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Effects of Eutypa dieback on the leaves of Vitis vinilera cv. Cabernet Sauvignon. 
Cytological studies 

summ a r y: The fungus Eutypa Jata only grows in lignified wood (trunk and arms) and 
causes at a distance typical symptoms on the Jeaves of Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon, a very 
sensitive variety. For the first time, lesions induced in vivo in leaf cells were examined by transmis­
sion electron microscopy. The main alterations of ultrastructure are depending on the Ievel of dis­
ease. 

In the cells of slightly affected leaves, the enlarged chloroplasts show dilated thylakoids with a 
lowered electron density and sometimes contain very !arge starch grains. In the severely affected 
leaves, the cells are completely disorganized, with plasmalemma retraction, chloroplast degrada­
tion , cytoplasm Iysis and endomembrane breakdown. 

These results suggest that structural decline of the photosynthetic system can be responsible, 
at least partly, for the death of Cabernet Sauvignon grapevines. 

K e y wo r d s : Eutypa Jata, fungus, disease, leaf, cell, chloroplast, plasmalemma, ultra­
structure, cytology. 

Introduction 

Depuis l'identification d'Eutypa lata sur la vigne en 1973 (CARTER et PRICE), ce 
champignon ascomycete, responsable de la maladie de l'eutypiose, provoque de graves 
dommages dans les vignobles du monde entier. 

Il n'existe pas de molecule permