fortes concentrations, il est capable d’inhiber la 

germination des conidies. A l’instar des anilinopyridines, c’est un puissant inhibiteur de 

l’élongation du tube germinatif et de la croissance mycélienne. De plus, il présente des activités 

dirigées contre l’intégrité des membranes et de la paroi cellulaire (Rosslenbroich & Stuebler 

2000), notamment par le biais de l’inhibition de la synthèse d’ergostérol (Debieu et al. 2001). 

Cependant, certaines souches de B. cinerea sont devenues résistantes à ce fongicide (Fillinger 

et al. 2008).  

c) Les alternatives durables pour le contrôle des maladies au vignoble 

L’utilisation excessive des pesticides chimiques d’origine synthétique entraîne de nombreux 

effets néfastes pour l’environnement. Leur persistance et la régularité des applications 

conduisent à la contamination durable des sols, des eaux de rivières et nappes phréatiques (Silva 

et al. 2019, Srivastava et al. 2019) et ont des effets néfastes sur les organismes non ciblés 

(Stoytcheva 2011). De plus, de nombreux pesticides synthétiques sont à l’origine de cancers et 

autres maladies chez l’Homme (Mariana Furio Franco Bernardes, Murilo Pazin 2015, Lushchak 

et al. 2018). Par ailleurs, des souches pathogènes résistantes aux pesticides dues aux 

nombreuses applications sont apparues au cours des dernières décennies et représentent une 

menace sur les vignobles (Corio-Costet 2011). La prise de conscience croissante des problèmes 

que les pesticides de synthèse peuvent causer a conduit depuis un certain temps, à la recherche 

et au développement d’alternatives durables pour le contrôle des maladies. Les principales 

méthodes développées sont les cépages résistants, les stimulateurs de défense des plantes 

(SDP), l’utilisation d’agents de biocontrôle, et les extraits et molécules naturelles aux activités 

antimicrobiennes. Il faut noter que l’utilisation de plantes génétiquement modifiées reste 

marginale concernant la vigne car leur culture est interdite dans de nombreux pays européens 

(Compant & Mathieu 2016). Certains éliciteurs de défense, extraits naturels antimicrobiens et 

agents de biocontrôle ont montré leur efficacité à différents niveaux d’analyse et ont été 
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commercialement développés avec succès. Des exemples de telles alternatives seront décrits ci-

dessous.  

a) Les itinéraires techniques 

Les itinéraires techniques constituent un des moyens de réduire l’utilisation de produits 

phytosanitaires, notamment par le développement de pratiques de prophylaxie et d’une 

utilisation raisonnée des intrants. La prophylaxie vise à limiter de façon préventive le 

développement de maladies notamment par la réduction des situations favorables aux agents 

pathogènes. Il s’agit en particulier de diminuer les inoculums au sein des vignobles. C’est une 

étape primordiale pour réduire la pression de maladies. Au niveau du sol, il s’agit notamment 

de limiter l’enherbement, d’éliminer les pampres qui sont plus particulièrement sensibles aux 

contaminations primaires de par leur proximité avec le sol, surtout en début de saison.  

De plus, il est nécessaire de travailler le sol en fin de saison afin de ne pas laisser d’inoculum 

sur des débris végétaux qui, comme préciser précédemment, sont une source majeure 

d’infections primaires au printemps. La limitation du feuillage par le biais du contrôle de la 

vigueur de la vigne, ainsi que l’ébourgeonnage et l’effeuillage sont aussi des moyens de réduire 

les contaminations et le développement de différentes maladies cryptogamiques en limitant les 

entassements de végétation et donc en réduisant la durée d'humectation du feuillage (Chambre 

d’agriculture d’Occitanie 2019).  

La réduction des intrants chimiques au vignoble se fait aussi par une meilleure maitrise des 

traitements. Ainsi, un curseur majeur réside dans l’adaptation des doses d’intrants, en fonction 

du stade phénologique de la vigne, du placement du traitement, et des surfaces foliaires à traiter. 

Le développement d’appareils de traitement modernes permet des applications plus précises et, 

en plus, assure, par le biais de panneaux récupérateurs, la récupération du surplus de traitement 

ce qui limite la dérive des produits phytosanitaires dans les sols. Depuis quelques années ont 

été développés de nombreux outils d’aide à la décision (OAD) qui visent à recommander aux 

acteurs du vignoble l’utilisation des produits, des doses et des temps d’application en fonction 

des paramètres environnementaux relevés dans une région ou un vignoble donné. Ces outils 

offrent aux viticulteurs des informations précises, jusqu’au niveau même d’une parcelle, des 

potentiels de pression de maladies à venir. Par le biais de modélisations épidémiques, ils 

permettent d’adapter les traitements en termes de doses et de calendrier et donc de réduire les 

intrants tout en assurant une protection efficace (Chambre d’agriculture Poitou-charentes 2015, 

IFV 2020).   
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b) Les cépages résistants  

Depuis plusieurs décennies sont développés des projets qui visent à sélectionner et obtenir 

des vignes ayant une certaine résistance envers les agents pathogènes du vignoble. Il existe 

notamment des approches de détection de QTL (« Quantative Trait Loci ») permettant la 

sélection de traits de résistance. En effet il a été noté que des espèces de Vitis, notamment 

d’origine américaine et asiatique possèdent de forts niveaux de résistance (Blasi et al. 2011, 

Gessler et al. 2011, Riaz et al. 2020). Ainsi divers programmes ont été lancés pour créer des 

variétés combinant des résistances durables contre le mildiou et l’oïdium tout en maintenant 

des baies qualitatives pour l’élaboration de vins de qualité. Ceci est rendu possible par 

l’hybridation de Vitis sauvages avec des V. vinifera afin d’y incrémenter des traits de résistance. 

Le fait de travailler avec des QTL et non pas un gène de résistance spécifiquement permet de 

réduire le risque de contournement de ces résistances par les agents pathogènes, tout en utilisant 

des géniteurs avec un fond génétique d’espèces cultivées afin de conserver des caractères 

agronomiques favorables à la production de vin (Merdinoglu et al. 2009). L’identification des 

facteurs génétiques de résistance chez la vigne a mis en évidence que la majorité d’entre eux 

provenait de régions portant des gènes R, c’est-à-dire des gènes de résistance (Merdinoglu et 

al. 2018). La technique d'association de plusieurs gènes de résistance dans une même variété 

est appelée méthode pyramidale. Dans le but de créer de telles variétés, il existe des techniques 

de sélection par phénotype, ou des techniques plus rapides de sélection assistée par marqueur 

moléculaire (SAM), ce qui permet de sélectionner les descendants d'hybrides au stade du semis, 

accélérant ainsi le processus de sélection (Fu et al. 2020). La SAM permet d’identifier différents 

types de QTLs en s’appuyant sur les « random amplified polymorphic DNA » (RAPD), 

« restriction fragment length polymorphism » (RFLP), « amplified fragment length 

polymorphism » (AFLP), ainsi que sur des marqueurs de seconde génération : « simple 

sequence repeat » (SSR) (Fu et al. 2020). Le processus complet de création variétale, décrit par 

Merdinoglu et al. 2018, permet d’établir une nouvelle variété en 16 à 18 ans. En 2018, 4 variétés 

candidates ont été soumises au catalogue officiel des variétés de vigne français (ENTAV-

INRA®) (Merdinoglu et al. 2018).  

Des QTLs de résistance au mildiou ont été identifiés en recherchant des plantes résistantes. 

Pour se faire des parties ou des plantes entières ont été inoculées par l’agent pathogène 

responsable du mildiou. Les plantes résistantes ont été nommées « Résistance à Plasmopara 

viticola » (Rpv). Rvp1 et Rvp2 présentent respectivement leur QTL de résistance sur les 

chromosomes 12 et 18 depuis Muscadinia rotundifolia et Rvp3 sur le chromosome 18 identifiés 
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chez V. vinifera cv. Régent et V. vinifera cv. Bianca (Bellin et al. 2009, Merdinoglu et al. 2014). 

Si Rvp1 induit la synthèse de stilbènes, permet la réduction du développement mycélien et 

limite la sporulation, Rvp2 n’induit pas la synthèse de stilbènes mais permet un arrêt complet 

du développement du mildiou. Rvp3 quant à lui induit, chez les plantes infectées, une réponse 

hypersensible 2 jours après l’infection couplée à une forte réduction des symptômes entre 3 et 

6 jours après infection. Depuis, de nombreux QTLs (env. 50) associés à la résistance surtout à 

P. viticola mais aussi à E. necator, G. bidwellii ou encore à la maladie de Pierce ont été 

identifiés et sont répertoriés par le Vitis International Variety Catalogue (VIVC). 

Le développement de cépages résistants pourrait être une des plus efficaces techniques pour 

la réduction des intrants chimiques au vignoble. Cependant, le temps nécessaire à la création de 

variétés résistantes et qualitatives d’un point de vue organoleptique est un frein au 

développement de tels outils dans un monde où l’adaptabilité aux goûts et aux préférences du 

consommateur est primordiale. De plus, la multitude de maladies présentes dans les vignobles 

engendrera toujours un minimum de traitements phytosanitaires puisqu’il sera difficile 

d’obtenir des variétés résistantes à toutes les souches et espèces d’agents pathogènes. Ainsi, 

d’autres alternatives plus directes ont été et doivent être encore développées.  

c) Le biocontrôle  

    Dans sa définition large, le biocontrôle est défini comme l’ensemble des outils et méthodes 

de protection de protection basés sur l’utilisation des substances d’origine naturelle, de 

mécanismes naturels ou de microorganismes (agents de biocontrôle) (Anses, 2019). 

(1) Les agents de biocontrôle 

Parmi les méthodes de protection des plantes contre les agents pathogènes microbiens, l’une 

d’entre elle consiste à inoculer les organes avec des microorganismes non pathogènes (les 

agents de biocontrôle) qui entrent en compétition avec les agents pathogènes pour les 

nutriments, la production de métabolites inhibiteurs et/ou le parasitisme, ce qui limite 

naturellement les maladies des plantes dans l'environnement. Malgré de nombreuses études, 

peu d’applications commerciales ont été à ce jour développées car une faible proportion de ce 

type de microorganismes a montré des efficacités au vignoble, notamment pour le contrôle ce 

B. cinerea (Elmer & Reglinski 2006). 

Les microorganismes utilisés sont principalement des champignons et des bactéries.  
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(a) Les champignons 

Parmi les champignons, le genre Acremonium présente des efficacités de protection contre 

P. viticola et B. cinerea. En effet, l’endophyte Acremonium byssoides agit comme un parasite 

des agents pathogènes et, chez P. viticola, il induit la déformation des structures asexuées et 

inhibe la germination des sporanges (Burrano et al. 2008). L’espèce A. cephalosporium est 

capable de réduire l’infection par Botrytis de 16 % sur baies abimées et jusqu’à 48 % sur baies 

intactes. De plus, sur deux essais au vignoble, cet agent de biocontrôle a permis la protection 

contre B. cinerea sur une des deux années (Zahavi et al. 2000).  

Le genre Trichoderma spp. a été très étudié en tant qu’agent de biocontrôle. Son mécanisme 

de contrôle est largement basé sur la production d'enzymes lytiques et d'autres métabolites 

secondaires (Reino et al. 2008). Son spectre d’action est large puisqu’il a été montré actif contre 

des agents pathogènes responsables de maladies du bois, mais aussi contre le mildiou et la 

pourriture grise. Des formulations commerciales ont été développées contre le mildiou et la 

pourriture grise (Trichodex®) ou contre les maladies du bois (Trichoseal®, EsquiveWP®, 

Remedier®, Rootshield®) (Elmer & Reglinski 2006, Compant & Mathieu 2016).  

Enfin, l’espèce Aphanocladium album ou des espèces du genre Ulocladium spp. ont été 

testées pour le contrôle de Botrytis. A. album agit en tant que mycoparasite et par le biais 

d’enzymes chitolitiques. L’espèce U. oudemansii a fait l’objet d’un développement commercial 

sous le nom Botry-Zen® avec une forte activité au vignoble sur des cultivars de Chardonnay. 

La protection induite se fait dans ce cas par exclusion compétitive (Elmer & Reglinski 2006, 

Compant & Mathieu 2016). 

(b) Les bactéries 

Certaines espèces du genre Bacillus sont efficaces dans le contrôle de différentes maladies 

du vignoble telles que la pourriture grise, le mildiou, l’oïdium et même certaines maladies du 

bois. Elles sont actives notamment par la synthèse d’antibiotiques à large spectre d’action 

(Boubakri et al. 2015, Compant & Mathieu 2016). Plusieurs applications commerciales ont vu 

le jour tels que les produits Serenade® pour le contrôle du mildiou et de Botrytis ou encore 

Milastin K® pour l’oïdium (Dagostin et al. 2011, Compant & Mathieu 2016). Il est rapporté 

que le produit Serenade® permet la protection des grappes au-delà de 60 % contre P. viticola 

et ce sur plusieurs années d’expérimentation au vignoble. La protection des feuilles est elle 

aussi concluante, bien que moins importante avec environ 50 % de protection (Dagostin et al. 

2011).  
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D’autres bactéries du genre Pseudomonas présentent également des propriétés de protection. 

Ainsi, par exemple, Pseudomonas fluorescens à raison de 2 % dans une formulation à base de 

talc permet la réduction du développement de l’oïdium en serre, notamment par l’intermédiaire 

de l’induction de gènes de défense de la plante (Sendhilvel et al. 2007). Cette espèce pourrait 

permettre aussi le contrôle de B. cinerea et P. viticola (Verhagen et al. 2010, 2011, Archana et 

al. 2011). De plus, il existe de nombreuses autres espèces bactériennes dont les propriétés 

biologiques contre certains agents pathogènes cibles sont prometteuses (Compant & Mathieu 

(2016)).  

Bien que de nombreux micro-organismes aient été sélectionnés au cours des dernières 

décennies pour leurs activités antagonistes, le développement commercial de ces derniers pour 

le contrôle des maladies des plantes reste limité car leur action est sujette à variation.  

(2) Les stimulateurs de défense des plantes (SPD)  

L’utilisation des SDP est une des alternatives les plus étudiées ces dernières années. 

Plusieurs catégories de SDP ont été constituées de par l’origine des composés. Il peut être cité 

des éliciteurs d’origine végétale, microbienne ou de synthèse, sous forme d’extrait ou de 

molécule pure. Ces molécules jouent un rôle direct dans l’induction de mécanismes de défense 

des plantes.  

(a) Les extraits végétaux 

Un extrait de renoué (Reynoutria sachalinensis) induit la résistance chez différentes plantes 

cultivées, et sa formulation commerciale Milsana® (KHH BioSci Inc.), développée dans les 

années 1990, est active sur l’inhibition du développement de l’oïdium et de la pourriture grise. 

Au vignoble, le Milsana® appliqué avec une cadence de 7-10 jours a été rapporté réduire la 

sévérité de l’oïdium avec un même niveau de protection que le souffre (Schmitt et al. 2002). 

Son action se traduit par l’induction de la chalcone synthase et de la chalcone isomérase, de la 

production de composés phénoliques types flavonoïdes ainsi que de modifications 

ultrastructurales au site d’infection (Wurms et al. 1999, Fofana et al. 2002). De façon similaire, 

le Synermix® (Laboratoires Goëmar), un produit commercial composé d’extraits d’algue 

marine (Ascophyllum nodosum) couplé à du chlorure d’aluminium (AlCl3), induit 

l’accumulation cultivar dépendante de resvératrol chez les cultivars Pinot noir et Rupestris du 

Lot. Il est de plus rapporté que ce produit permet d’améliorer l’efficacité d’un fongicide tel que 

l’iprodione contre B. cinerea (Elmer & Reglinski 2006). Plus récemment, un extrait de graines 

de fenugrec (Trigonella foenum-graecum), le Stifenia® (Soft) a été commercialisé pour la lutte 

contre l’oïdium. Le principe actif appartiendrait à la famille des saponines (Benhamou & Rey 
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2012). On peut aussi citer certains extraits tels que des racines de rhubarbe (Rheum palmatum) 

et l’écorce de bourdaine (Frangula alnus) qui procurent une protection significative contre le 

mildiou en stimulant de façon prolongée les mécanismes de défense, notamment la synthèse de 

la δ-viniférine, stilbène hautement antimicrobien (Gindro et al. 2007). Dans cette dernière 

étude, plusieurs autres SDP décrits précédemment ont été analysés et, dans les conditions de 

l’expérimentation, ils n’ont pas permis de procurer une résistance contre le mildiou, ce qui 

souligne l’irrégularité de l’obtention de protection efficace avec ce type de stratégies.  

(b) Les molécules « simples » 

Un grand nombre de molécules ont été décrites comme SDP et sont utilisés aujourd’hui au 

vignoble. Parmi ceux-ci voici quelques exemples.  

Composé largement étudié, l’acide β-aminobutyrique (BABA) est un acide aminé non 

protéique et un isomère de l’acide α-aminobutyrique. Il agit comme inducteur de résistance 

dans certains mécanismes de défense de plante via  la « BABA-induced resistance » (BABA-

IR) (Jakab et al. 2001). Il a également été rapporté des activités antimicrobiennes contre le 

mildiou de la vigne, notamment une réduction de la sporulation (Reuveni et al. 2001). De plus, 

il réduit, seul ou en combinaison avec des fongicides, la sévérité du mildiou sur des cultivars 

sensibles (Cabernet Sauvignon, Chardonnay). Seul, il permet d’atteindre une protection 

similaire à celle obtenue par le metalaxyl-Cu ou « l’Acrobat Plus » (dimethomorphe + 

mancozèbe) (Reuveni et al. 2001, Compant & Mathieu 2016). Il a été démontré que la BABA-

IR est principalement basée sur un amorçage des réponses de défense plutôt que sur l'activation 

directe de ces réponses (Ton et al. 2005). 

Le Fosétyl-Al est un composé organométallique appartenant au groupe des phosphonates et 

comportant un atome d’aluminium. Ce composé présente deux types d’action, une action 

fongicide directe et une action de stimulation des défenses de la plante. Il a été montré chez la 

vigne (cv. Chardonnay), par application foliaire, que le phosphate d’aluminium diminue la 

sévérité du mildiou (Reuveni & Reuveni 1995). Le Fosétyl-Al permettrait aussi de réduire les 

effets de l’Esca (Di Marco et al. 2011). Une formulation commerciale est homologuée sous le 

nom d’Aliette® (Bayer) sur des mildious de différentes cultures.  

Certains oligosaccharides ont des actions de SDP, tels que le chitosane et la laminarine. Le 

chitosane (β 1-4 glucane) est un produit de la déacétylation de la chitine. C’est un 

oligosaccharide provenant des coquilles de crustacés et des parois cellulaires des champignons. 

Ce type d’oligosaccharides est considéré comme un MAMP et est issu de la dégradation de la 

paroi fongique par des enzymes de la plante lors des processus d’infection. C’est un composé 
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depuis longtemps connu comme SDP particulièrement chez la vigne, et ayant aussi une activité 

fongicide directe qui a été observée sur la germination et la croissance notamment de Botrytis 

spp. (Wilson et al. 1994, Ben-Shalom et al. 2003). Son activité est dépendante de son degré de 

polymérisation et d’acétylation (Kauss et al. 1989, Aziz et al. 2006). Le traitement de feuilles 

de vigne par le chitosane induit l’expression de plusieurs gènes reliés à la défense, comme ceux 

codant pour des protéines PR (chitinases et glucanases), pour la PAL, ainsi qu’une 

augmentation de l’activité chitinase et glucanase (Trotel-Aziz et al. 2006). De plus il a été 

observé l’accumulation de phytoalexines tels que les stilbènes.  

Ces réactions sont corrélées à une augmentation de la résistance à B. cinerea et P. viticola 

(Aziz et al. 2006, Trotel-Aziz et al. 2006, Iriti et al. 2011). Depuis la découverte des effets 

éliciteurs du chitosane sur la vigne, de nombreuses applications commerciales ont été 

développées telles que Elexa®, ChitoPlant®, Chitogel® ou encore Armour Zen® 

(Sharathchandra et al. 2004, Elmer & Reglinski 2006, Iriti et al. 2011, Compant & Mathieu 

2016).  

La laminarine (β-1,3 glucane) est extraite d’algues brunes (Laminaria digitata). Elle-même 

et son dérivé sulfaté (SP3) présentent des activités élicitrices notamment en augmentant la 

production de peroxyde d’hydrogène au site d’infection, en plus de stimuler les gènes 

marqueurs de défense, l’accumulation de composés phénoliques (notamment le resvératrol et 

l’ε-viniférine) et le dépôt de callose. Il a été observé à la suite de traitements avec de la 

laminarine la réduction d’infections causées par P. viticola et B. cinerea de 55% et 75 %, 

respectivement (Aziz et al. 2003, Trouvelot et al. 2008). La formule commerciale de la 

laminarine a été développée par la société Goëmar sous le nom de Iodus 40® (Elmer & 

Reglinski 2006). 

(c) Les phytohormones et leurs dérivés 

L’acide salicylique (AS), l’acide jasmonique (AJ) et son dérivé le jasmonate de méthyle 

(MeJA) sont des phytohormones impliquées dans le déclenchement et la mise en place des 

mécanismes de défense (Pieterse et al. 2009). L’application exogène de SA ou de composés 

analogues (l’acide dichloroisonicotinique (INA) et l’acide benzo (1,2,3) thiadiazole-7-

carbothioque S-methyl-ester (BTH) réduisent les infections d’origines virale, bactérienne, 

fongique ou oomycotique (Elmer & Reglinski 2006). L’application préventive d’AS au 

vignoble a montré une bonne réduction de la sévérité du mildiou de 30 % sur les feuilles et 40 

% sur les baies (Kast 2000). Cependant, l’application d’une telle hormone peut modifier la 

physiologie de la plante avec des impacts observés sur la maturité des baies, notamment par le 
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biais de la réduction de teneurs en acide abscissique (ABA), une hormone importante dans les 

processus de maturation (Elmer & Reglinski 2006). Un analogue synthétique de l’AS, le BTH, 

produit originalement par Syngenta (Suisse) est commercialisé sous le nom de Bion® en Europe 

et était à l'origine développé pour lutter contre l'oïdium des céréales (Elmer & Reglinski 2006). 

Ce dernier a montré de fortes activités de protection de la vigne contre B. cinerea, P. viticola et 

E. necator, sans activité antifongique directe, mais en activant la réponse systémique acquise, 

notamment la surexpression de plusieurs gènes PR, et l’accumulation de phytoalexines tels que 

le ptérostilbène (Dufour et al. 2013, 2016, Wang et al. 2015). 

L’AJ et le MeJA (estérification méthylée de l’AJ) sont des hormones dérivées de la voie de 

biosynthèse des acides gras largement réparties dans le monde végétal. Plusieurs études 

rapportent l’induction par les jasmonates de gènes marqueurs de défense ainsi que la production 

de stilbènes (Elmer & Reglinski 2006). Appliqué de façon exogène sur des plants de vigne à 

des concentrations relativement faibles (entre 5 et 15 mM), le MeJA induit la surexpression de 

nombreux gènes de défense tels que des gènes PR et des gènes codant pour des enzymes 

impliquées dans la synthèse de phytoalexines ainsi que l’accumulation de stilbènes. Cette 

réaction est corrélée avec la réduction du développement de l’oïdium en conditions contrôlées 

et au vignoble (Belhadj et al. 2006). 

Les SDP suscitent l’intérêt du monde de la recherche depuis plusieurs décennies mais aussi 

de plus en plus de l’industrie phytopharmaceutique et du monde agricole. Leur origine, souvent 

naturelle, et leur mode d’action, souvent généraliste, représentent leur principal atout. En effet, 

cette origine biologique permet d’éviter ou de réduire dans la majorité des cas, l’éventuelle 

toxicité pour l’environnement lors du contrôle des maladies. Leur mode d’action, en agissant 

sur la plante et non sur l’agent pathogène, pourrait permettre de limiter l’apparition de 

phénomènes de résistance et de cibler un plus large spectre d’agents pathogènes (Benhamou & 

Rey 2012). Cependant, il existe une grande variabilité d’efficacité de protection des SDP. 

L’efficacité des SDP dépend en effet des espèces et souches d’agents pathogènes ou encore du 

cultivar traité, du moment d’application et des conditions environnementales (Benhamou & 

Rey 2012). Il est aussi important de prendre en compte l’effet des SDP sur la qualité du produit 

fini, ainsi que sur les modifications éventuelles de quantité et de qualité des composés présents 

dans les produits, tels que les protéines PR ou les phytoalexines. Mais cela pourrait être aussi 

bénéfique, compte tenu des propriétés de certaines phytoalexines, telles les polyphénols, sur la 

santé humaine. Enfin, le coût énergétique pour la plante de ce type de protection est aussi à 

prendre en compte (Walters & Heil 2007, Walters et al. 2013). 
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(3) Les extraits et molécules antimicrobiennes 

(a) Issus de diverses sources 

Certains composés minéraux aux propriétés antimicrobiennes sont utilisés en viticulture 

pour le contrôle des maladies, dont des sels minéraux en agriculture biologique depuis de 

nombreuses années. Ils pourraient représenter une des alternatives aux fongicides de synthèse 

(Deliopoulos et al. 2010). Un des plus connus est le sulfate de cuivre, utilisable en agriculture 

biologique. Cependant, utilisé en trop grande quantité et/ou pendant de nombreuses années, il 

s’accumule et pollue notamment les sols. Aussi d’autres types de sels minéraux ont été 

développés. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer le sulfate de fer (FeSO4) qui est capable 

d’inhiber la croissance mycélienne de plusieurs agents pathogènes de la vigne tels que B. 

cinerea et des agents pathogènes responsables de maladies du bois dont E. lata, P. 

chlamydospora, P. aleophilum et D. seriata (Fleurat-Lessard et al. 2011). Le FeSO4 induit la 

mort cellulaire dans les hyphes en désorganisant leur structure. Un intérêt supplémentaire du 

FeSO4 réside dans le fait que le fer est un micronutriment des plantes et pourrait donc être 

recyclé. Il est dans cette optique avancé comme remplacement intéressant au sulfate de cuivre 

(Fleurat-Lessard et al. 2011). D’autres sels inorganiques présentent des activités antifongiques 

tels que les sels de silice, notamment contre l’oïdium. Ils sont utilisés de façon systémique par 

ajout dans les solutions nutritives par exemple donc par apport racinaire, ou alors par 

application foliaire (Deliopoulos et al. 2010). Cependant, leur mode d’action n’est pas tout à 

fait établi. Il pourrait se faire par le biais d’un mécanisme de SDP. De plus, il a été montré 

qu’une application de silicone soluble empêche le développement d’hyphes d’oïdium dans des 

feuilles de vignes (Bowen et al. 1992). Il est à noter que le silicone peut être transporté dans les 

feuilles jusqu’aux endroits où les hyphes sont présents. Même s’il a été montré que le traitement 

était systémique et que le silicone pouvait être absorbé par les racines et transporté jusque dans 

les feuilles, une application racinaire n’a pas entraîné d’efficacité contre l’agent pathogène, 

probablement du fait de sa répartition plus faible et moins ciblée comparé à l’application foliaire 

(Bowen et al. 1992). Cependant, l’activité antimicrobienne directe n’a pas été prouvée et il est 

suggérée que la barrière physique crée par l’application d’un tel composé pourrait être à 

l’origine de la protection engendrée (Bowen et al. 1992). D’autres exemples peuvent être 

proposés. Notamment l’argile sulfurée ou l’oxyde de silicium se sont avérés efficaces en 

conditions contrôlées pour le contrôle du mildiou (Dagostin et al. 2011).  

De plus, une mixture  de bentonite, composée de bentonite, de lithothamne, et de pierre 

potassique, notamment riche en potassium et en silice et souffre, est utilisée en agriculture 

biologique pour le contrôle du mildiou (Romanazzi et al. 2016). Une huile de paraffine, qui 
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existe sous forme commerciale, est capable de protéger les feuilles contre l’oïdium (Wicks et 

al. 1999). Cependant, son activité est plus faible que celle d’un traitement fongicide 

conventionnel, et une application trop concentrée (>1%) entraîne une phytotoxicité.  

Récemment, des approches de génie moléculaire et de protéomique ont conduit au 

développement de nouvelles méthodes de protection (Acero et al. 2011). Pour exemple, de 

petits peptides synthétiques se liant à une protéine spécifique dans le but d’inhiber son action 

sont utilisés. De tels composés, appelés aptamères, représentent une méthode d’avenir dans la 

bioprotection des plantes puisqu’ils ne sont a priori pas néfastes pour l’Homme ni pour 

l’environnement, et présentent peu de risques sur des organismes non ciblés (Colombo et al. 

2020). Un aptamère de 8 acides aminés résiduels (NoPv1 pour « No Plasmopara viticola 1 »), 

permet de réduire la formation du tube germinatif de P. viticola et réduit le développement de 

la maladie sur disques foliaires ainsi qu’en serre. Ce peptide agit notamment par interaction 

avec l’enzyme PvCesA2 (« P. viticola cellulose synthase 2 ») (Colombo et al. 2020).  

(b) Issus du monde végétal 

Il existe un très grand nombre de composés naturels, environ 1 million décrit, dont 600 000 

métabolites végétaux, 8 600 métabolites de champignons et 50 000 métabolites microbiens. Un 

nombre croissant de molécules actives sont décrites chaque année. La médecine ancestrale à 

travers le monde s’est toujours servie de plantes, de champignons ou d’extraits naturels aux 

propriétés antimicrobiennes. Ces propriétés sont largement étudiées et aujourd’hui développées 

dans le but d’utiliser des extraits naturels pour le contrôle des maladies en agriculture, comme 

alternative aux pesticides d’origine synthétique (Soković et al. 2013). Il existe de nombreux 

extraits naturels ayant des propriétés antimicrobiennes contre de nombreux agents pathogènes 

de différentes espèces de plantes cultivées mais dans cette partie sont décrits les extraits les plus 

prometteurs pour le contrôle d’espèces responsables des maladies majeures du vignoble.  

(i) Les huiles essentielles 

Parmi les extraits naturels, les huiles essentielles présentent des activités intéressantes pour 

le contrôle des maladies. C’est le cas notamment d’extraits de l’arbre à thé Melaleuca 

alternifolia qui ont montré de bons résultats en conditions contrôlées et au vignoble. De plus 

l’efficacité d’un de ces extraits en conditions contrôlées égalerait même celle d’un traitement 

cuprique de référence (Dagostin et al. 2011). En revanche, La Torre et al. (2014) rapporte que 

si l’extrait à une concentration de 23,8 % est efficace contre le mildiou au vignoble, il n’atteint 

cependant pas le niveau du traitement de référence d’Airone®, contenant de l'oxychlorure de 

cuivre à 50 % et de l'hydroxyde de cuivre à 50%. Ceci est confirmé par (Dagostin et al. 2011) 



 

65 
 

lors d’analyses au vignoble par utilisation de deux déclinaisons commerciales d’extraits d’arbre 

à thé. L’extrait de M. alternifolia est classé comme agissant sur la synthèse des lipides et 

l’intégrité de la membrane, et comme probable perturbateur de la membrane cellulaire 

(Zanzotto & Morroni 2016). Cet extrait est actif contre de nombreux champignons pathogènes 

tels que Fusarium graminearum, Fusarium culmorum ou Pyrenophora graminea. Les 

molécules actives de cet extrait sont principalement les terpinèn-4-ol, eucalyptol, γ-terpinène, 

α-terpinéol, linalool, α-pinène et β-pinène (Hammer et al. 2003, Terzi et al. 2007). L’origine et 

le type d’extraction influencent le contenu moléculaire de ces extraits et peuvent induire des 

différences d’activités (Dagostin et al. 2011). Il existe d’autres huiles essentielles dont l’activité 

est intéressante contre le mildiou de la vigne, notamment les huiles de cannelle, d’origan ou 

d’eucalyptus (Eucalyptus globulus). Elles sont appliquées telles quelles ou sous forme volatile 

sur feuilles de vigne. Leurs activités oomycides se font notamment par l’inhibition de la 

germination des spores de P. viticola (Fialho et al. 2017). De plus, une huile essentielle de fleurs 

de violette odorante (Viola odorata L.) riche en composés volatiles tels que le phényl butanone, 

le linalool, le benzyl alcool, l’α-cadinol et le globulo a montré une forte activité fongicide contre 

B. cinerea in vitro et a permis de réduire complètement le développement de la pourriture sur 

des tomates en post-récolte (Hammami et al. 2011). Cependant, les composés les plus actifs 

n’ont pas été identifiés.  

(ii) Les extraits divers   

Des extraits hydroalcooliques de différentes espèces comme Salix alba ou Equisetum 

arvense, et des extrais aqueux de Frangula alnus, Rheum palmatum ont montré des activités 

intéressantes concernant le contrôle du mildiou de la vigne. Parmi ceux-ci ressortent notamment 

les extraits de F. alnus et E. arvense. Leur combinaison avec une solution de cuivre à 100 g/ha 

a permis d’obtenir le même niveau de protection que la solution cuprique seule à 600 g/ha 

(Zanzotto & Morroni 2016). Similairement, l’activité oomycide d’un extrait d’inule visqueuse 

(Inula viscosa) préparé à l’aide de solvants organiques, dont les composés les plus actifs sont 

la tomentosine et l’acide caustique, s’est révélée très prometteuse que ce soit en conditions 

contrôlées ou au vignoble. En effet, la formulation concentrée émulsifiée des extraits de pâte 

huileuse a permis une grande protection avec une dose efficace nécessaire pour contrôler 90 % 

de la maladie entre 3 et 3,7 g/L (0,3-0,37%) au vignoble sur des plants artificiellement inoculés 

(Cohen et al. 2006). Cependant, l’utilisation d’extraits naturels à activité fongicide peut se 

révéler variable selon la région, l’intensité de la pression de la maladie ou encore le contenu en 

molécules actives. En effet, une autre étude a nuancé ces résultats puisqu’il a été obtenu une 
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bonne protection contre le mildiou dans un essai en Italie alors qu’aucune protection n’a été 

relevée dans un essai similaire en Suisse. Cela pourrait s’expliquer par les différences de 

conditions climatiques et de pression de maladie. De plus, sur l’essai réalisé en Italie, une forte 

phytotoxicité a été observée (Dagostin et al. 2011). Dans cette dernière étude, les auteurs ont 

étudié parmi d’autres extraits un extrait de yucca (Yucca schidigera) qui a été identifié comme 

l’un des plus efficaces pour le contrôle de P. viticola.  

Un extrait éthanolique de sauge officinale (Salvia officinalis) semble présenter d’excellentes 

capacités de protection contre le mildiou en serre. Dans une expérimentation vignoble dans le 

Nord de l’Italie, une réduction de 94 % de l’incidence la maladie et une diminution de 63 % de 

la rapidité de son développement ont été atteintes avec l’extrait de sauge. Cependant, des essais 

de résistance à la pluie ont montré que même une faible pluie (10 mm) a suffi à diminuer 

l’efficacité de l’extrait (Dagostin et al. 2010).  

Il existe aussi des extraits de racines et de bois, respectivement de rhubarbe (Rheum 

palmatum) et de bourdaine (Frangula alnus) riches en polyphénols de la famille des 

anthraquinones, notamment la rhéine, la franguline A, l'émodine, l'aloé-émodine, le 

chrysophanol et la physcione qui présentent des activités fongicides en plus de propriétés de 

SDP (Godard et al. 2009). Dans cette étude, l'émodine seule a montré des activités fongicides 

contre P. viticola ainsi que la capacité à stimuler la production de viniférines et de ptérostilbène.  

Une étude de la potentielle activité protectrice de plusieurs plantes médicinales a été menée 

et a rapporté l’activité antigerminative au niveau des spores de P. viticola de trois principaux 

extraits dont celui de margousier (Azadirachta indica) à 50 g/L, du basilic sacré (Ocimum 

sanctum) et de la pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus) à 100 g/L avec des 

inhibitions respectives de 75,4, 71,8 et 68,8 % (Rajeswari et al. 2008). De plus, l’activité d’un 

extrait aqueux de graines de margousier a été démontrée comme ayant une action préventive 

(90 % de réduction de la maladie) mais aussi curative (80 %) contre le mildiou pour une solution 

aqueuse d’extrait de 1 pour 150 mL. L’action d’un tel extrait serait à attribuer notamment à 

l’azadirachtine (Achimu & Schlösser 1992). 

Une stratégie proposant d’étudier l’efficacité protectrice de différentes plantes utilisées 

traditionnellement dans l’agriculture biologique contre différents agents pathogènes tels que B. 

cinerea et P. viticola a mis en évidence l’activité d’extraits éthanoliques de saule blanc (Salix 

alba), d’armoise (Artemisia vulgaris), de prêle des champs (Equisetum arvense) et d’absinthe 

(Artemisia absinthium) contre la germination des spores de P. viticola à 1 g/L et une diminution 

de la sévérité de la maladie. Une faible écotoxicité a été observée. En revanche, une faible 

activité a été enregistrée concernant B. cinerea. Après analyse, il apparait que les extraits de 
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saule sont riches en flavonoïdes (notamment des flavonones et flavanols) et les extraits 

d’absinthe sont riches en  flavanols O-méthylé et acides hydroxycinnamiques (Andreu et al. 

2018). 

Une étude portant sur la potentielle efficacité de plus de 3 000 extraits végétaux et fongiques 

a mis en évidence quelques extraits prometteurs dont la concentration minimale pour obtenir 

100 % d’inhibition in vitro de la germination des conidies ou de la mobilité des zoospores est 

inférieure à 50 mg/L sur différents microorganismes (Thuerig et al. 2016). Parmi ceux-ci, un 

extrait de jonc épars (Juncus effus) obtenu à l’aide d’acétate d’éthyle s’est révélé 

particulièrement intéressant en permettant l’inhibition de la germination des spores et la 

réduction du développement de P. viticola avec des CI50 respectivement de 24 et 250 mg/L. De 

plus, il a été rapporté que le composé majoritaire, le déhydroeffusol (DHEF), explique une large 

partie de l’activité de l’extrait (MIC100  entre 4 et 63 mg/L selon l’organisme cible) (Thuerig et 

al. 2016). 

Plus récemment, des études ont porté sur l’analyse d’extraits d’écorce de conifères et leurs 

molécules actives contre le développement de P. viticola. Il a été montré que trois extraits 

dichlorométhanoliques de mélèze de Sibérie (Larix sibirica) et de mélèze d’Europe (Larix 

decidua) et de pin (Picea abies), préparés à 1 mg/mL, étaient particulièrement actifs et ont 

réduit le développement du mildiou de 80 et 90 % respectivement, soit le même niveau de 

protection que le traitement cuprique de référence (Mulholland et al. 2017). Moins actifs mais 

tout de même intéressant sont des extraits de P. sylvestris préparés avec du dichlorométhane ou 

de l’acétate d’éthyle qui pour la même concentration ont réduit la maladie de 50 à 80 %. L’étude 

phytochimique des composés majeurs et de leur activité a permis d’isoler quatre composés de 

Larix spp., le larixol, l'acétate de larixyle, le laricirésinol et l'acétate de laricirésinol, qui se sont 

avérés très efficaces contre le mildiou de la vigne, avec une efficacité comprise entre 90 et 100 

% à la concentration la plus élevée testée (1 mg/mL) (Mulholland et al. 2017). Concernant P. 

sylvestris, l'acide 15-hydroxydéhydroabiétique a montré une activité similaire aux composés 

majeurs de Larix sp. avec une efficacité de 99 % à 1,4 mg/mL. Les deux autres composés, le 7-

oxo-15-hydroxydéhydroabiétiqueacide et le 7α,15-hydroxydéhydroabiétique, présentent des 

efficacités entre 72 et 73 % à 1 mg/mL et jusqu’à 94-96 % à 2 mg/mL (Mulholland et al. 2017). 

Une étude successive a entrepris de développer et optimiser l’efficacité de l’extrait de L. 

decidua (Thuerig et al. 2017). L’extrait oléorésineux formulé exhibe une inhibition totale de la 

germination in vitro à 23 mg/L et in planta à 1 g/L (CI50 à 0,25 g/L). Au vignoble, cet extrait a 

permis la réduction de la maladie jusqu’à 68 %. De plus il est à noter que dans le cadre d’une 

stratégie de faible utilisation de quantité de cuivre, l’extrait de mélèze couplé au cuivre a permis 
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une réduction jusqu’à 82 % de la maladie. Enfin, les auteurs ont montré l’intérêt du 

développement d’une formulation à base de térébenthine de mélèze dans la protection au 

vignoble. Il a aussi été mis indirectement en évidence l’efficacité d’un tel extrait dans le contrôle 

de l’oïdium au vignoble.  

(iii) Les extraits riches en stilbènes 

Au sein des extraits naturels, ceux riches en stilbènes sont très prometteurs dans la 

perspective du développement d'une agriculture durable basée sur l'utilisation d’extrait naturel 

de plantes aux propriétés antimicrobiennes. En effet, comme le rapportent Schnee et al. (2013), 

des extraits de sarment de V. vinifera présentent des activités antimicrobiennes sur différents 

agents pathogènes de la vigne (Tableau 2). Dans cette étude, des extraits éthanoliques et 

méthanoliques de V. vinifera cv. Pinot Noir ont montré des activités de protection contre trois 

agents pathogènes majeurs de la vigne : P. viticola (1 mg/mL), E. necator (1 mg/mL) et B. 

cinerea (5 mg/mL). De plus, des extraits méthanoliques de deux autres cultivars présentant 

également des activités antimicrobiennes, V. vinifera cv Divico et cv Gamaret. Plus récemment, 

des extraits éthanoliques de bois et de racines de vigne, qui contiennent des stilbènes plus 

complexes que ceux des sarments (c'est-à-dire 1,7 fois plus d’hopéaphénol, 2,3 fois plus 

d'isohopéaphénol et 6,4 fois plus de r-viniférine dans les ceps que dans les sarments), ont montré 

des activités antioomycètes très élevées, notamment sur la sporulation de P. viticola (Gabaston, 

Cantos-Villar, et al. 2017). Comparées à celle des sarments, les activités de ces extraits sont 

plus importantes. En effet, lorsque la CI50 de l'extrait de sarments contre la sporulation de P. 

viticola est de 210 mg/L, celles des racines et du bois sont respectivement de 120 et 60 mg/L. 

L'extrait de racines, avec une faible quantité de stilbènes par rapport au bois, présente une forte 

activité antimicrobienne. De plus, les auteurs soulignent que malgré le fait que les extraits de 

ceps et de sarments présentent les mêmes niveaux de stilbènes, leurs activités antimicrobiennes 

ne sont pas du tout comparables. Il est donc clair que la qualité de l'extrait de stilbènes est d'une 

importance majeure. D’autres sources de stilbènes ont été analysées et présentent un intérêt tout 

particulier, notamment dans l’optique d’une utilisation de matière première recyclée. C’est le 

cas d’extraits éthanoliques de nœuds de pin maritime (Pinus pinaster) et d’épicéa commun 

(Picea abies). L’extrait de pin maritime présente une CI50 de 76 mg/L avec une inhibition totale 

à 500 mg/L du développement de P. viticola (Tableau 2). Parmi les molécules les plus actives 

de cet extrait, on retrouve, en plus des flavonoïdes et des composés phénoliques, des stilbènes 

tels que la pinosylvine ou la pinocembrine (Gabaston, Richard, Cluzet, et al. 2017). En 
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revanche, l’extrait d’épicéa commun présente une activité plus faible, soit une CI50 de 760 mg/L 

(Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017).  

A plus grande échelle, une étude a rapporté l’activité oomycide d’un extrait de sarments, 

commercialisée sous le nom de Vineatrol® (Actichem) et contenant 33 % de stilbènes totaux, 

en serre et au vignoble (Tableau 2) (Richard et al. 2016). Les auteurs ont montré qu’en serre, 

l’extrait inhibe l’incidence et la sévérité du mildiou de 59-69 % et 83-88 %, respectivement, à 

la concentration de 5 g/L, concentration relativement élevée. Les valeurs de protection alors 

atteintes sont similaires à celles obtenues par la bouillie bordelaise. Au vignoble, si la protection 

est plus faible et moindre que celle du traitement de référence, elle reste néanmoins correcte 

avec une réduction de l’incidence et de la sévérité de 16-39 % et 57-61%, respectivement. Plus 

récemment, un extrait de sarment contenant 13,5 % de polyphénols totaux, dont 

majoritairement de l’ε-viniférine, de l’hopéaphénol et du resvératrol, s’est révélé efficace in 

vitro (Billet et al. 2019). L’efficacité maximale obtenue en laboratoire était de l'ordre de 2 à 8 

g/L avec une réduction de la sporulation de 95 % (Tableau 2). De plus, des essais sur le terrain 

avec une infection naturelle par le mildiou et une concentration de 8 g/L d’extrait ont permis 

une réduction moyenne de l'incidence de la maladie de 35 % et 38 % sur feuilles et grappes, 

respectivement, et une réduction moyenne de la sévérité de la maladie de 35 % et 43 % sur 

feuilles et grappes, respectivement. L’extrait semble être aussi efficace que la bouillie 

bordelaise à 4 g/L. Qui plus est, lors d’un essai en inoculation artificielle, l’extrait présente 

même une efficacité similaire à celle de la bouillie bordelaise à 1 g/L. Enfin, un extrait de 

sarments présente des activités anti-Botrytis intéressantes in vitro ainsi que sur plantes entières. 

L’extrait en question a permis la réduction de 48 % du diamètre des lésions 10 jours après 

infection par B. cinerea à une concentration de 300 µg/mL de resvératrol (Tableau 2) (De Bona, 

Adrian, Negrel, Chiltz, Klinguer, et al. 2019). 
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Plante 

source 
Organe Stilbènes majoritaires 

Méthode 

d’extraction 
Cible Type de test CI50 CI100 MIC 

Effet antifongiques 

(si pas de CI50) 
Référence 

Vitis vinifera 

L. cv. Pinot 

noir 

Sarment 

trans-picéatannol (4,52 

mg/mL) trans-resvératrol 

(23,01 mg/mL) 

ε-viniférine (5,23 mg/mL) 

extrait 

hydroalcoolique et 

hexanique 

Purification à l’EtOAc 

Botrytis cinerea 

croissance 

mycélienne 
150 μM / /  

De Bona et 

al., 2019 
niveau 

d’infection sur 

plante entière 

/ / / 
48 % de réduction du diamètre de la 

lésion à 10 jours après infection 

Vitis vinifera 

L. cv. Pinot 

noir 

Sarment 

ampélopsine A, 

hopéaphenol, trans-

resvératrol, ampélopsine H, 

ε-viniférine and  r-viniférine 

extraction 

méthanolique 

Plasmopara 

viticola 

mobilité des 

zoospores 

/ / / 

Fongitoxicité (à la concentration de 1 

mg/mL pour P. viticola et E. necator, et 

de 5 mg/mL pour B. cinerea) 

Schnee et 

al., 2013 

sporulation 

Botrytis cinerea 
germination des 

conidies 

Erysiphe 

necator 

croissance 

mycélienne 

extrait 

hydroalcoolique 

Plasmopara 

viticola 

mobilité des 

zoospores 

/ / / 

sporulation 

Botrytis cinerea 
germination des 

conidies 

Erysiphe 

necator 

croissance 

mycélienne 

Vitis vinifera 

L. cv. 

Gamaret 

extraction 

méthanolique 

Plasmopara 

viticola 

mobilité des 

zoospores 

/ / / 

sporulation 

Botrytis cinerea 
germination des 

conidies 

Erysiphe 

necator 

croissance 

mycélienne 

Vitis vinifera 

L. cv. Divicot 

 

 

 

 

extraction 

méthanolique 

Plasmopara 

viticola 

mobilité des 

zoospores 

/ / / 

Plasmopara 

viticola 
sporulation 

Botrytis cinerea 
germination des 

conidies 

Erysiphe 

necator 

croissance 

mycélienne 

Tableau 3 : Origine, constitution et activités des principaux extraits de stilbènes sur les agents pathogènes de la vigne 
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Plante 

source 
Organe Stilbènes majoritaires 

Méthode 

d’extraction 
Cible Type de test CI50 CI100 MIC 

Effet antifongiques 

(si pas de CI50) 
Référence 

 

 

Vitis vinifera 

 

 

Sarment 

 

 

ε-viniférine (12,3 %), 

resvératrol (5,8 %), 

isohopéaphénol (3,6 %), 

ampélopsine A (2,3 %), 

miyabénol C (2,0 %),  

vitisine B (1,9 %), ω-

viniférine (1,7 %),  pallidol 

(1,4 %), hopéaphénol (1,3 

%) et picéatannol (0,4 %) 

extrait 

hydroalcoolique 

(Vineatrol®) 

Plasmopara 

viticola 

libération des 

zoospores 
/ 

100 

mg/L 
/ 

/ 

Richard et 

al., 2016 

germination des 

zoospores 
/ 

33 

mg/L 
/ 

incidence (serre) 

/ / / 

le  Vinéatrol® réduit de 59 à 69 % la 

fréquence d'attaque des agents 

pathogènes (à 5g/L) 

sévérité (serre) 
Vinéatrol® réduit de 83 à 88 % la 

feuille infectée (à 5g/L) 

incidence 

(vignoble) 

de meilleurs résultats avec des 

traitements tous les 7 jours que tous les 

14 jours. Le Vinéatrol® réduit de 16 à 

39 % la fréquence d'attaque des agents 

pathogènes (5 g/L) 

sévérité 

(vignoble) 

de meilleurs résultats avec des 

traitements tous les 7 jours que tous les 

14 jours. Le Vinéatrol® réduit de 57 à 

61 % l'infection de la surface des 

feuilles (5 g/L) 

Vitis vinifera 

(Cabernet 

Sauvignon et 

de Merlot) 

Sarment 

trans-ε-viniférine (126,12 

mg/g d’extrait sec), trans-

resvératrol (61,15 mg/g), 

isohopéaphénol (35,21 

mg/g), trans-miyabénol C 

(21,08 mg/g), r-viniférine 

(19,87 mg/g) 

 

extrait 

hydroalcoolique 

(Vineatrol®) 

Plasmopara 

viticola 

 

développement 

de la maladie 

(croissance 

mycélienne et 

sporulation) 

210 
mg/L 

 

/ / / 

Gabaston et 

al., 2017 

 

Vitis vinifera 

(Cabernet 

Franc et de 

Tannat) 

Ceps 

trans-ε-viniférine (79.39 

mg/g  d’extrait sec), 

isohopéaphénol (79,13 

mg/g), r-viniférine (56,91 

mg/g), ampélopsine A 

(36,84 mg/g), hopéaphénol 

(26,64 mg/g), pallidol 

(19,29 mg/g) 

extraits 

hydroalcooliques 

Plasmopara 

viticola 

60 

mg/L 
/ / / 

Vitis riparia x 

Vitis 

berlandieri 

(SO4) 

Racines 

r-viniférine (128,29 mg/g  

d’extrait sec), ampélopsine 

A (21,78 mg/g), r2-

viniférine (20,93 mg/g), 

hopéaphénol (18,14 mg/g) 

Plasmopara 

viticola 

120 

mg/L 
/ / / 
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Plante 

source 
Organe Stilbènes majoritaires 

Méthode 

d’extraction 
Cible Type de test CI50 CI100 MIC 

Effet antifongiques 

(si pas de CI50) 
Référence 

Pinus 

pinaster 
Noeuds 

nortrachélogénine (8,49 

mg/g), pinocembrine (3,17 

mg/g), pinosylvine 

monométhyle éther (2,45 

mg/g) et pinosylvine (2 

mg/g) 

extrait 

hydroalcoolique 

Plasmopara 

viticola 

développement 

de la maladie 

(croissance 

mycélienne et 

sporulation) 

76 

mg/L 

500 

mg/L 
/ / 

Gabaston et 

al., 2017 

Picea abies Ecorce 
astringine (11,57 mg/g) et 

isorhapontine (2,59 mg/g)) 

extrait 

hydroalcoolique 

Plasmopara 

viticola 

développement 

de la maladie 

(croissance 

mycélienne et 

sporulation) 

760 

mg/L 
/ / / 

Gabaston et 

al., 2017 

Vitis vinifera 

L. cv. Malbec 
Sarment 

13,5 % de polypénols: 

épicatechine (1,7 %), E-

picéatannol (2,0 %), 

hopéaphénol (2,5 %), 

isohopéaphénol (1,1 %), E-

ε-viniférine (5,0 %) 

macération  

hydroalcoolique  

extraction soxhlet  

hydroalcolique 

Plasmopara 

viticola 

disques foliaires 

: sévérité de la 

maladie 

/ / / 

efficacité maximale de l'extrait de 

sarment de l'ordre de 2 à 8 g/L avec une 

efficacité de 95 %. 

Billet et al., 

2019 

incidence de la  

maladie 

(vignoble) 

/ 

réduction de 35 % et 38 % sur les 

feuilles et les grappes, respectivement,  

concentration de 8 g/L 

sévérité de la 

maladie 

(vignoble) 

réduction de 35 % et 43 % sur les 

feuilles et les grappes, respectivement, 

concentration de 8 g/L 

Vitis vinifera 

(mélange de 

Cabernet 

Sauvignon et 

de Merlot) 

Sarment 

15 % resvératrol, 13 % ε-

viniférine, 4 % ampélopsine 

A, 3 % hopéaphénol, 2 % 

ω-viniférine, 2 % r2-

viniférine, 2 %  r-viniférine, 

2 % picéatannol et 2 % 

miyabénol C 

extrait 

hydroalcoolique 

(Vineatrol®) 

Plasmopara 

viticola 

 

sporulation 
197 

mg/L 

500 

mg/L 
/ / 

El 

Khawand et 

al., 2019 
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Plusieurs études visent à associer des produits naturels, fongicides ou SDP, avec des 

solutions cupriques dans le but de réduire les doses de cuivre utilisées au vignoble avec plus ou 

moins de succès (La Torre et al. 2008). Cependant, parmi les prérequis pour l’utilisation à 

grande échelle d’extraits naturels dans la protection des cultures, nous pouvons préciser 

l’importance d’une activité à faible concentration ainsi qu’une matière première à faible coût. 

Par exemple, de faibles rendements d'extraction et/ou des coûts élevés combinés à une 

disponibilité limitée de la matière première ont empêché la poursuite du développement 

d’extraits de Rheum rhabarbarum et de Juncus effusus malgré leur excellente efficacité. Ainsi, 

notamment, des études d’optimisation de l’extraction de composés actifs sont nécessaires. De 

plus, les différences observées dans les résultats d’efficacités entre essais en serre et essais en 

vignoble montrent l’importance du développement de formulation.  

(a) Les méthodes d’extraction  

L’Homme a depuis plusieurs millénaires extrait des composés depuis des sources végétales, 

que ce soit à des fins médicinales, religieuses ou encore esthétiques comme la production de 

pigments (Chemat et al. 2020).  

L’extraction de ces composés depuis des matières végétales requiert le plus souvent un 

traitement préalable de la matière première qui consiste à la broyer et/ou la découper. Ainsi, le 

broyage de sarments de vigne permet d’obtenir des rendements plus élevés en stilbènes (Soural 

et al. 2015). De plus, cette matière est ensuite séchée afin d’atteindre un niveau bas d’humidité, 

ce qui peut être réalisé dans des étuves à des températures d’environ 40°C (Aliaño‐gonzález et 

al. 2020).  

La grande majorité des extractions se fait par utilisation de solvants, dont un grand nombre 

permettent l’extraction des composés antimicrobiens. Parmi ceux-ci, des solvants tels que le 

méthanol, l'acétone, l'éthanol ou l'acétate d'éthyle sont généralement utilisés pour extraire les 

polyphénols (Naczk & Shahidi 2006). En ce qui concerne plus particulièrement les stilbènes, 

les solvants permettant les meilleurs rendements sont les alcools du groupe protique tels que 

l’éthanol et le méthanol (Rayne et al. 2007, Schnee et al. 2013, Zaitsev et al. 2013, Soural et al. 

2015). Cependant, dans la plupart des études menées récemment en vue d’utiliser des extraits 

de stilbènes pour leurs activités antimicrobiennes, de tels extraits sont produits à partir d’un 

mélange éthanol/eau (Co et al. 2012, Girma Mulat et al. 2014, Gabaston, Cantos-Villar, et al. 

2017). Le méthanol permet de produire des extraits plus riches en stilbènes simples tels que les 

monomères (resvératrol) alors que l’acétone enrichit davantage les extraits en stilbènes plus 

complexes tels que les dimères et tétramères (ε-viniférine et r2-viniférine) (Soural et al. 2015). 
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Les extractions solide/liquide sont très souvent effectuées en proportion d’environ 10 %, soit 

10 g de matière première pour 100 mL de solvant (Schnee et al. 2013). 

Trois méthodes principales d’extractions solide-liquide sont généralement utilisées (Aliaño‐

gonzález et al.(2020). Ces méthodes utilisent des proportions de solvants organiques/eau allant 

de 60/40 à 80/20 (vol./vol.) avec soit de l’acétone ou de l’éthanol et des proportions de matière 

première/solvant (vol./poids) allant de 2 à 10 %. La plupart du temps, les extraits sont produits 

soit par agitation et chauffage, souvent durant plusieurs heures, soit par ultrasonication, dans ce 

cas communément 5 minutes à 50 Hz (Aliaño‐gonzález et al. 2020). 

 

L’impact des méthodes d’extraction sur l’environnement est pris en compte depuis plusieurs 

années et des techniques et des solvants plus respectueux sont en développement dans le cadre 

de ce qui est appelé la « chimie verte ». La définition d’un solvant « vert » est assez large. 

Cependant, certaines caractéristiques peuvent néanmoins être définies telles que l’origine 

biologique du solvant, sa biodégradabilité, sa recyclabilité, son inflammabilité ou encore son 

stockage (Häckl & Kunz 2018). 

Parmi les solvants dits « verts » ou recommandés pour une industrie verte, nous pouvons 

citer l’eau, l’éthanol, l’acétate d’éthyle ou encore les fluides supercritiques (Welton 2015, 

Chemat et al. 2020). Si l’éthanol est déjà largement utilisé pour la production d’extraits enrichis 

en stilbènes, l'acétate d'éthyle est relativement peu étudié dans ce cas. Cependant, il est 

couramment utilisé dans l'industrie alimentaire pour l'extraction de polyphénols tels que les 

anthocyanes, mais rarement seul et surtout en extraction séquentielle (Naczk & Shahidi 2006).  

L’eau subcritique peut également être utilisée pour extraire des stilbènes à partir de sarments, 

de ceps et/ou de racines de vigne (Gabaston et al. 2018). D'autres méthodes alternatives sans 

solvant ou à faible teneur en solvant, comme l'extraction au CO2 supercritique, permettent 

d'extraire les stilbènes des sarments, mais avec de faibles rendements, en particulier pour les 

composés complexes comme les tétramètres (Zachová et al. 2018).  

(b) La formulation des pesticides 

La formulation vise à répondre à plusieurs enjeux qui sont une bonne solubilisation des 

molécules actives, souvent problématique lors de la préparation d’extraits naturels riches en 

molécules hydrophobes, une répartition homogène de l’extrait sur la feuille lors de l’application 

ainsi que la pertinence de la préparation face aux éléments naturels. De plus, afin de conserver 

une cohérence, lors du développement d’extraits naturels, il est nécessaire de s’assurer de la 
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durabilité environnementale de la formulation utilisée, à l’image des extraits naturels 

antimicrobiens alors utilisés. 

Une formulation est constituée par les adjuvants utilisés dans un produit spécifique 

commercialisé. Certaines formulations comprennent des gels, des granulés, des liquides, des 

aérosols, des poudres humides, des concentrés et des solutions pré-mélangées. La plupart des 

pesticides techniques sont formulés avant d'être utilisés. 

Plusieurs points importants à prendre en compte lors du développement d’une formulation 

sont : pas ou peu d’effets secondaires indésirables ; être présentée sous une forme où les 

ingrédients actifs donnent un effet biologique maximal à un coût minimal ; assurer une 

dispersion efficace et fiable ; être fabriquée à un faible coût et être acceptable par les autorités 

pour homologation et par le consommateur (Hazra DK 2019). Un adjuvant approprié doit 

améliorer les performances des pesticides utilisés en réduisant la quantité de matière active 

nécessaire par hectare à son minimum tout en prolongeant les intervalles entre les 

pulvérisations.  

Quelques exemples de formulation sont décrits dans les lignes suivantes. Une formulation à 

base de gomme de caroube (Ceratonia siliqua L.) a été évaluée au vignoble pour sa capacité à 

réduire les doses de cuivre (Lahoz et al. 2018). Cette formulation a significativement augmenté 

l'efficacité et la persistance de l'oxychlorure de cuivre tant sur les feuilles que sur les grappes, 

particulièrement lors d’intervalles de traitement de 14 jours, en améliorant la protection de la 

vigne contre le mildiou. De plus, une étude visant à diminuer les doses de fenhexamide pour le 

traitement de Botrytis par l’ajout de différents adjuvants a permis d’améliorer l’application et 

la répartition du fongicide (van Zyl et al. 2010). La formulation est particulièrement importante 

dans le cadre d’extraits naturels végétaux. Certains extraits naturels particulièrement actifs tels 

que les polyphénols sont hydrophobes et nécessitent la réalisation d’une émulsion afin de les 

solubiliser par l’utilisation de composés tensioactifs tels que les polysorbate et trioléate, ce qui 

implique aussi de prendre en compte certains paramètres tels que la pression sur les gouttes 

d’émulsion et la stabilité de l’émulsion (Patzke & Schieber 2018). Parmi les formulations 

étudiées existent notamment les encapsulations des composés actifs et l’utilisation de nano et 

microparticules (Luiz De Oliveira et al. 2018). Il existe aussi de nombreux développements de 

formulations pour extraits naturels à base de solutions savonneuses, d’huiles végétales, de 

gommes et de résines ou encore de polysorbate tels que les Tween (Lahoz et al. 2018, 

Baranauskaite et al. 2019, Erdogan et al. 2019). On peut notamment citer des formulations à 

base de résines naturelles telles que les résines de pin et leurs dérivés commerciaux (Demanèche 

et al. 2020). Il est important de noter que l’obtention d’une bonne formulation est tout aussi 
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importante que celle d’un extrait très actif dans le cadre du développement de produits de 

biocontrôle contre des agents pathogènes microbiens (Leggett et al. 2011).  
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F. Objectifs 

    Cette thèse a été réalisée dans le cadre du projet STILPROTECT, acronyme de « Des extraits 

STILbéniques de la vigne pour la bioPROTECTion au vignoble », financé par le Conseil 

Interprofessionnel des Vins de Bordeaux (CIVB). L’objectif majeur de cette thèse était le 

développement d’un extrait de racines et de ceps de vignes enrichi en stilbènes comme 

alternative à l’utilisation de pesticides chimiques de synthèse pour le contrôle des maladies du 

vignoble. Ce projet s’inscrit de manière générale dans la recherche de solutions durables au 

remplacement des intrants de synthèse dans l’agriculture.  

    Plus précisément, cette thèse peut se découper en trois objectifs majeurs. Le premier étant 

l’optimisation de la production de l’extrait enrichis en stilbènes en ayant comme but d’extraire 

le mieux possible les tétramères de stilbènes, le tout dans le cadre d’une chimie dite « verte », 

c’est-à-dire viable et durable, en accord avec les exigences du respect de l’environnement. Le 

deuxième objectif était l’analyse de l’activité oomycide de l’extrait et de son activité de 

stimulateur des défenses naturelles. Enfin, le dernier objectif était d’évaluer son activité 

fongicide et son évolution au contact de l’agent pathogène connu pour ses capacités de de 

modifications des stilbènes notamment.   

a) Optimisation de l’extraction de stilbène et production d’un extrait enrichi 

en stilbènes 

    La filière viti-vinicole est à l’origine de la production de nombreux co-produits, aujourd’hui 

encore peu valorisés. Ces co-produits sont notamment riches en polyphénols. En particulier, les 

organes lignifiés tels que les sarments, les ceps et les racines sont riches en stilbènes. Nous 

savons que les ceps et les racines contiennent une proportion plus importante de stilbènes 

complexes tels que les tétramères et dont l’activité biologique est plus importante. C’est 

pourquoi ces deux organes ont été choisis pour la production de l’extrait dans cette étude.  

    L’extraction représente une étape limitante pour la production d’extraits naturels. Cependant, 

il existe aujourd’hui peu d’études évaluant les possibilités d’optimisation de l’extraction de tels 

composés en utilisant des solvants « verts ». Si l’éthanol est majoritairement utilisé, la capacité 

d’autres solvants verts à extraire les stilbènes n’a pas été évaluée sur de tels organes. Dans le 

cadre de la chimie verte, nous avons donc comparé l’éthanol et l’acétate d’éthyle, solvants 

biosourcés, pour leur capacité à produire des extraits enrichis en stilbènes. Trois méthodes ont 
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été analysées différant par leur contenu en eau dans la mixture de solvant. Ces extractions ont 

été réalisés à la fois par la technique d’extraction accéléré par solvant et par extraction classique 

par simple agitation en bécher. La première permettant l’extraction par liquide pressurisé est 

une technique de plus en plus répandue en laboratoire est rapide et efficace mais ne permet la 

production que de faibles quantité d’extrait. La deuxième, plus usuelle, demande plus de travail 

technique mais permet la production à plus grande échelle d’extraits. La première méthode nous 

permettra d’établir une preuve de concept de notre hypothèse, puis la deuxième méthode, après 

confirmation des résultats obtenus, nous permettra de produire l’extrait en grande quantité afin 

de mener à bien ce projet, ainsi que de potentiellement transférer la méthode à l’industrie.  

    Les teneurs en stilbènes seront évaluées par chromatographie liquide couplée à un détecteur 

UV-visible (CLUHP-DAD). Celles-ci seront comparées en termes de teneurs dans chaque 

extrait ainsi que de rendement en stilbènes (quantité de stilbènes extractible par quantité de 

matière première). Dans un deuxième temps, l’activité oomycide sera comparée afin de 

déterminer les méthodes les plus efficaces pour la production d’un extrait antimicrobien.  

    Ces analyses permettront le choix d’une méthode de production efficace et durable pour la 

production de l’extrait en grande quantité. L’extrait sera ensuite caractérisé et formulé. La 

formulation est un point nécessaire au développement d’extraits naturels et vise à améliorer la 

solubilité des composés antimicrobiens et, dans notre cas, à assurer une répartition homogène 

de la solution d’extrait sur les feuilles lors du traitement.  

b) Activité oomycide et stimulation des défenses naturelles des plantes 

    Le mildiou de la vigne étant une maladie majeure des vignobles, déterminer et caractériser 

l’activité oomycide de l’extrait produit est une étape essentielle dans le développement 

d’alternatives aux pesticides de synthèse. Ainsi dans cette étude, nous avons entrepris de 

caractériser l’activité contre P. viticola à différents niveaux. Premièrement, au laboratoire 

seront caractérisés les effets de l’extrait sur la mobilité des zoospores ainsi que sur la 

sporulation, sur disques foliaires afin de déterminer les CI50 et CI100. Puis, l’extrait seul et dans 

sa version formulée sera évaluée en conditions semi-contrôlées et au vignoble pour sa capacité 

à réduire l’incidence et la sévérité de la maladie. De plus, afin d’évaluer la possibilité d’étendre 

l’utilisation de l’extrait vers d’autres pathosystèmes, l’extrait formulé sera évalué pour les 

mêmes paramètres sur le développement de différents oomycètes (Phytophthora infestans, 

Pseudoperonospora cubensis et Bremia lactucae) en conditions semi-contrôlées. 
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Enfin, puisque des activités de stimulation de défenses naturelles des plantes sont envisageables 

pour un tel extrait et seraient un avantage certain pour le contrôle des maladies, le statu défensif 

des plantes traitées avec l’extrait sera analysé. D’une part, l’induction de l’expression de 

plusieurs gènes marqueurs de la défense des plantes sera évaluée par analyses qPCR. Les gènes 

suivit seront notamment des gènes codants pour des protéines dites « Pathogensis-Related » 

(PR2-PR3 et PR10), des gènes de la voie de synthèse des polyphénols (PAL, STS, ROMT et 

CHS) ainsi que d’un gène codant pour une enzyme impliquée dans divers processus (GST-4). 

D’autre part, la production de stilbènes sera évaluée par CLUHP-DAD.  

Ces connaissances permettront d’évaluer la possibilité d’utiliser un tel extrait pour la réduction 

des pesticides d’origine synthétique pour le contrôle de différents mildious, en particulier P. 

viticola.  

c) Activité antifongique et effets réciproques avec B. cinerea 

    Tout comme le mildiou, la pourriture grise causée par B. cinerea est une maladie majeure du 

vignoble et la réduction imposée de l’utilisation de fongicides de synthèse entraine la nécessité 

de développer des alternatives. Aussi, nous avons, sur la base de précédents travaux sur les 

stilbènes, entreprit d’analyser l’activité antifongique de l’extrait et des stilbènes majoritaires de 

l’extrait à plusieurs niveaux. Dans un premier temps sur la croissance mycélienne, et dans un 

deuxième temps, seulement pour l’extrait, sur la germination des conidies ainsi que la 

production de laccases. Ces processus sont importants pour le développement et la 

pathogénicité du champignon et donc, si l’extrait est capable de les inhiber, cela permettrait 

d’élargir le champ des applications pour cet extrait au vignoble. 

B. cinerea étant connu pour ses capacités à modifier certaines phytoalexines comme les 

stilbènes, nous suivrons ainsi le devenir de notre extrait et des stilbènes majoritaires face aux 

enzymes sécrétées par le champignon. De plus, pour connaitre l’effet d’un contact de l’extrait 

avec ces enzymes sur son activité antifongique, l’analyse de l’inhibition de la croissance 

mycélienne sera effectuée avec l’extrait biotransformé. Ces informations complèteront les 

connaissances des interactions plante/agent pathogène.  

 

    Ces connaissances pourront permettre le développement de l’extrait de vigne en tant 

qu’alternative à l’utilisation de pesticides d’origine synthétique contre diverses maladies du 

vignoble et autres cultures d’importances économiques majeures.  
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II. Optimisation de l’extraction de 

stilbènes et production d’un extrait 

enrichi en stilbènes 
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A. Stratégie  

La viticulture est une activité agricole productrice d’une grande quantité de co-produits tels 

que des matières issues des baies (marc de raisin et rafles) ou issues des parties ligneuses 

(sarments, ceps et racines). Parmi les itinéraires de culture générant régulièrement de tels co-

produits, nous pouvons citer la taille des sarments, réalisée chaque hiver, ou l’arrachage de 

pieds de vigne lors du remplacement de parcelles. En France, environ 1,4 millions de tonnes de 

sarments sont produits chaque année lors de la taille et 0,4 millions de tonnes de racines et de 

troncs suite à l'arrachage des vignes (France Agrimer, 2016 ; ADEME, 2009; ATLAS, 2017). 

Cette forte quantité de biomasse est aujourd'hui encore trop peu valorisée malgré sa valeur 

potentielle élevée. En effet, ces co-produits ligneux sont riches en stilbènes avec les sarments 

particulièrement riches en monomères et dimères, et les ceps et racines plutôt riches en dimères 

et tétramères. Or les stilbènes présentent des activités oomycides et plus particulièrement les 

stilbènes oligomérisés, résultant d’activités antimicrobiennes plus importantes pour les extraits 

obtenus depuis des ceps ou des racines que ceux de sarments.  

Il a déjà rapporté que des extraits de sarment permettent le contrôle du mildiou en conditions 

semi-contrôlées (serre) et au vignoble. Toutefois, des extraits de ceps ou de racines n’ont jamais 

été étudiés pour de telles activités. C’est pourquoi dans ce projet de recherche, nous nous 

sommes focalisés sur ces derniers, et plus particulièrement sur un extrait obtenu depuis un 

mélange de ceps et de racines. Les proportions de chaque matériel végétal (ceps et racines) sont 

en poids proche des proportions naturelles, soit 70 % de ceps et 30 % de racines, afin de refléter 

les proportions de chacun de ces organes sur un pied de vigne.  

Aujourd’hui, nous devons considérer que la production de tels extraits doit atteindre un 

niveau d’impact environnemental le plus faible possible. En effet, pour répondre aux attentes 

des consommateurs et des viticulteurs, l’extrait produit, et qui sera utilisé au vignoble, se doit 

d’être issu d’une production respectueuse de l’environnement, écologique et durable mais aussi 

rentable économiquement. Ainsi, nous avons souhaité inscrire la production de notre extrait 

dans le cadre de la chimie « verte ». Cela signifie que nous avons notamment sélectionné le 

solvant d’extraction parmi des solvants respectueux de l’environnement dits « verts » tels que 

l’eau, l’éthanol ou l’acétate d’éthyle, ou encore nous avons intégré des techniques d’extraction 

dans des conditions sub-critiques ou super-critiques. La production de l’extrait devant répondre 

à des exigences de facilité de production, à la fois en terme de quantité que de simplicité, notre 

choix s’est porté sur deux solvants recommandés dans l’industrie (Byrne et al. 2016), l’éthanol 

et l’acétate d’éthyle, plus apolaire que l’éthanol. Leur caractère biosourcé et peu toxique pour 
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l’environnement en font des choix pertinents (Marion & Jérome 2018). Le choix d’un solvant 

plus apolaire que l’éthanol se justifie par l’objectif qui est d’extraire au maximum des stilbènes 

oligomérisés, des stilbènes parmi les plus apolaires.  

 

B. Montage expérimental 

Par utilisation de la technique de l’Extraction Accélérée par Solvant (accelerated solvent 

extraction, ASE), nous avons testé différentes proportions de chacun des deux solvants, acétate 

d’éthyle et éthanol. Six extraits différents ont ainsi été produits. Ils ont ensuite été caractérisés 

pour leur contenu en stilbènes et évalués pour leur activité oomycide. Enfin, la possibilité de 

transposer à une échelle semi-industrielle les deux méthodes déterminées comme les plus 

efficaces pour la production d’extraits enrichis en oligomères a été évaluée.  

a) Extractions ASE 

Les stilbènes présents dans les parties ligneuses de la vigne sont des composés ayant un 

spectre de polarité large et les méthodes usuelles utilisent un mélange de solvant organique/eau 

à hauteur de 80/120 (v/v) et ce pour un ou deux cycles d’extractions successifs sur le même 

matériel végétal. Deux cycles d’extraction sont menés sur la même matrice végétale afin 

d’épuiser, tout au moins en partie, celle-ci. Notre but étant d’extraire dans les plus grandes 

quantités possibles les tétramères, les solvants seront utilisés à 100 ou 80%. Pour chaque extrait, 

nous avons réalisé 6 méthodes (A à F) avec deux cycles successifs d’extraction dans les 

proportions suivantes : 100-100% (méthodes A et D), 100-80% (méthodes B et E), et 80-80% 

(méthodes C et F), (Tableau 3). Ces six méthodes ont été réalisées avec l’éthanol ou l’acétate 

d’éthyle. Les solvants des extraits produits ont été évaporés par le biais d’évaporateurs rotatifs 

puis au lyophilisateur. Le poids des extraits secs a été relevé après lyophilisation afin de 

connaitre le rendement d’extraction.  

Le matériel végétal utilisé est un mélange de ceps et de racines (70/30, poids/poids, 

respectivement) issus de vignes (Vitis vinifera L.) de cépage Merlot. Le porte greffe est Riparia 

Gloire de Montpellier. Les vignes, plantées en 1985 au Château Rochemorin dans l’appellation 

Pessac-Léognan, ont été arrachées durant le mois de janvier 2017. Ceps et racines ont été 

entreposés à Martillac à température ambiante à l’abri de la pluie jusqu’au broyage. Un premier 

broyage a été mené grâce à un broyeur à branches puis les morceaux générés ont été broyés de 
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plus en plus petit à l’aide d’un broyeur à percussion (Fritsch – Universal Cutting Mill 

Pulverisette 19) jusqu’à obtention de fins copeaux. 

 Tableau 4 : Méthodes utilisées pour la production d'extraits enrichis en stilbènes par l'ASE 

b) Extractions à échelle pilote 

Afin de contrôler si les méthodes d’extraction mises au point précédemment par ASE, 

pouvaient être transférables à une extraction semi-industrielle pour l’obtention d’une quantité 

importante d’extraits, nous avons décidé d’évaluer les méthodes D et E pour leur capacité 

d’extraction des stilbènes à échelle pilote. L’extraction a été ainsi menée à 60°C et par agitation. 

De plus, nous avons étudié l’intérêt d’ajouter une étape d’enrichissement de l’extrait en 

stilbènes en réalisant une extraction liquide-liquide. L’objectif de celle-ci consiste à éliminer 

des composés indésirables depuis l’extrait, retirés car présentant une plus forte affinité pour 

l’eau que pour le solvant, tels que des sucres. 

Dans les 2 types de méthodes à l’échelle pilote, la première extraction réalisée sur la matière 

sèche (MS) de vigne a été effectuée par de l’acétate d’éthyle à 100 %. La deuxième extraction 

a été réalisée soit avec de nouveau 100% d’acétate d’éthyle (méthode G) ou 80 % (méthode H). 

Plus en détail, à 100 g de MS, 1 L de solvant, préalablement chauffé et maintenu à 60°C, y a 

été additionné. Après 2h d’agitation, l’ensemble a été filtré à travers du coton. Un premier filtrat 

a été alors récupéré. La deuxième extraction a été réalisée sur la matière végétale initiale selon 

les conditions décrites précédemment. Après de nouveau 2h d’agitation à 60°C, le second filtrat 

a été récupéré et additionné au premier. Le filtrat total a alors été séparé en deux parties pour 

être soit lyophilisé puis analysé par CLUHP-DAD, soit placé dans une ampoule à décanter afin 

de procéder à une extraction liquide-liquide (LL), avec un volume d’eau distillée ajoutée pour 

deux volumes de filtrat. Cette étape est nommée « enrichissement ». L’ampoule à décanter a 

été agitée durant 20 secondes puis une décantation a été réalisée. La phase organique contenant 

Méthode A-EtOH  B-EtOH  C-EtOH  D-EtOAc E-EtOAc F-EtOAc  

Solvant (%) Ethanol Ethanol Ethanol Acétate 

d’éthyle  

Acétate 

d’éthyle  

Acétate 

d’éthyle  

Cycle 1 100 100 80 100 100 80 

Cycle 2 100 80 80 100 80 80 
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les stilbènes a été récupérée et le solvant a été évaporé à l’aide d’un évaporateur rotatif. L’extrait 

a ensuite été lyophilisé avant analyse par CLUHP-DAD. 

c) Analyses UHPLC-MS 

Le contenu en stilbènes des extraits a été analysé par chromatographie liquide couplée à un 

détecteur UV-visible (CLUHP-DAD) (Agilent 1290 Series from Agilent Technologies (Santa 

Clara, CA, USA). Ainsi les molécules ont été séparées et de nombreuses informations ont été 

relevées telles que leur temps de rétention et des données spectrales, c’est-à-dire leur spectre 

UV, avec leur longueur d’onde maximale d’absorption (λmax) ainsi que leur intensité 

d’absorption. Leur quantification a été permise par acquisition de la surface de leur aire 

respective. La CLUHP-DAD a été couplée à un spectromètre de masse à trappe ionique, qui 

permet l’obtention des masses molaires de chaque composé ainsi que la fragmentation des ions 

moléculaires. Les informations sur les fragments ainsi formés sont caractéristiques de chaque 

molécule ce qui permet une identification plus précise. Toutes les données ont été comparées à 

celles de standards de stilbènes purifiés au laboratoire par la méthode de CLHP préparatoire 

permettant la purification de composés (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017).  

d) Essais antimicrobiens 

Dans cette partie, notre objectif était de comparer les différentes méthodes d’extraction pour 

leur capacité optimale d’extraction des stilbènes, surtout des formes oligomérisées, et aussi pour 

capacité optimale à générer des extraits les plus actifs possibles d’un point de vue activité 

antimicrobienne. Aussi, l’activité des extraits a été testée sur le développement du mildiou de 

la vigne (P. viticola (Berk. et Curt.)). Dans ce but, une souche de P. viticola isolat ANN-01, 

fournie par la Dr Marie-France Corio-Costet (INRAe, équipe SAVE, Villenave d’Ornon) a été 

collectée en 2015 dans un vignoble de V. vinifera cv. Ugni Blanc en Charente (France) et 

maintenue au laboratoire. En bref, des gouttes de 15 µL contenant 5 000 sporanges/mL sont 

déposées sur la surface abaxiale de feuilles de rang F3 ou F4, récoltées sur des boutures foliaires 

de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon cultivées en serre. Les feuilles ainsi inoculées sont 

placées une nuit à l’obscurité à température ambiante. Le lendemain, les gouttes sont aspirées 

puis les feuilles incubées à 22°C avec une photopériode de 16/8h de jour/nuit pendant 7 jours.  

Pour analyser l’activité oomycide des extraits, des disques foliaires (25 mm de diamètre) 

sont découpés à l’aide d’un emporte-pièce depuis des feuilles F3 récoltées sur de jeunes plants 

de Cabernet Sauvignon cultivés en serre. Ces disques sont déposés face adaxiale sur du papier 
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Wattman humidifié (3 mL d’eau pour une boite de 90 mm de diamètre) dans des boîtes de Petri. 

Les extraits sont alors pulvérisés à deux concentrations différentes (90 et 300 mg/L) sur les 

disques jusqu’à l’apparition de gouttes à leur surface. Les boîtes contenant les disques foliaires 

sont ensuite placées une nuit à l’obscurité puis sous hotte à flux laminaire durant 1h30 afin que 

les solvants des extraits pulvérisés soient évaporés et la surface des disques « sèche ». 

L’inoculation par P. viticola est réalisée par le dépôt de gouttes de 15 µL d’une suspension de 

spores à 15.103 spores/mL. Trois gouttes sont disposées par disque foliaire. Les boîtes sont alors 

mises une nuit à l’obscurité à température ambiante. Le lendemain, les gouttes sont aspirées et 

les boîtes sont placées dans une chambre de culture sous un cycle de lumière de 18h/6h 

(lumière/obscurité) à 23°C +/- 2°C. Le développement du mildiou, c’est-à-dire la croissance 

mycélienne et la densité de sporulation, est évalué par lecture visuelle au jour 6 après 

inoculation. Il est estimé en pourcentage d’infection par rapport aux disques « contrôle » qui 

présentent le développement maximal de P. viticola avec 100% d’infection. Six disques 

foliaires sont placés par boîte et 3 boîtes par condition sont réalisées. 

C. Résumé des résultats 

La caractérisation chimique des extraits a révélé la présence de 14 stilbènes différents dont 

3 monomères (picéide, (E)-picéatannol et (E)-resvératrol), de 5 dimères (ampélopsine A, 

pallidol, parthénocissine A, (E)-ε-viniférine et (E)-ω-viniférine), et de 4 tétramères 

(hopéaphénol, isohopéaphénol, r2-viniférine et r-viniférine). Ces 14 stilbènes ont tous été 

identifiés sauf le miyabénol C car en faible quantité et faute de standard disponible.  

Les résultats seront présentés en quantités de stilbènes dans chaque extrait et en rendement 

(stilbènes par quantité de matière première).  

La quantification des stilbènes totaux dans chaque extrait a révélé que les conditions 

permettant de produire les extraits les plus riches en stilbènes sont les suivantes : méthode D 

avec utilisation de l’acétate d’éthyle et méthode A avec de l’éthanol (respectivement 384,48 +/- 

19,88 et 322,96 +/- 10,08 mg de stilbènes/g d'extrait) (Tableau 5 de la publication). Les 

méthodes les moins efficaces sont les méthodes C (éthanol) et F (acétate d’éthyle) avec 

respectivement 199,83 +/- 5,53 mg de stilbènes/g d’extrait et 169,51 +/- 37,57 mg/g). L'éthanol 

permet d’obtenir des extraits plus riches en monomères et dimères que l'acétate d'éthyle. Les 

méthodes d’extractions menées sans apport d’eau dans le solvant, et plus particulièrement celle 

utilisant l’acétate d’éthyle comme solvant (méthode D), permettent d’enrichir fortement les 

extraits en tétramères. Les méthodes qualifiées d’« intermédiaires », caractérisées par une 
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première extraction sans eau et une seconde avec 15 % d’eau  permettent l’obtention de 

concentrations en tétramères d’ordre moyen mais variables. Si la méthode E donne un contenu 

en tétramères légèrement plus faible que la méthode A, aucune différence significative n’est 

observée. Toutefois, la méthode E n’est pas significativement différente de la méthode B, qui 

pourtant tend à extraire les tétramère de manière moins efficace. Les méthodes C et F, soit 

lorsque 2 extractions succesives à 80% sont menées, résultent en l’obtention d’extraits plutôt 

pauvres en stilbènes complexes. En considérant la teneur de chaque stilbène (Tableau 5 de la 

publication), nous observons que le monomère majoritaire dans les extraits est le resvératrol et 

que la méthode la plus efficace pour son extraction est la méthode A avec l’EtOH. Dans cette 

étude, l'éthanol permet en général la production d'extraits particulièrement enrichis en 

resvératrol. Quant au dimère principal, l’ε-viniférine, il est extrait d'une manière relativement 

similaire que ce soit par l'éthanol ou l’acétate d'éthyle. Cependant, lorsque la méthode B extrait 

31,48 +/- 2,16 mg/g d’extrait, la méthode A en extrait seulement 24,97 +/- 1,61, sans que 

toutefois ces valeurs soient significativement différentes. Dans le cas de l’utilisation d'éthanol, 

la présence d'eau semble améliorer l’extraction de l’ε-viniférine alors que ce n'est pas le cas 

pour l'acétate d'éthyle. En effet, dans le cas de l’acétate d’éthyle, la méthode la plus efficace est 

la méthode D (30,31 +/- 3,86 mg/g), ave 2 fois 100% d’utilisation de ce solvant. En ce qui 

concerne la r-viniférine, le tétramère majoritaire, celle-ci est surtout présente dans les extraits 

obtenus par la méthode D, puis dans ceux obtenus par les méthodes A et E. Pour les autres 

tétramères, hopéaphénol, isohopéaphénol et r2-viniférine, les résultats sont similaires.  

Concernant les rendements en stilbènes totaux, des différences entre les méthodes, 

notamment de par le solvant employé, ont été relevées. Les meilleurs rendements en stilbènes 

sont obtenus par les méthodes E, C et D (respectivement 1 229,97 +/- 41,3 mg/100 g de matière 

sèche (MS), 1 226,35 +/- 74,0 mg/100 g MS de mélange ceps/racines et 1132,10 +/- 22,9 

mg/100 g de matière sèche (MS) (Tableau 6 de la publication). Toutes les méthodes utilisant 

l'acétate d'éthyle donnent des rendements de plus de 1 000 mg/100 g MS soit 10 g/kg MS. Pour 

les extractions à l'éthanol, après la méthode C, la méthode B se classe deuxième (10 g/kg MS) 

et la méthode A, dernière, étant donc la moins efficace avec un rendement de 8,8 g/kg MS. 

Ainsi l'acétate d'éthyle semble être un solvant plus efficace pour l'extraction de molécules 

complexes telles que les tétramères. 

Les tests antimicrobiens ont révélé que les extraits produits par extraction à l’acétate d’éthyle 

inhibent la sporulation de P. viticola, en particulier, lors de l’utilisation des méthodes D et E 

(63 et 67 % d’inhibition à 90 mg/L) (Figure 15 de la publication). De manière générale, les 
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méthodes C et F, soit réalisées avec 2 extractions successives à 80% de solvant, produisent les 

extraits les moins efficaces. Testés à la concentration de 300 mg/L, les extraits qu’importe le 

solvant utilisé et excepté pour les méthodes B et C, permettent l’obtention de pourcentages 

d’inhibition entre 85 et 100 %. Il est à noter que les extraits produits à l’aide d’acétate d’éthyle 

se sont toujours révélés plus actifs. Nous avons réalisé une ACP pour déterminer plus 

clairement les relations entre contenu en tétramères et en stilbènes totaux et activité oomycide 

des extraits (Figure 14 de la publication). L’ACP nous permet de confirmer que les méthodes 

D et E sont celles qui permettent de produire les extraits stilbéniques les plus inhibiteurs au 

niveau du développement de P. viticola.  

Fort de ces résultats, nous avons sélectionné les méthodes D et E (2 fois 100% acétate 

d’éthyle et 100% puis 80% d’acétate d’éthyle) pour une évaluer la possibilité d’une production 

à échelle pilote. Ces méthodes sont nommées respectivement G et H.  

Comme décrit dans le tableau 7 de la publication, la méthode H (100% puis 80% d’acétate 

d’éthyle), que ce soit avec ou sans enrichissement (avant ou après extraction liquide-liquide) 

permet l’obtention de teneurs en stilbènes plus élevées que celles observées pour la méthode G 

(2 fois 100% acétate d’éthyle). Cette différence est notable au niveau des monomères et des 

dimères.  

En ce qui concerne l'extraction des tétramères, si l’étape d’enrichissement n’a pas d’effet 

significatif pour la méthode H, elle permet d’augmenter significativement la valeur totale en 

tétramères dans le cas de la méthode G (tableau 7 de la publication).  

En ce qui concerne les rendements en stilbènes, nous observons que quel que soit le stilbène 

considéré, la méthode H permet d'obtenir des valeurs plus élevées (tableau 8 de la publication). 

Plus précisément, cette méthode permet d'obtenir des rendements en tétramères très élevés, par 

exemple 362 mg/100 g d'extrait de r-viniférine et plus de 250 mg/100 g d'extrait d’hopéaphénol 

ou d'isohopéaphénol. En ce qui concerne le rendement des stilbènes totaux, la méthode H est 

également plus efficace car elle permet d'obtenir près de deux fois plus de stilbènes que la 

méthode G (respectivement 2191,4 +/- 112,1 et 1301,6 +/- 53,6  mg pour 100 g de MS). 

D. Conclusion  

Afin d’obtenir des extraits enrichis en oligomères et répondant aux exigences d’une chimie 

verte, nous avons optimisé la méthode d’extraction des stilbènes et comparé les capacités 

d’extraction de deux solvants, l’éthanol et l’acétate d’éthyle. De plus, nous avons étudié 

différentes méthodes avec une variation du pourcentage de solvant. Nous avons mis en évidence 
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que l’éthanol est plus efficace pour extraire les monomères et les dimères du resvératrol, alors 

que l’acétate d’éthyle est particulièrement performant pour la production d’extraits enrichis en 

tétramères. L’activité oomycide contre P. viticola des différents extraits produits ainsi a été 

évaluée. De manière générale, les extraits produits avec l’acétate d’éthyle présentent une 

activité plus forte. De plus, nous avons montré que la méthode utilisée de manière 

conventionnelle, soit deux extractions successives avec 80% de solvant, quel que soit le solvant 

utilisé (éthanol ou acétate d’éthyle), produit les extraits les moins actifs en comparaison aux 

extraits obtenus par les autres méthodes.  

Peu d’études rapportent sur l’utilisation de l’acétate d’éthyle pour l’extraction de stilbènes. 

Cependant Hernandez et ses collègues ont montré que ce solvant permet d’extraire des dimères 

et des tétramères de stilbènes (Hernandez et al. 2008). Néanmoins, plusieurs publications 

rapportent une plus grande efficacité de l’acétate d’éthyle pour l’extraction de flavonoïdes, 

notamment par rapport à l’éthanol (Zazouli et al. 2016). Par ailleurs, parfois, l’acétate d’éthyle 

est utilisé pour enrichir en stilbènes des filtrats issus d’extractions à l’éthanol – en menant  des 

extractions liquide-liquide - ou bien en mélange notamment avec le méthanol (Liu et al. 2013).  

Une étude a montré qu’entre l’acétone et le méthanol, ce dernier est le plus efficace pour extraire 

les stilbènes avec notamment l’obtention pour les trois stilbènes majeurs identifiés (resvératrol, 

ε-viniférine  et r2-viniférine) d’une teneur totale de 8,50 g/kg MS (Soural et al. 2015). Dans le 

cas des extraits produits dans notre étude par l’acétate d’éthyle, la teneur totale pour ces trois 

stilbènes majeurs est du même niveau que les plus fortes teneurs obtenues lors des extractions 

méthanoliques mentionnées, soit respectivement 7,66 g/kg MS et 8,50 g/kg MS. Nos résultats 

sont donc encourageants considérant que l’acétate d’éthyle est un solvant « vert », en particulier 

comparé au méthanol.  

Les rendements en stilbènes que nous avons obtenus peuvent aussi être comparés à ceux 

d'autres techniques d’extractions de chimie verte, comme l'eau sous-critique ou le CO2 

supercritique. Avec la méthode que nous avons utilisé en présence d’acétate d’éthyle, les 

teneurs totales en stilbènes ne sont atteintes qu’avec la technique de l'eau sous-critique et pour 

des conditions de températures élevées, c'est-à-dire à partir de 160°C (Gabaston et al. 2018).         

De plus, en ce qui concerne les tétramères d’origine de bois de vigne, il apparaît que les 

méthodes testées dans notre étude sont plus efficaces pour leur extraction que l'eau sous-critique 

(Gabaston et al. 2018). Il est à noter que l'extraction avec de l'eau sous-critique a permis 

d'extraire un tétramère rare, la vitisine F. Cependant, l’obtention de ce tétramère est 

probablement due à une transformation lors de l'extraction à haute température. D'autres 

techniques alternatives sans solvant ou à faible teneur en solvant, comme l'extraction au CO2 
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supercritique, permettent d'extraire les stilbènes depuis des sarments, mais cependant avec de 

faibles rendements, en particulier pour les composés complexes tels que les tétramères 

(Zachová et al. 2018). De plus, ces techniques nécessitent l'utilisation de hautes pressions et 

souvent de hautes températures. L'obtention de ces températures est très énergivore et va à 

l'encontre du développement de la chimie verte, qui doit aussi présenter, si possible, un faible 

bilan énergétique. De plus, des températures élevées peuvent dégrader certains composés 

d'intérêt comme le resvératrol (Karacabey et al. 2012). Néanmoins, il s'agit de techniques 

rapides pour l'extraction de stilbènes. Même si les coûts de production sont relativement élevés, 

les extractions au CO2 supercritique peuvent être privilégiées par des industries de compléments 

alimentaires ou de cosmétiques car aucun solvant n’est utilisé. Pour l'industrie phytosanitaire 

cela est fort difficile de recourir à de telles techniques car elle doit fournir des produits à plus 

faible coût. 

En ce qui concerne les activités oomycides des extraits produits dans notre étude, elles sont 

comparables à celles obtenues lors d’études précédentes (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). 

Si les extraits éthanoliques de notre étude sont globalement moins efficaces que ceux obtenus 

dans cette dernière étude, cela provient probablement de la plus faible teneur en stilbènes, 

notamment en dimères et tétramères, ce qui peut s’expliquer par le type d’extraction réalisé. En 

effet, dans l’étude de Gabaston et al. (2017), les extraits sont produits de façon classique par 

agitation et non par ASE. Les extraits ASE réalisés avec l’acétate d’éthyle de notre étude, en 

particulier avec les méthodes D et E, sont au moins aussi efficaces que d’autres extraits de 

stilbènes (Richard et al. 2016, Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017, Gabaston, Richard, Cluzet, 

et al. 2017, El Khawand et al. 2020).  

Enfin, nous avons montré que les extractions à l’acétate d'éthyle peuvent être appliquées à 

une échelle pilote semi-industrielle. Les extraits ainsi produits sont particulièrement riches en 

stilbènes par rapport aux extraits décrits dans la littérature. Par exemple, nos extraits 

contiennent des teneurs supérieures en tétramères que celles d’extraits de racines et d’extraits 

de bois (nos deux extraits réalisés avec les méthodes G et H contiennent 263,7 mg/g d'extrait et 

246,1 mg/g, respectivement, contre un total de 175,66 mg/g d'extrait et 172,66 mg/g pour les 

extraits de racines et de bois, respectivement) (Gabaston et al., 2017). La méthode H est 

particulièrement efficace. Si la quantité de tétramères est relativement similaire entre les 

méthodes G et H, c'est la quantité de dimères qui est beaucoup plus élevée dans le cas de la 

méthode H. 
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Si la technique d’extraction ASE permet d’obtenir des extraits relativement riches en un 

temps court, nous avons montré qu’une technique plus classique d’extraction par agitation 

permet de produire des extraits plus riches en stilbènes que la technique ASE, ainsi que des 

quantités plus élevées d’extrait.  Ainsi, la méthode d'extraction H dans des conditions pilotes 

permet la production d'extraits très enrichis en stilbènes, et plus particulièrement en tétramères, 

ce qui peut être envisagé pour la production à grande échelle d'extraits antimicrobiens contenant 

des molécules apolaires.  
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Abstract 

The reduction of synthetic pesticides use in agriculture, particularly in vineyard, is a major goal 

of this century and eco-friendly alternatives has to be developed, including natural antimicrobial 

extracts. Grapevine byproducts extracts can limit grape pathogens, and especially if they are 

enriched in oligomerized stilbenes. But their production often requires solvents potentially 

harmful to the environment. Thus, we aimed to produce extracts enriched in complex stilbenes 

by a sustainable extraction approach. We studied three different extraction methods using 

ethanol and ethyl acetate, as green solvents, for their capacities to recover stilbenes from a 

mixture of grapevine trunks and roots. Ethanol in presence of water was the more effective for 

the extraction of monomers and dimers, while pure ethyl acetate was optimal to recover 

tetramers. The extracts the more enriched in tetramers, ethyl acetate extracts, displayed the 

strongest capacity to reduce downy mildew. Finally, we adapted the process of the optimal 

extraction methods to produce at large-scale level the stilbenes extract. In conclusion, this study 

provides inside for the selection of green methods to produce plant extracts enriched in 

oligomerized stilbenes with antimicrobial activities. 

 

Keywords: sustainable extraction, viniferins, Vitis vinifera, Plasmopara viticola, ethyl acetate, 

resveratrol derivatives  
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Introduction 

Grapevine is one of the most largely cultivated crops with 7.2 million hectares of vineyards 

planted worldwide in 2018 (FAO, 2019). Each year vitivinicultural processes resulted in high 

quantity of wastes as grape marc, canes, trunk and roots. As instance, vine shoots that are pruned 

each year represent a biomass estimated approximately at 1.4 million tons (France Agrimer, 

2016). An available biomass of trunks and roots that represents 0.4 million tons each year was 

generated, as old or diseased grapevine plants are replaced (ADEME, 2009; ATLAS, 2017). 

These byproducts are rich in high added value compounds, the polyphenols as flavonoids, 

anthocyanins, tannins and stilbenes (Loupit et al., 2020; Negro, Tommasi, & Miceli, 2003; 

Rodríguez-Cabo, Rodríguez, Ramil, & Cela, 2018; Pawlus, Waffo-Téguo, Shaver, & Mérillon, 

2012). Stilbenes, resveratrol and derivatives, are described as the grapevine phytoalexins 

(Philippe Jeandet et al., 2002; Langcake, 1981). They can be glycosylated, methylated or 

oligomerized, and their distribution in the plant is organ dependent (Pawlus et al., 2012). They 

display antimicrobial activity against several plant pathogens with resveratrol oligomers being 

strongly effective (Adrian, Jeandet, Veneau, Weston, & Bessis, 1997; Gabaston, Cantos-Villar, 

et al., 2017; Schnee et al., 2013). Within the resveratrol oligomers, viniferins are especially 

active such as the tetramers r-viniferin and r2-viniferin, and also hopeaphenol and 

isohopeaphenol (Gabaston et al., 2017; Schnee et al., 2013). 

Grapevine wastes, as canes, trunk and roots, contains a high content of oligomerized 

stilbenoids. For that reason, these by-products have been considered for the obtention of 

extracts that could be use as biopesticides. They represent a promising green alternative strategy 

to control pathogens in vineyard in order to reduce the use of synthesis pesticides. Thus several 

studies have been done and they promote their antimicrobial activities against several major 

grapevine pathogens such as Plasmopara viticola, Botrytis cinerea and Erysiphe necator, 

responsible of downy mildew, gray mold and powdery mildew, respectively (Gabaston, Cantos-

Villar, et al., 2017; Schnee et al., 2013; Richard et al., 2016; Billet et al., 2019). In addition to 

their direct antimicrobial mode of action, such stilbenes-enriched extracts could act as 

stimulators of plant defence. Indeed, recently, a cane extract, active against B. cinerea, has been 

reported to trigger the induction of some defence-related genes (De Bona et al., 2019). 

To produce extracts enriched in stilbenes, “green chemistry” extraction techniques are in 

development. Subcritical water is one of them but this technique has for disadvantage the 

obtention of relatively low yields in stilbenes, and especially oligomerized forms, compared to 

conventional organic solvent extractions (Gabaston et al. 2018). Thus these latter methods are 

still current. Organic solvents as methanol, acetone, ethanol or ethyl acetate (Naczk & Shahidi, 

2006; Babbar & Oberoi, 2014) are often used to recover stilbenoids but some of them can affect 

human health and environment. For example, methanol is classified as a CMR (carcinogenic, 

mutagenic or toxic for reproduction) product (European parlement, 2008). Ethanol and ethyl 

acetate represent two green solvents with low risk to environment, they can recover non-polar 

compounds such as tetramers and, have high extraction capacities. Furthermore, they lack of 

toxicity and are recommended for industry (Byrne et al., 2016). Ethanol is frequently used for 

the production of stilbene extracts whereas is ethyl acetate is commonly used in food industry 

for extraction of polyphenols such as anthocyanins. As the structure of polyphenols varies 

greatly, they have different polarities being more or less soluble in a particular solvent. Thus, 

sequential extractions are often done (Naczk & Shahidi, 2006) and to achieve optimal yields in 

stilbenes of interest an appropriated solvent is required (Dent et al., 2013; Jisieike & Betiku, 

2020; Mokrani & Madani, 2016). It is also important to consider the percentage of water in the 

solvent mixture as it affects the solubility of compounds (Jacotet-Navarro, 2018). Stilbenes are 

commonly extracted with mixtures of ethanol/water (Co et al., 2012; Gabaston, Cantos-Villar, 

et al., 2017; Girma Mulat et al., 2014). In this study, one of our aims was to obtain extracts 

particularly enriched in oligomerized forms of stilbenes, as viniferins. For that, we chose to 
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work with plant sources reported to have high content in complex stilbenes, such as grapevine 

trunks and roots (Gabaston et al., 2017). We also want to offer a sustainable and eco-friendly 

approach of extraction and a process that could be feasible for a production at an industrial 

level. Thus we selected ethanol and ethyl acetate as green solvents. Furthermore, we studied 

the influence of the presence of water in these solvents and the potential added value of a liquid-

liquid extract step. Total polyphenol content was determined and twelve stilbenes (from 

monomers to tetramers) were identified and quantified in the obtained extracts by UHPLC-MS. 

Assays to evaluate the capacity of the stilbenes extracts to inhibit downy mildew development 

were also undergone. In order to develop an extraction method for the production of larger 

quantities of stilbene-rich extracts under industrial conditions, we adapted the methods 

developed in ASE at a large-scale level. Thus, extractions were carried out by mixing solvent-

plant material under beaker agitation.  

  

Materials and methods 

1. Chemicals 

To quantify (E)-piceid, (E)-resveratrol, (E)-piceatannol, pallidol, ampelopsin A, (E)-ε-

viniferin, (E)-ω-viniferin, hopeaphenol, isohopeaphenol, r2-viniferin and, r-viniferin, pure 

stilbenes were purified from a root and cane extract of Vitis vinifera by preparative high-

performance liquid chromatography (HPLC) as described previously (Gabaston, Cantos-

Villar, et al., 2017). Identification and purity analyses were performed by ultrahigh-

performance liquid chromatography equipped with an ultraviolet-diode array detector and 

coupled to a mass spectrometer (UHPLC-UV-DAD-MS). Ethanol and ethyl acetate were 

purchased from Fisher Scientific (Loughborough, UK). 

 

2. Plant material 

a) Grapevine material for extract production 

A mixture of trunk and roots (70/30, w/w) from grapevine plants (Vitis vinifera L.) of Merlot 

variety was used. The rootstock used was Riparia Gloire de Montpellier. The vines came from 

a vineyard planted in 1985 at Château Rochemorin, located in the heart of the appellation 

Pessac-Léognan (France). They were harvested in January 2017. Trunks and roots were stored 

at room temperature, and sheltered from the rain until grinding. To reduce them in powder, 

firstly, we used a branch shredder and the pieces generated were crushed smaller and smaller. 

A Universal Cutting Mill Pulverisette 19 (Fritsch) was used to obtain a fine powder. 

 

b) Grapevine leaves for antimicrobial assay 

The third and/or the fourth leaf from the top were collected from grapevine Vitis vinifera cv 

Cabernet Sauvignon potted plants that were grown in greenhouse. These leaves were used to 

generate leaf discs.  

 

3. Pathogen material 

The oomycete Plasmopara viticola isolate (ANN-01), collected in 2015 in a commercial 

vineyard in Charente (France) on a Vitis vinifera cv. Ugni-blanc, was maintained in laboratory 

conditions as described previously (Corio-Costet et al. 2011). A suspension of 15.103 

sporangia/mL was prepared and deposited in drops of 15 µL on foliar discs. The discs were 

then incubated overnight at 22°C in the dark. The next day, the drops were sucked off and the 

discs were incubated at 22°C with a photoperiod of 16/8h day/night for 7 days. 
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4. Stilbene extraction 

-  ASE extraction method 

Accelerated Solvent Extraction (ASE) were performed using an ASE apparatus (Dionex 

Corporation, Sunnyvale, CA, USA). Five grams of powder of mixture of grapevine trunk and 

roots were deposited in a 34‐mL cartridge with a cellulose filter. Extraction was carried out the 

following parameters: temperature, 60 °C; heat, 5 min; static time, 5 min; rinse volume, 60%; 

purge, 100 s; pressure, 100 bars; two independent cycles. A total of 6 methods were tested in 

which two solvents where used (ethanol (EtOH) and ethyl acetate (EtOAc)) at different 

concentrations (expressed in %). Two successive extractions on the same plant material were 

performed. The 6 methods were presented in Table 4. Each condition was done in triplicate. 

Organic solvents were removed using a rotary evaporator and extracts were then freeze-dried 

in lyophilizator. Dried extracts were weighed to calculate the extraction yield expressed as 

percentage of crude extract in raw material. The final extracts consisted in a dark brown fine 

powder.  

 

Table 5. Extraction methods (A to F) used to recover stilbenes from grapevine trunk and roots 

by ASE.  

Ethanol (EtOH) and ethyl acetate (EtOAc) were used with different concentrations (expressed 

in percent) and 2 successive extractions were performed 

Method A B C D E F 

 EtOH EtOH EtOH EtOAc EtOAc EtOAc 

Solvent (%)       

  in the 1st extraction 100 100 80 100 100 80 

  in the 2nd extraction 100 80 80 100 80 80 

 

- Semi-industrial extraction method 

Semi-industrial, pilot, extractions were performed in a beaker by stirring the mixture of solvent 

and vegetable material. The mixture consisted of 400 g of vegetable material and 4 L of ethyl 

acetate. For all methods, two successive extractions were conducted at 60°C. Two conditions 

were studied that consisted on, in any case, a first extraction at 100% of solvent and then a 

second extraction either which 100% ethyl acetate (method H) or 85% (method F). After 

pooling the 2 filtrates, a liquid-liquid extraction was or not done on crude extracts. This latter 

extraction was carried out in a separating funnel with one volume of distilled water versus one 

volume of ethyl acetate extracts. Solvent was evaporated and extract lyophilized until the 

obtention of a brown powder.  

 

5. Stilbenoids identification and quantification  

An UHPLC Agilent 1290 Series from Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) was used 

to identify and quantify the stilbenes. It consisted of an autosampler module, a binary pump 

with degasser, a column heater/selector, and an UV-vis-DAD. An Agilent Zorbax SB-C18 (100 

mm × 2.1 mm × 1.8 μm) column was used for analysis. The solvent system consisted of water 

acidified with 0.1% formic acid as solvent A and acetonitrile acidified with 0.1% formic acid 

as solvent B. Elution was performed at a flow rate of 0.4 mL/min with the following gradient: 

10% B (from 0 to 1.7 min), 10−20% B (from 1.7 to 3.4 min), 20−30% B (from 3.4 to 5.1 min), 

30% B (from 5.1 to 6.8 min), 30−35% B (from 6.8 to 8.5 min), 35−60% B (from 8.5 to 11.9 

min), 60−100% B (from 11.9 to 15.3 min), 100% B (from 15.3 to 17 min), 100−10% B (from 

17 to 17.3 min). An Esquire 6000 ion trap mass spectrometer using an ESI source (Bruker-
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Daltonics, Billerica, MA, USA) was coupled to the UHPLC. Alternating negative and positive 

modes with a range of m/z 100−1200 were used to obtain ion chromatograms. Nitrogen was 

used as the drying gas at 10 L/min with nebulizer pressure at 40 psi and temperature at 365 °C. 

Capillary voltage was 3100 V, capillary exit voltage was −118.3 V, skimmer voltage was −40 

V, and trap drive was 58.1. Extracts were dissolved in methanol/water mixture (1/1, v/v) at 1 

mg/mL, filtered on 0.45 μm polytetrafluoroethylene (PTFE), and injected at 1 μL. Analyses 

were performed in triplicate. Pure standards produced in the laboratory were injected at several 

concentrations (0, 25, 50, 100, 250, 500, and 1000 μg/mL) in triplicates to obtain calibration 

and equation curves. Data were analysed with Bruker Data Analysis 3.2 software. The limit of 

detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) were evaluated at the maximum 

wavelength of absorption of each compound. The linearity of the standard responses was 

determined by plotting the peak area versus the compound concentrations.  

 

 

6. Antimicrobial assays 

Foliar disks (25 mm wide) were generated rapidly after leaves collection and randomly 

deposited their abaxial side upwards in Petri dishes with humidified Wathman paper. Each Petri 

dish contained 6 foliar disks and three dishes were analysed by condition. The grapevine 

extracts were solubilised in ethanol. Stock solutions were diluted in 1% ethanol to a final 

concentration of 90 and 300 mg/L for extract. The control solution consisted of 1% ethanol. 

The diluted solutions were sprayed with a plastic sprayer in fine droplets at the leaf surface. 

Disks were incubated overnight at 22 °C. The next day, 3 droplets of 15 µL of sporangia 

collected from a 7 days old culture of P. viticola and adjusted at 15.103 sporangia/mL were 

deposited on each disk. Three independent experiments were conducted. The inhibition of the 

sporulation (in %) for each condition, was calculated, after a visual quantification of the 

sporulation, in comparison to the control (1% ethanol) set at 0% of inhibition (100% 

sporulation). The dose-response curve was obtained by the relation between inhibition values 

and log10 of the concentration. The concentration of 50% of downy mildew inhibition (IC50) 

was calculated from the regression equation of the linear part of the sigmoid curve as described 

in previous studies (Corio-Costet et al., 2011).  

 

7. Statistical analysis  
Stilbene extractions and antimicrobial assays were performed three times in an independent 

manner. Results were subjected to analysis of variance using statistics software RStudio 3.0.3 

where significance of reported results was evaluated at p < 0.05. First, the normality and 

homogeneity of variance were tested. Then data were analyzed by ANOVA, applying the 

Tukey's multiple comparisons test. Pearson’s correlation coefficient was calculated to identify 

the relationship between stilbene content of ASE extract and oomycidial activity and 

significance was set at p < 0.05. 

 

Results 

ASE extraction  

 Stilbene content 

Two methods out of the 6 that we tested (A to F; Table 4) allowed to recover the highest stilbene 

contents: the method A in which EtOH was used and the method D with EtOAc. For both 

methods, pure solvent (100%) was used in the two successive extractions on the plant material. 

Values of total stilbenes content of 384.48 ± 19.88 and 322.96 ± 10.08 mg/g extract were 

obtained, respectively (Table 5). The least effective methods were the C and F ones (199.83 ± 

5.53 and 169.51 ± 37.57 mg/g extract), corresponding to two successive extractions with 80% 

of solvent, whatever the solvent used. Approximately 2-fold less stilbenes were recovered in 
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these two latter methods. Regarding methods B and E, the obtained values were intermediate, 

being 1.3-fold less than the optimal methods (A and C) with their corresponding used solvent. 

However, despite a lower efficiency, total stilbenes content obtained by method E was not 

significantly different from methods A and B. Considering stilbene complexity, monomers and 

dimers were better extracted by ethanol than ethyl acetate (Table 5). Up to 132.62 mg/g of 

monomers and dimers were determined if method A (100% EtOH) was carried out for a 

maximal value of 96.07 mg/g when EtOAc was used, in method E (100 and 80% of EtOAc). 

And inversely, ethyl acetate was more efficient for the extraction of tetramers, particularly the 

method D (100% EtOAc) with 291.84 ± 12.78 mg/g extract, a value 1.5-fold higher than the 

ones determined in the case of the other extraction methods. The contents of tetramers obtained 

with methods E (80% EtOAc) and A (100% EtOH) were not significantly different with 180.06 

± 13.36 and 190.34 ± 1.26 mg/g. The C and F methods (two successive extractions with 80% 

of solvent), regardless the solvent, were poorly efficient for tetramers extraction (approximately 

100 mg/g of tetramers recovered). We also identified and quantified 13 stilbenes in the extracts 

(Table 5). The major monomer was resveratrol, regardless the extract considered. In a general 

manner, the extractions carried out with ethanol allowed the strongest enrichment in resveratrol, 

method A (2 times 100% EtOH) being the most efficient (65 mg/g) and method D (2 times 

100% EtOAc) the worst (29 mg/g). Similarly, method D has to be avoided for the recovery of 

the two other quantified monomers, piceid and piceatannol resulting in only 0.05 and 0.015 

mg/g, respectively. Regarding methods A, B, C, E and, F, all of them triggered similar contents 

of piceid and piceatannol, approximately 1 to 3 mg/g of extract (Table 5) whereas method D is 

not efficient for the recovery of these compounds. The content of ε-viniferin, the major dimer 

present in the extracts, was relatively the same whatever the solvent and the method used, 

approximatively of 30 mg/g, except for method F (2 successive extractions with 80% EtOAc, 

19 mg/g). Surprisingly enough, we noted that the presence of water in ethanol, but not in ethyl 

acetate slightly increased the recovery of ε-viniferin. The content of ampelopsin A followed a 

similar pattern according to the methods performed, regardless the solvent: there was a 

decreased content when extractions were performed in presence of water (from methods A or 

D to C or F). For pallidol, it was the contrary as we found a stronger quantity of this compound 

if the solvents were used at 80%. In addition, we noted the low capacity of 100% EtOAc to 

recover pallidol (only 1 mg/g instead of up to 5 to 8 mg/g). Parthenocissin A extraction was 

only slightly influenced by the methods tested here. The ω-viniferin content was two times 

higher for any ethanol methods used in comparison to ethyl acetate ones (approximately 6 and 

3 mg/g, respectively). Regarding the 4 quantified tetramers (hopeaphenol, isohopeaphenol, r2-

viniferin and r-viniferin), r-viniferin was the one found in major content in grapevine extracts. 

According to the extraction method and solvent used, we noticed strong differences in the 

recovery of r-viniferin: the lowest value was obtained with method C (2 times 80% of EtOH) 

and the highest one with method D (2 times 100% of EtOAc). As for ampelopsin A, we saw a 

gradient regardless the method performed from methods A and C, the optimal ones, then 

methods B and E, and finally methods C and F. So the content in r-viniferin varied from 

approximately 50 to up to 185 mg/g of the extract.  

Similar profiles were encountered for the other tetramers with in the case of the optimal 

condition of extraction (method D), 49.8, 24.02, 32.72 mg/g of hopeaphenol, isohopeaphenol 

and r2-viniferin, respectively.  
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EtOH  EtOAc 

 
 A B C  D E F 

Monomers piceid 2.31 ± 0.31 b 3.32 ± 0.33 c 3.0 ± 0.14 bc  0.15 ± 0.12 a 2.80 ± 0.40 bc 2.67 ± 0.49 bc 

E-piceatannol 1.12 ± 0.03 b 1.21 ± 0.23 b 1.45 ± 0.22 bc  0.05 ± 0.05 a 1.99 ± 0.30 c 2.70 ± 0.41 d 

E-resveratrol 65.05 ± 8.43 c 47.37 ± 3.24 b 42.23 ± 2.64 ab  29.40 ± 5.08 a 39.74 ± 4.37 ab 34.35 ± 3.96 ab 

 Total 68.49 ± 8.73 c 51.90 ± 3.70 b 46.69 ± 2.98 b  29.60 ± 5.20 a 44.54 ± 4.98 ab 40.05 ± 4.91 ab 

Dimers ampelopsin A 22.50  ± 0.91 d 16.17 ± 1.11 bc 12.50 ± 1.17 a  18.45 ± 1.32 c 14.03 ± 1.56 ab 10.46 ± 1.56 a 

pallidol 5.16 ± 0.54 b 7.47 ± 0.59 c 7.88 ± 0.78 c  1.03 ± 0.24 a 5.22 ± 0.32 b 4.91 ± 0.85 b 

parthenocissin A 5.36 ± 0.18 c 5.46 ± 0.14 c 5.26 ± 0.56 c  4.27 ± 0.06 ab 4.21 ± 0.19 a 3.39 y a 

E-ε-viniferin 24.97 ± 1.61 c 31.48 ± 2.16 c 27.95 ± 1.70 bc  30.31 ± 3.86 bc 24.62 ± 0.42 b 19.55 ± 3.43 a 

E-ω-viniferin 6.15 ± 0.61 b 6.91 ± 0.55 b 6.60 ± 0.39 b  3.76 ± 0.18 a 3.44 ± 0.18 a 2.82 ± 0.46 a 

 Total 64.13 ± 2.95 bc 67.50 ± 2.46 c 60.20 ± 1.72 bc  57.82 ± 5.18 b 51.53 ± 1.97 b 37.63 ± 5.15 a 

Tetramers hopeaphenol 36.43 ± 0.75 d 24.51 ± 1.98 bc  19.38 ± 1.11 ab  49.80 ± 1.70 e 27.14 ± 3.70 c 18.29 ± 2.48 a 

isohopeaphenol 18.98 ± 1.33 c 16.35 ± 0.78 bc 15.57 ± 1.37 bc  24.02 ± 1.60 d 12.95 ± 1.80 b 8.74 ± 1.52 a 

r2-viniferin 20.74 ± 0.84 c 13.72 ± 1.90 ab 8.64 ± 0.10 a  32.72 ± 2.07 d 19.30 ± 4.10 bc 2.82 ± 0.46 a 

r-viniferin 114.19 ± 1.84 c 75.12 ± 10.07 b 49.6 ± 2.06 a  184.30 ± 12.97 d 119.75 ± 9.61 c 64.69 ± 8.70 ab 

 Total 190.34 ± 1.26 c 129.69 ± 13.06 ab 92.94 ± 3.03 a  291.84 ± 12.78 d 180.06 ± 13.36 bc 103.61 ± 14.09 a 

Total 

stilbenes 

 322.96 ± 10.08 de 249.09 ± 9.25 bc 199.83 ± 5.53 a  384.48 ± 19.88 e 276.33 ± 22.48 cd 169.51 ± 37.57 a 

Table 6: Stilbene content in the extracts. Two solvents were used, ethyl acetate (EtOAc) and ethanol (EtOH) and 6 extraction methods (A to F). Results are 

expressed in mg/g of dry extract as the means ± S.D. (in italics) of three independent extraction samples. The letters represent the significance. Statistical analyses 

were performed independently for each type of stilbene. 
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 Stilbene yield 

Stilbene yields were expressed in mg of stilbenes for 100 g of raw grapevine material and results 

were presented in Table 6. Some differences in total stilbenes were revealed regardless the 

solvent and the method used. The best stilbenes yields were obtained with method D (100% 

than 80% of EtOAc) and method C (2 times 80% EtOH) with values of approximately 1230 

mg/100g. Ethyl acetate whatever the considered method gave yields of 10 g/kg DW or more. 

Ethanol extractions triggered similar stilbene yields except when method A (2 times 100% 

EtOH) was applied with only 8.8 g/kg DW.  

Concerning the stilbene monomers, a gradient of extraction efficiency was observed for each 

solvent according to the method performed: from A or D to C or F, with the latters being the 

most efficient, demonstrating the requirement of some water to optimally recover stilbene 

monomers. Ethanol, regardless the method used, was the more powerful solvent for the 

monomers extraction. Overall, the method that allowed the best monomers recovery was 

therefore 2 successive extractions of the plant material with 80% of ethanol with up to 259.25 

mg/100 g DW of resveratrol obtained, for example. As for resveratrol, solvents used at 80% 

were better for extracting piceid, and ethanol tended to be the more suitable in this case. 

However, ethyl acetate, used twice at 100%, has to be avoided as only 0.6 mg/100 g DW were 

recovered compared to 18.44 for method C (ethanol, twice at 80%) which was the optimal 

condition. However, ethyl acetate was rather better for piceatannol if used at least one time at 

80%, but as previously for the other two monomers it was the worst if used 2 successively times 

at 100%. Thus it seemed that only one extraction step at 80% was sufficient to recover most of 

the monomers. In regard to the dimers, the three methods using ethanol triggered a similar 

extraction profile to the one obtained for the 2 monomers, piceid and resveratrol. Indeed, the 

most efficient method was C, followed by B and then A, so more we have steps with ethanol at 

80% more the capacity to extract dimers was enhanced. More in details, concerning the major 

dimer, ε-viniferin, the method C allowed to reach quantities of 171.22 mg/100 g DW. For ethyl 

acetate, the stilbenes yields of dimers did not so strongly differ. Indeed, except for ampelopsin 

A, for which any differences was observed between the three methods (mean value of 53.91), 

the method D (2 times of 100% EtOAc) was badly ineffective to extract dimers compared to 

methods E and F (Table 6). Contents obtained were quite similar between the two last methods 

(approximately 25.45 mg/100 g DW for pallidol, 18.76 mg/100 g DW for parthenocissin A, 

108.99 mg/100 g DW for ε-viniferin and 15.48 mg/100 g DW ω-viniferin). For the main dimer, 

ε-viniferin, the higher yield was acquired when at least one time EtOAc was used at 80%, so 

after methods E and F (approximately 110 mg/100 g DW). Thus, in the case of ε-viniferin, 

ethanol at 80% had to be preferred to gain the stronger yield. 

Regarding tetramers yields, it was obvious that the best solvent to recover these molecules was 

ethyl acetate. Indeed, the yield of total tetramers was around 1.5-fold higher after EtOAc than 

ethanol, except when EtOAc was used twice at 80% (method F) with a yield equivalent to the 

one obtained in EtOH case (Table 6). 

In addition, ethyl acetate gave yields of more than 100 mg/ 100 g DW of hopeaphenol. 

Surprisingly, in comparison to ethyl acetate, ethanol was the most efficient solvent, with method 

C (2 times 80% EtOH) applied, for the extraction of isohopeaphenol, and also convenient for 

hopeaphenol. On the contrary, regardless the percentage of water in EtOH, it presented low 

capacity for r-viniferin and r2-viniferin extraction and the obtained yields were equivalent. 
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EtOH EtOAc 

Compounds / Methods A B C D E F 

Monomers piceid 6.31 ±± 0.78 b 13.56 ±± 1.47 de 18.44 ±± 1.49 e 0.63 ±± 0.07 a 12.44 ±± 1.39 c 14.92 +/- 1.61 cd 

E-piceatannol 3.02 ±± 0.23 ab 4.93 ±± 1.14 bc  8.98 ±± 1.61 d 0.23 ±± 0.04 a 8.80 ±± 1.08 cd  15.07 +/- 0.90 e 

E-resveratrol 177.55 ± 24.73 b 198.47 ± 8.32 c 259.25 ± 23.48 c 93.32 ± 5.58 a 175.74 ± 13.60 b 177.66 +/- 7.71 b 

 Total 186,93 ± 25,6 b 216,95 ± 10,9 cd 286,67 ± 26,5 d 94,19 ± 5,5 a 196,98 ± 15,5 b 207,65 +/- 10,1 bc 

Dimers ampelopsin A 61.46 ± 4.77 a 64.97 ± 7.64 a  76.82 ± 9.50 a 56.64 ± 5.48 a 62.14 ± 6.59 a 42.95 +/- 33.13 a 

pallidol 14.06 ± 1.12 b 31.46 ± 1.61 d 48.43 ± 6.35 e 3.45 ± 0.25 a 23.12 ± 0.88 bc 27.37 +/- 1.04 cd 

parthenocissin A 14.61 ± 0.65 b 22.39 ± 1.60 cd 32.34 ± 4.44 d 12.68 ± 1.08 a 18.68 ± 0.97 bc 18.84 +/- 1.11 bc 

E-ε-viniferin 68.03 ± 1.81 b 132.93 ± 13.15 c 171.22 ± 5.45 c 94.34 ± 2.84 a 109.12 ± 2.44b  108.86 +/- 4.55 b 

E-ω-viniferin 16.72 ± 0.36 b 29.30 ± 1.0 c 40.57 ± 3.75 d 11.23 ± 0.20 a 15.25 ± 0.37 b 15.71 +/- 0.45 b 

 Total 174,89 ± 5.56 b 281,05 ± 19,8 c 369,37 ± 21,1 c 178,35 ± 4,2 a 228,32 ± 7,3 b 213,73 +/- 28,8 b 

Tetramers hopeaphenol 99.57 ± 7.64 ab 97.47 ± 11.85 b 119.0 ± 10.66 b 144.06 ± 10.98 a 120.26 ± 16.27 b 102.30 +/- 4.87 ab 

isohopeaphenol 51.77 ± 3.36 a 68.44 ± 0.38 b 95.68 ± 11.51 b 73.22 ± 2.47 a 57.38 ± 7.63 a 48.74 +/- 3.15 a 

r2-viniferin 56.80 ± 6.55a 52.96 ± 9.04 a 52.98 ± 1.64 a 99.97 ± 9.92 b 85.49 ± 17.71 b 66.66 +/- 2.94 a 

r-viniferin 311.96 ± 21.23 a 287.47 ± 37.62 a 302.65 ± 13.98 a 542.31 ± 0.83 b 512.95 ± 14.10 b 361.89 +/- 14.86 a 

 Total 520,09 ± 36,5 ab 506,33 ± 58,1 bc 570,31 ± 33,6 ab 859,56 ± 24,2 a 799,86 ± 21,2 c 579,59 +/- 24,7 b 

Total stilbene 881.91 +/- 55.44 a 1004,33 ± 67,0 ab 1226,35 ± 74,0 c 1132,10 ± 22,9 bc 1229,97 ± 41,3 c 1000,97 ± 42,2 ab 

Table 7: Yield of each stilbene in the extracts. Two solvents were used, ethyl acetate (EtOAc) and ethanol (EtOH) and 6 extraction methods (A to F). Results 

are expressed in mg for 100 g of dry raw material as the means ± S.D. (in italics) of three independent extraction samples. The letters represent the significance. 

Statistical analyses were performed independently for each type of stilbene and for total stilbenes 
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 Antimicrobial assays 

The antimicrobial efficiencies of the different extracts obtained previously were compared by 

evaluating the capacities of the extracts to inhibit the sporulation of P. viticola on foliar disc 

assays. For each extract, produced by the six methods (A to F) and the two solvents (ethanol or 

ethyl acetate), two final concentrations, 90 and 300 mg/L, were tested. The solutions of extracts 

were sprayed on foliar discs, and 24h after, the leaf discs were artificially inoculated by a P. 

viticola spores suspension. Seven days after inoculation, the sporulation level was assessed. 

Results are expressed in percentage of sporulation inhibition as means ± SD in comparison to 

the mock control that was considered 0% protected (100% infected). Results were presented in 

Figure 14. Firstly, we noted that all extracts were able to reduce the ability of the oomycete to 

sporulate. At 300 mg/L, we observed that the extracts coming from the methods A (ethanol) 

and, methods D and F (ethyl acetate) displayed a nearly total protection, between 96 and 100%.  

As the extracts were produced with a process using water in the solvent, their antimicrobial 

capacities were lower. Indeed, the level of protection was around 84, 76 and 85% with extracts 

at 300 mg/mL and obtained by method B (100% than 80% EtOH), method C (twice 80% EtOH) 

and method F (twice 80% EtOAc), respectively. The use of a lower concentration (90 mg/L) 

allowed us to notice that the most effective extracts for controlling downy mildew were those 

obtained with ethyl acetate. Indeed, extracts originated from extractions done with methods D 

and E (2 times 100% EtOAc and, 100 than 80% EtOAc, respectively) displayed an 

approximately 65% sporulation inhibition, instead up to 45% of P. viticola reduction when 

ethanol was optimally used. As mentioned about the 300 mg/L concentration, the presence of 

water on the solvents during the extraction processes generally resulted in extracts less active. 

This resulted in, the ethanolic extract obtained with method C (twice 80% EtOAc) with only 

26% protection as the least effective extract. 

 

 
Figure 14. Inhibition of the sporulation of Plasmopara viticola by stilbene extracts. 

Two solvents were used, ethyl acetate (EtOAc) and ethanol (EtOH) and 6 extraction methods 

(A to F). The obtained extracts were tested at 0 and 300 mg/mL. Results are expressed in 

percentage of inhibition of sporulation. Significant differences between each extract was set at 

p<0.05, letters represent significance. Statistical analyses were performed independently for 

each type of methods. 
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To better put in evidence, the origin of extracts and their oomycidal activity, we performed a 

principal component analysis (PCA) (Figure 15). PCA score plot clearly discriminated the 

samples by the first two principal components (PC1 and PC2) which cumulatively accounted 

for 87.03% of the variation in all variables. PC1 explained 52.58% of the variation and 

separated all the EtOH conditions and the method F (EtOAc condition, 2 times 80% EtOAc) 

with from extracts obtained by EtOAc with methods E and D (first extraction always with 

100%), while PC2 which accounted for 34.45% showed that all extracts originating from EtOH 

methods were different from all extracts originating from EtOAc methods. The PCA underlined 

that extracts produced by the methods D and E were the one that were more linked to a strong 

oomycidal activity. This resulted from the content of tetramers as well as, nevertheless to a 

lesser extent from the content of total stilbenes. Conversely, the monomers content seemed to 

explain the lower antimicrobial activity of extracts produced by methods A, B and C. Indeed, 

the correlation between monomers or dimers content and oomycidial activity was negative and 

not significant, while the correlation between tetramers or total stilbene content and oomycidial 

activity was positive and significant, with a Pearson’s correlation coefficient of 0.744 and 0.244 

respectively. Within stilbenes, it would therefore be the tetramer content that is responsible for 

the oomycidal activity.    

 

 
 

Figure 15: Score plot of principal component analysis (PCA) on quantifications of stilbenes 

monomers, dimers and tetramers and, total stilbenes and, antimicrobial activity discriminating 

each method of ASE extraction (A to F): method A (2 successive extractions with 100% EtOH), 

method B (100% than 80% of EtOH), method C (2 times 80% EtOH), method D (2 successive 

extractions with 100% EtOAc), method B (100% than 80% of EtOAc), method C (2 times 80% 

EtOAc). Two solvents were used: ethanol (EtOH) and ethyl acetate (EtOAc). 
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Pilot extraction  

In the perspective of a production of the stilbene extract at an industrial level, we adapted the 

two more promising methods identified with the ASE extraction, in pilot, semi-industrial 

conditions of extraction. As describe above, the D and E methods using ethyl acetate as solvent 

were the most efficient to obtain the largest tetramers yield. For this reason, we chose to 

evaluate both methods for their ability to recover oligomerized stilbenes. The method G 

consisted in 2 successive extractions with 100% ethyl acetate, and the method H in a first 

extraction with 100% ethyl acetate and the second one with 85%. In addition, we have studied 

the possibility to enrich the obtained extracts in complex stilbenes thanks to a liquid-liquid 

extraction, as we have noticed that monomers and dimers preferentially been extracted in 

presence of water and as potentially some polar compounds (sugars as instance) can have been 

recovered. Firstly, we considered the yield expressed in percent corresponding to the quantity 

of extract powder obtained from raw plant source. We obtained, before liquid-liquid extraction 

(bLL), yields of 3.1% ± 0.1 and 4.3% ± 0.3 with methods G and H, respectively (data not 

shown). After liquid-liquid extraction (aLL), the values of the yield were equivalent to of 2.9% 

and 4.2% ± 0.1 with methods G and H, respectively (data not shown). Thus, we did not observe 

an effect of the liquid-liquid extraction step. However, the method H allowed to obtain the 

highest yield values. 

The H method (first extraction with 100% ethyl acetate and the second one with 85%) resulted 

in higher total stilbene contents, and especially after enrichment. The method G (2 successive 

extractions with 100% ethyl acetate), before the liquid-liquid extraction step (bLL), triggered 

the lowest total stilbene value. Concerning the yields, we do not observe any significant 

differences before or after enrichment. However, the H-method gives the highest yield values 

before or after enrichment. More in details, this was mainly the case for monomers and dimers. 

The trimer was better extracted by method H and the liquid-liquid extraction enrichment step 

did not significantly improve its recovery. Concerning tetramers, the extract richer in tetramers 

was obtained by method G followed by the enrichment step. However, no significant 

differences were observed between all methods and with or without liquid-liquid extraction, 

except for method G with no enrichment that presented the lowest value (Table 7). 

 

As one of our objectives was to enrich as far as possible the extract in tetramers and that the 

liquid-liquid extraction step allowed to do that in the case of method G, we studied the stilbene 

yields obtained after liquid-liquid extraction. Regarding the yield of total stilbenes, the H 

method was more efficient and allowed obtaining almost twice fold-more stilbenes than method 

G (2191.4 ± 112.1 and 1301.6 ± 53.6 mg per 100 g of DW, respectively) (Table 8). The method 

H allowed to reach higher values, whatever the stilbene considered. Noticeably, with method 

H, very high tetramer yields were noted with for example 362 mg/100 g of extract and more 

than 250 mg/100 g of extract of hopeaphenol or isohopeaphenol.  
The capacity of the extract obtained with the optimal method, method H, to reduce the 

development of downy mildew was evaluated using a foliar disc assay. At 300 mg/L, the extract 

inhibited totally the sporulation of P. viticola (data not shown). 
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Table 8: Stilbene contents in extracts obtained by pilot extractions. 

Two extraction methods with ethyl acetate (EtOAc) were performed: method G (2 successive 

extractions with 100% ethyl acetate) and method H (100% ethyl acetate and the second one 

with 85%) and the stilbenes contents are presented before (BE) and post-enrichment (PE) of 

obtained extracts by a further liquid-liquid extraction step. Stilbene contents are expressed in 

mg/g dry matter (DM) of extract. The letters represent the significance. Statistical analyses were 

performed independently for each type of stilbene and for total stilbenes  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As one of our objectives was to enrich as far as possible the extract in tetramers and that the 

liquid-liquid extraction step allowed to do that in the case of method G, we studied the stilbene 

yields obtained post-enrichment. Regarding the yield of total stilbenes, the H method was more 

efficient and allowed obtaining almost twice fold-more stilbenes than method G (2191.4 ± 

112.1 and 1301.6 ± 53.6 mg per 100 g of DW, respectively) (Table 8). The method H allowed 

to reach higher values, whatever the stilbene considered. Noticeably, with method H, very high 

tetramer yields were noted with for example 362 mg/100 g of extract and more than 250 mg/100 

g of extract of hopeaphenol or isohopeaphenol.  

The capacity of the extract obtained with the optimal method, method H, to reduce the 

development of downy mildew was evaluated using a foliar disc assay. At 300 mg/L, the extract 

inhibited totally the sporulation of P. viticola (data not shown). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
        G         H 

Monomers 
BE 67.0 ± 3.2 a 91.8 ± 4.2 b 

 
PE 73.8 ± 3.4 a 93.4 ± 4.9 b 

Dimers 
BE 79.9 ± 5.5 a 163.8 ± 9.2 b 

 
PE 91 .0 ± 4.1 a 169.7 ± 12.0 b 

Tetramers 
BE 226.9 ± 18.0 a 236.0 ± 10.6 ab 

 
PE 263.7 ± 10.5 b 246.1 ± 9.4 ab 

Total stilbenes  
BE 381.6 ± 27.4 a 502.9 ± 24.1 bc 

 
PE 438 ± 18 b 521.5 ± 26.7 c 
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Table 9: Yield of twelve stilbenes in extracts obtained by pilot extractions. 

Two extraction methods with ethyl acetate (EtOAc) were performed: method G (2 successive 

extractions with 100% ethyl acetate) and method H (100% ethyl acetate and the second one 

with 85%) and the stilbenes yields are presented post-enrichment of obtained extracts by a 

further liquid-liquid extraction step. The yields are given in mg per 100 g of dry matter. 

Statistical analyses were performed independently for each type of stilbene and for total 

stilbenes 

 

 G H 

Monomers   

E-piceid 2.1 ± 0.1 a 8.4 ± 0.6 b 

E-piceatannol 7.7 ± 0.1 a 26.9 ± 2.7 b 

E-resveratrol 209.5 ± 9.1 a 356.9 ± 20.2 b  

Dimers   

pallidol 12.3 ± 0.5 a 85.2 ± 6.1 b 

E-ampelopsin A 57.6 ± 2.7 a 107.4 ± 5.7 b 

E-parthenocissin A 12.9 ± 0.9 a 43.0 ± 3.3 b 

E-ε-viniferin 168.4 ± 7.6 a 416.4 ± 33.9 b 

E-ω-viniferin 19.2 ± 0.8 a 60.9 ± 4.5 b 

Tetramers   

hopeaphenol 173.1 ± 2.5 a 255.3 ± 12.7 b 

isohopeaphenol 175.0 ± 9.1 a 292.9 ± 17.5 b 

r2-viniferin 99.1 ± 5.7 a 123.7 ± 3.8 b 

r-viniferin 336.5 ± 15.1 a 362.0 ± 11.8 b 

Total stilbenes  1301.6 ± 53.6 a 2191.4 ± 112.1 b 

 

Discussion 

This study aimed to propose an extraction protocol from grapevine trunk and roots that could 

be convenient for producing an extract enriched in oligomerized forms of stilbenes that have 

strong antimicrobial activities such as viniferins. The ultimate goal was to facilitate the use of 

these natural extracts in vineyard as alternatives to synthetic pesticides. The method that we 

proposed was developed in the spirit of offering a sustainable and eco-friendly approach of 

extraction that could be use in agricultural field and that can be transferable for a production at 

an industrial level. We chose to work with two solvents, ethanol and ethyl acetate, considered 

as "green" and firstly we compared their capacities to recover stilbenes, particularly tetramers, 

and, secondly, we looked for the oomycidal activity of the obtained extracts.  

The use of solvents in industrial processes can be of great concern for the environment when 

they display some toxicity. Reducing their use is one of the major objectives of green chemistry. 
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In addition, if the solvent can be recovered during the process, it significantly improves the 

sustainability of the chemical production and moreover it reduces the cost of production. 
In our study, we have shown that ethyl acetate consisted in a solvent of choice to extract 

stilbenes and particularly the most complex stilbenes present in trunk and roots of grapevine, 

such as tetramers. We have also noticed that the extraction method was important to consider. 

Indeed, we observed that the addition of a certain proportion of water (here 20%) can be 

deleterious for the optimal extraction of the most complex compounds such r-viniferin as it 

triggered a lower recovery of oligomerized compounds and an improved one of monomers and 

dimers. In a previous study, it was demonstrated that amongst different solvents including those 

used in our study, ethyl acetate allowed the optimal enrichment in flavonoids of Caralluma 

europaea roots, compounds chemically close to stilbenes, followed by ethanol (Zazouli et al., 

2016). Ethanol is a more polar solvent than ethyl acetate, thus explaining that the latter is more 

efficient to extract non-polar compounds. Some authors have already investigated the capacities 

of acetone and methanol to extract from grapevine shoots, by ASE,  resveratrol, ε-viniferin and 

r2-viniferin (Soural et al., 2015). They found that the most efficient solvent was methanol with 

a total concentration of these three stilbenes of 8.5 g/kg DW. This concentration was relatively 

similar to the one we obtained for three of the major stilbenes of our extract (i.e. resveratrol, ε-

viniferin and r-viniferin) with the method done with a first extraction with 100% EtOAc and a 

second one with 80% EtOAc (7.7 g/kg DW). However, the use of methanol is susceptible to be 

banned as it is not convenient in a green chemistry context. Mixture of ethanol/water has also 

been found to be effective for the extraction of resveratrol and ε-viniferin (Rayne, Karacabey, 

& Mazza, 2007). Ethanol meets the criteria of green chemistry and as a protic solvent, it is said 

more effective for extracting stilbenes from grapevine canes (Aliaño-González, 2020). We 

showed here that ethyl acetate, an aprotic solvent, allowed the production of extracts enriched 

in stilbenes, in particular tetramers. Some studies have been done on other plants to investigate 

the power of different solvents for the recovery of various polyphenols. As instance, Babbar 

and its colleagues (2014) reported that methanol and ethyl acetate, compared to chloroform and 

n-hexane, were better in extraction of phenolic compounds of dried residues from four different 

vegetables (pea pod, cauliflower waste, potato peel and tomato peel. They suggested that this 

better ability could result to their higher polarity and better solubility for phenolic components 

present in plant materials. In another study, the extraction of polyphenolic compounds from 

pomaces was examined and EtOAc was demonstrated as the best solvent out of 6 (80% MeOH, 

80% EtOH, EtOAc, acetone, acidified 50% and 80% MeOH) for obtaining the highest 

abundance of flavonoids (Pintac et al., 2018). The assumption made for this result is that EtOAc 

was used at 100% and not the other solvents, and so the latters extract strong amounts of polar 

bulk compounds, that consequently lowered the concentration of polyphenols. EtOAc possesses 

a low recovery of polar phenolics but a higher selectivity towards less polar polyphenols, thus 

generating extracts with higher purity in non-polar compounds. 

In comparison to a green chemistry technical extraction such as subcritical water at high 

temperature conditions (160°C), the total stilbene contents that was obtained here were in the 

same order (Gabaston, Leborgne, Valls, Renouf, Richard, et al., 2018). Moreover, concerning 

the recovery of tetramers, the methods that we have evaluated were much more effective than 

a subcritical water extraction method performed on grapevine wood (Gabaston, Leborgne, 

Valls, Renouf, Richard, et al., 2018). Other technical alternatives, solvent-free or low-solvent, 

such as supercritical CO2 extraction, have been reported for stilbenes extraction from shoots. 

However, low yields were obtained, especially for complex compounds as tetramers (Zachová 

et al., 2018). In addition, these techniques lay on the requirement of high pressure and often 

high temperatures that constitute disadvantages for the development of green industrial 

chemistry as too much energy is consumed. Moreover, high temperatures can degrade some 

compounds of interest such as resveratrol, particularly sensible (Karacabey et al., 2012). In 
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addition, these alternatives are relatively of high production costs that can be supported by food 

supplement or cosmetics industry but not in the perspective of use of bioactive compounds in 

plant protection field. 

Regarding the antimicrobial results of the extracts that we produced, they highlighted the fact 

that an ethyl acetate extraction allowed the production of highly active extracts. In addition, 

regardless the solvent used, ethanol or ethyl acetate, used as pure solvents, so in absence of 

water, provided a better production of extracts offering a strong protection against downy 

mildew. By analysing the stilbenes content, we showed that this effectiveness was not only 

related to the total amount of stilbenes but more likely to the tetramers content. Indeed, the 

extracts containing the higher quantity of tetramers were the most active. Those results are not 

surprising considering the high antimicrobial activity already reported for stilbenes tetramers 

(Gabaston, Cantos-Villar, et al., 2017; Schnee et al., 2013). It is also interesting to note that 

ethyl acetate can be recycled after extraction by distillation and reused in extraction processes. 

Ethyl acetate, considered as a green solvent, is in consequence a solvent of high interest. As a 

remark, having knowledge of the quantity of the most active compounds in extracts,  it can be 

easier to identify the parameters in the production process that have to be optimized to obtain 

the most effective extract. Such optimization could lead to further dose reduction and therefore 

also the lowering of treatment costs. This is particularly important to be highlighted in the 

context of a transition towards a sustainable agriculture. 

Finally, we have shown that ethyl acetate extractions can be applied on a semi-industrial scale 

to produce extracts enriched in oligomerized that were highly active against P. viticola. Indeed, 

compared to the literature, the optimal extracts that we produced contained more tetramers. For 

example when root extracts and wood extracts contain a total of 175.66 and 172.66 mg/g extract 

respectively, the two extracts that we made with methods G and H contained 263.7 and 246.1 

mg/g extract, respectively (Gabaston et al., 2017). The extracts produced were particularly rich 

in tetramers. Concerning total stilbenes, the extract from method G contained a relatively 

similar amount than a wood extract (381.6 versus 351.45 mg/g, Gabaston et al (2017)). 

Conversely, the extract from method H was much richer than the extract obtained in this latter 

study as it contained 502.9 mg/g of stilbenes. If the quantity of tetramers was relatively similar 

between the two methods (G and H), the quantity of dimers was much higher in the case of the 

method H. Moreover, we have shown that the pilot extraction technique that we developed 

allowed the production of extracts richer in stilbenes than the ASE technique.  

Thus, the extraction method H, transferable to industrial production conditions, allowed the 

production of extracts highly enriched in stilbenes, and more particularly in tetramers.  

 

Conclusion 

In this study, we showed the high ethanol extraction capacities for stilbene monomers and 

dimers. We highlighted that ethyl acetate, particularly in absence of water, was a convenient 

solvent for the recovery of stilbenoid tetramers. Extracts from ethyl acetate extractions, 

obtained by either ASE or pilot extractions, were the most effective in controlling grapevine 

downy mildew. Therefore, considering the renewable and environmentally friendly nature of 

ethyl acetate, this solvent could be proposed for the production of highly active extracts that 

could be used for vineyard protection.  
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F. Production, caractérisation et formulation de l’extrait enrichi en stilbènes 

STILPROTECT 

La méthode H décrite précédemment est une méthode durable et considérée comme 

probablement la plus économique et la plus efficace en comparaison aux autres méthodes ici 

analysées. Par ailleurs, d’un point de vue pratique et technique, la méthode H est des plus 

intéressantes car l’acétate d’éthyle pur peut être recyclé. De plus, cette méthode permet un gain 

de temps et d’efficacité lors de l’étape d’enrichissement, comparé aux méthodes utilisant de 

l’éthanol issues de la littérature. En effet, l’extraction liquide/liquide, effectuée par l’utilisation 

d’un mélange acétate d’éthyle/eau (50/50 ; v/v), peut directement être menée sur le filtrat, dont 

le solvant en présence est déjà l’acétate d’éthyle. A l’inverse, avec l’éthanol, il est nécessaire 

de lyophiliser l’extrait, de le re-solubiliser dans de l’acétate d’éthyle avant de réaliser 

l’extraction liquide/liquide.  

La possibilité de transfert de cette méthode vers des applications industrielles est ainsi 

envisageable. C’est pourquoi nous avons choisi la méthode H pour la production en large 

quantité de l’extrait de ceps/racines, nommé STILPROTECT, extrait qui sera utilisé pour toutes 

les expérimentations ultérieures, dont des essais de protection au vignoble. 

La méthode d’extraction choisie, l’objectif était de préparer l’extrait STILPROTECT en 

quantité suffisante pour assurer tous les travaux de recherche et essais du projet, de le 

caractériser chimiquement et notamment d’évaluer l’homogénéité des lots d’extraction. Enfin, 

une formulation a été développée pour l’extrait afin de réaliser des expérimentations au 

vignoble.  

a) Protocole d’extraction  

    Le matériel végétal utilisé est constitué de 70% de ceps et 30% de racines de vigne de 

Merlot/SO4 issues du vignoble du Château Rochemorin. Les vignes ont été arrachées en janvier 

2017. Trente kg de ce matériel ont été broyés au laboratoire sous forme de fins copeaux de 

diamètre inférieur à 4 mm. La proportion matière végétale/solvant est de 1:10 (poids/volume) 

et nous avons utilisé généralement 400 g de ceps et racines par extraction. L’extraction est 

réalisée par agitation durant 2 h à la température de 60°C (Figure 16). Deux extractions 

successives sont menées sur la matrice végétale, soit 100% acétate d’éthyle puis 85/15 acétate 

d’éthyle/eau (v/v). Puis, une étape d’extraction liquide-liquide (L/L) contre de l’eau distillée 
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50/50 (v/v) est effectuée sur les filtrats réunis et issus des deux extractions. L’extraction L/L est 

répétée une seconde fois. La phase organique est récupérée puis évaporée. L’extrait obtenu est 

lyophilisé et stocké à l’obscurité, à température ambiante et en absence d’humidité. Le 

rendement moyen des extraits enrichis en stilbènes est de 4,24 %. Ainsi, à partir de 25 kg de 

ceps et de racines de vigne, nous avons produit 1,1 kg d’extrait STILPROTECT enrichi en 

stilbènes pour un total de 59 extractions réalisées au laboratoire.  

 

 Figure 16. Schéma du procédé d'extraction entrepris pour la production de l'extrait enrichi en  

stilbènes, nommé STILPROTECT. Deux extractions successives sont effectuées sur de la 

poudre végétale. MV signifie matériel végétal. 

b) Dosage des stilbènes par CLHP  

    Le dosage des stilbènes a été réalisé grâce à une CLHP Agilent 1100 LC. La colonne est une 

Prontosil C18. Le gradient utilisé est présenté dans le Tableau 9. Le solvant A est constitué 

d’eau et d’acide trifluoroacétique (TFA 0,025 %), et le solvant B est constitué d’acétonitrile 

ACN et d’acide trifluoroacétique (TFA 0,025 %). 

Les standards des 13 stilbènes quantifiés ici sont : picéide, parthénocissine A, E-resvératrol, E-

picéatannol, pallidol, ampélopsine A, E-ε-viniférine, E-ω-viniférine, E-miyabénol C, 

hopéaphénol, isohopéaphénol, r2-viniférine et r-viniférine (Figure 17). Ils ont été obtenus au 

laboratoire à partir d’extraits de sarments et de racines de V. vinifera. Leur extraction et leur 

purification ont été réalisées par CLHP préparative Varian Pro Star équipée d’une colonne 

Agilent Zorbax 168 SB-C18 PrepHT 250 mm x 21,2 mm, 7 μm. Les solvants utilisés sont 

identiques à ceux décrits précédemment pour l’analyse CLHP. Les composés ont été solubilisés 

à 40 mg/mL dans du méthanol/eau 50/50 (v/v). L’identité et la pureté des composés ont été 

Solvant Ethanol/ 
Acétate d’éthyle 

2 h à 60 °C 

Agitation 

Extraction Filtration 

Analyse CLHP 

Enrichissement  

2nde 

extraction 

1ère 

extraction 

Filtrat 

MV 
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vérifiées par CLUHP-UV-DAD, LC-MS et par analyse RMN. Les standards ont une pureté 

supérieure à 95 %.  

 

Tableau 10 : Gradient de solvants utilisé pour le dosage des stilbènes en chromatographie 

HPLC 

Temps (min) % de solvant A % de solvant B 

0 90 10 

4 90 10 

20 80 20 

30 70 30 

40 70 30 

60 55 45 

61 0 100 

70 0 100 

71 90 10 

75 90 10 

 

Les 13 stilbènes standards ont été injectés à différentes concentrations 0, 1, 5, 25, 50 et 100 

µg/mL en triplicata dans le but d’obtenir une gamme étalon pour chacun d’entre eux. Les 

données obtenues ont été analysées à l’aide du logiciel Bruker Data Analysis 3.2. 

 

Figure 17. Chromatogramme HPLC à 280 nm présentant les 13 pics correspondant aux 13 

stilbènes quantifiés dans les extraits. 
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c) Analyse d’homogénéité des différents lots d’extraction 

    Afin de s’assurer de l’homogénéité de la teneur des stilbènes présents dans les 59 lots 

d’extraction, les 13 stilbènes quantifiables ont été dosés pour chaque lot par CLHP. La 

Figure 18 présente la teneur moyenne de chaque stilbène des 59 lots d’extraits. Au vu des 

faibles écarts-types, nous concluons de la robustesse de notre méthode. Les extraits issus des 

59 lots de production contiennent en moyenne 478,6 mg de stilbènes par g d’extrait sec. Cinq 

composés majoritaires (> 30 mg/g MS) sont présents : le resvératrol, l’hopéaphénol, 

l’isohopéaphénol, l’ε-viniférine et la r-viniférine. Nous avons rassemblé ces 59 lots d’extraits 

afin de n’obtenir plus qu’un seul extrait homogène nommé extrait STILPROTECT.   

 

Figure 18: Teneur moyenne en stilbènes des extraits issus des 59 extractions (en mg de 

stilbènes par gramme d’extrait total sec). 

d) Formulation  

    Dans le but d’optimiser l’effet protecteur de l’extrait STILPROTECT au vignoble, il est 

nécessaire de développer une formulation. Celle-ci doit contenir a minima des agents mouillant 

et émulsifiant. Les différents composés d’une formulation, appelés co-formulants, ont aussi 

souvent pour objectif d’assurer la meilleure solubilité possible des composés actifs de l’extrait 

ainsi qu’une bonne répartition de ceux-ci lors de l’application de l’extrait sur les feuilles de 

vigne. La formulation a été effectuée en prestation de service avec la société Encapsulation 
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Technologies (Cressensac-Sarrazac, 46 600). Celle-ci a pour composition : 80% de polysorbate 

20 (Tween 20), 15% de polysorbate 80 (Tween 80) et 5% de sophorolipides. Les Tween 20 et 

80 ont un rôle de tensioactif et permettent une bonne répartition de l’extrait sur les feuilles lors 

du traitement. Les sophorolipides permettent une bonne solvatation de l’extrait. La solution de 

co-formulants se présente sous la forme d’un liquide jaune visqueux. La concentration finale 

recommandée par le fabricant est de 9 g/L de bouillie. Par rapport à la solution de l'extrait 

STILPROTECT non formulée, la solution d’extrait formulée présente des propriétés qui 

limitent la formation de gouttes lorsqu'il est appliqué par pulvérisation sur la face supérieure 

des feuilles de vigne (Figure 19). Cela peut améliorer la distribution des composés actifs sur la 

plante traitée, ce qui optimise leur efficacité en tant que bouclier protecteur en cas d'attaque 

ultérieure de la feuille par un agent pathogène. 

 

 

Figure 19 : Application de l’extrait STILPROTECT avec ou sans coformulants (A et B, 

respectivement) par pulvérisation sur des feuilles de Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon. 

    A ce moment-là de notre projet, l’extrait a été produit de manière optimisée, caractérisé 

chimiquement et formulé. La suite du manuscrit présente les études relatives aux activités 

biologiques de l’extrait. Cette description se divise en deux principaux points qui sont 

premièrement l’étude de l’activité oomycide de l’extrait ainsi que de son activité de stimulation 

des défenses naturelles des plantes. Deuxièmement, l’activité antifongique de l’extrait sera 

étudiée envers B. cinerea, agent de la pourriture grise. 
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III. Etude de l’activité biologique de 

l’extrait STILPROTECT : activité 

oomycide et stimulatrice de défenses 
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A. Introduction et objectifs  

    Parmi les oomycètes, certains d’entre eux sont responsables de maladies chez les plantes 

pouvant entrainer des pertes économiques importantes. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer 

notamment P. viticola, agent responsable du mildiou de la vigne, Phytopthothora infestans, 

responsable du mildiou de la pomme de terre et de la tomate, ou encore Pseudoperonospora 

cubensis et Bremia lactucae, respectivement responsables du mildiou du melon et de la laitue. 

Aujourd’hui, ces maladies sont généralement contrôlées par l’utilisation de pesticides de 

synthèse ou de cuivre sous la forme de bouillie. 

    La viticulture est parmi les cultures les plus consommatrices de pesticides de synthèse et de 

composés cupriques. Cependant, de telles méthodes de lutte présentent des effets néfastes pour 

l’environnement. Aussi, d’autres méthodes de contrôle, dites alternatives, doivent être utilisées. 

Parmi celles-ci, il peut être envisagé d’appliquer sur les plantes non pas des pesticides de 

synthèse mais des biopesticides, c’est-à-dire des produits dotés d’activité antimicrobienne 

d’origine naturelle. Des extraits de vigne issus de sarments, de racines ou de troncs ont été 

étudiés pour leur capacité d’inhiber le développement de certains agents pathogènes. Cependant 

dans ces études précédentes, n’a souvent pas été renseigné ni l’effet de combinaisons d’extraits, 

ni l’activité antimicrobienne sur plusieurs agents pathogènes et souvent les essais ont été 

réalisés dans des conditions in vitro et non dans des conditions semi-naturelles ou naturelles. 

    Nous avons souhaité étudier l’activité oomycide d’un extrait de ceps et de racines de vigne, 

nommé STILPROTECT, à plusieurs niveaux. Une stratégie préventive a été adoptée c’est-à-

dire que les feuilles ou des disques foliaires de vigne ont été traitées précédemment à leur 

inoculation par l’agent pathogène. Dans un premier temps, nous nous avons étudié l’activité de 

l’extrait envers le mildiou de la vigne, avant d’étendre nos analyses à différents oomycètes. 

Nous avons établi la CI50 et la CI100 de l’extrait à inhiber le développement de P. viticola à 

l’aide d’essais sur disques foliaires. De plus, nous avons suivi l’effet de l’extrait 

STILPROTECT sur la mobilité des zoospores car leur mobilité est un paramètre essentiel pour 

la colonisation des feuilles par le mildiou. Dans un second temps, nous avons déterminé 

l’activité de l’extrait en conditions semi-contrôlées et au vignoble. Pour se faire, l’extrait a été 

appliqué tel que et/ou formulé. Enfin, nous avons évalué l’activité de l’extrait STILPROTECT 

formulé sur d’autres oomycètes tels que P. infestans, P. cubensis et B. lactucae lors d’essais 

menés en conditions semi-contrôlées sur leur hôte(s) respectif(s).  
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    Une autre stratégie de contrôle des maladies repose sur l’utilisation de molécules aptes à 

induire les défenses naturelles des plantes. Certains extraits de plantes ont été rapportés pour 

une telle aptitude. Aussi nous avons mesuré la capacité élicitrice de défenses de l’extrait 

STILPROTECT, totamment plus qu’il a été récemment montré qu’un extrait de stilbènes 

produit depuis des sarments de vigne possède une telle activité (De Bona et al. 2019). Pour se 

faire, après traitement des feuilles de vigne par l’extrait STILPROTECT, nous y avons suivi 

l’expression de gènes marqueurs de défense et analysé la production de stilbènes. Nous avons 

également évalué le niveau de résistance envers le mildiou que conférait l’extrait via son activité 

élicitrice. Ainsi nous avons traité des feuilles de vigne par l’extrait que nous avons ensuite 

nettoyé avant de les inoculer par P. viticola pour y suivre son développement. 

B. Montage expérimental 

a) Préparation de l’extrait STILPROTECT et de l’extrait formulé 

L’extrait STILPROTECT non formulé est dissout dans une solution éthanolique 

(concentration finale de l’EtOH de 1%). Pour les essais mesurant l’activité de l’extrait « seul », 

le témoin négatif (contrôle) consiste en une solution à 1% d’éthanol. Concernant l’extrait 

formulé, celui-ci est repris dans une solution à 2,7 g/L d’EtOH 95% (Cf EtOH 0,35%) à laquelle 

est additionné un mélange de Tween80/Tween20/sophorolipides à la concentration finale de 9 

g/L conformément à la description faite précédemment (cf. partie II. F. e. Formulation). Les 

solutions sont préparées de manière extemporanée.  

b) Essais anti-mildiou de la vigne 

 Essais pour évaluer la mobilité des zoospores 

L'effet inhibiteur de l'extrait de stilbènes a été évalué sur la mobilité des zoospores de P. 

viticola à des concentrations comprises entre 5 et 100 µg/mL. Dans ce but, des sporanges de 

mildiou ont été collectées à partir de feuilles inoculées 7 jours auparavant et laissées pendant 1 

h à température ambiante afin de permettre la libération des zoospores depuis les sporanges. 

Puis, selon la condition considérée, différentes concentrations de l'extrait STILPROTECT ou 

de l’éthanol ont été additionnés à la solution de sporanges, avec toujours avec 1% d’éthanol en 

concentration finale. La mobilité a été évaluée en comptant un nombre total minimal de 50 

zoospores, mobiles et/ou immobiles, pendant au moins 1 min sous un microscope optique 400x.  
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 Essais d’activité inhibitrice sur disques foliaires 

Des disques foliaires sont découpés à l’aide d’un emporte-pièce depuis des feuilles F3 (3ème 

feuille étalée en partant de l’apex de la tige) récoltées à partir de jeunes plants de Cabernet 

Sauvignon cultivés en serre. Ces disques sont déposés sur leur face adaxiale dans des boites de 

Petri contenant un papier Wattman humidifié par 3 mL d’eau pour une boîte de 90 mm de 

diamètre. Les solutions à étudier (extraits ou solution Contrôle) sont pulvérisées à l’aide d’un 

pulvérisateur en plastique sur les disques jusqu’à l’apparition de gouttelettes à leur surface. Les 

boîtes contenant les disques foliaires sont ensuite placées une nuit à l’obscurité. Le lendemain, 

elles sont exposées, couvercle retiré, sous hotte à flux laminaire afin de sécher les goutelettes 

des différentes solutions, précédemment pulvérisées sur les disques. Les disques secs, 

l’inoculation par P. viticola est réalisée par le dépôt de gouttes de 15 µL d’une suspension de 

spores à 15.103 spores/mL. Ainsi, trois gouttes sont disposées par disque foliaire. Les boîtes 

sont alors mises une nuit à l’obscurité à température ambiante. Le lendemain, les gouttes sont 

aspirées et les boîtes placées en chambre de culture sous un cycle de lumière de 18h/6h 

(lumière/obscurité) à 23°C +/- 2°C. Le développement du mildiou, plus exactement sa 

croissance mycélienne et sa capacité à sporuler, est évalué par lecture visuelle 6 jours après 

inoculation. Il est estimé en pourcentage d’infection par rapport aux disques Contrôle 

représentant 100% du développement. Par modalité, trois boîtes sont réalisées avec six disques 

foliaires par boîte, et l’essai a été réalisé 3 fois de manière indépendante. 

La capacité de l'extrait à maintenir une protection dans le temps a également été évaluée. 

Pour cela, de jeunes boutures en serre ont été traitées par pulvérisation avec l'extrait de stilbènes 

à 0,3 g/L ou bien par de la bouillie bordelaise (BM) à 4,2 g/L. Les contrôles ont été traités par 

une solution d’éthanol à 1% préparée avec de l’eau distillée. Un, 2, 3 et 6 jours après traitement, 

des feuilles (F3) ont été prélevées et des disques foliaires réalisés depuis celles-ci afin de les 

inoculer par une suspension de spores de P. viticola au laboratoire. La suspension de spores a 

été réalisée telle que dans l’essai réalisé totalement in vitro. Cinq plantes ont été utilisées par 

condition et 3 expérimentations indépendantes ont été conduites. Le pourcentage d’infection de 

P. viticola est exprimé tel que précédemment. 

Par ailleurs, afin de ne mesurer que la protection conférée suite à l’activité élicitrice de 

défense de l’extrait et non celle aussi attribuée à la protection directe antimicrobienne de 

l’extrait, des expérimentations similaires ont été réalisées mais cette fois-ci les feuilles traitées 

puis prélèvées ont été lavées avant leur inoculation. Pour cette expérimentation, aussi réalisée 

3 fois de manière indépendante, l’extrait a été appliquée à deux concentrations différentes (0,3 
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et 1 g/L). Le pourcentage d’infection de P. viticola est alors calculé comme indiqué dans le 1er 

paragraphe. 

 

 Essais d’activité inhibitrice en conditions semi-contrôlées 

L’évaluation de l’activité anti-mildiou de l’extrait STILPROTECT sur plantes entières a été 

réalisée par la société Sciences Agro Atlantique (Saint Germain du Puch, 33 750). Les 

conditions de température et d’hygrométrie de la serre sont respectivement en moyenne de 21 

°C et 63%. Le cycle de lumière est le cycle de lumière naturel au moment de l’expérimentation 

(mois d’avril, mai ou juin soit 13 à 15 heures de lumière par jour). Cinq jeunes plants de V. 

vinifera cv. Merlot par modalité ont été uilisés. Quatre modalités (Témoin, Extrait formulé, 

Extrait non formulé, Bouillie Bordelaise (BB)) ont été réalisées lors de ces expérimentations 

(Tableau 10). Les solutions à pulvériser (extrait à 0,3 g/L et BB à 4,2 g/L) ont été préparées 

extemporanément avant chaque traitement. La dose d’extrait appliquée (0,3 g/L) est basée sur 

la CI100 précédemment déterminée lors des essais in vitro. Pour l’extrait formulé, les co-

formulants sont identiques à ceux utilisées pour les tests sur disque foliaire et leur concentration 

(9 g/L) est également similaire. Les témoins n’ont reçu aucun traitement.  

Les solutions ont été pulvérisées à l’aide d’un pulvérisateur à jets projetés avec une rampe 

en U. Les doses ont été calculées sur la base d’un volume de bouillie de 600 L/ha. Au total, 4 

traitements ont été appliqués avec un intervalle de 8 à 10 jours entre chacun. À titre d'exemple, 

le calendrier de la première expérience, avec les dates d’application nommées A, B, C et D, est 

présenté à la Figure 20 (Publication). Le premier traitement (A) a été réalisé au stade 4 feuilles 

puis les 3 applications suivantes (B, C et D) ont été menées avec un intervalle de temps de 8-

10 jours entre chacune d’entre elle. Un jour après le deuxième traitement, la surface abaxiale 

de deux feuilles d'une plante a été inoculée avec une solution de sporanges de P. viticola 

fraîchement préparée à 46 000 spores/mL (inoculation artificielle). Dès l'apparition des 

premiers symptômes de la maladie environ 10 jours après la première inoculation, une seconde 

inoculation, imitant une infestation naturelle, a été effectuée par brumisation avec de l'eau. Une 

autre inoculation "naturelle" a été effectuée 7 jours après le dernier traitement à l'extrait. 

L'incidence du parasite représente le nombre de feuilles infectées et la gravité de la maladie la 

surface de la feuille couverte par la sporulation. Trois expérimentations indépendantes ont été 

menées avec par expérimentation 4 répétitions, témoins inclus. 
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Tableau 11 : Tableau descriptif des modalités réalisées pour l'essai anti-mildiou en serre. Ø 

signifie que ce produit n’a pas été mis en solution pour une modalité. A-B-C-D représentent les 

dates d’application. La première date A est déterminée dans le tableau précédent. Les autres 

dates prennent celle-ci pour référence. BB signifie Bouillie Bordelaise 

c) Essais anti-mildious de la pomme de terre, tomate, melon et laitue  

L’effet de l’extrait formulé a été évalué envers d’autres oomycètes infectant d’autres plantes 

que la vigne. Il s’agit des pathosystèmes suivants : Solanum lycopersicum (tomate)/ 

Phytophtora infestans, Solanum tuberosum (pomme de terre)/Phytophtora infestans, Cucumis 

melo (melon)/Pseudoperonospora cubensis, et Lactuca sativa (laitue)/Bremia lactucae. L’effet 

de l’extrait formulé (extrait de stilbènes à 1 g/L) en présence de la même formulation que pour 

les essais en condition semi-contrôlée a aussi été déterminé. Nous avons choisi d’appliquer 

l’extrait STILPROTECT à la concentration de 1 g/L, et non de 0,3 g/L, car nous avions noté 

des différences de niveau de protection selon que l’extrait avait été pulvérisé sur disques 

foliaires (essais laboratoire) ou en serre : en laboratoire la protection était de 100% avec l’extrait 

à 0,3 g/L et de 72% en serre, résultats présentés ci-après dans les figures 22 A. et 23 B. de la 

publication, respectivement. Sans recul sur l’effet des stilbènes sur d’autres mildious et 

conscient que la concentration de 0,3 g/L sur vigne avait perdu une partie de son activité, nous 

avons préféré travailler à une concentration plus élevée mais toujours de sorte à respecter une 

plausibiité d’utilisation (coût final notamment), afin d’évaluer aussi clairement que possible la 

capacité protectrice de l’extrait formulé au niveau d’autres pathosystèmes. Un témoin (non 

traité) et de la BB (4,2 g/L) ont aussi été considérés. 

Deux applications, et non 4 comme pour la vigne, ont été effectuées pour chaque modalité 

avec un intervalle de 7 jours. La pomme de terre et le melon ont été inoculés artificiellement 1 

jour après le second traitement, la tomate et la laitue ont été inoculées 2 jours après le second 

N° Produit Formulation g/L Dose d’extrait 

g/L 

Timing d’application 

1 Témoin Ø Ø Ø 

2 Extrait formulé 9 0,3 A-B-C-D 

3 Extrait non formulé Ø 0,3 A-B-C-D 

4 BB Contenue dans  le produit commercial 4,2 A-B-C-D 
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traitement. Quatre plantes ont été traitées par modalité. L'inoculation a été effectuée avec une 

solution de sporanges fraîchement préparées de 40 000 spores/mL. L'incidence et la gravité de 

la maladie ont été analysées comme décrit pour les essais vigne. Deux observations ont été 

réalisées excepté pour la laitue pour laquelle une seule observation a été menée. Trois 

expérimentations indépendantes ont été effectuées pour chaque pathosystème. 

d) Suivi de l’expression de gènes marqueurs de défense par RT-qPCR 

Pour ce suivi, nous avons considéré 3 modalités : contrôle (1% éthanol), extrait 

STILPROTECT (0,3 g/L) et bouillie bordelaise (4,2 g/L). Les expérimentations ont été réalisées 

en serre en utilisant comme plantes des boutures de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon. Toutes 

les feuilles de 5 plantes par modalité et par temps de récolte ont été pulvérisées. Puis les feuilles 

F3 et F4 ont été collectées à 5 temps différents : le jour du traitement (J0), 1 jour post traitement 

(jpt), 2, 3 et 6 jpt. Avant d’être congelées dans l’azote liquide, les feuilles ont été découpées en 

2 parties égales selon leur nervure centrale afin qu’une partie puisse être utilisée pour le suivi 

d’expression de gènes et l’autre pour le dosage en polyphénols. Les feuilles ont été conservées 

à -80°C jusqu’à utilisation. Les extractions d'ARN ont été effectuées à partir de 150 mg de 

feuilles broyées. Pour se faire, le kit SpectrumTM Plant Total RNA (Merck, Allemagne) a été 

utilisée en suivant la procédure décrite par le fabricant. L'ARN, à raison de 10 unités par µg, a 

été traité par de la DNase avec le kit DNase I sans RNase (Promega Corp., Etats-Unis). La 

transcription inverse a été effectuée sur 2 µg d'ARN à l'aide de la GoScript™ Reverse 

Transcriptase (Promega Corp., Etats-Unis) en suivant les instructions du fabricant.  Quatre 

gènes de ménage ont été testés (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), γ-

chaîne du facteur d'élongation 1 (EF1γ), protéine catalytique de type thiorédoxine 4A 

(THIORYLS8) et actine (ACT)) pour suivre leur stabilité dans les conditions de notre expérience. 

Selon le logiciel BestKeeper© (Pfaffl et al. 2004), THIORYLS8 est le gène dont l’expression 

est la plus stable. Nous avons analysé également l'efficacité de l'amplificationpour chaque 

couple d'amorces grâce à une série d'ADNc dilués. La pente de la régression linéaire de la 

concentration d'ADNc en Log-transformé a été tracée par rapport aux CT respectifs et 

l’efficacité de la réaction PCR a été calculée selon la formule : E = 10-1/pente. L'efficacité PCR 

pour chaque couple d’amorces différait de la valeur 2, ainsi le rapport d'expression a été calculé 

selon la formule suivante (Pfaffl 2012) : 
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Nous avons analysé le profil d'expression de huit gènes relatifs à la défense. Nous avons 

sélectionné 3 gènes codant pour la synthèse de protéines liées à la pathogénèse PR (PR2, PR3 

et PR10), et des gènes codant pour des enzymes relatives à la biosynthèse des polyphénols, dont 

PAL, CHS, STS et ROMT. Enfin, un gène codant pour la GST4, une enzyme qui catalyse la 

conjugaison de la forme réduite du glutathion (GSH) à des substrats xénobiotiques à des fins 

de détoxification.  

e) Suivi de la teneur en stilbènes 

L’autre moitié de demi-feuilles collectées depuis les boutures foliaires traitées aussi pour les 

expérimentations relatives au suivi de l’expression des gènes de défense sont utilisées ici. Pour 

rappel, 3 modalités ont été effectuées : Témoin, extrait de stilbènes à 0,3 g/L et bouillie 

bordelaise (BM) à 4,2 g/L. Les prélèvements ont été réalisés après 1, 2, 3 et 6 jpt. Après leur 

récolte, les demi-feuilles ont été lavées afin de ne retirer les stilbènes présents dans l’extrait et 

appliqués sur les feuilles et donc ne considérer que les stilbènes présents au moment de la 

récolte dans la feuille. Les stilbènes ont été extraits par triple extraction au méthanol (deux 

premières extractions à 100 % suivies d’une troisième à 90 %, durant 1h30 pour chaque 

extraction à tempréture ambiante). Les extraits ont ensuite été purifiés sur colonne LC18 

Supelclean® (Supelco®, Bellefonte, Etats-Unis) et leur dosage a été réalisé par CLUHP-DAD-

MS.  

C. Résumé des résultats présentés dans la publication 

a) Effet de l’extrait STILPROTECT sur la mobilité des zoospores de P. 

viticola 

L'extrait STILPROTECT dès 10 µg/mL réduit de l’ordre de 50% la mobilité des zoospores 

et totalement celle-ci à partir de 25 µg/mL. De plus, nous avons observé, que pour les 

concentrations égales ou supérieures à 25 µg/mL, les zoospores se dégradaient entre 1 et 5 

minutes après leur mise en contact avec l’extrait. Concernant les étapes précédentes à cette 

dégradation, nous avons noté tout d’abord que les zoospores initialement mobiles sont 

rapidement immobilisées, en environ 1 minute, et commencent « à vibrer » au lieu de se 

déplacer dans la solution. Puis elles se figent complètement et implosent au bout de 3 à 4 

minutes. Cette observation confirme l'effet toxique des stilbènes au niveau des zoospores avec 
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probablement une altération de leur membranes plasmique et mitochondriales, entrainant leur 

dégradation. 

Nous avons ensuite mené des inoculations de disques foliaires avec des suspensions de 

spores prétraitées par l’extrait à différentes concentrations afin de mesurer si leur capacité à 

infecter la plante s’en trouvait affecté. Les spores traitées par l’extrait à 5 µg/mL permettent 

d’atteindre un niveau de sporulation similaire à celui noté avec des spores non traitées 

(contrôle). Cependant, un traitement des spores avec une concentration d’extrait égale ou 

supérieure à 10 µg/mL entraîne une inhibition de 24% de la sporulation. Enfin, pour des spores 

traitées à partir de 25 µg/mL d’extrait, une inhibition totale est notée. 

b) Effet de l’extrait STILPROTECT sur le développement de P. viticola lors 

d’essais sur disques foliaires 

Effet antimicrobien 

Les solutions ont été appliquées par pulvérisation sur des disques foliaires qui seront 

ultérieurement inoculés par P. viticola. La solution contrôle/le témoin utilisé lors de ces 

expérimentations correspond à la concentration finale de solvant qui a permis de solubiliser 

l’extrait de stilbènes, soit l’éthanol à 1%. A cette concentration, l’éthanol n’affecte pas le 

développement du mildiou. Avec l’extrait STILPROTECT à 25 mg/L, aucune inhibition de P. 

viticola n’est visible. A la concentration 50 mg/L, l’extrait inhibe de 30 % le développement de 

la maladie et à 200 mg/L de 88 %. Une inhibition totale de 100% est atteinte pour la 

concentration de 300 mg/L. La CI50, concentration pour laquelle 50 % du développement de la 

maladie est inhibé, a été déterminée à partir des coefficients de la courbe de régression de la 

partie linéaire de la courbe sigmoïde représentant le pourcentage de croissance par rapport au 

log10 des concentrations d’extrait. La CI50 a été déterminée à 70 mg/L. L’extrait en présence 

de co-formulants, permet une inhibition totale de la sporulation dès la concentration de 300 

mg/L. Cependant, ce même effet inhibiteur a été observé avec uniquement la solution de co-

formulants, en l’absence d’extrait. Ainsi, les co-formulants (Tweens et sophorolipides) 

présentent donc par eux-mêmes une très forte action inhibitrice directe sur le développement 

de P. viticola. Plusieurs hypothèses peuvent être formulées. Cela pourrait être notamment dû à 

la formation d’une pellicule de tensioactifs à la surface du disque foliaire, empêchant ainsi la 

pénétration de l’oomycète dans la feuille et par conséquent sa croissance ultérieure. Par ailleurs, 

les sophorolipides ont été décrits comme des composés présentant des actions 

antimicrobiennes, notamment sur Botrytis cinerea.  
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Concernant les essais de protection sur feuilles traitées par l’extrait en serre puis inoculées 

au laboratoire, nous avons relevé des niveaux de protection différents. Pour les feuilles traitées 

par la bouillie bordelaise (BB, contrôle positif), une inhibition totale du développement du 

mildiou a été observée. Concernant les feuilles traitées par l'extrait STILPROTECT à 0,3 g/L, 

une protection de l’ordre de 30 à 50% est notée. Plus la date de traitement est éloignée plus la 

protection tend à être moins forte, mais toutefois sans aucune différence significative. Cette 

légère diminution de la protection, notée dans le temps entre 1 et 6 jpt, suggère que les stilbènes 

de l'extrait STILPROTECT pourraient être affectés par les conditions environnementales. En 

effet, il a été rapporté que les rayons UV affectent les stilbènes, notamment par isomérisation 

(Martinez et al. 1989).  

 

Effet éliciteur de défense 

Nous avons suivi le développement de P. viticola au niveau de feuilles pré-traitées par 

l’extrait ou de la BB, puis lavées avant leur inoculation. Dans cette expérimentation, l’extrait a 

été pulvérisé sur les feuilles à 2 concentrations 0,3 et 1 g/L. Le contenu en stilbènes des feuilles 

lavées a été déterminé afin de contrôler que les le lavage des feuilles a été effectif. Aucun 

stilbène spécifique de l’extrait (r-viniférine, hopéaphénol ou encore isohopéaphénol n’a été 

retrouvé. Ainsi si une augmentation du niveau de protection est obtenue, celle-ci ne résultera 

pas de l’effet antimicrobien direct de l’extrait.   

Les niveaux de protection sont très similaires quel que soit la concentration appliquée de 

l'extrait STILPROTECT. Par contre, ils varient selon les temps de prélèvement. En effet, à 1 

jpt, la protection est de 36 % pour les feuilles traitées par l'extrait à 0,3 et 1 g/L, respectivement.  

Deux jpt, le niveau de protection est plus élevé avec une valeur de 59 %. Puis, le niveau de 

protection diminue jusqu'à disparaître 6 jours après le traitement, et cela quelle que soit la 

concentration utilisée de l'extrait. Par contre, les feuilles traitées avec de la BB et lavées avant 

inoculation restent bien protégées contre le mildiou, et ce de manière assez stable dans le temps 

même si une légère diminution est observée à la fin de l'expérience. Il est à noter que la BB est 

une solution formulée, alors que notre extrait ici ne l’est pas. Etant donné que la formulation de 

la BB a été très travaillée par les fabricants, il est fort probable que celle-ci n’est pu être lavée 

correctement depuis les feuilles et ainsi que le niveau de protection que nous observons repose 

toujours en grande partie de l’activité directe de la BB. 
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c) Effet de l’extrait STILPROTECT sur le développement de P. viticola en 

conditions semi-contrôlées 

L’activité anti-mildiou de l’extrait riche en stilbènes oligomérisés a été évaluée sur des 

boutures foliaires de vigne (Merlot). Quatre modalités (Témoin, Extrait formulé, Extrait non 

formulé, Bouillie Bordelaise (BB)) au total ont été considérées. Pour les extraits, ils ont été 

pulvérisés à 0,3 g/L et la BB à 4,2 g/L. Quatre traitements ont été appliqués avec un intervalle 

de 8 à 10 jours entre chacun. Trois inoculations par P. viticola (1 artificielle et 2 « naturelles ») 

ont été réalisées ainsi que plusieurs lectures de suivi de la maladie. 

Par la première observation de l’incidence de la maladie, ce qui correspond à l’infection 

artificielle, aucune efficacité de l’extrait, formulé ou non, n’a été révélée, tout comme d’ailleurs 

pour la BB. Lors de la deuxième observation, soit 14 jours après la deuxième inoculation et 9 

jours après le quatrième traitement, nous notons une réduction de l’incidence de la maladie au 

niveau des plants traités par l’extrait formulé et la bouillie bordelaise, avec respectivement 76 

et 37% d’incidence quand le témoin non traité et l’extrait non formulé montrent respectivement 

99 et 94% d’incidence. A l’inverse, lors de la dernière observation, soit 10 jours après la 

troisième inoculation, aucune différence entre les traitements n’est observée avec une efficacité 

nulle de réduction de l’incidence de la maladie. La sévérité de la maladie est, quant à elle, 

modifiée selon le traitement reçu par les feuilles : ainsi l’extrait formulé réduit entre 41 à 70%, 

pour la plus faible et la plus forte efficacité, la sévérité, et cela qu’importe la date de 

l’observation. Il en est de même pour que la bouillie bordelaise qui limite la sévérité entre 51 

et 86%. L’extrait non formulé ne réduit pas la sévérité, en date de la première observation, mais 

présente un effet inhibiteur au moment des observations 2 et 3 de l’ordre de 37 à 44% 

d’inhibition. 

En ce qui concerne les essais avec les autres pathosystèmes, nous avons observé une forte 

réduction de l'incidence de la maladie pour le mildiou de la pomme de terre avec 68% 

d'inhibition à 7 et 14 après inoculation. Cependant, l’incidence de la maladie n’est pas 

significativement impactée pour les autres pathosystèmes étudiés. Par contre, la sévérité de tous 

les mildious est fortement réduite à l’exception du mildiou de la laitue.  
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d) Effet de l’extrait STILPROTECT au niveau de l’expression de gènes 

marqueurs de défense 

Nous avons suivi l’accumulation des transcrits de gènes marqueurs de défense dans des 

feuilles traitées par l’extrait ou par la BB. Un jour après traitement, 5 gènes sont sur-exprimés 

dont un du groupe des PR-protéines, PR3, trois impliqués dans la synthèse de polyphénols PAL, 

ROMT et CHS . Au deuxième jour après traitement, seul PR3 est encore surexprimé. Si aucun 

gène n’est modulé par l’extrait 3 jpt, on observe 6 jpt une forte induction de l’expression de 

PR3. A l’inverse, l’expression de STS est réprimée 6 jpt. Concernant le traitement à la BB, 

aucun gène ne voit son expression modulée 1 jpt.. Le gène PAL est surexprimé 2 jpt uniquement. 

Les gènes PR10 et STS sont surexprimés 3 jpt, mais si PR10 l’est toujours à 6jpt, l’expression 

de STS est fortement réprimée 6 jpt. Ainsi, l’extrait STILPROTECT est capable de stimuler 

l’expression de différents gènes marqueurs de la défense. De façon intéressante, plusieurs 

d’entre eux sont liés à la synthèse des polyphénols.  

e) Effet de l’extrait STILPROTECT sur le contenu en phytoalexines  

Le suivi de l’expression des gènes marqueurs de la défense ayant mis en évidence l’induction 

de la voie des polyphénols, nous avons souhaité déterminer la teneur en stilbènes dans les 

feuilles traitées par CLUHP-MS. Seul le trans-picéide, une forme glycosylée du resvératrol, a 

été détecté. L'extrait entraîne une induction significative de la teneur en trans-picéide dans les 

feuilles 1 jour post-traitement avec 2,3 µg/mg de poids sec, ce qui représente environ 1,5 fois 

la teneur du témoin non traité. Aux autres temps de l'échantillonnage, aucune différence 

significative n’est observée, bien qu'il semble y avoir une quantité plus élevée de trans-picéide 

dans les feuilles traitées avec l'extrait de stilbènes 2 jpt (1,7 µg/mg de poids sec). Dans les 

feuilles traitées avec la BB, aucune différence n’est notée. Au 3ème jpt, la teneur en trans-picéide 

pour toutes les conditions est comprise entre 1 et 1,4 µg/mg de poids sec, sans différence 

significative. 

f) Conclusions 

Dans cette partie, nous avons rapporté l’activité oomycide de l’extrait STILPROTECT, et 

ce à différents niveaux. In vitro, l’extrait est capable d’inhiber la mobilité des zoospores de P. 

viticola, et sur disques foliaires les CI50 et CI100 au niveau de la sporulation sont respectivement 

de 90 et 300 mg/L.  De plus, nous avons démontré l’efficacité anti-mildiou de l’extrait, formulé 

ou non, en conditions semi-controlées. L’extrait formulé est aussi actif contre le développement 



 

130 
 

de différents oomycètes à l’origine de maladies majeures affectant des plantes cultivées 

d’importance économique. Enfin, l’effet stimulateur de défenses naturelles par l’extrait riche 

en stilbènes oligomérisés a été mis en évidence chez la vigne, et cela de manière corrélée à une 

résistance augmentée à P. viticola. 

En termes d’activité oomycide, l’extrait STILPROTECT se place parmi les extraits de 

stilbènes les plus actifs, notamment concernant l’inhibition de la sporulation (Schnee et al. 

2013, Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017, Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017, Gabaston, 

Richard, Cluzet, et al. 2017). De plus l’activité anti-mildiou obtenue en conditions semi-

contrôlées et que nous rapportons ici, est, compte tenu de la faible concentration en extrait 

utilisée dans notre étude, parmi les plus intéressantes démontrées à ce jour (Richard et al. 2016). 

A notre connaissance, c’est la première fois qu’un extrait de stilbènes est indiqué comme extrait 

inhibiteur envers des oomycètes, autre que P. viticola. Enfin, bien que relativement faible, nous 

avons relevé un effet éliciteur de défenses naturelles corrélé à l’augmentation de la résistance 

contre P. viticola. Cela constitue une information importante pour la caractérisation de l’activité 

d’un tel extrait de stilbènes. Ceci n’a été montré qu’une seule fois auparavant, avec pour 

résistance conférée, une certaine résistance contre B. cinerea (De Bona et al. 2019). 
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Abstract  

Grapevine lignified organs are rich in stilbenes (antimicrobial compounds) and more 

particularly in oligomerized ones. We produced a stilbene extract from grapevine trunk and 

roots, by-products of viticulture that contains a high amount of ε-viniferin and r-viniferin. This 

extract showed diverse antimicrobial activities towards Plasmopara viticola, the causal agent 

of grapevine downy mildew. In addition, it stimulated the expression of some genes related to 

plant defence. A formulation with polysorbate and sophorolipids was proposed for the extract. 

Once formulated, it was able to control different oomycetes impacting grapevine, potato, 

tomato, melon and lettuce, in semi-controlled conditions. To conclude, this grapevine extract 

enriched in complex stilbenes can reduce the development of various oomycetes. This 

inhibitory activity may result of two modes of action, a direct anti-oomycidal activity and a 

capacity to stimulate some plant defences. This grapevine extract could constitute a promising 

strategy to reduce synthetic pesticides use for the control of several major crop diseases.  

 

Keywords: oligomers of resveratrol, downy mildews, Vitis vinifera, valorization, plant 

protection. 

 

 

Introduction 

Oomycetes are responsible for many diseases affecting major crops, thus resulting in economic 

losses.1–3 As instance, Phytophthora infestans is the causal agent of tomato and potato late 

blights, and Pseudoperonospora cubensis and Bremia lactucae are associated with melon and 

lettuce downy mildews, respectively. Plasmopara viticola affects grapevine, especially 

European cultivars, and represents one of the most destructive diseases in all vineyards 

worldwide.4 The control of these fungal-like eukaryotes is largely ensured by the use of 

synthetic and/or copper-based fungicides.5,6 However, the intensive use of such pesticides is 

associated with environmental and health issues, plus the risk of pathogen growing resistance 

to some of these products. Considering copper-based fungicides (Bordeaux mixture), their long-

term, repeated, and excessive application results in their accumulation in vineyard soils with 

several negative side effects (yield reduction, impacts on soil biota…).7 To reduce reliance on 

these fungicides, grape growers need alternative methods for disease management and so the 

development of eco-friendly control solutions has to be promoted. Amongst these alternatives, 

the use of microorganisms acting as plant pathogen antagonists, such as Trichoderma 

harzianum T39, has been proposed.8 Another promising strategy is based on the use of plant 

defense stimulators (PDS). Benzothiadiazole9 and laminarin10 have been showed to induce 

grapevine resistance against Erysiphe necator (powdery mildew), P. viticola (downy mildew) 

and Botrytis cinerea (gray mold). This enhanced resistance results from the induction of plant 

defence reactions such as the accumulation of Pathogenesis-Related (PR) proteins (as chitinases 

(CHIT) and β-1,3-glucanase (GLU)), and the production of phytoalexines (stilbenes). However, 
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both antimicrobial agents and PDS have been reported to lack of constancy and efficacy in 

fields.11 An additional sustainable strategy is the use of extracts containing antimicrobial 

molecules, such as extracts of forest or herbaceous species that have shown oomycidal 

activities.12–14 Grapevine canes extracts can also reduce downy mildew development and this 

protective effect has been reported in both greenhouse condition and vineyard.15 Stilbenes, 

compounds present in high content in cane extracts, were proposed as responsible of such 

protection. Indeed they are well-recognized as active compounds against pathogens and their 

phytoalexins role.16,17 They share a common backbone stilbene structure, exist as monomers 

and oligomers, and differ in the type and position of substituents.18 Their biosynthesis occurs 

through the phenylpropanoid pathway with the involvement of two key enzymes, phenylalanine 

ammonia lyase (PAL) that ensures the conversion of phenylalanine to cinnamate, and stilbene 

synthase (STS) that converts cinnamoyl-CoA in stilbenoids.19 Resveratrol, the basic unit, and 

pterostilbene, ε-viniferin and δ-viniferin are the most studied stilbenes for their implication in 

grapevine defence against pathogens.20,21 Stilbenes oligomers such as vitisins, isohopeaphenol 

and hopeaphenol were reported to display a strong oomycidal activity.22,23 In addition to this 

direct antimicrobial role, stilbenes could conferred protection by acting as elicitors.24 These 

oligomerized stilbenes are not only present in canes, but also in trunk and roots, even in higher 

content than in canes.22,23 Trunks and roots represent a huge amount of biomass with, as 

instance in France, around 0.4 million tons of through the grubbing up of vines.25,26 These 

valuable biomasses are today still too poorly recovered despite their high potential value due to 

the presence of complex stilbenes (tetramers).22,23 The effect of environment, UVs in 

particular,27 on the integrity of stilbenes entails the development of protective formulations.28 

Today some formulations based on lipid products such as resins or vegetable oils already 

exists.29,30  

Surfactants as Tween 20 can help to encapsulate hydrophobic compounds by forming emulsions 

with ethanol.31 Amongst adjuvants of natural origin, sophorolipids are widely studied and 

represent promising molecules.32–34 

In this study, we produced an extract enriched in oligomerized stilbenes from a mix of trunk 

and roots to study its antimicrobial activities on different oomycetes with a focus on P. viticola 

under laboratory and semi-controlled conditions. To optimize its efficiency, a formulation was 

developed and the formulated extract was also tested. In addition, we evaluated the effect of the 

oligomerized stilbenes extract (OSE) on grapevine defence responses. 

 

Materials and methods 

Chemicals and Standards 

For stilbenes extraction and their solubilization, the solvents (ethyl acetate, methanol and 

ethanol) were purchased from Fisher Scientific (Loughborough, UK). For analysis, HPLC-

grade acetonitrile, trifluoroacetic acid (TFA), HPLC-grade methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) LC-MS-grade acetonitrile (VWR, Fontenay-Sous-Bois, France), and formic acid (Fisher 

Scientific, Loughborough, UK), were purchased. Water was purified by an Elga water 

purification system (High Wycombe, UK). 

The isolation and purification of pure stilbenes (E-piceid, E-resveratrol, E-piceatannol, pallidol, 

ampelopsin A, parthenocissin, E-ε-viniferin, E-ω-viniferin, E-miyabenol C, hopeaphenol, 

isohopeaphenol, r2-viniferin and r-viniferin) from Vitis vinifera roots and canes extract was 

performed by preparative high-performance liquid chromatography (HPLC) as described by 

Gabaston and co-workers.22 Compounds were analyzed by ultrahigh-performance liquid 

chromatography-ultraviolet-diode array detector coupled to mass spectrometer (UHPLC-UV-

DAD-MS) to determine identity and purity. Purity of compounds was estimated ≥90%. 

The used Bordeaux mixture (BB) was a commercial preparation (KB Bouillie bordelaise RSR 

Disperss Jardin, Scotts, France) containing 20% of copper sulfate.  
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The formulation was made of a mixture of 80% Tween 20 (polysorbate 20, Radiasurf 7137, 

Oléon, Compiègne, France), 15% Tween 80 (polysorbate 80, Radiasurf 7157, Oléon, 

Compiègne, France), and 5% sophorolipids (Rewoferm SL One, Evonik, Essen, Germany). 

Preparation of the oligomerized stilbene-enriched extract 

Trunk and roots (V. vinifera cv. Merlot and Riparia Gloire de Montpellier, as rootstock) were 

collected in South-West region of France (Pessac-Léognan, Gironde) and dried at ambient 

temperature during 8 months. A mix of trunk and roots (70/30, w/w) from grapevine (V. vinifera 

cv. Merlot and as rootstock Riparia Gloire de Montpellier) was crushed to powder. We 

performed two successive extractions on 400 g of grapevine powder with 4 000 mL of ethyl 

acetate. For the first extraction ethyl acetate was used at 100% and for the second at 85%. Each 

extraction last 2 hours and was carried out at 60°C. The filtrates were collected, pooled and 

purified by a liquid-liquid extraction. The organic phase was then concentrated in vacuo and 

freeze-dried. The final product consisted of a brown powder.  

Characterization of the extract by UHPLC-MS analysis 

Samples analysis was carried out on an Agilent 1290 LC system series from Agilent 

Technologies (Santa Clara, CA, USA). The system is made of a binary pump, a vacuum 

degasser, an autosampler, a thermostatted column compartment and outfitted with a ultraviolet-

visible diode-array detector (UV–vis DAD) (Agilent G4212B). Samples were solubilized in 

methanol 50% before being filtrated with a PTFE membrane filter (0.2 µm, Millex-LG, Japan). 

One µL was injected into the system. The mobile phase consisted of water and acetonitrile 

(solvent A and B, respectively) both prepared in formic acid 1%. The gradient used was the 

same as described before. 22 Analysis was performed at 30°C. The mass spectrometer coupled 

to the UHPLC was an Esquire 6000 ion trap mass spectrometer with an ESI source (Bruker-

Daltonics, Billerica, MA, USA). Mass analysis conditions were the same as described before.22 

Compounds were identified by UV spectrum and retention time from standards. We compared 

data with those obtained previously in the laboratory.22 Each stilbene was quantified based on 

its respective standard calibration curve (with standards concentrations from 1, 5, 20, 50 and 

100 μg/mL) at its maximum wavelength in order to not misestimate the quantity.  

Plant and fungal material 

For bioassays on foliar discs and analyses of defence responses (gene expression and stilbenes), 

grapevine plants of V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon were used. They were provided by UMR 

SAVE (INRAe, Villenave d’Ornon, France). Canes were potted in sandy soil and were grown 

in greenhouse under controlled conditions at 25/20 °C day/night temperature with 75% relative 

humidity and a 15/9 h light/dark photoperiod.  

V. vinifera cv. Merlot of 45-days old (with 5 to 7 leaves) plants were used for measuring pest 

incidence and pest severity in semi-controlled conditions (average temperature and relative 

humidity of 23°C and 50% respectively, and a 15/9 h light/dark photoperiod). They were 

produced by Science Agro Atlantique (Saint Germain du Puch, France).  

For laboratory conditions bioassays, the P. viticola isolate (ANN-01), collected in 2015 in a 

commercial vineyard of V. vinifera cv. Ugni-blanc in Charente (France) was used. It was 

maintained in laboratory conditions as described previously.35 In short, after sporangia 

collecting, drops of 15 µL containing 5 000 sporangia/mL were deposited on Cabernet 

Sauvignon leaves. Then leaves were incubated at 22°C with a photoperiod of 16/8h of day/night 

for 7 days. For the semi-controlled assays, pathogens isolates were P. viticola, Phytophthora 

infestans, Pseudoperonospora cubensis and Bremia lactucae, all provided by BIOtransfer.  

Antimicrobial assays 

Laboratory conditions 

The third and the fourth leaves below the apex of two-months-old grapevine cv. Cabernet 

Sauvignon cuttings were collected. Foliar discs (25 mm wide) were rapidly produced and 

randomly placed, the abaxial side upwards, into Petri dishes containing humidified Whatman 
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paper. Six discs per dish and three dishes per condition were performed. The oligomerized 

stilbenes extract (OSE) was prepared at different concentrations (from 50 to 300 µg/mL) in 1% 

ethanol. Control contained only 1% ethanol in distilled water. A formulated OSE was also 

prepared at 300 µg/mL in presence of the co-formulants at 9 g/L in water, always with 1% 

ethanol final concentration. The formulated OSE extract and the co-formulants alone were 

tested. The solutions were sprayed on the foliar discs until the formation of microdrops 

homogenously distributed. The discs were placed overnight in the dark. Before their 

inoculation, sporangia were collected from P. viticola cultures as described before. Sporangia 

suspension was adjusted at 15.103 sporangia/mL and 3 drops of 15 µL were deposited on each 

disc. The next steps were similary done as previously indicated. Three independent experiments 

were conducted. Density of sporulation was estimated by visual scoring to assess the disease 

development. The control was set at 100% of sporulation and the values obtained for extracts 

conditions were compared to this control and thus estimated in percentage of inhibition.22 A 

dose-response curve was established by the relation between the extracts values of sporulation 

density in percent and the log10 of the initial extract concentration. The concentration of 50% 

of downy mildew inhibition (IC50) was calculated from the regression equation of the linear 

part of the sigmoid curve.35  

To estimate the level of protection conferred by the OSE extract due to its potential eliciting 

effect, other experiments were conducted and P. viticola sporulation development was assessed. 

Briefly, in the greenhouse, grapevine plants were treated by the OSE extract at 0.3 or 1 g/L, or 

by BM at 4.2 g/L. Treatments were done on both sides of the leaves by spraying the solutions. 

The third and the fourth leaves were collected after 1, 2, 3 and 6 days post-treatment (dpt). 

When appropriated, leaves were washed with distilled water. Then, foliar discs were taken and 

P. viticola inoculation was performed as described above. The remaining part of the leaves was 

freeze dried for further phytoalexins analysis. Disease development was estimated from the 

inoculated foliar discs. Five independent biological replicates were used for each timing 

samples and condition and two independent experiments were done. 

Semi-controlled conditions  

For Plasmopara viticola assays, OSE solutions, formulated or not, were prepared as described 

above. A Bordeaux mixture (BM) (BBRSR Disperss) was applied at 4.2 g/L. Four plants per 

treatment were entirely sprayed by condition. A total of 4 treatments were applied at the rate of 

every 8 or 10 days. In Figure 20, the schedule of the first experiment was provided as example. 

In brief, the following happened. Eleven days after the first treatment and one day after the 

second, an artificial and first inoculation was performed as followed: the abaxial surface of two 

leaves from one plant was inoculated with freshly prepared sporangia of P. viticola (46 000 

spores/mL). As soon as the first disease symptoms appeared (10 days after the primary 

inoculation), a second inoculation, mimicking a natural infestation, was carried out by misting 

with water. Another “natural” inoculation was done 7 days after the last extract treatment. The 

disease development was estimated as pest incidence and pest severity that represented the 

number of infected leaves and the leaf surface covered by sporulation, respectively, and 

expressed in percentage of inhibition compared to the untreated control.  

For oomycetes affecting tomato (Solanum lycopersicum), melon (Cucumis melo), potato 

(Solanum tuberosum) and lettuce (Lactuca sativa), the greenhouse trials were conducted with the 

formulated OSE extract at 1 g/L. An untreated condition was also carried out. The formulation 

was similar as described above and used at 9 g/L. A first treatment was performed on 6-leaf 

stage plants for potato and 3-4 leaf stage plants for tomato, melon and lettuce. A second one 

was carried out 7 days after. Potato and melon were artificially inoculated 1 day after the second 

treatment with Phytophtora infestans and Pseudoperonospora cubensis, respectively and, 

tomato and lettuce were inoculated 2 days after the second treatment with Phytophtora infestans 

and Bremia lactucae, respectively. Four plants were treated for each condition and in each 
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pathosystem. Inoculations were carried out with freshly prepared sporangia (40 000 

spores/mL). Pest incidence and severity were estimated as described before. Two assessments 

were performed for the following pathosystems: P. infestans/potato, 7 and 14 dpi, P. 

infestans/tomato, 4 and 7 dpi, P. cubensis/melon, 6 and 12 dpi and, one assessment was 

conducted for the pathosystem B. lactucae/lettuce at 12 dpi. 

 

 
Figure 20. Treatments schedule of one out of three greenhouse experiments. A total of four 

treatments (T1 to T4) were performed. The days post the last SE treatment (dplt) and the dates 

on which they were performing are indicated (as ex.: 30 Mar. with Mar. for March, Ap. for 

April). Pi means primary inoculation (artificial) and Si means secondary inoculation (by 

fogging). The days post the last inoculation (dpli) and the dates on which they were performing 

are indicated as for the SE treatment. Three assessments were done (A1 to A3) and the date of 

leaves collection was indicated. 

Real-time quantitative PCR analysis 

For gene expression analysis, three conditions were considered: control (1% ethanol), OSE 

extract (0.3 g/L) and Bordeaux mixture (4.2 g/L). The solutions were sprayed on leaves of 

grapevine (Cabernet Sauvignon) cuttings. The third and the fourth leaves were collected at five 

different sampling times (the day of treatment, 1, 2, 3 and 6 dpt). Five plants were used for each 

time of sampling and each condition. Three independent experiments were done. After 

collection, leaves were immediately frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C until use. RNA 

extractions were performed on 150 mg of grounded leaves with the SpectrumTM Plant Total 

RNA kit (Merck, Germany) by following the procedure described by the manufacturer. RNAse 

treatment was performed with the RNase-free DNase I kit (Promega Corp., USA) with 10 units 

per µg of RNA. Reverse transcription was conducted on 2 µg of RNA using the GoScript™ 

Reverse Transcriptase (Promega Corp., USA) according to the manufacturer’s instructions. 

Real time quantitative PCR analysis (RT-PCR) was carried out to determine the mRNA copy 

number of genes of interest. In Table 11, the selected genes and corresponding primer sets used 

were presented. PCR reactions were performed in triplicates in 96-well plates (20 µL per well). 

Reaction buffer consisted of 1X of GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corp., USA) and 

RNA. Melting curves were done. THIORYLS8, coding a catalytic thioredoxin-like protein 4A, 

was chosen as housekeeping gene as it was the most stable according to BestKeeper© 36 software 

out of four housekeeping genes tested (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, γ-chain of 

elongation factor 1, THIORYLS8 and actin) analysed.37 PCR efficiency amplification was 

evaluated by performing a dilution series experiment using RNA copies. The slope of the linear 

regression of the log-transformed RNA concentration was plotted against the respective CTs 

and according to the following formula E = 10− slope. As efficiencies for each primers pair 

considered were not equal to 2, the ratio of expression was calculated according to the following 

formula.36 
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Table 12. Selected genes and corresponding primer sets used for real-time quantitative 

polymerase chain reaction. Names, Genebank accession number, forward and reverse primers  

 

Phytoalexins analysis  

Leaves were treated by EtOH 1% (Control), OSE (0.3 g/L) and BM (0.3 g/L) and collected after 

1, 2, 3 and 6 days post-treatment (dpt) (see part “Antimicrobials than Laboratoty conditions”). 

After foliar disks performed, half of the remaining part was freeze-dried and used for 

phytoalexins. Stilbenes were extracted from 60 mg of freeze-dried leaves. Briefly, three 

successive methanol extractions were carried out, the first two at 100% and the third at 90%, 

each for 1h30. Solvent was totally evaporated and the remaining powder was dissolved in 30% 

methanol. The resuspended extracts were purified on Supelclean® LC18 column (Supelco®, 

Bellefonte, USA). Extracts were then evaporated and freeze-dried. The resulting powder was 

dissolved in methanol 50% and analysed by UHPLC-MS as described above.   

Results 

Chemical characterization of the oligomerized stilbene extract 

The stilbenes present in the oligomerized stilbene-enriched (OSE) extract that we produced 

from grapevine trunk and roots (70 and 30%, respectively) material were characterized by 

UHPLC-MS. Thirteen molecules were identified and quantified: 3 monomers (piceid, E-

piceatannol, E-resveratrol), 5 dimers (ampelopsin A, pallidol, parthenocissin, E-ε-viniferin, E-

ω-viniferin), 1 trimer (E-miyabenol C) and 4 tetramers (hopeaphenol, isohopeaphenol, r-

viniferin, r2-viniferin). The limits of detection and quantification, the accuracy and linearity 

were determined (Table 12).  

Mass values of each stilbene were in accordance with those obtained previously in the 

laboratory (Table S1).22 The compounds in the OSE extract were present in the following order: 

E-resveratrol (95.41 mg/g of DW extract), E-ε-viniferin (94.02 mg/g) and, r-viniferin (73.74 

mg/g) (Table 12). Then, the extract contained isohopeaphenol (63.67 mg/g), hopeaphenol 

(47.07 mg/g). Stilbenes present in minor quantity were ampelopsin A (23.08 mg/g), r2-viniferin 

Names  
 GenBank accession 

number 

Forward primer (5'−3') Reverse primer (5'−3') 

THIORYLS8  XM_002283586 TCCCAATCGTGGCCGAACC

G 

TCACTCTGGATGGGCCGTCG 

CHS  X75969 CCAACAATGGTGTCAGTTG

C 

CTCGGTCATGTGCTCACTGT 

VvPAL  X75967 ACAACAATGGACTGCCATC

A 

CACTTTCGACATGGTTGGTG 

PR3  VVU97521 TATCCATGTGTCTCCGGTC

A 

TGAATCCAATGCTGTTTCCA 

PR10  AJ291705 GCTCAAAGTGGTGGCTTCT

C 

CTCTACATCGCCCTTGGTGT 

ROMT  FM178870 TGAGCTCCCAGTCAACCCA

GAGA 

CGCATGAGACGGTACACGCATT 

STS  X76892 ATCGAAGATCACCCACCTT

G 

CTTAGGCGGTTCGAAGGACAG 
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(21.77 mg/g), pallidol (18.52 mg/g), E-ω-viniferin (12.75 mg/g), E-piceatannol (11.07 mg/g), 

miyabenol C (8.6 mg/g) and parthenocissin A (6.47 mg/g).  

 

Table 13. Quantification of the stilbenes present in the OSE extract.  

Limits of Detection (LOD in μg/mL), Limits of Quantification (LOQ in μg/mL) and Calibration 

Curve Coefficients (R2) of standard stilbenes. Stilbene content was expressed in mg/g DW and 

in percentage of presence in the total extract 

 
Compound LOD LOQ R2 SE extract mg/g extract Extract % 

Monomers 
     

trans-piceid 1.3 3.9 0.999 2.38 +/- 0.07 0.5 

E-piceatannol 0 0.1 1 11.07 +/- 0.24 2.3 

E-resveratrol 0.9 2.6 1 95.41 +/- 1.68 19.9 

Dimers 
     

ampelopsin A 3.7 11.1 0.999 23.08  +/- 0.52 4.8 

pallidol 1.4 4.3 0.999 18.52 +/- 0.24 3.9 

parthenocissin A 2.4 7.4 0.999 6.47 +/- 0.29 1.4 

E-ε-viniferin 3.7 11.1 0.999 94.02 +/- 1.48 19.6 

E-ω-viniferin 1.9 5.8 0.999 12.75 +/- 0.75 2.7 

Trimer 
     

E-miyabenol C 1.9 5.7 0.999 8.69 +/- 1.21 1.8 

Tetramers 
     

hopeaphenol 2 6.2 0.999 47.07 +/- 0.32 9.8 

isohopeaphenol 3.4 10.3 0.999 63.67 +/- 0.43 13.3 

r-viniferin 3.3 9.9 0.998 73.74 +/- 1.51 15.4 

r2-viniferin 3.2 9.6 0.999 21.77 +/- 0.40 4.5 

Total 
   

478.6 +/- 46.83 
 

 

 

Antimicrobial effect of the stilbene extract on Plasmopara viticola zoospores mobility 
The effect of the OSE extract at different concentrations (5 to 100 µg/mL) was evaluated on 

zoospore mobility. Results were presented in Figure 21. The extract at 5 µg/mL did not impair 

the mobility of zoospores. But from the 10 µg/mL concentration, we noted a reduction of 

zoospores mobility by 50% and, from 25 µg/mL, the zoospores were totally unable to move. 

This toxic effect on zoospores occurred in the first 4 min after stilbenes addition (Figure 22). 

At the concentration of 25 µg/mL, zoospores rapidly cannot move (in about 2 min) and seemed 

to vibrate. Then they completely freezed and burst after 3 to 4 minutes.  
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Figure 21. Effect of the OSE extract on Plasmopara viticola zoospores. The OSE extract was 

added to the spore suspension at different concentrations (5, 10, 25, 50 or 100 mg/L) and the 

control was treated with 1% ethanol. The zoospores mobility (bars) was evaluated by counting 

the number of mobile zoospores under microscope during 1 min. The ability of the treated 

zoospores suspension to establish further grapevine infectionwas evaluated by leaf disk assays 

and expressed in percentage of sporulation inhibition (curve). Significant difference between 

each treatment was set at p<0.05, letters represent significance (straight and italic letters apply 

to the mobility and sporulation assessment). 

As stilbenes affect zoospores mobility, we aimed to determine if this effect can trigger a 

reduction of the further downy mildew development. Thus, we inoculated grapevine foliar discs 

with a P. viticola spore suspensions that was pre-treated for 5 min by the OSE extract at 

different concentrations. After 7 days, no difference between Control and Spores pre-treated 

with the OSE extract at 5 µg/mL conditions was noted. However, a 24% inhibition of P. viticola 

growth was observed if spores have been placed in contact to the OSE extract at 10 µg/mL prior 

to inoculation, and a total inhibition was noted for the 25 µg/mL OSE extract condition (Figure 

21).  
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Figure 22. Microscopic observation of Plasmopara viticola zoospores after OSE extract 

treatment. The mobility of zoospores was followed during 3.5 min post-OSE extract treatment 

at 25 mg/L. A. 0-2 min: the zoospores were intact and mobile. B. From 3 min after treatment, 

the zoospores “vibrated on the spot”, started to explode and degrade. C. From 3.5 min, all the 

spores were degraded. The degraded zoospores are indicated by dark arrows. Pictures are taken 

using a 400x optical microscope. 

Antimicrobial effect of the stilbene extract  

Protection assays on grapevine foliar discs 

The capacity of the OSE extract to reduce the development of P. viticola was evaluated in 

laboratory conditions using a foliar disc assay. The OSE extract, solubilized in ethanol (1% 

final concentration), was tested at different concentrations (25 to 300 mg/L). Formulated with 

a mix of sophorolipids and Tween extract, the OSE was used a 300 mg/L. The effect of co-

formulants alone were also assessed. The solutions were sprayed on grapevine leaf discs that 

were inoculated 24 hours later. The development of P. viticola was recorded 7 days after 

inoculation. Results were presented in Figure 23 A. Control (1% ethanol) did not inhibit 

sporulation. For the OSE lowest concentration (25 mg/L), the level of sporulation was similar 

to the control. From 50 mg/L, a protection was noted with 30% of sporulation reduction. A 

complete inhibition (88%) was nearly reached with 200 mg/L of OSE and totally achieved when 

the extract concentration was of 300 mg/L. The IC50 was determined and its value was equal to 

70 mg/L. Formulated, the OSE extract at 300 mg/L induced also a complete inhibition of 

sporulation (data not shown). Similar results were noted with the co-formulants alone.  

At the determined IC100, the OSE extract was sprayed on grapevine cuttings in greenhouse to 

determine the duration of its protective effect. Bordeaux Mixture (BM at 4.2 g/L) was sprayed 

as positive control. After 1, 2, 3 and 6 dpt, leaves were collected, leaf disks generated and 

inoculation performed (Figure 23 B). Whatever the day of sampling, a similar level of 

protection was approximately obtained. Leaves treated by BM presented no disease 

development. For the OSE extract, the level of protection was relatively high up to 72% after 3 

dpt, and it tended to decrease over time (46% of protection at 6dpt).  
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Figure 23. Direct protection of the OSE extract against Plasmopara viticola sporulation 

evaluated by a foliar disc assay. A. Foliar discs were treated by OSE extract at 0, 50, 100, 200 

or 300 mg/L and 24 hpt they were artificially inoculated. B. The OSE extract at 0.3 g/L (light 

grey) and Bordeaux Mixture (BM, black) were sprayed on leaves of greenhouse plants. Foliar 

disks were generated from the treated leaves 1, 2, 3 and 6 dpt and inoculation was subsequently 

done. In both cases, the sporulation level was assessed 7 dpi. The P. viticola sporulation 

inhibition was expressed in percentage in comparison to the control (100% infected, 0% of 

protection). Results are expressed as means ± SEM. Significant difference between each 

condition was set at p<0.05, letters represent significance. 

 

Protection assays in planta 

On grapevine cuttings 

Foliar disc assays with artificially inoculation provide information about the antimicrobial 

activity of an extract but probably in a lesser extent than an in planta assay. Thus, we carried 

out experiments in semi-controlled conditions. Four conditions were considered: the OSE 

extract alone at 0.3 g/L, the formulated OSE extract at 0.3 g/L, copper sulphate (Bordeaux 



 

141 
 

Mixture (BM) at 4.2 g/L) and control (1% ethanol). Every 8-10 days, all leaves of grapevine 

cuttings were treated with the solutions, for a total of four treatments. To evaluate both the 

preventive and curative effects of the extract, three inoculations were performed in the 

following way. A primary artificial inoculation was performed one day after the second 

treatment, a second one, mimicking a natural infection, was carried out as soon as the first 

symptoms appeared (2-3 days after the third treatment) and a third and last one (“natural”) was 

done 10 days after the fourth treatment. Three assessments were undertaken by visual 

observation to evaluate P. viticola development and the results were expressed as pest incidence 

and pest severity. Whatever the treatment done, no phytotoxicity was observed for the duration 

of the experiment.  

At the date of the first assessment, after the onset of the first symptoms resulting of the first 

inoculation one day after the second treatment, the pest incidence was similar regardless the 

treatment done (Figure 24 A).  

When the second assessment was carried out, fourteen days after the second inoculation and 9 

days after the fourth treatment, the level of pest incidence for the unformulated OSE extract 

were not significantly different to control, with a value of protection of 6%. However, the 

formulated OSE extract and the BM inhibit pest incidence from 23 to 63%, respectively. 

Eighteen days after the last treatment and 12 days after a third inoculation, based on the third 

assessment, we noticed that the OSE extract in formulated or not was no longer able to reduce 

the pest incidence and only BM significantly lowered it (30% of reduction).  

Concerning pest severity, at the date of the first assessment, the unformulated OSE extract 

cannot trigger protection (Figure 24 B). Formulated, the OSE extract displayed high protection 

efficiency (70% of pest severity reduction compared to control), higher than BM (51% of 

reduction). From the second assessment, the OSE extract alone and formulated lowered the pest 

severity, with a reduction of 37 and 50%, respectively. At the last time of visual observation, 

both OSE extracts, formulated or not, exhibited an equal capacity of reduction of pest severity 

compared to the control (44 and 41%, respectively). BM, as the fungicide treatment of 

reference, indeed presented the strongest level of pest severity reduction (83%). 

On tomato, potato, melon and lettuce 

Aware of the preventive and curative effect capacity of the OSE formulated extract at 0.3 g/L 

against P. viticola, stronger than the one of the extract alone, we aimed additionally to determine 

its activity towards other oomycetes that are pathogens of plants different than grapevine. To 

this end, we studied the inhibition capacity of OSE formulated extract by the assessment of pest 

incidence and severity of the three following pathogens: Phytophthora infestans, 

Pseudoperonospora cubensis and Bremia lactucae, respectively responsible for the tomato, 

potato and lettuce late blight. Since we previously noted that the level of protection for the 

assays done in planta on grapevine cuttings was not of 100% for the OSE concentration of 0.3 

g/L (Figure 23), and in addition that we did not have hindsight on the effectiveness of stilbenes 

in different pathosystems, we choose to work with a higher OSE extract concentration of 1 g/L. 

Considering potato late blight, we observed a high reduction of the pest incidence (68% 

inhibition) at 7 and 14 dpi (Table 13). Moreover, the inhibition of pest severity was also very 

strong with 87 and 88% reduction after 7 and 14 dpi, respectively. In addition, while the 

inhibition of pest incidence was not significant for tomato late blight, we noted a strong 

reduction of pest severity (77 and 71% inhibition at 4 and 7 dpi, respectively). A similar pattern 

was observed for P. cubensis. However, for the latter, pest severity was not so highly reduced 

at 12 dpi (34%). Concerning downy mildew in lettuce, its development was only slightly 

affected by the stilbene extract treatment.  
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Figure 24. Protection level of the OSE extract on Plasmopara viticola development. Pest 

development was expressed in pest incidence (A) and pest severity (B). Untreated is in dark 

grey, unformulated extract is in light grey, formulated extract is in medium grey and BM is in 

dark. Values are means of triplicate data of one representative experiment out of three. 

Significant difference between each extract was set at p<0.05, letters represent significance. 
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Table 14. Protection of the formulated OSE extract against different oomycetes.  

Pest incidence and pest severity were assessed twice for each pathosystem as followed: 

Phytophthora infestans/potato: 7 and 14 dpi, Phytophthora infestans/tomato: 4 and 7 dpi, 

Pseudoperonospora cubensis/melon: 6 and 12 dpi; and one assessment was conducted for 

Bremia lactucae/lettuce at 12 dpi. Results are expressed in percentage of inhibition as means ± 

SEM compared to the untreated control. Significant difference between each conditions and 

untreated control was set at *p < 0.05 
 

 Pest incidence inhibition (%) Pest severity inhibition (%) 

 Assessment number 

Pathosystem 1 2 1 2 

Phytophthora infestans/potato 68.02 ± 14.51* 68.51 ± 7.52* 86.85 ± 5.62* 88.28 ± 6.85* 

Phytophthora infestans/tomato 15.0 ± 8.40 13.35 ± 12.18 77.29 ± 4.17* 70.59 ± 14.27* 

Pseudoperonospora 

cubensis/melon 
6.25 ± 4.79 0 75.63 ± 11.66* 33.64 ± 9.24* 

Bremia lactucae/lettuce / 8.86 ± 5.12 / 14.34 ± 3.81* 

 

Effect of the oligomerized stilbene-enriched extract on grapevine defence responses 

To investigate the capacity of the OSE extract to modulate the expression of some defence-

related genes in grapevine leaves, we treated grapevine cuttings with one of these three 

solutions: 1% ethanol (control), OSE extract (0.3 g/L) and BM (4.2 g/L). Then, we followed 

the expression profile of six genes: two genes encoding pathogenesis-related proteins (PR) (a 

chitinase (PR3) and a PR10 protein) and four genes encoding enzymes implicated in polyphenol 

biosynthesis (phenylalanine ammonia-lyase (PAL), chalcone synthase (CHS), stilbene synthase 

(STS) and resveratrol-O-methyl transferase (ROMT)).  

One day after OSE extract application, five genes out of six were slightly but significantly 

modulated (Figure 25 A): PAL, ROMT and CHS, three genes implicated in the polyphenol 

biosynthesis and, PR3 were up-regulated, whereas STS seemed to be inhibited. Two days post-

treatment (dpt), only PR3 was still significantly induced. Three days after treatment, no genes 

were modulated. However, at 6 dpt, the expression of PR3 was highly induced by OSE, while 

a strong repression of STS was observed. The expression of PR10 was not modified throughout 

the time of the study.  
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Figure 25. Pattern of relative expression of defence genes in grapevine leaves after treatment 

with the oligomerized stilbene-enriched extract (A) or Bordeaux mixture (B). Each column 

represents the date of leaves collection in days post treatment (dpt), and each line represents 

one gene. A tree color scale was used to show fold induction of each gene log2 transformed. 

Genes up-regulated appear in shades of red, with expression level higher than 5 in bright red, 

while those down-regulated appear in shades of green, with intensity lower than -5 in bright 

green. Numbers in boxes represented the significant changes in gene expression (p ≤ 0.05) in 

treated-leaves compared to untreated ones (control). Values are means of triplicate data of one 

representative experiment out of three. 

With regard to Bordeaux mixture, the transcripts levels were not significantly modulated 

whatever the genes considered at 1 dpt (Figure 25 B). Two days after treatment, only PAL was 

induced. Three days post-treatment, PR10 and STS were highly up-regulated. At 6 dpt, the 

accumulation of PR3 and PR10 transcripts was noticed. However, STS was strongly repressed. 
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Phytoalexin synthesis  

We aimed to determine the effect of the OSE extract on stilbenes synthesis. Leaves of grapevine 

cuttings were sprayed by the OSE extract (0.3 g/L) or by BM (4.2 g/L). They were harvested 

after 0, 1, 2, 3 and 6 dpt, washed with water (for removal of applied stilbenes) and used for 

stilbene extraction. Results obtained after UHPLC-MS analyses were presented in Figure 26. 

Only trans-piceid can be detected in sufficient amount to be quantified in the leaves. The OSE 

extract triggered a significant accumulation on trans-piceid in the leaves at 1 dpt (2.3 µg/mg 

DW), which was a content approximately 1.5 times higher than the one of control. After 2, 3 

and 6 dpt, any differences were observed, although a higher but not significantly different 

amount of trans-piceid in leaves treated with the OSE extract at 2 dpt (1.7 µg/mg DW). 

Regarding BM condition, the value of trans-piceid content was never different from the one of 

control, regardless the time of leaves collection.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. trans-Piceid content of leaves treated with the oligomerized stilbene-enriched 

extract (0.3 g/L) or BM (4.2 g/L). Light and medium grey bars represent the extract treatment 

respectiveley at 0.3 and 1 g/L and black represent BM. Significant difference between each 

treatment was set at ***p < 0.001, **p < 0.01 and *p < 0.05. Three independent experiments 

were done 

Conferred protection  

To clarify the ability of the OSE extract to confer protection against P. viticola via its ability to 

stimulate plant defence responses and not its direct antimicrobial capacity, we treated leaves of 

grapevine cuttings with the stilbene extract or BM (4.2 g/L) and we washed the leaves before 

their inoculation. For this experiment, we used a concentration of OSE extract of 0.3 g/L. The 

harvest and the inoculation of the leaves were performed at 1, 2, 3 and 6 dpt.  

We noted that the OSE extract can confer protection from 1 to 3 dpt (Figure 27). Indeed, at 1 

dpt, the protection level of OSE treated leaves was of 36%. The highest protection was observed 

2 dpt with values reaching 59%. Then the level of protection decreased 3 dpt until it was no 

longer effective 6 days after OSE treatment. Leaves treated with BM, and also thoroughly 
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washed before inoculation, were well protected against downy mildew all over the time of the 

experimentation even if a slight decrease was observed at 6 dpt. 

 

 
Figure 27. Conferred protection of the OSE extract against Plasmopara viticola evaluated by 

a foliar disc assay. The OSE extract at 0.3 g/L (light grey) and Bordeaux Mixture (BM, black) 

were sprayed on leaves of greenhouse plants. Foliar disks were generated from the treated 

leaves 1, 2, 3 and 6 dpt and inoculation was subsequently done. In both cases, the sporulation 

level was assessed 7 dpi. The P. viticola sporulation inhibition was expressed in percentage in 

comparison to the control (100% infected). For non-treated plants (control), the level of 

protection was always at 0%. Results are expressed as means ± SEM. Significant difference 

between each condition was set at p<0.05, letters represent significance. 

 

Discussion  

In this study, we aimed to evaluate the protective effect of a grapevine extract enriched in 

oligomerized stilbenes (OSE extract). The OSE extract was particularly enriched in stilbenes 

(480 mg/g DW) compared to other grapevine stilbene extracts already mentioned in the 

literature (i. e. canes, wood and roots extracts, with a stilbenes content of 340, 351 and 224 

mg/g, respectively)22 or extracts from other species (i.e. Pinus pinaster knot or Picea abies bark 

extracts contained with a stilbenes content of 5 mg/g and 67 mg/g respectively).38,39 This 

discrepancy can be explained by the different organ and plant species used for the extract 

production, and the extraction methods. Concerning each individual stilbene quantified in the 

OSE extract, results are consistent with the existing findings on grapevine extracts, and OSE 

extract contained resveratrol and complex stilbenes frequently in higher quantity than wood and 

roots extracts.22 Finally, our extract is also richer in hopeaphenol and isohopeaphenol than a 

root extract and richer in hopeaphenol than a wood extract. However, in the latter case, 

isohopeaphenol content is lower, probably due to the 30% of roots in the mixture, which are 

known to be poor in isohopeaphenol.22  

After chemical characterization, we investigated the OSE extract capacity to impair zoospores 

mobility of P. viticola, a fundamental function to initiate further infection.4,40 We noted that the 

OSE extract displayed a strong capacity to reduce the zoospores movement. This inhibitory 

ability resulted probably for the presence of stilbenes in high content in the extract. Indeed, 
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stilbenes, and especially oligomerized forms (r-viniferin, hopeaphenol, ε-viniferin) and, trans-

resveratrol have been shown to affect spores mobility and, in addition, to display spores 

toxicity.22,24 This lethal activity can result partly from the inhibition of cellular respiration 

and/or the degradation of plasma membranes.41–43  

We also investigated the preventive antimicrobial effect of the OSE extract by treating either 

leaf discs or greenhouse plants prior to, in both cases, a leaf disk artificial inoculation with P. 

viticola. Based on the first assay, we determined a IC50 value of 70 mg/L, that is in accordance 

with those obtained for wood and roots extracts (IC50 of 60 and 120 mg/L, respectively).22 In 

comparison to stilbene extracts from other plant species, the grapevine OSE extract presented 

a stronger oomycidal capacity.38,39 The strong antimicrobial activity of the OSE extract certainly 

resulted from its high content in stilbenes representing 50% of the extract and its richness in 

complex stilbenes, that are known for their very strong antimicrobial activity against P. 

viticola.22,23 In the second antimicrobial assay with artificial inoculation on leaf disks, we noted 

at 0.3 g/L a lower efficiency (46 to 72%) compared to the first assay (100 %). It can partly result 

from an uneven repartition of the OSE extract at leaves surface but also from the environment 

impact, such as the UV, that have been reported to trigger isomerisation of stilbenes.27 

In the perspective of using the OSE extract for future vineyard experimentations, we developed 

a formulation from eco-friendly co-formulants with the objective to ensuring the solubility of 

stilbenes, a good wettability of the target surface and a resistance to leaching. We observed 

protection towards P.viticola of the co-formulants alone that can be explained by their 

composition (Tween® 20 and 80 and sophorolipids). Indeed, Tween® 20 and Tween® 80 

possess antimicrobial activities44 as well as sophorolipids.45,46 In addition, the formulation 

might form a protective layer at the leaf surface thus avoiding penetration of P. viticola 

zoospores. Nevertheless, based on the leaf disk assay, we noticed that formulation did not 

impair the ability of the stilbenes present in the extract to display their antimicrobial activity.   

We also evaluate the effect of the OSE treatment in assays completely performed in semi-

controlled conditions (greenhouse). In these experimentations, the OSE extract was tested at 

0.3 g/L, with or without the co-formulants. Regarding the OSE extract unformulated, results 

obtained (40 to 50 % pest severity reduction) were in accordance with the reported reduction 

of attack frequency from 59 to 69% and disease reduction from 83 to 88% obtained after three 

treatments with a cane extract.15 However, in this latter study, these results were obtained with 

a 5 g/L of extract, thus a relatively high concentration, but any protective effect was noted at 1 

g/L. Co-formulants have improved the efficiency of the OSE extract.  

In addition, we investigated the protective action of the OSE extract towards various mildews 

affecting tomato, potato, melon and lettuce. The formulated extract was particularly effective 

in reducing pest severity of all oomycetes except lettuce downy mildew. However, while the 

pest incidence was significantly reduced in potato, it was not or only slightly reduced in other 

studied plants. These differences could be explained by the level of sensibility of each downy 

mildew species to the stilbenes of the extract and/or their ability to bypass the toxicity of 

stilbenes (detoxification, transport…).47 Other plant extracts have been reported to reduce 

different mildews species development and late blight.48,49 As instance, an extract of rhubarb, a 

stilbene-producing plant, was effective against the potato late blight.49 The inhibitory activity 

of pterostilbene, the methylated form of resveratrol, has been demonstrated on P. infestans.50 

To our knowledge, this is the first time that an oligomerized stilbene-enriched extract was 

reported for its anti-mildews activity, and especially in greenhouse conditions.  

OSE extract treatment always triggered a resistance towards P. viticola, a moderate one, even 

after removal of the extract from the leaves by washing them prior to inoculation. This 

resistance could result in part of the capacity of the OSE extract to activate plant defence 

mechanisms. Thus, we followed the expression of some genes related to defence and the 

production of phytoalexins. As a positive control, we analysed the effect of Bordeaux mixture 
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on defense gene transcript accumulation. The gene expression profile obtained by Bordeaux 

mixture was similar, with the one observed in a large transcriptomic analysis of grapevine 

response to copper sulphate.51 Concerning the OSE extract and its effect on PR genes, we noted 

that PR3 was induced at 6 dpt whereas PR10 was not affected. Despite small amount of chitin 

present in oomycetes, PR3 could be implicated in oomycete resistance. Indeed, it has been 

showed that several oomycetes possess chitin-synthesizing enzymes coding genes and that their 

timing of expression would indicate a role in host colonization.52,53 To our knowledge, the 

expression of this gene was never assessed after a stilbene treatment. Nevertheless, a maple leaf 

extract enriched in polyphenols triggered in tobacco the overexpression of PR3 and a grape 

marc extract enhanced chitinase activity in grapevine. 54,55 Regarding PR10, a recent study also 

mentioned that the expression of this gene was unaffected after a grapevine cane extract 

treatment whereas the authors reported a strong induction of PR5 and PR6, a repression of PR1 

and PR14.24 

The OSE extract modulated very slightly after 1 dpt four genes involved in the pathway of the 

polyphenol synthesis: PAL, ROMT, CHS and STS. To our knowledge, any previous study was 

done, except the one of De Bona, on the effect of stilbene extracts on phenylpropanoid pathway. 

As shown in their study, the application of stilbene extract can have an inhibitory effect on the 

expression of some the STS gene. This is indeed the case for the STS gene whose expression is 

repressed by the application of stilbene extract. Moreover, stilbene extract can reverse the 

induction of the STS gene caused by Botrytis cinerea infection. Our data were quite consistent 

with the ones of De Bona.24 In addition, it is known that resveratrol negatively regulates 

VvMYB14, a transcription factor of the STS gene.56 This could explain the effect of the extract 

on STS expression. Moreover, the expression profile of the gene ROMT, a protein implicated 

in the formation of pterostilbene, a stilbene highly active against grapevine pathogens, including 

P. viticola.57 Correlated to the induction of PAL, we noted the accumulation of piceid at 1 dpt. 

However, STS gene, at this time point, was inhibited. As metabolites were produced after the 

expression of their corresponding gene, our kinetic should have counted earlier time points. 

Nevertheless, trans-piceid, the glycosylated form of resveratrol, has been reported to not exhibit 

antimicrobial capacity.44,58 Its accumulation correlates more to a defence marker response.59 

Thus the induced resistance conferred by the OSE extract was certainly not to be attributed to 

trans-piceid accumulation. As any other antimicrobial stilbenes were determined, thus these 

molecules seemed to play any role in this enhanced resistance. In addition to the potential 

implication of some PR proteins, flavonoids can take part. Indeed, these compounds have been 

previously shown to participate in the resistance to P. viticola.60 After OSE application, we 

observed the up-regulation of CHS that shared a similar profile of expression than PAL. Thus 

the assumption of an up-regulation of the flavonoid pathway can be proposed and the expression 

of other genes of this pathway could be further analysed. 
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E. Essais au vignoble et suivi de l’extrait dans l’environnement  

a) Montage expérimental 

a) Essais anti-mildiou au vignoble 

Dans le but de confirmer les résultats obtenus « in vitro » et en conditions semi-contrôlées, 

nous avons conduit deux expérimentations au vignoble, soit en condition naturelle et non 

contrôlée. Les essais ont eu lieu chez un viticulteur partenaire sur la commune de Moulon 

(33 550) et ont été réalisés par la société Sciences Agro Atlantique (Saint Germain du Puch, 

33 750). Le premier essai a été réalisé en 2018 et le deuxième en 2019, de mai à septembre. Les 

modalités et détails de l’essai sont présentés dans le Tableau 14. Le témoin n’a subi aucun 

traitement. BB RSR représente la bouillie bordelaise à la dose de 4 kg/ha/an. La modalité Extrait 

STILPROTECT NF signifie que l’extrait n’a pas été formulé. Extrait STILPROTECT F signifie 

que l’extrait a été formulé. L’extrait STILPROTECT a été appliqué à 1 g/L. La solution de co-

formulants a été préparée pour une concentration finale de 9 g/L. Les essais au vignoble ont été 

conduits en deux temps. Il sera présenté d’abord les résultats de l’année 2018 puis seront 

présenté les résultats de la recherche d’une nouvelle formulation et enfin les résultats de la 

deuxième année d’essais, 2019.  

b) Analyse des stilbènes de l’extrait STILPROTECT présents après leur 

pulvérisation sur feuilles au vignoble 

Plusieurs feuilles issues de différentes modalités témoin non traité et feuilles traitées avec 

l’extrait ont été récoltées approximativement une demi-heure après pulvérisation de l’extrait 

sur celles-ci ou 1 semaine après. Des témoins non traités ont aussi été prélevés afin de servir de 

contrôle. Les feuilles ont été congelées, lyophilisées puis broyées en fine poudre. Les stilbènes 

ont été extraits depuis la poudre par trois extractions successives au méthanol 100%, sous 

agitation durant 1h30 pour chaque extraction, à 25°C. Le surnageant a ensuite été évaporé à 

sec, repris dans du méthanol/eau (70/30 ; v/v) et purifié sur colonne SPE (Supelclean® LC18 

column, Supelco®, Bellefonte, USA) afin d’éliminer notamment les chlorophylles. Après 

purification et lyophilisation, l’extrait est analysé par CLHP selon le protocole décrit 

précédemment. 
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Tableau 15. Caractéristiques parcellaires et dispositif expérimental de l'essai mené au vignoble 

en 2018 contre la maladie du mildiou 

Culture  Vigne  

Cépage / variété Merlot  

Mode conduite Vigne palissée 

Type de sol  Limono argileux 

Travail du sol  inter rangs enherbés 

Culture  Homogène et vigoureuse 

Densité de semis 3333 plants / ha 

Distance entre ceps 1 mètre 

Distance inter-rang 3 mètres 

Age de la vigne 15 ans 

Taille essai   4 modalités 

Nombre répétition  4 répétitions 

Taille parcelle 10 ceps (30 m²) 

 

c) Modification des stilbènes à la lumière dont les UV 

L’extrait STILPROTECT a été préparé dans une solution d’éthanol (concentration en extrait 

de 1 g/L), et placé durant 4h sous UV à 365 nm, à la lumière naturelle de 40 000 à 60 000 lux 

ou à l’obscurité. Pour extraire les stilbènes, les solutions ont été portées à sec, puis les stilbènes 

repris par du Méthanol/Eau (50/50, v/v). Leur analyse a été menée par CLUHP-MS.  

d) Activité anti-mildiou de solutions d’extraits traitées à la lumière                   

 ou aux UV 

Des disques foliaires ont été découpés sur de jeunes feuilles F3 et F4 de V. vinifera cv. 

Cabernet Sauvignon cultivées en serre. Sur les disques, ont été pulvérisés les solutions d’extraits 

préparées tels que décrit précédemment. Dans ces solutions, la concentration finale en extrait 

est de 300 µg/mL soit la CI100 observée sur disques foliaires. Après séchage des disques, ces 

derniers ont été inoculés par une suspension de spores de P. viticola récoltés sur des feuilles de 

vigne inoculés 7 jours auparavant. Après une nuit à l’obscurité, les feuilles sont placées à la 

lumière durant 7 jours puis l’observation de la sporulation est effectuée.  
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e) Etude des propriétés protectrices du co-formulant au lessivage 

Cinq disques foliaires de 4 cm de diamètre par condition sont préparés à partir de feuilles F3 

et F4 de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon cultivées en serre. L’extrait, préparé dans une 

solution éthanolique (1% final) est utilisé à la concentration finale de 1 mg/mL. La solution 

contrôle contient 1% d’éthanol. Les disques foliaires sont disposés sur une surface inclinée d’un 

angle de 45° et par 2-3 sprays, les solutions y sont pulvérisées. Avant et après pulvérisation, les 

disques sont pesés afin de connaître la quantité de matériel déposé sur chaque disque. Après 

séchage, les disques reçoivent 10 sprays d’une solution d’eau distillée afin de simuler une pluie. 

L’eau pulvérisée est collectée, pesée et séchée. Le matériel sec est resuspendu dans une solution 

de méthanol/eau 50/50 (v/v) et le contenu en polyphénols y est analysé par la méthode de Folin-

Ciocalteu (Singleton, Rossi, & Jr, 1965). Le contenu en polyphénols est rapporté à la quantité 

de matériel pulvérisé sur le disque correspondant et exprimé en pourcentage de lessivage.  

b) Résultats 

a) Essai vignoble 2018 

L’essai a débuté le 11 mai par le premier traitement avec l’extrait STILPROTECT. Huit 

applications ont été réalisées entre le 11 mai et le 03 juillet, avec un intervalle de 7 à 10 jours 

entre chaque traitement. Une infestation artificielle a été réalisée le 08 mai sur les rameaux non 

traités entre chaque bloc de modalité de l’essai. A la mi-mai, les conditions climatiques 

deviennent favorables au développement de la maladie et les nombreuses pluies favorisent son 

développement entre fin mai et début juin. Ces conditions sont apparues au moment de la 

floraison de la vigne, période durant laquelle la vigne est particulièrement sensible au mildiou. 

Deux paramètres ont été relevés qui sont l’incidence et la sévérité de la maladie. 

Concernant l’incidence de la maladie, la seule réduction assurée par l’extrait est observée à 

la première date d’observation. En effet, on constate que l’extrait seul inhibe d’environ 20 % 

l’incidence, sans toutefois que cette valeur soit significativement différente de celle du témoin 

non traité. En revanche, l’extrait formulé réduit significativement l’incidence de la maladie de 

44 % (Tableau 15). La bouillie bordelaise RSR quant à elle est très efficace en ce qui concerne 

l’inhibition de l’incidence (93% de réduction). Cependant, lors des observations suivantes, 

aucun effet de l’extrait, formulé ou non, n’a pu être mis en évidence (Tableau 15, 27 juin, 02 et 

10 juillet). Seule la bouillie bordelaise a permis une réduction constante de l’incidence de la 

maladie.  
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L’extrait, formulé ou non, n’a pas non plus permis de réduire la sévérité de la maladie, et ce 

pour toutes les dates d’observations (Tableau 15). En revanche, pour la modalité BB RSR on 

note une efficacité d’inhibition de la sévérité de la maladie significativement différente aux 

autres modalités à toutes les dates de suivi. Il semble donc que l’extrait STILPROTECT, sauf 

dans les premières dates de l’expérimentation et formulé, ne présente pas d’efficacité 

significative de protection au vignoble. 

Tableau 16. Pourcentages de développement du mildiou sur feuilles au cours de l'essai 

vignoble 2018. BB signifie bouillie bordelaise et représente le traitement de référence. La 

différence significative entre chaque extrait a été fixée à p<0,05, les lettres représentent la 

significativité 

  12-juin 27-juin 02-juil 10-juil 

Incidence 

Non traité 100,0 +/- 19,5 a 100,0 +/- 18,1 a 100,0 +/- 18,6 

a 

100,0 +/- 4,4 a 

Extrait  78,1 +/- 21,7 ab 102,4 +/- 11,7 a 115,0 +/- 10,6 

a 

97,25 +/- 3,9 a 

Extrait formulé 56,3 +/-20,3 b  94,6 +/- 20,0 a 104,9 +/- 19,2 

a 

94,6 +/- 13,1 a 

BB 7,0 +/-9,0 c 39,5 +/- 8,0 b 45,1 +/- 13,6 b 58,1 +/- 3,0 b 

Sévérité 

Non traité 100,0 +/- 22,0 a 100,0 +/- 41,4 a 100,0 +/- 36,9 

a 

100,0 +/- 27,7 

a Extrait  77,8 +/-26,8 a 105,7 +/- 31,3 a 128,8 +/- 34,4 

a 

99,5 +/- 14,0 a 

Extrait formulé 64,6 +/- 24,9 a 99,8 +/- 42,5 a 107,7 +/- 32,8 

a 

98,1 +/- 16,1 a 

BB 6,3 +/- 8,0 b 13,7 +/- 4,9 b 22,9 +/- 8,5 b 18,6 +/- 1,7 b 

 

Ce résultat est toutefois à nuancer car les conditions environnementales de 2018 avaient été 

fort propices au développement du mildiou car de fortes précipitations ont été présentes dès le 

début de la saison. Ainsi, l’extrait peut avoir été lessivé, c’est-à-dire que les pluies auraient 

« lavées » les feuilles, leur retirant l’extrait appliqué à leur surface. L’utilisation des co-

formulants n’a pas amélioré suffisamment la « résistance » de l’extrait aux pluies et donc 

l’efficacité de l’extrait a été compromise. En effet, les co-formulants développés avaient pour 

objectif une bonne solubilité des stilbènes et leur répartition optimale sur la feuille, mais non 

pas de permettre à l’extrait de « coller » à la feuille. De plus, les UV peuvent modifier certains 

stilbènes par isomérisation. A ce stade, il apparait donc important d’étudier le lessivage de 

l’extrait et de suivre son évolution face aux UV et à la lumière naturelle. 
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b) Suivi des stilbènes pulvérisés sur des feuilles de vignoble 

Afin de confirmer l’hypothèse du lessivage de l’extrait par les fortes pluies, nous avons 

prélevé des feuilles de l’essai vignoble de différentes modalités 30 min ou une semaine après 

traitement, dans le but d’analyser la quantité de stilbènes de l’extrait retrouvés sur les feuilles.  

Les feuilles de la modalité « extrait STILPROTECT » récoltées une demi-heure après 

traitement présentent une teneur significative en stilbènes contenus dans l’extrait de manière 

spécifique. En revanche, les feuilles de la modalité « extrait STILPROTECT » récoltées 1 

semaine après traitement ne présentent aucune trace des stilbènes connus pour être 

spécifiquement présents au sein de l’extrait STILPROTECT. Ce profil est identique à celui 

obtenu avec le témoin non traité.  

Ce résultat confirme notre hypothèse de lessivage de l’extrait par les pluies et explique 

probablement en partie le manque d’efficacité de l’extrait rencontré en cette année 2018 au 

vignoble contre la maladie du mildiou. En réponse à cela, nous avons décidé de rechercher pour 

la suite des traitements un adjuvant ayant le rôle de rétenteur, à savoir un rôle de protection du 

traitement au lessivage des pluies.  

c) Modification des stilbènes face à la lumière et aux UV  

Les UVs sont capables d’initier l’isomérisation de certains stilbènes tel que le trans-

resvératrol en cis-resvératrol (Figueiras et al. 2011). Par ailleurs, il a été montré que l’activité 

du cis-resvératrol est moins importante que sous sa forme trans (Flieger & Blicharska, 2016). 

Il est donc nécessaire de connaitre l’effet d’un contact prolongé de la lumière du soleil et 

notamment des UVs sur les stilbènes présents dans l’extrait STILPROTECT puis d’évaluer 

l’activité de l’extrait potentiellement modifié.  
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Tableau 17. Pourcentages de diminution de la concentration de chaque stilbène dans les extraits 

exposés aux UV, à la lumière du soleil en comparaison à l’extrait conservé à l’obscurité numéro 

figures. ‘nd’signifie que le composé n’a pas été dosé 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La concentration de 3 stilbènes majoritaires de l’extrait est particulièrement affectée après 

exposition aux UV ou à la lumière (Tableau 16). En effet, nous notons une diminution des 

concentrations du resvératrol, de l’ε-viniférine et de la r-viniférine lors d’une exposition aux 

UV, mais surtout de manière encore plus marquée lors d’une exposition à la lumière.  

La lumière du soleil contenant un large spectre d’UV et d’intensité plus forte comparée à 

celui d’UV spécifiques explique certainement cette dégradation plus importante des stilbènes à 

la lumière. A la suite des expositions de l’extrait aux UV et à la lumière solaire, nous avons 

noté la présence de 3 nouvelles molécules (Figure 28). Après comparaison des temps de 

rétention, absorbances maximales et masses moléculaires avec les molécules initiales, il semble 

que ces 3 nouvelles molécules soient les formes cis des 3 stilbènes impactés lors des traitements 

(Z-resvératrol, Z-r-viniférine et  Z-r-viniférine) ce qui était attendu compte tenu de la littérature 

sur le sujet (Figueiras et al., 2011). 

Stilbènes Lumière 

naturelle 

UV 

picéide (1) 14 7 

E-picéatannol (3) 85 40 

pallidol (4) 5 5 

E-resvératrol (5) 89 60 

parthénocissine  42 52 

hopeaphénol (6) 

 

17 0 

isohopéaphenol 

(7)Isohopéaphenol (7) 

nd nd 

E-ε-viniférine (8) 91 82 

miyabénol C  62 61 

E-ω-viniférine (9) 85 73 

r- viniférine  (10) 92 88 
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Figure 28. Spectres UV des extraits traités aux UV ou à la lumière naturelle. (1) Picéide, (2) 

Ampélopsine A, (3) E-Picéatannol, (4) Pallidol, (5) E-resvératrol, (5’) Z-resvératrol (6) 

Hopéaphénol, (7) Isohopéaphenol, (8) E-ε-viniférine, (8’) Z-ε- viniférine, (9) E-ω- viniférine, 

(10) E-r- viniférine (10’) Z-r-viniférine. 

d) Activité anti-mildiou des stilbènes modifiés par la lumière ou les UV  

Nous avons mis en évidence l’impact de la lumière du soleil et des UV sur les stilbènes de 

l’extrait. Il est donc envisageable que l’isomérisation des stilbènes majeurs de l’extrait de la 

forme trans en cis entraîne une modification de l’efficacité antimicrobienne de l’extrait. Pour 

répondre à cette question et connaitre l’effet de la lumière sur l’activité biologique de l’extrait, 

nous avons conduit des essais antimicrobiens sur P. viticola, avec des extraits ayant subi un 

traitement UV, lumière solaire ou qui ont été conservés dans le noir. L’activité des extraits a 

été analysé sur disques foliaires à 0.3 g/L. Les disques ont été inoculés 24h après traitement.  

 

OBSC1_P1-C-1_01_26454.d

UV1_P1-B-8_01_26452.d

SOL1_P1-B-9_01_26453.d

0

50

100

150

200

250

Intens.

[mAU]

0

50

100

150

200

[mAU]

0

20

40

60

80

[mAU]

0 2 4 6 8 10 Time [min]

2 

5 

8 

10 
7 

6 4 1 
9 

3 

Témoin - obscurité 

280 nm 

306 nm 

UV 

 

Lumière naturelle 

 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

4 

4 

5 

5 

6 7 

6 
7 

8 

8 

9 

9 10 

10 

5’ 

8’ 

10’ 

5’ 

8’ 
10’ 



 

156 
 

Les résultats après 7 jours de croissance de l’agent pathogène nous montrent que l’extrait 

conservé à l’obscurité, soit le contrôle positif de cet essai, inhibe quasiment totalement la 

sporulation du mildiou (approx. 98% d’inhibition ; Figure 29). L’extrait traité aux UV présente 

une efficacité légèrement réduite par rapport à l’extrait conservé à l’obscurité (perte de 10 %), 

mais sans que cette différence soit significative. En revanche, pour l’extrait exposé à la lumière 

naturelle, l’activité biologique est significativement réduite de 47 %.  

 

 

Figure 29. Inhibition de la sporulation de P. viticola selon les extraits pulvérisés. Les 

traitements sont les suivants : extrait conservé à l’obscurité, extrait exposé aux UV et extrait 

placé à la lumière du soleil. Les lettres représentent la significativité des résultats p <0,05.   

Ces résultats mettent en évidence la nécessité de protéger l’extrait de la lumière du soleil 

afin d’en conserver l’activité anti-mildiou de manière optimale. Un composé connu pour ses 

capacités de protection face aux UV, l’oxyde de zinc (ZnO) (Kolodziejczak-radzimska & 

Jesionowski, 2014) a été choisi pour être intégré dans la formulation. 

e) Etude des propriétés protectrices du co-formulant au lessivage 

    Suite aux résultats indiquant le lessivage de l’extrait lors de l’essai au vignoble, nous avons 

entrepris des tests au laboratoire afin d’identifier un co-formulant efficace qui permettrait une 

meilleure résistance de l’extrait au lessivage. Différents co-formulants nous ont été fournis par 

la société Encapsulation technology, soit les co-formulants nommés, F2018 et F2019, ou acquis 
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auprès de la société Action Pin (Castets, 40260), soit les co-formulants nommés, Heliosol® et 

Helioterpen®. Dans les formulations de Encapsulation technology, aux co-formulants F2018 et 

F2019 pouvait ou non être additionné du Tersperse®, un composé aux propriétés rétentrices.  

Après analyse des eaux de rinçage, nous constatons que 100 % des polyphénols de l’extrait sont 

retrouvés dans les eaux de rinçage pour les formulations F2019 et F2018, avec et sans ajout de 

Tersperse® T (Figure 30). En revanche, les co-formulants Heliosol® et Helioterpene® 

semblent protéger plus efficacement l’extrait d’un lessivage, respectivement de 65 et 40%.  

Figure 30. Pourcentage de lessivage des extraits formulés et pulvérisés sur disques foliaires. 

Les lettres représentent la significativité des résultats p<0,05. T représente l’ajout de 

Tersperse® à la formulation. 

Nous confirmons l’incapacité de la formulation F2018, utilisée pour les essais au vignoble 

de 2018, à protéger l’extrait du lessivage. De plus, il apparait que l’ajout de Tersperse® 

n’améliore pas la rétention de l’extrait. A l’inverse, les co-formulants Heliosol® et co-

Helioterpene® semblent présenter une certaine résistance au lessivage. La résistance procurée 

par Heliosol® étant la plus importante, selon nos tests, ce formulant a été choisi pour les essais 

au vignoble 2019.  

 

D’après ces résultats, une nouvelle formulation a été développée dans le but de conduire un 

nouvel essai au vignoble. Celle-ci consistait en l’utilisation du co-formulant Heliosol® à raison 
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de 0,2 L/hL, de ZnO à 10 g/L (selon les recommandations du fournisseur) ainsi que de l’éthanol 

95% à une concentration finale de 1%. L’extrait a été utilisé à la concentration de 1 g/L 

équivalent à 1 kg/ha. De plus, ayant constaté en 2018 que l’extrait seul ne présentait aucun 

intérêt pour la protection de la vigne, nous avons souhaité connaitre l’effet de l’application de 

la formulation seule sur le développement du mildiou. Hormis la nouvelle formulation, le 

protocole de traitement de cet essai reste identique à celui réalisé au cours de l’année 2018.  

f) Essai vignoble 2019 

Au cours de cet essai, si aucun effet inhibiteur n’a été significativement démontré concernant 

à la fois l’incidence et la sévérité de la maladie, nous pouvons constater néanmoins qu’à la date 

du 26 juin (1ère observation), l’extrait formulé tend à réduire l’incidence de la maladie de 15 % 

et sa sévérité de 24 % (Tableau 17). La bouillie bordelaise est tout au long de l’essai 

significativement apte à réduire l’incidence et la sévérité de la maladie dans des ordres de 

grandeurs similaires à ceux observés lors de l’essai de 2018.  

Ces résultats montrent que la nouvelle formulation n’a pas été apte à améliorer l’efficacité 

de l’extrait STILPROTECT. Il est à signaler que des difficultés de traitements ont été rapportées 

notamment par la formation d’amas lipidiques, ce qui peut probablement impacter la qualité du 

traitement. Il est donc nécessaire de travailler encore à la recherche et au développement d’une 

formulation qui remplirait toutes les fonctions de protection souhaitées avant de reconduire les 

essais au vignoble. 
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Tableau 18. Pourcentages de développement du mildiou sur feuilles au cours de l'essai 

vignoble 2019. BB signifie bouillie bordelaise et représente le traitement de référence. La 

différence significative entre chaque extrait a été fixée à p<0,05, les lettres représentent la 

significativité 

  26-juin 15-juil 06-août 23-août 

Incidence 

Non traité 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 

Extrait formulé 85,4 a  93,2 a 95,4 a 98,0 a 

Formulation seule 96,9 a 93,9 a  104,0 a 98,7 a 

BB 1,9 b 44,1 b 46,4 b 14,5 b 

Sévérité 

Non traité 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 

Extrait formulé 76,2 a 87,2 a 104,7 a 88,7 a 

Formulation seule 97,4 a 88,2 a 124,4 a 84,6 a 

BB 1,6 b 16,1 b 13,4 b  3,3 b 

c) Conclusion et discussion 

Après avoir caractérisé les activités biologiques de l’extrait en conditions contrôlées et semi-

contrôlées, il était nécessaire, afin de développer un tel extrait, d’analyser son activité en 

conditions non contrôlées. L’élaboration d’une formulation est aussi une étape primordiale pour 

le développement de tels extraits alternatifs pour le contrôle des maladies.  

Au cours de cette étude au vignoble, aucune activité claire n’a pu être mise en évidence. Ce 

défaut d’activité a été attribué au lessivage de l’extrait ainsi qu’à la vulnérabilité de l’extrait 

face aux rayons solaires. Des formulations ont été développées pour répondre à ces 

problématiques, en vain. Si un extrait de vigne riche en stilbènes a déjà montré son efficacité 

dans la réduction du développement du mildiou au vignoble (Richard et al. 2016), la 

concentration utilisée était 5 fois supérieure à celle de notre étude. De plus, l’originalité de notre 

extrait, à savoir sa richesse en dimères et tétramères, en fait un composé à la solubilité peu aisée. 

Cette différence de contenu pourrait expliquer le manque d’efficacité de notre extrait lors des 

essais au vignoble. En effet, durant les essais en serre, une concentration de 0,3 g/L a été 

analysée, alors que lors des essais au vignoble, c’est une concentration de 1 g/L qui a été étudiée. 

Cette forte concentration pourrait être responsable des difficultés rencontrées. Ainsi, malgré la 

formulation, il est possible que les stilbènes présents sur les feuilles s’agrègent lors de présence 

d’eau ou d’humidité sur les feuilles à la manière de l’huile dans l’eau.  
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Le développement d’une formulation parait ici indispensable et malgré les différentes 

formulations étudiées, nous n’avons pu mettre en évidence celle qui permettrait à l’extrait de 

protéger efficacement les feuilles de vigne contre le mildiou.  

A ce stade de l’étude, l’extrait STILPROTECT, dont la caractérisation chimique l’a révélé 

riches en stilbènes, notamment complexes, a montré son efficacité pour le contrôle des 

oomycètes, tout au moins jusqu’en serre. Nous avons alors souhaité évaluer son activité 

antifongique, dans le but d’étendre les connaissances sur cet extrait tout en élargissant sa 

potentielle utilisation en tant qu’alternative aux pesticides de synthèse.  
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IV. Extrait STILPROTECT et 

Botrytis : effets réciproques 
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A. Objectifs et stratégie 

Botrytis cinerea étant un agent pathogène très répandu dans les vignobles et qui est à 

l’origine de lourdes pertes de rendement, sa maîtrise est primordiale en viticulture. Or, ce 

contrôle se fait aujourd’hui encore très largement par l’utilisation de fongicides de synthèse. 

L’activité antifongique de stilbènes, et notamment de monomères et de quelques dimères, a déjà 

été démontrée sur le développement et la germination des conidies de B. cinerea. Cependant, 

aucun extrait enrichi en stilbènes complexes n’a été analysé pour une telle activité.  

B. cinerea possède un arsenal enzymatique qu’il sécrète lors de l’infection des tissus 

végétaux. Certaines de ces enzymes sont capables de détoxifier des phytoalexines produites par 

la plante, comme les laccases. Les laccases sont des polyphénols oxydases qui peuvent catalyser 

le couplage oxydatif de différents monomères de stilbènes tels que le resvératrol et le 

ptérostilbène (Gindro et al. 2017). S’il est parfois avancé que ce mécanisme relève d’une 

détoxification, la production de produits plus actifs, notamment la δ-viniférine à partir du 

resvératrol, tend à contredire cette hypothèse. Ainsi, la modification des stilbènes par B. cinerea 

est un processus dont l’intérêt est encore aujourd’hui discuté. 

Notre objectif ici est double. Dans un premier temps, il sera de caractériser l’action 

antifongique de l’extrait STILPROTECT et, dans un deuxième temps, d’étudier le devenir des 

stilbènes de l’extrait face à l’arsenal enzymatique de B. cinerea. L’activité inhibitrice du 

développement fongique a été évaluée au niveau de la germination des conidies et de la 

croissance mycélienne. De plus, l’action de l’extrait sur la production des laccases dans le 

milieu de culture a été suivie. Ensuite, l’action des laccases de B. cinerea sur les stilbènes 

contenus dans l’extrait a été évaluée par des suivis de réactions de biotransformation de l’extrait 

et de stilbènes majoritaires. Enfin, l’activité antifongique de l’extrait ainsi transformé a été 

analysée.  

 

B. Montage expérimental 

a) Activité antifongique 

a) Germination des conidies 

L'activité inhibitrice des stilbènes sur la germination des conidies de B. cinerea a été mesurée 

comme décrit par Caruso et al., (2011). Brièvement, de l’agar 1% contenant l’extrait 
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STILPROTECT ou de l'éthanol 1%, a été versé sur des lames de microscope. Différentes 

concentrations d'extrait ont été utilisées, allant de 5 à 100 µg/mL. Des conidies ont été déposées 

sur la gélose à l’aide d'air comprimé. Les lames ont été transférées dans des boîtes de Petri 

contenant du papier humide et incubées 24 heures dans l'obscurité à 22°C. Les conidies sont 

dites en germination lorsque la longueur de leur tube germinatif est au moins égale au diamètre 

des conidies. Un total de 50 conidies a été compté et le pourcentage de germination a été calculé. 

Ces expériences ont été réalisées trois fois.   

b) Croissance mycélienne 

(1) Extrait STILPROTECT natif et biotransformé 

    B. cinerea est cultivé sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA) en cycle de lumière naturelle 

à 25°C durant 7 jours. Puis des coupes circulaires de 10 mm de diamètre sont réalisées à l’aide 

d’un emporte-pièce au niveau du mycélium jeune. Ces coupes sont alors déposées au centre de 

boîtes de Petri contenant du milieu PDA +/- différentes concentrations d’extrait (0-25-50-100-

250-500-750-1000-2000 et 5000 mg/L). L’extrait est dissout dans de l’éthanol à la 

concentration finale de 1%. Une condition « contrôle positif » correspondant au pyriméthanil 

(Cf : 5 µM), un fongicide (Kim et al. 2016), est menée en parallèle. Les boîtes sont placées en 

cycle de 16h de lumière et 8h d’obscurité à 25°C. Le suivi de croissance mycélienne est réalisé 

48h après dépôt du plug sur le milieu. La croissance est évaluée à l’aide du logiciel ImageJ via 

la mesure des aires de développement mycélien. Les valeurs sont rapportées au témoin de 

croissance de 100% (éthanol 1%).  

(2) Stilbènes purs 

    Les conditions sont identiques à celles décrites pour l’extrait total excepté pour les 

concentrations finales utilisées qui sont les suivantes : 0-25-50-100-250-500 mg/L. Les 

stilbènes étudiés (resvératrol, ε-viniférine, hopéaphénol, r2-viniférine et r-viniférine) ont été 

dissouts dans de l’éthanol (Cf 1 %). 

c) Production de laccases extracellulaires 

Afin d’étudier l'effet de l'extrait STILPROTECT au niveau de la production de laccases 

sécrétées par Botrytis, nous avons mené des expériences avec une culture liquide de B. cinerea 

âgée de 12 jours. Les essais ont été réalisés avec deux concentrations d'extrait (60 et 125 mg/L) 

ou du sulfate de cuivre (0,6 mM) comme témoin positif et de l’éthanol (1 % dans de l’eau) 
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comme témoin négatif. L'activité des laccases a été suivie pendant 7 jours d'incubation et 

exprimée en unités par gramme de masse sèche (U/g MS).  

b) Biotransformation de l’extrait et de stilbènes 

a) Extraction du sécrétome 

B. cinerea a été cultivé durant 20 jours en milieu Czapek liquide en condition de lumière 16 

h de jour et 8 h de nuit à 22 °C. L’extraction du sécrétome se fait selon le protocole de Gindro 

et al. (2017). Brièvement, du sulfate d’ammonium a été ajouté au milieu de culture filtré de 

façon à atteindre 80% de saturation, puis cette solution a été placée une nuit à 4°C sous agitation. 

Le lendemain, le milieu a été centrifugé (1h ; 10 000 g ; 4°C) puis le surnageant a été dialysé 

une nuit à 4°C contre de l’eau distillée. Le produit de dialyse a été ensuite concentré à l’aide de 

PEG 20 000 en poudre. Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford et la 

concentration protéique est ensuite ajustée à 1 µg/µL.  

b) Biotransformation de l’extrait 

La biotransformation de l’extrait a été effectuée en mettant en contact 50 µg/mL de protéines 

du sécrétome et 500 µg/mL d’extrait STILPROTECT, préalablement dissouts dans l’éthanol 

(Cf 1%). La réaction s’est poursuivie durant 24 heures à l’obscurité, à 22°C et sous agitation. 

Les stilbènes ont ensuite été extraits par triple extraction à l’acétate d’éthyle. Les extraits 

stilbéniques ont été dosés par CLUHP selon le protocole décrit précédemment. Des 

prélèvements ont été effectués après 7,5 ; 15 ; 30 ; 60 ; 120 ; 300 et 1440 min.  

c) Biotransformation de stilbènes majoritaires 

La biotransformation des stilbènes purs s’est effectuée en mettant en contact 50 µg/mL de 

protéines du sécrétome et 50 µg/mL de stilbènes. Les conditions utilisées ont été les mêmes que 

pour la biotransformation de l’extrait. Au total la biotransformation de 6 stilbènes a été suivie 

resvératrol, ε-viniférine, ampélopsine A, ω-viniférine, hopéaphénol et r-viniférine. Les 

réactions ont été réalisées sur un temps de 5h. Des prélèvements ont été effectués après 7,5 ; 15 

; 30 ; 60 ; 120 et 300 min pour le resvératrol et l’ε-viniférine. Un seul prélèvement a été effectué 

après 300 min de réaction concernant l’ampélopsine A, l’ω-viniférine, l’hopéaphénol, et la r-

viniférine. 



 

166 
 

C. Résumé des résultats 

a) Activité antifongique 

a) Effet de l’extrait STILPROTECT sur la germination des conidies  

Nous avons observé que l'extrait est capable de réduire la germination des conidies à partir 

de 15 mg/L et de l’inhiber presque totalement à 100 mg/L. La CI50 est égale à 38,73 mg/L. Cette 

activité peut être attribuée en partie à la présence de resvératrol et de ε-viniférine, ainsi que 

probablement de celle de la r-viniférine et d'autres molécules.  

b) Effet de l’extrait STILPROTECT sur la croissance mycélienne 

Nous avons constaté que 1% d’éthanol n’affecte pas la croissance de l’agent pathogène 

(témoin condition « 0 »). A 48h et 96h post-inoculation (PI), la plus faible concentration en 

extrait, 25 mg/L, n’inhibe pas la croissance mycélienne. En revanche, les concentrations 

suivantes permettent une inhibition du développement mycélien de B. cinerea de manière 

relativement proportionnelle à la concentration d’extrait utilisée et ce jusqu’à la concentration 

de 5000 mg/L avec 94 % d’inhibition à 48 h et 95 % à 96 h. Un effet dose dépendant bien 

marqué est donc constaté et ce quelle que soit la date de lecture. De plus, nous notons que la 

concentration de 5 000 mg/L présente la même efficacité d’inhibition que le pyriméthanil, le 

fongicide de synthèse utilisé à 5 µM. L’IC50 a été calculée à 48 h après l’inoculation et sa valeur 

est de 123 mg/L.  

Ces résultats mettent en évidence une action anti-microbienne de l’extrait STILPROTECT 

sur B. cinerea, un agent pathogène majeur de la vigne et responsable de la pourriture grise. Cela 

conforte l’intérêt de développer un tel extrait comme solution alternative et/ou complémentaire 

pour réduire les traitements chimiques de contrôle des maladies utilisés dans la filière viti-

vinicole. Toutefois, nous avons noté que de fortes concentrations n’inhibent pas totalement la 

croissance mycélienne. Cela pourrait s’expliquer par la capacité de B. cinerea à métaboliser les 

stilbènes, via notamment son sécrétome.  

c) Effet de stilbènes purs sur la croissance mycélienne 

Après 48h de croissance, selon les stilbènes présents dans le milieu, le champignon se 

développe plus ou moins rapidement, signifiant que les stilbènes étudiés possèdent des 

capacités inhibitrices différentes. Les stilbènes les plus actifs sont la r-viniférine, le resvératrol 
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et l’ε-viniférine, avec respectivement des CI50 de 156, 383 et 572 µM. Les stilbènes les moins 

actifs sur la croissance de B. cinerea sont l’hopéaphénol et la r2-viniférine, avec pour CI50 

respectives 807 et 1101 µM. Les résultats concernant le resvératrol sont en accord avec ceux 

de la littérature. Il semble donc que le resvératrol et la r-viniférine soient responsables en grande 

partie de la capacité antimicrobienne de cet extrait. Cependant, le resvératrol n’est pas rapporté 

dans la littérature comme un composé particulièrement actif envers d’autres agents pathogènes 

tel le mildiou (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). Il est probable que, dans le cas de B. 

cinerea, la capacité inhibitrice du resvératrol ne soit en réalité pas celle du resvératrol lui-même 

mais plutôt celle de son dimère, la δ-viniférine. En effet, B. cinerea, par le biais de laccases 

qu’il peut sécréter dans l’environnement, est capable de réaliser un couplage oxydatif du 

resvératrol, en δ-viniférine notamment (Katia Gindro et al. 2017; R. Pezet, Pont, and Hoang-

Van 1991). Ce dernier composé possède une très forte activité inhibitrice sur le développement 

de B. cinerea avec une CI50 de 13 µM (El Khawand et al. 2020). 

d) Effet de l’extrait STILPROTECT sur la production de laccases 

Pour la condition témoin négatif (1% éthanol), nous avons noté une production rapide de 

laccases durant 3 jours jusqu’à 20 U/g MS. Ensuite, la production se stabilise jusqu’à 7 jpt avec 

8 U/g MS. Un traitement avec du sulfate de cuivre, rapporté comme inducteur de la production 

de laccases dans la littérature (Gigi et al. 1980, Buddhika et al. 2020), a entraîné effectivement 

une surproduction de laccases (30 U/g MS). En ce qui concerne les traitements réalisés avec 

l'extrait STILPROTECT, nous avons constaté un effet négatif sur la production de laccases, 

avec un retard important dans le début de la production de ces enzymes sécrétrices. À la 

concentration la plus faible, les laccases ont commencé à être produites à 3 jpt, mais toutefois 

cette augmentation n'est pas significative par rapport au jour 0. Après 7 jours, une production 

significative de laccases a été observée, mais celle-ci est transitoire puisqu'elle chute les jours 

suivants. Dans le cas de la plus forte concentration d'extrait, une très forte inhibition s'est 

produite puisque aucune production de laccases n’a été détectée. Ainsi, un effet dose semble 

être observé malgré un manque de significativité. Il peut paraître assez surprenant que l'extrait 

enrichi en stilbènes ne déclenche pas la production de laccases car il a été démontré que d'autres 

substances phénoliques, tel que l’acide gallique, peuvent stimuler la production de laccases 

(Taha et al. 2013). Cependant, si des combinaisons de resvératrol et de polyphénols de raisin 

peuvent induire une forte augmentation de la production de laccases, le resvératrol seul est 

inhibiteur (Favaron et al. 2009). Ainsi le resvératrol et ses dérivés, dont les formes 

oligomérisées, présents en grande quantité dans l'extrait STILPROTECT, soient probablement 
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responsables de la réduction de la production des laccases de Botrytis. Les stilbènes 

oligomérisés de l'extrait, en empêchant la production de laccases, pourraient garantir l'intégrité 

des formes de stilbènes qui sont transformables par les laccases, tels que le resvératrol et l’ε-

viniférine, et ainsi maintenir leur activité antimicrobienne. 

b) Biotransformation de l’extrait STILPROTECT et de stilbènes purs 

a)  Extrait STILPROTECT 

L’extrait STILRPOTECT a été mis au contact du sécrétome de B. cinerea durant 24 h. Ainsi, 

la modification de plusieurs stilbènes a été mise en évidence. Concernant les monomères, nous 

avons observé la rapide diminution de la concentration du resvératrol avec sa transformation 

complète en 120 min. La concentration en picéatannol a diminué aussi alors que celle du picéide 

est restée relativement stable. Pour ce qui est des dimères, l’ε-viniférine, à l’image du 

resvératrol, a été rapidement transformé. La concentration de l’ω-viniférine a diminué elle aussi 

mais de manière plus lente et durant tout le temps de l’expérience. De même, la parthénocissine 

A a été transformée durant l’expérience, mais celle-ci n’a débuté qu’à partir de 120 min.  Enfin, 

le pallidol n’a pas été impacté. En parallèle de la disparition de certaines molécules, nous avons 

observé la production de δ-viniférine, un stilbène dimérique non présent dans l’extrait initial. 

Ceci résulte probablement du couplage oxydatif du resvératrol, tel qu’il a été rapporté dans des 

études précédentes (Gindro et al. 2017). Concernant les tétramères, nous avons observé la 

complète dégradation de la r2-vinférine. L’hopéaphénol quant à lui, n’a pas été modifié mais 

nous avons observé la production de r-viniférine.  

b) Stilbènes purs 

Après avoir constaté la transformation de certains stilbènes de l’extrait par les enzymes de 

B. cinerea et la formation de nouveaux composés, nous avons souhaité notamment connaître 

l’origine des produits formés. Pour se faire, des stilbènes purs ont été mis en présence des 

enzymes du sécrétome. Dans un premier temps, nous avons suivi l’évolution du resvératrol afin 

de confirmer les résultats obtenus par des équipes précédentes. Dans un second temps, nous 

avons suivi de façon originale l’évolution de trois dimères, l’ε-viniférine, l’ampélopsine A et la 

ω-viniférine et, de deux tétramères, l’hopéaphénol et la r-viniférine. 
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Resvératrol 

Le resvératrol a été rapidement consommé puisqu’entre 92 et 97% du resvératrol initial est 

consommé entre 0 et 15 min. En parallèle, nous avons observé la production de pallidol et de 

δ-viniférine.  

Dimères 

Concernant l’ε-viniférine, une rapide transformation a été observée avec 50% de ce composé 

consommé entre 0 et 30 min et jusqu’à 89 % en 60 min. En parallèle, s’est produit la production 

de trois tétramères : hopéaphénol, r-viniférine et r2-viniférine. Une corrélation positive a été 

observée entre les temps de consommation et de production, ce qui signifie que cette production 

est très probablement issue de la biotransformation de l’ε-viniférine, d’une manière similaire à 

ce qui a été observé pour le resvératrol. Au cours d’une autre réaction, nous avons observé la 

diminution de la concentration en ω-viniférine après 5h de réaction, sans toutefois être capable 

d’identifier des composés formés. A l’inverse, aucune diminution a été observée concernant 

l’ampélopsine A.  

Tétramères 

Après 5 h de réaction, pour aucun des deux tétramères suivis (hopéaphénol et r-viniférine), 

la concentration n’a évolué. Il semble donc que les enzymes de Botrytis ne soient pas capables 

de modifier les tétramères, en tout cas dans les conditions de notre réaction. Ceci est 

contradictoire avec ce qui nous avions observé lors de la biotransformation de l’extrait 

STILPROTECT lors de laquelle la r2-viniférine avait été dégradée. Il est possible que la 

présence d’autres composés au sein de l’extrait modifie les paramètres de la réaction, permettant 

ainsi aux enzymes de Botrytis de modifier certains tétramères tel que la r2-viniférine.  

c) Activité antifongique de l’extrait biotransformé 

Nous avons constaté que les enzymes de Botrytis ont un impact non négligeable sur le 

contenu en stilbènes de l’extrait et ce pouvant entraîner une modification de la capacité 

antifongique de l’extrait. Ainsi nous avons évalué l'effet antimicrobien de l'extrait 

biotransformé durant 24 h sur la croissance du mycélium de Botrytis. L'extrait natif a été utilisé 

comme témoin positif. La CI50 de l'extrait natif a été conforme aux résultats observés 

précédemment (approx. de 120 mg/L). En revanche, l'extrait biotransformé a présenté une 

activité antimicrobienne légèrement plus faible avec une CI50 de 168 mg/L, perdant donc 1,4 

fois sa capacité à réduire le développement mycélien de B. cinerea. 
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Cette perte d'activité antimicrobienne après 24 h de biotransformation est probablement la 

conséquence de la disparition/transformation d'une partie des stilbènes actifs présents dans 

l'extrait comme le resvératrol, l’ε-viniférine et la r2-viniférine. Cependant, les teneurs en r-

viniférine et en hopéaphénol restent pratiquement inchangées et en outre, de la δ-viniférine est 

produite, ce qui pourrait expliquer la diminution relativement limitée de l'activité 

antimicrobienne. 

D. Conclusion 

Dans cette dernière partie, l’activité antifongique de l’extrait STILPROTECT a été mise en 

évidence envers B. cinerea, et ce à plusieurs niveaux. Dans un premier temps, l’extrait s’est 

montré efficace dans la réduction de la croissance mycélienne, avec une CI50 de 123 mg/L. 

Cette activité est relative à la présence de plusieurs stilbènes majoritaires de l’extrait, dont les 

plus actifs sont le resvératrol, la r-viniférine et l’ε-viniférine. Dans un deuxième temps, nous 

avons montré que l’extrait est capable de réduire fortement la germination des conidies avec 

une CI50 de 38,73 mg/L. Enfin, nous avons mis en évidence la réduction de la production de 

laccases dans le milieu extracellulaire par l’extrait.  

Le devenir des stilbènes, libres ou contenus dans l’extrait, au contact du sécrétome de B. 

cinerea a aussi analysé. L’extrait a été relativement modifié par de telles enzymes, notamment 

les teneurs de certains stilbènes comme le resvératrol ou l’ε-viniférine qui ont largement 

diminuées. La production de δ-viniférine a en revanche pu être observée. Cependant, l’activité 

antifongique contre la croissance mycélienne de l’extrait biotransformé n’a été que légèrement 

réduite (CI50 de 168 mg/L).  

Les suivis du devenir de stilbènes purs ont montré des résultats intéressants. Ainsi, la 

biotransformation de resvératrol en δ-viniférine et pallidol a été confirmée, et nous avons aussi 

montré pour la première fois que le sécrétome de B. cinerea était capable de transformer l’ε-

viniférine en trois tétramères que sont l’hopéaphénol, la r-viniférine et la r2-viniférine. De plus, 

si la concentration en ω-viniférine diminue elle aussi, nous n’avons identifié aucune formation 

d’un autre produit stilbénique. Enfin, il semblerait que la biotransformation de tétramères soit 

impossible par Botrytis.   

L’activité antifongique des stilbènes contre B. cinerea est connue depuis plusieurs décennies, 

au niveau de sa croissance mycélienne mais aussi de la germination de ses conidies. Cependant, 

peu d’études avec des extraits de stilbènes, en particulier issus de la vigne, ont été menées. De 
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plus, si l’activité inhibitrice du resvératrol a déjà été démontrée (Caruso et al. 2011; El Khawand 

et al. 2020; S. N. Kumar and Nambisan 2014; Langcake and Pryce 1976) celle de l’ε-viniférine, 

de l’hopéaphénol, de la r2-viniférine et de la r-viniférine n’avaient jamais été déterminées 

jusqu’à notre étude. L’activité élevée du resvératrol, surprenante du fait de sa faible activité 

envers d’autres agents pathogènes (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017), peut être due à sa 

biotransformation en δ-viniférine (Katia Gindro et al. 2017), molécule, qui elle, présente une 

haute activité antifongique (El Khawand et al. 2020). La δ-viniférine pourrait aussi expliquer 

le peu de perte d’efficacité de l’extrait biotransformé. Enfin, c’est la première fois à notre 

connaissance qu’il est présenté la capacité inhibitrice de la production de laccases 

extracellulaires par un extrait enrichi en stilbènes. 

S’il peut paraître curieux que Botrytis transforme des stilbènes présentant de faible activité 

antifongique en stilbènes aux activités antimicrobiennes plus puissantes, plusieurs hypothèses 

peuvent être avancées pour expliquer ce phénomène. Comme déjà suggéré par d'autres auteurs, 

cet arsenal enzymatique pourrait permettre à Botrytis de détoxifier les phytoalexines végétales. 

Si cela conduit à une auto-intoxication de l'agent pathogène, ce processus pourrait être un 

moyen pour lui de contrôler sa propre croissance dans des conditions non optimales (Jeandet, 

Bessis, and Gautheron 1991; Schouten et al. 2002). Ainsi, le resvératrol et l’ε-viniférine 

pourraient être considérés comme des profongicides. Cette hypothèse pourrait être envisagée si 

la teneur en stilbènes diminuait du stade vert à la maturité complète des baies, comme l'ont 

signalé certaines études pour le resvératrol (Sarig et al. 1997). Mais cette hypothèse reste 

discutable, car d'autres études indiquent à l’inverse une accumulation croissante de stilbènes du 

stade de la véraison à celui de la maturation (Gatto et al. 2008). Une autre hypothèse réside dans 

le fait que cette biotransformation génère la production de molécules moins hydrosolubles que 

les molécules d’origine. Un tel processus pourrait permettre au champignon de contourner les 

défenses des plantes, compte tenu de l’environnement aqueux d’une cellule (Philippe Jeandet 

et al. 2002). Cependant, ce mécanisme est inhabituel dans les interactions plante-

microorganisme puisque les processus de détoxification produisent généralement des molécules 

antimicrobiennes moins actives, plus polaires et plus solubles (Pedras and Ahiahonu 2005). 

Pour appuyer cette dernière idée, une corrélation positive a été rapportée entre la capacité 

d’isolats de Botrytis à métaboliser les stilbènes et leur pathogénicité (Sbaghi et al. 1996).  

Cette étude confirme l’intérêt du développement d’extraits de vigne enrichis en stilbènes 

complexes pour le contrôle de maladies au vignoble. Il est intéressant de noter l’activité 

inhibitrice de l’extrait sur la production de laccases, activité qui ainsi pourrait limiter sa perte 
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d’intégrité au contact de Botrytis. Toutes ces activités démontrées in vitro démontrent l’intérêt 

d’aller plus loin et d’envisager des essais d’inhibition du développement de l’agent pathogène 

en conditions semi-contrôlées et non contrôlées. D’ailleurs, un extrait de sarment a déjà été 

étudié dans un tel contexte sur des plants de vigne (De Bona et al. 2019). Enfin, l’analyse du 

devenir des stilbènes au contact du sécrétome de Botrytis, enzymes majeures pour le succès de 

la colonisation des tissus de l’hôte par le champignon (Doss 1999; González-Fernández et al. 

2015), permet d’améliorer les connaissances des relations plante-microorganisme.  
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E. Publication 

Action of Botrytis cinerea secretome on oligomerized stilbenes present in a grapevine 

extract and consequences for its antifungal activities (soumise) 

 

Abstract 

Background and Aims: Grapevine extracts enriched in stilbenes are promising alternative 

strategy to reduce synthetic chemical pesticides use. Nevertheless, some pathogens as Botrytis 

cinerea can biotransform some stilbenes. We studied the capacity of Botrytis secretome to 

biotransform oligomerized stilbenes present in a grapevine extract and also evaluated the 

antifungal activity of both native and biotransformed extracts against Botrytis cinerea. 

Methods and Results: After chemical characterization, we evaluated the inhibitory activity of 

the grapevine extract on both Botrytis development and laccases production. The extract 

strongly reduced the mycelial growth and the spore germination of B. cinerea. The most active 

stilbenes were resveratrol, r-viniferin and ε-viniferin. The extract inhibited the production of 

Botrytis laccases. The Botrytis secretome was unable to modify all the stilbenes: for instance, 

resveratrol and ε-viniferin were affected whereas r-viniferin and hopeaphenol were not. The 

antimycelial activity of the biotransformed extract remained quite similar. 

Conclusions: This stilbene-enriched extract possessed different anti-Botrytis activities towards 

mycelial development, conidial germination and laccases production, notwithstanding the 

ability of Botrytis to metabolize several stilbenes.  

Significance of the Study: This study improves the understanding of host-pathogen 

interactions and supports the perspective of the use of extracts enriched in complex stilbenes 

for the control of fungal diseases in vineyard. 

 

Keywords: grey mould, laccase, protection, resveratrol, Vitis vinifera  
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Introduction  

The ascomycete Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus responsible for grey mould 

disease. This fungus infects a broad spectrum of plant species (Williamson et al. 2007, Dean et 

al. 2012) and causes annual losses from 10 to 100 billion dollars worldwide (Boddy 2015). Host 

penetration and colonization of this necrotrophic pathogen are facilitated by the production of 

a combination of secreted enzymes, often referred to as secretome (Doss 1999, González-

Fernández et al. 2015). Amongst others, B. cinerea secretome includes laccases (González-

Fernández et al. 2015) (benzenediol: oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) that belong to a large 

group of blue multi-copper enzymes, named as phenol oxidases. They can oxidize many 

compounds, such as phenolics, using molecular oxygen as electron acceptor (Giardina et al. 

2010). These proteins are considered to play a key role in the infection process by acting on 

plant antifungal compounds such as stilbenes. For instance, some Botrytis laccases can 

transform, by oxidative dimerization, resveratrol and the highly toxic pterostilbene in 

compounds such as δ-viniferin, leachianols F and G (Pezet et al. 1991, Gindro et al. 2017). The 

expression of B. cinerea laccases can be differentially modulated. For example, two phenolic 

molecules, gallic acid or a product of gallic acid metabolism, and coumaric acid, induce the 

formation of extracellular laccases (Marbach et al. 1983, Viterbo et al. 1993). Copper can also 

increase their production (Gigi et al. 1980, Buddhika et al. 2020). Contrarily, cucurbitacins and 

ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) trigger the inhibition of laccase formation (Bar Nun 

et al. 1988, Viterbo et al. 1993). 

The principal common method to manage B. cinerea is based on synthetic fungicides 

application (Dean et al. 2012). Such practices are nowadays reconsidered and reduction of the 

use of such chemicals, dangerous and harmful for human health and the environment is a main 

focus. Thus, it is necessary to develop new eco-friendly control strategies. Among the 

alternatives proposed to reduce the use of synthetic fungicides are plant extracts (Abbey, 2019). 

Phenolic compounds and extracts enriched in these molecules are able to reduce B. cinerea 

development (Tao et al. 2010, Mendoza et al. 2013, Patzke & Schieber 2018, Hou et al. 2020). 

Among stilbenes, resveratrol and pterostilbene, two compounds found in grapevine, are toxic 

to B. cinerea (Langcake 1981). Moreover, it has been reported that grapevine oligomerized 

stilbenes display a high antimicrobial efficacy against several major phytopathogens, such as 

Plasmopara viticola and fungi responsible for trunk diseases (Pezet et al. 2004, Lambert et al. 

2012, Schnee et al. 2013, Gabaston et al. 2017). Considering these results, such stilbene 

derivatives represent promising molecules to prevent grey mould. Canes, trunks and roots are 

grapevine organs particularly rich in oligomerized stilbenes (Lambert et al. 2012, Gabaston et 

al. 2017). These grapevine parts constitute by-products of viticulture activity that are not being 

recovered enough and especially in the agricultural field. In addition, some studies mentioned 

the efficiency of extracts obtained from grapevine by-products to protect the vines from 

diseases (Richard et al. 2016, Billet et al. 2019). Nevertheless, as already mentioned, Botrytis 

can transform some stilbenes as resveratrol thus potentially impeding the antimicrobial activity 

of stilbenes extracts and their future use as biopesticides in vineyard. In the perspective of using 

an extract enriched in oligomerized stilbenes obtained from grapevine trunks and roots as a 

protection product in vineyard, we produced such extract and investigated its effect on 

B. cinerea. Firstly, we carried out a chemical characterization of the stilbene enriched (SE) 

extract.  
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Then, we explored on the one hand the capacities of B. cinerea secretome to modify stilbenes, 

and on the other hand the effect of the SE extract on fungal laccases production. In addition, 

we evaluated the capacity of both native and biotransformed (by the fungal secretome) SE 

extracts to inhibit B. cinerea development. 

Material and Methods 

Chemicals 

Pure stilbenes: (E)-resveratrol, (E)-piceatannol, pallidol, ampelopsin A, (E)-ε-viniferin, (E)-ω-

viniferin, (E)-miyabenol C, hopeaphenol, isohopeaphenol, r2-viniferin and r-viniferin were 

isolated and purified from Vitis vinifera root and cane extracts by preparative high-performance 

liquid chromatography (HPLC) as described by Gabaston et al. (2017). The identity and the 

purity of compounds were analyzed by ultra-high-performance liquid chromatography coupled 

to an ultraviolet-diode array detector and a mass spectrometer (UHPLC-UV-DAD-MS).  

Reagents: Copper sulfate (EMSURE®), Bradford reagent, syringaldazine (4-hydroxy-3,5-

dimethoxybenzaldehyde azine), ammonium sulfate, PEG 20 000 (polyethylene glycol 20 000, 

Emprove® Essential), and TCA (trichloroacetic acid, SigmaUltra) were purchased from Merck 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Pyrimethanil (N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl) aniline) 

was purchased from Scala BASF agro (40% active substance). 

 

Preparation of the stilbene enriched (SE) extract and purified stilbenes 

The SE extract was prepared from a grapevine raw material consisting of a mix of dry trunk 

and roots (70/30, w/w). The plant material consisted in Vitis vinifera cv. Merlot and Riparia 

Gloire de Montpellier (rootstock) that were collected in South-West region of France (Pessac-

Léognan, Gironde). After being dried during 8 months at ambient temperature, they were 

crushed to powder. Then two successive extractions with 100 and 85% ethyl acetate were 

conducted at 60°C during 2 hours with a ratio 400 g of powder and 4 000 mL of solvent. A 

liquid-liquid extraction was further done. The resulting filtrate was freeze-dried until obtaining 

a powder. The extract was then characterized by UHPLC-MS. To obtain pure stilbenes, the 

molecules were isolated and purified by centrifugal partition chromatography (CPC) followed 

by a preparative high-performance liquid chromatography (HPLC). CPC included HPLC 

pumps, a CPC rotor and a UV detection collector (Kromaton Technologies, France). HPLC was 

a Gilson PLC 2050 equipped with an Agilent Zorbax SB-C18 PrepHT column (250 mm × 21.2 

mm, 7 μm) (Gabaston et al. 2017). 

Botrytis cinerea culture condition 

Botrytis cinerea strain C77-4 was obtained from vineyard infected berries (Faculté d’Œnologie 

collection; Bordeaux, France), isolated from Château d’Yquem grapes in 1977. The fungus was 

maintained on potato dextrose agar (PDA) medium at 22°C with a photoperiod of 16/8h 

(light/dark). 
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Evaluation of mycelial development The evaluation of mycelial growth was done by an in vitro 

assay (Adrian et al. 1997). SE extract (final concentration from 25 to 5000 µg/mL), pure 

stilbenes and biotransformed SE extract (final concentration of 25, 50, 100, 250 or 500 µg/mL) 

were prepared in ethanol (2% final concentration) and added in a PDA medium pre-heated 

(approx. 50 °C) before being poured in Petri dishes. The Control consisted in PDA 

supplemented with 2% of ethanol. The test was carried out in petri dish. A 4 mm diameter plug 

of mycelium was inoculated at the centre of the medium, and Botrytis was incubated under the 

same conditions as for fungal maintenance. Mycelium growth areas were measured after 48 of 

incubation. Pyrimethanil (fungicide), used as reference at 5 µM, was prepared in water and 

added to approx. 50 °C pre-heated PDA. Measurements were taken by measuring the growth 

area of the fungus before taking a calibrated photo of each box and growth area was determined 

by visual scoring and ImageJ software analysis (Schneider et al. 2012). Half-maximal inhibitory 

concentration (IC50) was calculated from the regression equation of the linear part of the 

sigmoid curve obtained from the relation between inhibition values and log10 of the stilbene 

concentrations. Three independent assays were done in triplicate and each condition included 

3 Petri dishes.  

 

Evaluation of conidial germination 

The inhibitory activity of stilbenes on germination of B. cinerea conidia was estimated as 

described by Caruso et al. (2011). Soft agar containing SE extract or ethanol (1%, Control) was 

poured onto microscope slides. A range of different SE extract concentrations (5,15, 30, 50, 75 

and 100 µg/mL in ethanol (1% final concentration) were tested. Dry conidia were blown with 

a blast of compressed air for 30 seconds at the agar surface of the slides. To ensure homogeneity, 

slides were placed in a box with a fine opening above where the conidia were blown out. Slides 

were incubated for 24h in the dark at 22°C in Petri dishes that contained wet paper. The 

humidity inside the dish is at a saturated level Conidia were said germinated when the germ 

tube length was at least equal to the conidia diameter. A total of approximately 50 conidia were 

counted to calculate the percentage of germination. Three independent experiments were 

performed in triplicate and, each condition included 3 Petri dishes.  

 

Secretome production, stilbene biotransformation and extraction 

Mycelium plugs obtained from 5 days old B. cinerea cultures were inoculated in liquid Czapek 

media containing 30 g/L of sucrose. After 20 days of culture (22°C; 16h/8h (day/night)), the 

secretome was recovered (Gindro et al. 2017). Stilbene biotransformations were performed with 

50 µg/mL of secretome proteins and 500 µg/mL of SE extract or 50 µg/mL of pure stilbenes 

solubilized in ethanol (1% final volume). A total of three experiments were performed in 

triplicate and in duplicate, for the ones with stilbenes and with controls (containing only 

secretome or only stilbenes), respectively. At the end of reactions, stilbenes were extracted by 

a triple ethyl acetate extraction and the obtained stilbenes were analysed by UHPLC-MS. 

 

Stilbenes identification and quantification  

Stilbenes analysis was performed on an Agilent 12090 LC system Series from Agilent 

Technologies (Santa Clara, CA, USA) that consists in a binary pump, a vacuum degasser, an 

autosampler, a thermostatted column compartment and equipped with a G1315B ultraviolet-
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visible diode-array detector (Agilent G4212). Stilbenes were separated using a reversed-phase 

Agilent Zorbax SB-C18 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) column. Samples at 1 mg/mL and 

calibration standards were solubilized in 50% MeOH and filtrated through a 0.45 µm PTFE 

membrane before analysis. The UHPLC was coupled to an Esquire 6000 ion trap mass 

spectrometer using an ESI source (Bruker-Daltonics, Billerica, MA, U.S.A.) (Gabaston et al. 

2017). Identification of major compounds was carried out using UV spectrum (200-400 nm), 

retention time from standards purified in the laboratory and, comparison to previous data 

(Gabaston et al. 2017). Stilbene standards at 0, 1, 5, 10, 20, 50 and 100 µg/mL were used for 

identification and quantification of each compound at its λ max (Table S1). Analyses were done 

in triplicates and data were expressed as mg/g dry weight (Soural et al. 2015, Guerrero et al. 

2016). Accuracy, linearity and detection limits, as well as quantification limits were 

investigated to validate the method.  

 

Laccase activity assays 

The protocol used was adapted from Caruso and coworkers (Caruso et al. 2011). B. cinerea was 

cultivated on a liquid Czapek medium containing 1% sucrose for 12 days. Then it was 

transferred into Czapek media with 0% sucrose in the presence of SE extract (60 or 125 µg/mL), 

copper sulphate (0.6 mM) or ethanol (1%, Control). SE extract was dissolved in ethanol (1% 

final). After different times of incubation, culture media and mycelium were separated by 

filtration. The fungal biomass was freeze dried whereas the filtrate (600 µL) was treated with 

poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) (80 mg/mL) under agitation for 5 min. Laccase activity was 

evaluated according to Vignault et al. (2019). The following equation was used for calculation 

of laccase activity by using the slope of the line obtained by a calibrating linear regression (ΔA) 

expressed in absorbance units/min:  

Laccase activity = 46.15 × ΔA nmol/mL = 46.15 × ΔA UL 

A laccase unit (UL) corresponds to the amount of enzyme catalysing the oxidation of a 

nanomole of syringaldazine per minute. For each experiment, 3 independent biological 

replicates were performed and two independent experiment were performed. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis of the results was conducted using R software. For variance homogeneity, a 

One-Way ANOVA (analysis of variance) was used, followed by a Tukey-test with a selected 

significance level of p<0.05. 

 

Results  

Chemical characterization of SE extract 

From 400 g of the grapevine mix of trunk and roots, we obtained 17 g of SE extract, 

corresponding to a yield of 4.24%. Thirteen stilbenes were identified in SE extract: 3 monomers 

(E-piceatannol, E-piceid, E-resveratrol), 5 dimers (ampelopsin A, pallidol, parthenocissin A, E-

ε-viniferin, E-ω-viniferin), 1 trimer (E-miyabenol C) and 4 tetramers (hopeaphenol, 

isohopeaphenol, r2-viniferin and r-viniferin) (Figure 31 and Table 18). Mass data for each 

molecule were identical to those previously described (Table S1) (Gabaston et al. 2017). The 

stilbenes were quantified in comparison with standards purified in the laboratory. Total stilbene 

content was 478.6 ± 46.83 mg/g DW of SE extract. The main compounds (in mg/g DW extract) 
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were E-resveratrol (95.41), E-ε-viniferin (94.02), r-viniferin (73.74), isohopeaphenol (63.67), 

and hopeaphenol (47.07) (Table 18).  

 

Table 19: Stilbenes present in the stilbene enriched (SE) extract. Limits of Detection (LOD) 

(μg/mL), Limits of Quantification (LOQ) (μg/mL) and Calibration Curve Coefficients (R2) of 

standard stilbenes. Stilbene content was expressed in mg/g DW and in percentage of presence 

in the total extract 

Compound LOD LOQ R2 SE extract (µg/g) Extract (%) 

Monomers 
     

piceid 1.3 3.9 0.9999 2.38  ± 0.07 0.5 

E-piceatannol 0 0.1 1 11.07 ± 0.24 2.3 

E-resveratrol 0.9 2.6 1 95.41  ± 1.68 19.9 

Dimers 
     

ampelopsin A 3.7 11.1 0.9995 23.08  ± 0.52 4.8 

pallidol 1.4 4.3 0.9999 18.52  ± 0.24 3.9 

parthenocissin A 2.4 7.4 0.9998 6.47  ± 0.29 1.4 

E-ε-viniferin 3.7 11.1 0.9995 94.02 ± 1.48 19.6 

E-ω-viniferin 1.9 5.8 0.9999 12.75  ± 0.75 2.7 

Trimer 
     

E-miyabenol C 1,9 5,7 0.9992 8.69 ± 1.21 1.8 

Tetramers 
     

hopeaphenol 2 6.2 0.9999 47.07  ± 0.32 9.8 

isohopeaphenol 3.4 10.3 0.9999 63.67  ± 0.43 13.3 

r-viniferin 3.3 9.9 0.9983 73.74  ± 1.51 15.4 

r2-viniferin 3.2 9.6 0.9997 21.77  ± 0.40 4.5 

Total 
   

478.6 ± 46.83 
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Figure 31: UHPLC-DAD chromatogram of SE extract at 280 nm. (1) (E)-piceid, (2) 

ampelopsin A, (3) (E)-piceatannol, (4) pallidol, (5) (E)-resveratrol, (6) (E)-parthenocissin A, 

(7) hopeaphenol, (8) isohopeaphenol, (9) (E)-ε-viniferin, (10) (E)-miyabenol C, (11) (E)-ω-

viniferin, (12) r2-viniferin, (13) r-viniferin. 

 

Anti-Botrytis activity of purified stilbenes, SE and biotransformed SE extracts 

Antimicrobial assays were performed on B. cinerea with different concentrations of SE extract. 

No inhibition was observed with control (1% ethanol). On the contrary, pyrimethanil at 5 µM 

almost totally inhibited fungal growth (94 % of inhibition). Development of the mycelium 

began to be reduced from 50 mg/L and was almost completely inhibited at 5 000 mg/L (data 

not shown). We calculated that the SE extract reduced the mycelial growth with an IC50 of 

123 mg/L (Table 19). In addition, we evaluated the antimycelial activity of some purified 

stilbenes (E-resveratrol, E-ε-viniferin, hopeaphenol, r2-viniferin and r-viniferin). The lowest 

IC50 value was found for r-viniferin (156 µM) (Table 19).  

We also explored the capacity of SE extract to prevent Botrytis conidia germination (Figure 

32). The extract began to reduce germination of conidia from 15 mg/L and inhibited it almost 

totally at 100 mg/L. The IC50 was equal to 38.73 mg/L.  

Previously, we mentioned the ability of Botrytis secreted enzymes to modify some stilbenes. 

Being aware of that, the SE extract was placed in contact with the Botrytis secretome for 24h 

in order to assess whether its antimicrobial capacity was different from the one of the native SE 

extract. The biotransformed SE extract displayed on the growth of Botrytis mycelium an IC50 

of 168 mg/L, a value 1.4 times higher than the one of the native SE extract (Table 19).  
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Table 20: Stilbene concentration (mg/L) causing 50% inhibition of B. cinerea mycelium 

development 

*Data expressed in µM. a Calculated from dose-response curves and correlation coefficients 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32: SE extract activity on spore germination of Botrytis cinerea. Values were obtained 

24h after inoculation. Control consists of 1% ethanol. Values were expressed in percentage of 

germination rate. The letters represent the significance of the differences for each molecule 

(p<0.05). 

 

 IC50
a R2 

Monomer   

E-resveratrol 88 (383*) 0.9944 

Dimer   

(E)-ε-viniferin 257 (572*) 0.9998 

Tetramers   

hopeaphenol 732 (807*) 0.9762 

r2-viniferin 998 (1101*) 0.9919 

r-viniferin 142 (156*) 0.9782 

SE extract 123 0.9966 

Biotransformed SE extract 168 0.9211 
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To be informed about the speed of stilbenes biotransformation resulting from Botrytis enzymes 

activities and that could explain the observed reduction in antimicrobial activity, we performed 

kinetic analyses (Figure 33). Among all the monomers, resveratrol was the only one displaying 

a clear decrease with a complete transformation in 120 min (Figure 33A). Piceatannol presented 

a reduction in its content between 0 and 15 min before stabilization (from 48 to 27 nmol/mg of 

DW extract). The concentration of piceid did not vary considerably in the timing of the 

experiment. Concerning dimers, ε-viniferin was strongly metabolized during the first 30 min of 

reaction, and then more slowly till almost complete degradation after 24h of reaction (Figure 

33B). ω-Viniferin was consumed in a continuous manner within the time frame of the 

experiment (Figure 33C). Parthenocissin A decreased only after 120 min, a relatively long time 

after the beginning of the experiment (Figure 33B). About pallidol, its content was not at all 

modified. In the mean time we observed an obvious formation of a new compound, δ-viniferin 

(Figure 33C), probably resulting from the oxidative coupling of resveratrol (Adrian et al. 1998, 

Gindro et al. 2017). Regarding the three tetramers (r-viniferin, r2-viniferin and hopeaphenol), 

the content of r-viniferin increased, reached a plateau at 30 min and remained stable until the 

end of the experiment (Figure 33D). Contrarily, r2-viniferin decreased from 30 min after the 

beginning of the reaction with an almost complete degradation at the end of the experiment 

(from 20 to 4 nmol/mg of DW extract). Hopeaphenol did not vary during all the time frame of 

the reaction.  
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Figure 33: Evolution of the stilbenes present in SE extract in contact with Botrytis cinerea 

secretome. The reaction was followed during 1440 min (24h). Results are presented as 

monomers (A – piceid in dark gray cross, E-piceatannol in black squares and E-resveratrol in 

light gray circles), dimers (B – parthenocissin A in dark gray cross, pallidol in black triangles 

and E-ε-viniferin in light gray circles and C – E-ω-viniferin in dark gray cross, E-δ-viniferin in 

black triangles and ampelopsin A in light gray circles) and tetramers (D – hopeaphenol in dark 

gray squares, r2-viniferin in black triangles and r-viniferin in light gray circles), with a solid 

line in the case of compounds in presence of Botrytis secretome and a dotted line for all controls. 

To continue p195 
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Figure 33 (the continuation). 

 

In the context of a mixture of stilbenes it has been reported that B. cinerea secretome can trigger 

the formation of a range of stilbenes that were not found after reaction with individual stilbenes 

(Gindro et al. 2017). Thus to confirm the results obtained with the SE extract and to identify 

the origin of the newly formed and/or accumulated compounds, purified stilbenes that were in 

major content in the SE extract and available in the laboratory (ε-viniferin and r-viniferin, 
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hopeaphenol, ω-viniferin and ampelopsin A) were placed in contact with Botrytis extracellular 

enzymes and we followed the kinetics of the compounds (Figures 34 and 35). 

 

First, we considered resveratrol. It was rapidly consumed since within 15 min between 92 and 

97% of the initial quantity disappeared (Figure 34 A). The rate of reaction confirmed the very 

high-speed reaction of resveratrol consumption, being approximately of 25.98 ± 3.04 nmol/min 

(Table 20). This decrease in resveratrol resulted in the formation of at least 2 dimeric stilbenoid 

products, pallidol and δ-viniferin (Figure 34B and 4C). The pattern of the formation of δ-

viniferin and pallidol was similar and these 2 compounds reached their highest concentration at 

15 min (Figure 34B and 4C), corresponding to the time-point required to note the lowest 

quantity of resveratrol, the metabolized substrate, thus supporting the ability of Botrytis 

secretome to transform resveratrol in δ-viniferin and pallidol. Considering the speed of 

formation, the 2 dimers were produced less rapidly than resveratrol was degraded, probably due 

to their lowest concentration level achieved at the end of reaction (Table 20). 

Figure 34 : Biotransformation of E-resveratrol by Botrytis cinerea secretome. A. Resveratrol 

consumption in nmol/mL after 0, 7.5, 15, 30 and 60 min of reaction. B and C. Concentration 

(in nmol/mL) of the major stilbenes produced: pallidol (B) and E-δ-viniferin (C) after 0, 7.5, 

15, 30 and 60 min and, 2 and 5 h of reaction. The letters represent the significance of the 

differences for each molecule (p<0.05).  
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The capacity of Botrytis laccases to transform the 3 resveratrol dimers, ε-viniferin, ω-viniferin 

and ampelopsin A was evaluated. In the case of ε-viniferin, the enzymatic reaction was 

performed from 0 to 300 min (Figure 35A). A rapid consumption occurred since 50% of the 

substrate was consumed before 30 min, 89% between 0 and 60 min, after which the reaction 

came to a plateau. In parallel, 3 newly stilbene compounds were formed: hopeaphenol, r-

viniferin and r2-viniferin. The production of these compounds slightly increased from 60 min 

up to the last time point of collection (300 min) (Figure 35 B, 35C and 35D). Half of the 

quantities of hopeaphenol and r-viniferin, and of r2-viniferin were respectively synthetized 

before 30 and 60 min. Their formation correlated positively with the consumption timing of ε-

viniferin. As it was speculated for δ-viniferin with resveratrol, we can hypothesize that the 

synthesis of these stilbenoid tetramers occurred after oxidative coupling of the dimeric ε-

viniferin. The calculated rates of reactions corresponding to substrate consumption and 

products formation were very different (Table 20).  

 

Table 21: Reaction speed of biotransformation of resveratrol and ε-viniferin and their 

respective products.  

Speed of reaction is calculated from the slope of the line obtained by a calibrating linear 

regression (ΔA) expressed in absorbance nmol/min 

 

Table 22. Stilbene yield (%) of the products produced from the biotransformation of resveratrol 

and ε-viniferin 

 from E-resveratrol   from E-ε-viniferin 

pallidol 8.50 ± 2.29   hopeaphenol 6.75 ± 2.47 

δ-viniferin 14.38 ± 3.45   r-viniferin 14.14 ± 4.55 

    r2-viniferin 25.34  ± 4.73 

 Substrate  Products  

 E-resveratrol  pallidol E-δ-viniferin  

Reaction speed 

(nmol.min-1) 

25.98 ± 3.04 

 

1.78 ± 0.11 2.75 ± 0.52  

    

 Substrate  Products 

 E-ε-viniferin  hopeaphenol r-viniferin r2-viniferin 

Reaction speed 

(nmol.min-1) 

 

3.98 ± 0.57 

  

0.293 ± 0.105 

 

0.365 ± 0.073 

 

0.519 ± 0.219 
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Figure 35. Biotransformation of E-ε-viniferin by Botrytis cinerea secretome. A. E-ε-viniferin 

consumption in nmol/mL after 0, 7.5, 15, 30 and 60 min, 2 and 5 h of reaction. B, C and D. 

Concentration (in nmol/mL) of the major stilbenes produced: hopeaphenol (B), r-viniferin (C) 

and r2-viniferin (D) after 0, 7.5, 15, 30 and 60 min and, 2 and 5 h. The letters represent the 

significance of the differences for each molecule (p<0.05). 

 

Indeed, ε-viniferin was more quickly consumed (3.98 ± 0.57 nmol/mL) than the tetramer 

compounds were formed (0.29, 0.37, 0.52 for hopeaphenol, r-viniferin and r2-viniferin, 

respectively). To explain the differences in reaction speeds, we can reiterate the same 

hypothesis that we have previously proposed in the case of resveratrol and its products. 

Considering ω-viniferin, it was totally consumed at the end of the reaction (Figure S1A), but 

no newly formed stilbenoid products were detected. This result supported the assumption that 

some Botrytis extracellular enzymes could degrade some stilbenes in non-stilbenoid 

compounds. Surprisingly, ampelopsin A was not at all metabolized by B. cinerea secretome 

during the 5 h of reaction and under the conditions of our experiment (Figure S1B). It is 

interesting to note that yields of biotransformation products are relatively low (Table 21). 

Indeed, the yield of pallidol and δ-viniferin from the biotransformation of resveratrol are 8.5 

±2.29 and 4.38 ± 3.45% respectively. Conversely, yields from the biotransformation of ε-
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viniferin are higher with 6.75 ± 2.47, 14.14 ± 4.55 and 25.34 ± 4.73% respectively for 

hopeaphenol, r-viniferin and r2-viniferin (Table 21). 

 

Effect of SE extract on laccases production  

To investigate the effect of SE extract at the level of laccases production, we carried out 

experiments with a 12 days-old Botrytis liquid culture. Indeed, Botrytis culture of this age has 

been reported to present a high content of laccases (Pezet et al. 1991). We performed the assays 

with two concentrations of SE extract (60 and 125 mg/L) and with copper sulphate as a positive 

control (Buddhika et al. 2020). Laccases activity was followed during 7 days of incubation. 

For control condition, we noted a rapid production of laccases after the transfer of Botrytis 

mycelium in the 0% sucrose culture media and this increase lasted for 3 days (20 U/g DW) 

(Figure 36). This production reached a plateau at 7 dpt (15 U/g DW). In copper sulphate 

condition, laccase production was stronger compared to control. The SE extract treatments 

exhibited a negative effect on laccases production since a strong delay was noted. At the lowest 

concentration, the laccases started to be produced after 3 days, though this increase was not 

significant compared to day 0. After 7 days, a significant production of laccases was observed. 

In the case of the strongest concentration of SE extract, a very strong inhibition occurred since 

no laccases production was detected (Figure 36). A dose effect seemed to be noted despite a 

lack of significance. The inducing effect of copper sulphate observed on laccase production was 

consistent with previous results (Tavares et al. 2005, Buddhika et al. 2020).  

 

Discussion 

In this study, we produced a stilbene extract from grapevine wood and roots that was 

particularly rich in oligomers. Values obtained in our study were in accordance with the stilbene 

quantities reported in similar extracts, with higher contents of r-viniferin and r2-viniferin 

coming from roots and, of E-resveratrol, E-ε-viniferin and isohopeaphenol originating from 

wood (Gabaston et al. 2017, 2019). Concerning the achievability of the future use of extracts 

enriched in stilbenes to protect vineyard, it is reasonable to believe in this alternative strategy. 

Indeed, trunks and roots constitute an important biomass that is still too poorly recovered. In 

France, as instance, around 0.4 million tons of this grapevine biomass is generated each year 

through the grubbing up of vines (Ademe, 2009). To protect all the French vineyard that 

represents a surface of 750 000 ha, if the SE extract will be used at 1 kg/ha (equivalent to 1 g/L) 

and that 5 treatments will be done on the growing period, then a total of approximately 0.1 

million tons of grapevine SE extract will be required based on our obtained yield of 4.24%.  
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Figure 36. Laccase activity measured in Botrytis cinerea liquid culture after SE extract 

treatment.  

Controls are represented in dotted lines with dark circles for the negative treatment (Czapek 

medium), dark squares for the positive treatment (copper sulphate) and SE extracts treatments 

in solid lines with grey crosses (lowest concentration) and dark grey triangles (strongest 

concentration). Laccase activity was expressed in U/g of DW fungal biomass. Letters represent 

the significance of the differences between conditions for each day (p<0.05). 

 

Afterwards, the antifungal activity of the SE extract and pyrimethanil were tested against 

mycelial growth and conidial germination of B. cinerea. Positive control pyrimethanil 

inhibition was in accordance with what is observed in the literature (Kim et al. 2016). The IC50 

of the SE extract was equal to 123 mg/L. As far as is known, this is the first time that the activity 

of a wood and root extract has been reported against B. cinerea. However, the IC50 was 

consistent with those reported for a wood extract and a root extract against P. viticola, a major 

grapevine pathogen (Gabaston et al. 2017). In addition, in order to decompose the activity of 

the SE extract, we analysed the activity of the major stilbenes of the extract. Most active 

stilbenes were r-viniferin, E-resveratrol and E-ε-viniferin (IC50 equal to 156, 383 and 572 µM, 

respectively). To our knowledge, such result concerning r-viniferin has not been described in 

previous work. Nevertheless, r-viniferin has been shown to exhibit a very strong antimicrobial 

capacity against P. viticola (IC50 of 12 µM) (Gabaston et al. 2017), and a moderate one towards 

several wood decay fungi (Lambert et al. 2012). The IC50 value obtained for resveratrol was 

similar to the ones reported in other studies (Langcake & Pryce 1976, El Khawand et al. 2020). 

The high anti-Botrytis activity of resveratrol could result from a direct activity of this molecule 

or more from its product of metabolization. Indeed, resveratrol can be transformed by Botrytis 

enzymes into δ-viniferin, a compound presenting an antimicrobial activity stronger than the one 
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of resveratrol itself (El Khawand et al. 2020). Such biotransformation probably occurred during 

our assay since we observed the formation of a brown coloration while the SE extract was in 

contact with the pathogen, reflecting the generation of coloured products upon fungal laccase-

like enzymatic oxidation of polyphenols (Pezet et al. 1991, 2003). Moreover, the activity of ε-

viniferin was consistent with previous reports (Langcake & Pryce 1977, Langcake 1981). 

Hopeaphenol and r2-viniferin, two tetramers, did not present a high antimicrobial activity (IC50 

equal to 807 and 1101 µM, respectively). To our knowledge, it is the first time that r2-viniferin 

and hopeaphenol antimicrobial activity was tested on B. cinerea. In the light of the results that 

we obtained with purified stilbenes, we speculated that the antimycelial activity of the SE 

extract was largely due to the presence of resveratrol, ε-viniferin, and r-viniferin taking into 

account their strong antimicrobial activities and their high proportion in the SE extract (17.3, 

25 and 19.7%, respectively). 

Furthermore, we showed that the SE extract had a strong activity towards conidial germination. 

To our knowledge, it is the first time that a grapevine stilbene enriched extract was tested for 

its antimicrobial activity on B. cinerea. However, the antifungal activity upon germination of 

B. cinerea conidia has been reported for some stilbenes that were present in major quantity in 

the SE extract. It has been shown that resveratrol and ε-viniferin display an IC50 of approx. 100-

200 and 80 mg/L, respectively (Langcake 1981, Adrian et al. 1997). As far as we know, the 

IC50 of r-viniferin, a major stilbene of SE extract, was never mentioned before. As we 

determined for the SE extract an IC50 lower than the ones of resveratrol and ε-viniferin, we 

hypothesized that the anti-germination activity on B. cinerea spore that we noted with the SE 

extract, can partly result from the presence of resveratrol and ε-viniferin with probably a strong 

contribution of r-viniferin and other molecules. 

Since it is known that B. cinerea possesses enzymes capable of modifying some stilbenes 

(Gindro et al. 2017), we analysed the activity of the SE extract after having been biotransformed 

for 24h and we observed a slight diminution of the activity (IC50 of 168 µg/mL). In parallel, we 

followed the evolution of the stilbenes of the extract during biotransformation. Some 

particularly stilbenes were mainly impacted such as resveratrol, ε-viniferin and r2-viniferin. 

Thus the reduction of antimicrobial activity after 24 h of biotransformation is probably the 

consequence their transformation. However, the levels of r-viniferin and hopeaphenol remain 

practically unchanged and in addition δ-viniferin was produced, which could explain the 

relatively limited decrease in antimicrobial activity considering the high antimicrobial activity 

of δ-viniferin (El Khawand, Gabaston, Taillis, Iglesias, Pedrot, Palos Pinto, et al., 2020). 

After noting that the stilbenes of the extract were modified by the enzymes of B. cinerea, we 

followed the evolution of the majority pure stilbenes of the extract. We showed that resveratrol 

was rapidly transformed into pallidol and delta-viniferin. The biotransformation of resveratrol 

by oxidative coupling mediated by laccases of B. cinerea has been described previously (Pezet 

et al. 1991, Cichewicz et al. 2000a, Gindro et al. 2017). However, our results were not totally 

in line with some studies. For instance unlike the study of Gindro (2017), we could not identify 

as newly formed compounds, in addition to δ-viniferin, products like leachianol G, leachianol 

F, restrysol B and, 3β-(3,5-dihydroxyphenyl)-2α-(4-hydroxyphenyl)dihydrobenzofuran-5-

carbaldehyde and 4-hydroxybenzaldehyde. Besides, in this latter study, the authors did not 

mention the formation of pallidol from resveratrol alone but only in the case of a mixture of 
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resveratrol and pterostilbene. Nevertheless, Cichewicz and his colleagues identified the 

formation of pallidol from resveratrol (Cichewicz et al. 2000a). These discrepancies of results 

could be explained by the Botrytis strain used, that could present a slightly different enzymatic 

arsenal (Quijada-Morin et al. 2018), or by the fungal culture condition applied, as in the 

literature this parameter has been shown to result in heterogeneity of polyphenol oxidases 

production (Pezet et al. 1991). 

Moreover, to explain the difference observed in the rate of reaction between resveratrol, the 

metabolized substrate, and the consecutive newly formed stilbenes, we can propose the 

following assumption. Considering the relative low yield of stilbenes products obtained at the 

end of the reaction (Table 21), undetermined products, non-stilbenoid ones, may have been 

formed, in addition to δ-viniferin and pallidol (Gindro et al. 2017). Moreover, we worked with 

a mixture of secreted enzymes and not with a purified polyphenol oxidase, thus some enzymes 

can have transformed resveratrol into δ-viniferin and pallidol whereas others can have perhaps 

degraded it.   

In addition, we showed that the ε -viniferins and ω-viniferins were biotransformed whereas 

ampelopsin A was not. According to our knowledge, this is the first time that such information 

about ε-viniferin, ω-viniferin and ampelopsin A in contact with Botrytis secretome was 

mentioned. Such data highlighted that not all dimeric stilbenes can be metabolized by B. cinerea 

laccases. It has been suggested that the structure of stilbenes contributes to the outcome of the 

reaction (Pezet 1998, Jeandet et al. 2002, Keylor et al. 2015). A 4’-hydroxyphenyl group was 

mentioned as required to obtain enzymatic oxidative coupling by laccases (Pezet 1998, Jeandet 

et al. 2002). Indeed, the 2 dimers that were biotransformed, ε- and ω-viniferins, possessed a 4’-

hydroxyphenyl group and a free carbon-carbon double bond whereas ampelopsin A, which was 

not biotransformed, did not (Figure 37A and B). We also evaluated the B. cinerea secretome 

capacity to transform 2 tetramers, hopeaphenol and r-viniferin. During the 5 h of reaction, no 

significant diminution in the content of these 2 tetramers was observed (Figure S2A and S2B). 

Thus, the extracellular proteins of B. cinerea seemed to be unable to act on these more complex 

stilbenes (Figure 37 B). It should be mentioned that oligomerized stilbenes, as tetramers, are 

mostly present in grapevine woody parts (Pawlus et al. 2012), in which B. cinerea is unable to 

develop, perhaps partly as a consequence to the presence of such complex compounds. 
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Figure 37. Structures of the main stilbenes present in the native SE extract and the 

biotransformed one. A. Monomers and dimers. B. Trimer and tetramers. Drawn circles 

highlight the presence of a 4’-OH and free carbon-carbon double bond.  

By comparing the biotransformation that Botrytis enzymes operated on individual stilbenes and 

on the ones present in the SE extract as a mixture, we noticed that, albeit all the stilbenes were 
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similarly consumed, the products were slightly different. Indeed, the synthesis of pallidol, 

hopeaphenol and r2-viniferin observed with purified stilbenes, was not noted in the case of the 

extract. Moreover, the speed of consumption differed, being slower for the stilbenes in the 

extract. These differences can result from the degree of complexity of the matrices. Indeed, the 

SE extract was composed of a mixture of stilbenoids (50%) along with undetermined 

compounds. Thus all these molecules could modify the outcome of the reaction and lead to the 

formation of different products.  

Concerning Botrytis, we can propose several hypotheses about its ability to transform some 

antimicrobial stilbenoid molecules exhibiting intermediate activity into more powerful ones, as 

resveratrol in δ-viniferin and, ε-viniferin in tetramers (r-viniferin and hopeaphenol). Firstly, as 

other authors have already suggested, the fungal enzymatic arsenal can be produced by Botrytis 

to detoxify these plant phytoalexins (Cichewicz et al. 2000). However, this leads to a self-

intoxication for the pathogen itself. This phenomenon can be a way for Botrytis to self-control 

its own growth during non-optimal conditions (Jeandet et al. 1991, Schouten et al. 2002). Thus, 

considering this hypothesis, resveratrol and some other stilbenes, as ε-viniferin, could act as 

profungicides. This assumption could be considered if the stilbenes content decreased from 

green stage to complete maturity in berries as some studies reported it for resveratrol (Sarig et 

al. 1997). However, it was questionable, as inversely, other studies indicated an increasing 

accumulation of stilbenes from véraison to ripening phase (Gatto et al. 2008). 

 

Nevertheless, this biotransformation from relatively simple molecules to more complex ones 

with higher molecular weights and thus being poorly soluble in aqueous conditions such as 

plant cell environment, could be a process for the fungus to bypass plant defences (Jeandet et 

al. 2002). This mechanism is unusual in pathogen-host interaction since detoxication processes 

commonly occur to produce less active antimicrobial molecules, more polar and soluble (Pedras 

& Ahiahonu 2005). To support this latter idea, a positive correlation has been reported between 

the ability of Botrytis isolates to metabolise stilbenes and their pathogenicity (Sbaghi et al. 

1996). In further experiments, it would be relevant to follow the biotransformation of stilbenes 

with purified enzymes in order to inform about the active ones and confirm the reactions 

 

In addition, we showed that the SE extract induced a decrease in laccase production. However, 

it was quite surprising that the SE extract could not trigger laccase production. Indeed, phenolics 

such as gallic acid, a phenolic mixture and the stilbene (E)-3,5-di-methoxy-b-(2-furyl)-styrene, 

have been shown to stimulate laccase production of Trametes versicolor and of B. cinerea 

(Tavares et al. 2005, Caruso et al. 2011, Taha et al. 2013). Combinations of resveratrol and 

grape polyphenols also induced a strong increase in Botrytis laccase production, however 

resveratrol alone did not (Favaron et al. 2009). Thus, we suggested that oligomerized forms of 

stilbenes, present in high amounts in SE extract, could contribute to the reduced production of 

Botrytis laccases. Based on our previous results, Botrytis enzymes are able to modify some 

stilbenes, such as resveratrol and ε-viniferin. The aim could be a detoxication of these molecules 

to allow for Botrytis development (Goetz et al. 1999, Ky et al. 2012). Hence the presence of 

oligomerized stilbenes in the SE extract, that prevent laccase production, might reduce the 

metabolization/degradation of stilbene forms (resveratrol and ε-viniferin) that can be 

metabolized by Botrytis and thus guarantee their integrity and their antimicrobial activity. 
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Conclusion 

To summarize, we report on a grapevine extract enriched in stilbenes, particularly in 

oligomerized compounds, and its effects on Botrytis cinerea, the causal agent of grey mould, 

as well as the potential of this fungus to metabolize the stilbenes present. The stilbene enriched 

extract displayed several fungal inhibitory actions: it can reduce mycelium development, 

conidia germination and laccases production. We confirmed that Botrytis secretome can 

metabolize resveratrol and we put in evidence its ability to transform some stilbene dimers (ε- 

and ω-viniferins) in oxidized products that were identified. However, not all dimers, like 

ampelopsin A, and tetramers, such as r-viniferin, can be modified by the fungal enzymatic 

arsenal. All together these results support the relevance of the use of extracts enriched in 

oligomerized stilbenes as a potential approach for prevention and control of B. cinerea in 

vineyard. 
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Supplementary information 

 

Supplemental Table 1: Identification data of stilbenes obtained from UHPLC-DAD-MS/MS 

analysis of SE extracts 

Stilbene Peak tR 

(min) 

λmax (nm) [M-H]- (m/z) MS/MS fragments (m/z) 

E-piceid 1 2.6 320 389 227 

ampelopsin A  2 3.5 283 469 451, 375, 363, 357, 347, 281 

E-piceatannol  3 3.5 290, 304, 

325 

243 225, 201, 183, 175, 157, 141 

pallidol 4 4.3 284 453 435, 404, 359, 265 

E-resveratrol 5 4.9 306, 319 227 185, 143 

E-parthenocissin A 6 5.1 320 453 435, 359, 343, 327, 289 

hopeaphenol 7 6.2 283 905 811, 717, 611, 451, 357 

isohopeaphenol 8 6.6 283 905 811, 794, 717, 705, 699, 611, 503 

E-ε-viniferin 9 7.2 323 453 435, 411, 369, 359, 347, 265 

E-miyabenol C 10 7.5 323 679 661, 637, 573, 479, 451, 345 

E-ω-viniferin 11 7.8 322 453 435, 411, 395, 369, 359, 347, 333 

r2-viniferin 12 8.1 285, 328 905 811, 799, 545, 451, 439, 359 

r-viniferin 13 9.1 286, 321 905 887, 811, 799, 781, 675, 557, 545, 

451, 359 

 

Supplemental Figure 1: Biotransformation of two dimers, ω-viniferin and ampelopsin A, by 

Botrytis cinerea secretome. A. ω-viniferin consumption in nmol/mL after 5 h (300 min) of 

reaction. B. ampelopsin A consumption in nmol/mL after 5 h (300 min) of reaction. The 

letters represent the significance of the differences for each molecule (p<0.05) 
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Supplemental Figure 2: Biotransformation of two tetramers, hopeaphenol and r-viniferin, by 

Botrytis cinerea secretome. A. hopeaphenol consumption in nmol/mL after 5 h (300 min) of 

reaction. B. r-viniferin consumption in nmol/mL after 5 h (300 min) of reaction. The letters 

represent the significance of the differences for each molecule (p<0.05) 
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203 
 

 La pression législative en faveur des solutions alternatives  

    Il est aujourd’hui évident qu’avec la volonté des consommateurs et les pressions des 

institutions, les alternatives aux pesticides et herbicides de synthèse et aux préparations à base 

de cuivre sont une nécessité et ont un grand avenir devant elles. Depuis une dizaine d’années 

des plans successifs ont été mis en place, notamment les plans Ecophyto I (2009-2014), 

Ecophyto II (2014-2018) et Ecophyto II+ (2018) qui ont pour objectif de diminuer de 50% 

l’utilisation des produits phytosanitaires néfastes à l’environnement à l’horizon 2025 (Ministère 

de l’Agriculture de l’Agroalimentaire et de la Forêt and Ministère de l’Ecologie du 

Developpement durable et de l’Energie 2016). Par ailleurs, la réglementation au niveau 

européen est de plus en plus contraignante avec par exemple, la dose limite d’application de 

composés cupriques, principaux moyens de lutte contre le mildiou de la vigne, qui a une 

nouvelle fois été réduite par la Commission Européenne à une dose d'application maximale de 

28 kg/ha de cuivre sur une période de 7 ans (soit en moyenne 4 kg/ha/an) afin de minimiser 

l'accumulation potentielle dans le sol et l'exposition des organismes non cibles (European 

Commission 2018). Celle-ci était auparavant de 6 kg/ha/an et on voit donc que cette limite 

diminue rapidement, ce qui rend la filière viticole très demandeuse d’alternatives viables et 

durables pour le contrôle des maladies. 

 

 Quelles sont les alternatives ? 

    Parmi les différentes alternatives possibles au vignoble, nous pouvons citer les extraits 

naturels d’origine minérale (Dagostin et al. 2011; Deliopoulos, Kettlewell, and Hare 2010; 

Romanazzi et al. 2016; Wicks et al. 1999) ou d’origine végétale, que ce soit sous la forme 

d’huiles essentielles (Dagostin et al. 2011; La Torre et al. 2014; Zanzotto and Morroni 2016) 

ou d’extraits solides (Dagostin et al. 2010, 2011; Godard et al. 2009; Rajeswari et al. 2008; 

Thuerig et al. 2016). En effet, les plantes offrent une grande diversité de molécules dont 

certaines présentes des activités antimicrobiennes. Cependant, tel que rapporté par plusieurs 

auteurs, certains de ces composés d’intérêt, malgré une très bonne efficacité au laboratoire ou 

lors d’essais en serre, ne présentent pas les activités de protection espérées en conditions non 

contrôlées et/ou celles-ci peuvent varier d’une année à l’autre ou selon la localisation 

géographique (Dagostin et al. 2010). Parmi les extraits de plante décrits à l’heure actuelle, ceux 

riches en stilbènes sont très souvent rapportés comme les plus actifs (considérant notamment 

leur CI50 contre le mildiou de la vigne). 
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 La place de l’extrait STILPROTECT au sein des extraits de stilbènes déjà produits 

    Les extraits riches en stilbènes sont particulièrement intéressants de par la forte activité des 

stilbènes envers différents agents pathogènes, notamment de la vigne.L’étude de leur pouvoir 

inhibiteur date au moins du milieu des années 1970 (Langcake and Pryce 1976). Leur intérêt 

réside aussi dans la multiplicité de cibles d’action attribuée aux stilbènes (Tableau 1 et 2 partie 

I. Introduction). En effet, un des principaux moyens de lutter contre le développement de 

résistance chez les agents pathogènes repose sur le fait de disposer de composés aux actions 

antimicrobiennes multi-sites (Corio-Costet 2011).  

    Les travaux réalisés au cours de cette étude se sont basés sur des études précédentes mettant 

en valeur des extraits de vigne enrichis en stilbènes. Plus précisément, notre choix s’est porté 

sur l’utilisation de co-produits ligneux tels que les ceps et les racines de vigne. En effet, ceux-

ci ont été montrés comme particulièrement actifs. Cette activité s’expliquant notamment par 

leur haute teneur en stilbènes complexes à fort pouvoir d’inhibition (Gabaston, Cantos-Villar, 

et al. 2017). En effet, des extraits enrichis en stilbènes oligomérisés ont été rapportés comme 

plus actifs que des extraits de stilbènes issus de sarments de vigne ou d’écorces d’épicéa, 

extraits contenant des teneurs moindres en stilbènes complexes. Ainsi, un extrait de ceps riche 

en oligomères est aussi plus actif qu’un extrait de nœuds de pin  (Gabaston, Cantos-Villar, et 

al. 2017; Gabaston, Richard, Biais, et al. 2017; Gabaston, Richard, Cluzet, et al. 2017).  

L’extrait produit dans cette étude, nommé extrait STILPROTECT, présente des activités 

oomycides parmi les plus importantes rapportées à ce jour pour un extrait de stilbènes. Ceci 

n’est pas surprenant compte tenu de sa haute teneur en stilbènes. En effet, l’extrait est plus de 

deux fois plus actif que l’extrait de sarment Vineatrol®, et 1,3 fois plus actif qu’un extrait de 

racines. Par ailleurs, si l’extrait STILPROTECT a une CI50 supérieure à celle d’un extrait de 

nœud de pin, sa CI100 est plus faible (Gabaston, Richard, Cluzet, et al. 2017) et sa CI50 est près 

de 10 fois plus faible que celle enregistrée pour un extrait d’écorces d’épicéa (Gabaston, 

Richard, Biais, et al. 2017). Toutefois, un extrait de ceps présente une activité supérieure à celle 

observée dans notre étude (Gabaston, Cantos-Villar, et al. 2017). Au vu de la quantité de 

stilbènes présents dans notre extrait, nous aurions pu nous attendre à obtenir des valeurs 

d’inhibition encore plus importantes. Cette plus faible capacité inhibitrice de notre extrait 

provient probablement de la part de racines intégrées dans la matière première utilisée pour la 

production de l’extrait STILPROTECT, qui contient certes plus de r-viniférine et r2-viniférine, 

mais moins d’ε-viniférine et d’hopéaphénol et seulement des traces d’isohopéaphénol, de E-

miyabénol C et d’ω-viniférine, stilbènes particulièrement actifs.   
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    Il est à noter que l’extrait STILPROTECT, en plus des activités oomycides démontrées 

envers plusieurs agents responsables de mildiou, tels P. viticola et P. infestans, présente une 

activité antifongique, contre B. cinerea. Celle-ci se présente à différents niveaux que sont une 

inhibition de la croissance mycélienne, de la germination des spores et de la production de 

laccases, enzymes impliquées dans la pathogénicité du champignon. Cet extrait montre donc 

une multiplicité d’actions contre divers agents pathogènes qu’il peut plus ou moins contrôler. 

Si l’activité des stilbènes contre B. cinerea est connue depuis plusieurs décennies (Langcake 

1981), peu d’extraits de stilbènes ont été analysés dans ce but. A notre connaissance, c’est la 

première fois qu’un extrait de ceps et de racines de vigne a été testé pour son efficacité anti-

Botrytis. Des analyses permettant d’évaluer la résistance induite contre B. cinerea seraient 

intéressantes à entreprendre puisque récemment un extrait de sarment a montré une aptitude à 

stimuler, tel un éliciteur, les réponses de défense des plantes (De Bona et al. 2019).  

 

    Lors de cette étude, nous avons également montré que les enzymes sécrétées de B. cinerea 

étaient capables de modifier le contenu en stilbènes de l’extrait, sans toutefois altérer fortement 

sa capacité antifongique. Nous avons démontré de nouvelles biotransformations, notamment 

celle de l’ε-viniférine, qui est transformée en trois différents tétramères. L’apport de ces 

connaissances peut aider au développement de nouveaux types d’extraits issus de la 

biotransformation, à l’image de ce qui a déjà été fait par transformation chimique de type hémi-

synthèse (El Khawand et al. 2020). De plus, l’utilisation d’enzymes ayant la capacité de 

modifier des stilbènes peuvent représenter une piste de recherche pour la production de 

nouveaux stilbènes complexes à partir de stilbènes simples comme alternatives à la production 

par cultures cellulaires (Philippe Jeandet et al. 2016; Lambert et al. 2019). De tels composés 

pourraient être d’intérêt dans plusieurs domaines, phytopharmaceutiques, mais aussi 

cosmétologiques ou pharmaceutiques (Zghonda et al. 2011). 

 

    Malgré les multiples activités déjà démontrées lors d’études précédentes pour des extraits de 

stilbènes, très peu ont été encore aujourd’hui analysés pour les effets de protection en conditions 

semi-contrôlées, ce qui représente une étape majeure avant les analyses au vignoble. Notre 

étude a montré l’activité oomycide directe, contre P. viticola, de l’extrait STILPROTECT dans 

de telles conditions. La principale information à mettre en valeur lors de nos essais est l’activité 

inhibitrice que nous avons obtenue et cela à la faible concentration à laquelle notre extrait a été 

évalué. En effet, à seulement 0,3 g/L, l’extrait s’est révélé entraîner des réductions de la sévérité 

du mildiou de la vigne jusqu’à 43 %. Ces résultats, bien qu’inférieurs à ceux obtenus par un 
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extrait de sarments (Richard et al. 2016), sont très encourageants, car la concentration de 

l’extrait que nous avons utilisée est plus de 16 fois inférieure. De plus, la formulation 

développée dans cette étude a permis d’atteindre 70 % de protection. Ce niveau de protection 

est proche de ce que l’on peut observer pour la bouillie bordelaise. Ce point montre à nouveau 

tout l’intérêt de développer des extraits riches en stilbènes pour le contrôle des maladies du 

vignoble.  

    L’extrait STILPROTECT est d’autant plus intéressant qu’il a montré, dans la version 

formulée, des activités contre une multitude d’espèces d’oomycètes connues pour les ravages 

qu’elles causent sur des plantes représentant une source économique importante à travers le 

monde comme par exemple la pomme de terre ou la tomate (Kamoun and Smart 2005; Oerke 

2006; Ray et al. 2017). Ces résultats donnent à envisager des études plus spécifiques sur chaque 

agent pathogène afin de caractériser les différents niveaux d’activités oomycides et d’affiner 

les connaissances, notamment en terme de concentration minimale d’inhibition. En effet, ceci 

permettrait de réduire les doses utilisées.  Par ailleurs, comme l’extrait est constitué de stilbènes, 

molécules non synthétisées par ces autres plantes (salade, melon, tomate et pomme de terre), 

des études de phytotoxicité seront à prévoir.  

    Enfin, l’extrait STILPROTECT a montré une activité de stimulateur des défenses naturelles 

chez la vigne. Cependant, l’induction de gènes marqueurs de défense s’est révélée relativement 

faible et aucune phytoalexine, seul le picéide a été détecté, n’a pu être identifiée. Néanmoins, 

nous avons mis en évidence l’induction d’une résistance conférée, sur une fenêtre de quelques 

jours après traitement, contre P. viticola. Ainsi, des analyses seraient nécessaires pour 

déterminer quels sont les composés responsables de cet effet. De plus, l’induction de 

l’expression d’un gène codant pour une chitinase (PR3) pourrait induire la résistance à B. 

cinerea.  

    Une telle activité pourrait expliquer en partie les résultats observés en conditions semi-

contrôlées. Qu’en est-il des autres plantes considérées dans cette étude ? Ici aussi, des études 

de suivi de marqueurs de défenses pourraient être envisagées.  

 

    Cependant, cette étude a révélé un frein majeur au développement de notre extrait. En effet, 

si deux campagnes d’essais sur le contrôle de P. viticola en conditions naturelles au vignoble 

ont été menées, aucune d’entre elles n’a été concluante. Des analyses nous ont conduit à 

attribuer ces résultats négatifs à l’effet de l’environnement sur l’extrait (lessivage et rayons 

lumineux). Cependant, malgré la recherche de différentes formulations, commerciales ou 

développées au laboratoire, découlant du choix d’une nouvelle formulation pour la deuxième 
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campagne d’essais, aucune amélioration de la protection au vignoble par l’extrait formulé n’a 

pu être observée. Ces constatations montrent la nécessité de travailler davantage sur le 

développement de formulations pour l’application de tels extraits. A l’image de ce que l’on peut 

observer dans notre étude, l’obtention de telles alternatives demande un grand travail de 

recherche et de développement. En particulier en ce qui concerne le transfert des activités 

démontrées en conditions semi ou totalement contrôlées vers des conditions naturelles que sont 

les vignobles.  

 

 Quels sont les leviers possibles pour rendre ces extraits utilisables à grande 

échelle ?  

    Tel qu’identifié dans ces travaux, le travail majeur à conduire désormais pour le 

développement d’un extrait naturel enrichi en stilbènes est celui de la formulation. Cette 

problématique est maintenant régulièrement soulignée en ce qui concerne les extraits naturels 

de plante (Andrivon et al. 2017). Les formulations de type encapsulation ou micro-

encapsulation représentent une piste sérieuse pour l’amélioration de l’activité biologique au 

vignoble. En effet, ce type de formulations, qui vise à enfermer les composés actifs au sein de 

capsules, permet une protection des composés ainsi que leur relargage soit de façon rapide, par 

rupture de la membrane, soit plus lente, par diffusion des composés actifs au travers de la 

membrane. De telles formulations sont notamment utilisées par l’industrie pharmaceutique 

(Peanparkdee, Iwamoto, and Yamauchi 2016) et par celle des compléments alimentaires issus 

d’extraits de plantes (Armendáriz-Barragán et al. 2016) ce qui permet le contrôle de la vitesse 

de libération des extraits ou médicaments dans le corps. Cette technique est aussi développée 

dans le domaine du contrôle des agents pathogènes et de la production de mycotoxines dans la 

nourriture (Beyki et al. 2014; Makhuvele et al. 2020; Muzzalupo et al. 2020). Récemment, 

certains composés tels que la maltodextrine et la pectine de la coque du cacao ont montré leur 

efficacité à protéger les polyphénols présents dans des extraits de feuilles de chipiline 

(Crotalaria longirostrata) de la dégradation post-production (Navarro-Flores et al. 2020). La 

microencapsulation a été étudiée pour la protection de plantes contre leurs agents pathogènes, 

avec par exemple une formulation d’extrait d’huile essentielle de palmarosa (Cymbopogon 

martinii) encapsulée à l’aide de nanoparticules de chitosane pour le contrôle de Fusarium 

graminearum. Cette technique de microencapsulation a fait l’objet d’au moins un brevet visant 

à microencapsuler des extraits de baies de raisin pour la protection contre B. cinerea (Kalagatur 
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et al. 2018; Muzzalupo et al. 2020; Tadic et al. 2016). De plus, cette méthode peut être 

développée de façon durable et respectueuse de l’environnement. 

 

 Les problématiques de l’extraction et de la production des extraits de stilbènes  

    Comme nous l’avons vu auparavant, il existe aujourd’hui une volonté de la chimie de réduire 

son impact environnemental. Ceci est particulièrement vrai pour la production d’extraits 

naturels de plantes. S’il existe différentes techniques peu ou pas consommatrices de solvants, 

tels que les techniques d’extraction par fluides sous ou super critiques, celles sont encore peu 

adaptées à la production d’extraits riches en composés apolaires, tels que les tétramères dans 

notre cas (Gabaston, Leborgne, Valls, Renouf, and Richard 2018; Zachová et al. 2018). 

Cependant, il existe un potentiel pour l’amélioration de ces techniques (Gallego, Bueno, and 

Herrero 2019). Par ailleurs, d’autres techniques permettent de réduire la consommation de 

solvants telles que les extractions assistées par ultra-sons ou par micro-ondes, sans toutefois 

atteindre des rendements en stilbènes convaincants (Z. Piñeiro et al. 2017; Zulema Piñeiro et 

al. 2016).  

    Dans notre étude, nous avons optimisé la technique d’extraction des stilbènes par l’utilisation 

d’acétate d’éthyle comme solvant, un solvant biosourcé et peu toxique pour l’environnement. 

Ce dernier s’est montré particulièrement intéressant pour l’extraction des tétramères et, de 

manière plus générale, la production d’extraits riches en stilbènes.  

Peut se poser la question alors du type d’extrait le plus intéressant à produire. En effet, selon le 

domaine d’application, le choix d’un extrait relativement pauvre en stilbènes mais produit sans 

solvants peut être intéressant, notamment pour la cosmétique ou les compléments alimentaires. 

Cependant, dans notre problématique, la production d’un extrait riche en stilbènes apparait être 

plus intéressante. Ce choix se justifie par l’activité antimicrobienne de l’extrait, dont l’efficacité 

est corrélée au contenu en stilbènes. D’un point de vue économique et environnemental, 

l’utilisation d’un extrait plus actif engendrerait des doses de traitement plus faibles, et donc un 

nombre de passage au champ, un transport et stockage réduits.  

    Le principal point négatif du type de production choisi dans notre étude est donc l’utilisation 

de solvants. En effet, même si l’acétate d’éthyle est peu nocif pour l’environnement et que notre 

méthode permet en partie son recyclage, son utilisation engendre la prise de précaution 

concernant son stockage et son emploi, en particulier lors du chauffage à cause de son 

inflammabilité, ce qui rentre dans le cadre de la directive SEVESO (Union Européenne 2012). 

Cela dit, c’est aussi le cas de l’éthanol, solvant utilisé usuellement pour la production d’extraits. 

De plus, les techniques d’extraction utilisant des solvants dans des conditions sous- ou super-
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critiques nécessitent aussi la prise de précautions, notamment compte tenu des fortes pressions 

et températures nécessaires. 

 

 L’intégration de l’extrait STILPROTECT dans une économie circulaire viti-

vinicole  

    D’un point de vue économique et sociétal, l’utilisation d’extraits de vigne pourrait 

représenter une filière particulièrement intégrée dans les territoires. En effet, la ressource 

première utilisée pour la production des extraits étant produite aux endroits même où l’emploi 

de tels extraits est nécessaire, des moyens de production locaux pourraient être envisagés et 

ainsi promouvoir une économie circulaire. La vigne étant cultivée à travers le monde, les 

ressources sont donc disponibles partout où cela est nécessaire. De plus, la réduction du 

transport serait à la fois un bénéfice écologique et économique. Cependant, il faut noter que 

tous les cépages ne sont pas identiques quant à leur contenu en stilbènes (Gabaston et al. 2019). 

Enfin, l’intégration des acteurs de la filière viticole dans la production de tels extraits pourrait 

être un levier pour l’accélération du développement à grande échelle de ces alternatives.  

 

 L’avenir des extraits naturels en tant qu’alternative viable et durable pour le 

vignoble 

    Afin d’améliorer l’efficacité de l’extrait STILPROTECT, plusieurs pistes peuvent être 

avancées. En effet, hormis le développement de formulations adéquates, tel que décrit plus haut, 

il est envisageable d’intégrer dans les itinéraires techniques les extraits en alternance. Par 

exemple, dans un premier temps, il est envisageable d’appliquer les extraits naturels lors de 

faibles pressions de maladie, puis de se tourner vers les méthodes éprouvées telles que le cuivre 

dans le cas du mildiou, lors de fortes pressions de maladies. De telles approches ont été 

proposées dans plusieurs études qui visaient à associer des produits naturels, fongicides ou SDP, 

avec des solutions cupriques dans le but de réduire les doses de cuivre utilisées au vignoble 

avec plus ou moins de succès (Thuerig et al. 2017; La Torre et al. 2008). Aujourd’hui, avec les 

outils d’aides à la décision (OAD), ce genre d’approches est rendue envisageable. En effet, cela 

demande notamment une bonne anticipation des risques épidémiques. Ce type d’approches peut 

permettre de réduire significativement les intrants et donc leur impact sur l’environnement. 

Dans le cas du cuivre, cela pourrait réduire les quantités accumulées dans les sols. De plus, 

l’utilisation d’extraits naturels en complément de solutions conventionnelles pourrait permettre 



 

210 
 

de réduire le développement de souches résistances d’agents pathogènes, en agissant sur 

différentes fonctions cellulaires.  

    Par la suite, il serait intéressant d’évaluer l’effet éliciteur de l’extrait STILPROTECT au 

vignoble, mais aussi le cout énergétique induit par une telle activité (D. Walters and Heil 2007; 

D. R. Walters, Ratsep, and Havis 2013).  

    Il est intéressant de noter qu’un extrait de racines de vigne enrichis en stilbènes a même 

montré des activités insecticides contre Leptinotarsa decemlineata, parasite important des 

cultures de Solanaceae (Gabaston, El Khawand, et al. 2018). Cette information permet 

d’envisager de multiples applications pour les extraits de stilbènes.  

 

 

 Quel impact sur les organismes non-ciblés ? 

    Au vu des nombreuses activités biologiques des extraits de stilbènes, leur développement à 

grande échelle devra passer par des étapes d’évaluation de leurs effets sur les organismes non 

ciblés. En effet, c’est l’un des points négatifs et particulièrement critiqué des pesticides de 

synthèse (Bauddh et al. 2020). Des premiers essais conduits en partie par notre équipe ont déjà 

montré qu’un extrait de stilbènes à l’activité insecticide ne présentait à l’inverse aucune toxicité 

contre des organismes non ciblés tels que les vers de terre (Eisenia fetida) (Gabaston, El 

Khawand, et al. 2018).  

 La qualité du produit (le vin) : quel impact organoleptique ? 

    Il est important de considérer l’aspect qualitatif du produit fini. En effet, il sera d’une 

importance majeure d’évaluer l’effet de traitements contenant des stilbènes sur à la fois le 

métabolisme de la vigne et sa capacité à produire des baies de qualité. En effet, certains 

éliciteurs de défense des plantes peuvent modifier le métabolisme primaire des plantes 

(Burdziej et al. 2019). De plus, quand est-il de l’effet de l’extrait sur la capacité 

photosynthétique des plantes ? En effet, la question peut se poser compte tenu que certains 

éliciteurs peuvent avoir des effets négatifs sur la capacité photosynthétique des plantes. C’est 

notamment le cas de l'acibenzolar-S-méthyl, éliciteur utilisé contre l’oïdium, qui inhibe 

l’expression de gènes impliqués dans la photosynthèse et dans le métabolisme énergétique. Cet 

effet est probablement causé par un déplacement de la répartition des ressources vers les 

processus de défense (Pagliarani et al. 2020).  
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    De plus, l’effet de résidus de l’extrait sur la qualité du vin sera important à évaluer. Il est en 

effet possible que les stilbènes modifient la qualité organoleptique et altèrent la perception des 

vins. En effet, des ajouts de stilbènes issus d’un extrait de sarments dans des vins rouges ont 

déjà montré que la perception des vins étaient modifiée (Raposo et al. 2016).  

 

 Les autres perspectives d’utilisation des extraits de stilbènes dans le domaine agro-

alimentaire 

    Les extraits riches en stilbènes, en plus de leurs activités observées sur les agents pathogènes 

des plantes et de la vigne en particulier, ont aussi une ouverture dans la protection de la 

nourriture post-récolte. En particulier, un point très intéressant à soulever ici est le rôle que ces 

extraits peuvent jouer dans la réduction des sulfites contenu dans le vin pour assurer sa 

protection. En effet, des études ont démontré certaines activités de protection antimicrobiennes 

et antioxydantes (Raposo et al. 2016). Nous avons ainsi mené des essais, encore à l’état d’études 

préliminaires, sur des vins rouges afin de réduire les sulfites. A l’heure actuelle, ces résultats 

sont relativement prometteurs et devront faire l’objet d’études plus approfondies.   
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VI.   Conclusions générales  
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 Les résultats obtenus dans cette étude montrent l’intérêt de réaliser des extractions à l’aide 

d’acétate d’éthyle, comme solvant vert, pour la production d’extraits enrichis en stilbènes 

complexes à partir de co-produits de la vigne (ceps et racines). Ce solvant a permis de 

produire des extraits riches en tétramères et fortement actifs contre le mildiou de la vigne. 

La méthode d’extraction ainsi développée s’intègre dans la chimie dite « verte », 

souhaitable pour la production d’extraits visant à entrer dans le cadre d’une agriculture 

durable et respectueuse de l’environnement. Une attention particulière a été portée à la 

faisabilité de la production de tels extraits à l’échelle pilote. 

 

 L’extrait développé au cours de cette étude est particulièrement actif contre divers mildious. 

En effet, il réduit la mobilité des zoospores du mildiou de la vigne et sa sporulation. De 

plus, cet extrait présente la capacité de réduire la sévérité du mildiou sur des plants de vigne 

en serre. Une formulation de l’extrait a permis d’en améliorer son activité sur le mildiou. 

Enfin, l’extrait formulé permet aussi de limiter le développement de divers mildious tels 

que celui de la pomme de terre, de la tomate, du melon et de la laitue, en conditions semi-

contrôlées. Cependant, des essais in natura n’ont pas permis de conforter l’activité de 

l’extrait au vignoble. Des leviers d’action ont été identifiés tels qu’une amélioration de la 

résistance au lessivage ou encore de la protection contre les UV.  

 

 Des analyses d’expression de gènes ont révélé que l’extrait possède une activité stimulatrice 

de défense des plantes. L’induction notée au niveau de gènes marqueurs de défense est 

corrélée à une augmentation de la résistance induite contre Plasmopara viticola.  

 

 L’extrait réduit également le développement de Botrytis cinerea, à la fois au niveau de sa 

croissance mycélienne, de la germination de ses conidies et de la production de ses laccases. 

Parmi les stilbènes présents majoritairement dans l’extrait, la r-viniférine, le resvératrol et 

l’ε-viniférine sont les stilbènes les plus actifs, tout au moins concernant la croissance 

mycélienne.  

 

 Les enzymes sécrétées par B. cinerea, et plus particulièrement ses laccases, peuvent 

modifier la composition en stilbènes de l’extrait. Certains stilbènes sont métabolisés, tels 

que le resvératrol ou l’ε-viniférine, par exemple, et de nouveaux composés sont synthétisés 

comme la δ-viniférine. Malgré sa biotransformation par le sécrétome de Botrytis, seule une 

légère diminution de l’activité antifongique a été observée. Par ailleurs, nous avons montré 



 

216 
 

qu’à partir de la biotransformation de l’ε-viniférine, trois tétramères (hopéaphénol, r-

viniférine et r2-vinifréine) sont synthétisés par ces enzymes. 
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Etude d’un extrait enrichi en stilbènes complexes pour le contrôle des maladies du vignoble 

Vitis vinifera L. est une des cultures les plus largement répandues dans le monde et présente une 

importance économique majeure. Elle est cependant sujette à de nombreuses maladies dont le contrôle 

est largement effectué par l’application de pesticides issus de synthèse chimique, néfastes pour 

l’environnement et la santé humaine. Dans cette étude, nous avons considéré la possibilité d’utiliser des 

extraits naturels enrichis en stilbènes, des métabolites végétaux aux propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes, comme solution de biocontrôle des maladies. Les stilbènes complexes, dont 

l’efficacité antimicrobienne est remarquable, sont présents en quantité importante dans les parties 

pérennes de la vigne (sarments, ceps et racines). Dans le but de produire un extrait selon une approche 

durable, nous avons comparé deux solvants dits verts (éthanol et acétate d’éthyle) et avons retenu pour 

sa plus grande efficacité d’extraction deux extractions successives à l’acétate d’éthyle dans les 

proportions suivantes : 100 - 85 %. Ainsi, un extrait enrichi en stilbènes à partir de ceps et de racines de 

vigne a été produit, riche en stilbènes (50% de l’extrait) notamment en formes complexes (dimères et 

tétramères). Au laboratoire, cet extrait a démontré une forte activité oomycide contre le mildiou de la 

vigne, P. viticola. En serre, l’extrait a montré une capacité de réduction de la sévérité de la maladie de 

40 % et jusqu’à 50 % lorsque formulé ainsi que des activités contre différents oomycètes. De plus, 

l’application de l’extrait sur les feuilles de vigne déclenche des réponses de défense chez la plante. Une 

forte activité fongicide a été relevée envers B. cinerea. Nous avons déterminé les stilbènes responsables 

de cette activité parmi les stilbènes majeurs de l’extrait : les plus actifs sont la r-viniférine, le resvératrol 

et l’ε-viniférine. Par ailleurs, nous avons suivi l’action de telles enzymes sur les stilbènes de notre extrait. 

Nous avons montré que plusieurs stilbènes de l’extrait, notamment des dimères, sont transformés, alors 

que d’autres ne peuvent l’être, tel la plupart des tétramères. Ainsi, pour la première fois, par ces travaux, 

nous avons mis en évidence la formation de tétramères à partir d’ε-viniférine. L’activité anti-Botrytis 

de l’extrait biotransformé n’est que peu impactée. De plus, nous avons noté que l’extrait de stilbènes 

agit de façon négative sur la production de laccases. L’ensemble de ces résultats confirme la pertinence 

de poursuivre le développement d'extraits enrichis en stilbènes oligomérisés pour leur utilisation 

potentielle comme approche alternative pour la prévention et le contrôle de P. viticola et B. cinerea dans 

les vignobles.  

Mots clés : [Vitis vinifera, co-produits, agriculture durable, resvératrol, laccases, élicitation] 

 

A complex stilbenes enriched extract for the control of vineyard diseases                                             

Vitis vinifera L. is one of the most widely grown crops in the world and represents a major economic 

importance and subject to many diseases. Their control is largely done by the use of harmful pesticides 

derived from chemical synthesis. In this study, we considered the possibility to use natural extracts 

enriched in stilbenes as an alternative approach for disease control. Stilbenes are synthesized by several 

plant species including the grapevine that are mainly present in the perennial parts of the plant (shoots, 

wood and roots) and have powerful antimicrobial activities. In order to produce this extract with a 

sustainable approach, we compared two green solvents (ethanol and ethyl acetate). We selected ethyl 

acetate for its greater efficiency of extraction and carried out two successive extractions (100 - 85% of 

solvent). Thus, an extract enriched in stilbenes from grapevine trunks and roots. The obtained extract is 

rich in stilbenes (50% of the extract) and in particular in complex forms (dimers and tetramers). In 

laboratory, the extract demonstrated a strong oomycidal activity against vine mildew, P. viticola. In 

greenhouse, the extract showed a capacity to reduce the severity of the disease by 40% and up to 50% 

when formulated and activities towards several oomycetes. In addition, the application of the extract on 

grapevine leaves triggers some plant defence responses. A strong fungicidal activity was noted towards 

B. cinerea mycelial growth and laccases production. The most active stilbenes were r-viniferin, 

resveratrol and ε-viniferin. In addition, we followed the action of laccases on the stilbenes of our extract. 

We showed that several stilbenes of the extract, especially dimers, are transformed, while tetramers are 

not. Thus, for the first time, we demonstrated the formation of tetramers from ε-viniferin. The anti-

Botrytis activity of the biotransformed extract is only slightly affected. These results confirm the 

relevance of pursuing the development of extracts enriched in oligomerized stilbenes for their use as an 

alternative approach for the prevention and control vineyard diseases. 

Keywords : [Vitis vinifera, by-products, sustainable agriculture, resveratrol, laccases, defense 

stimulation] 
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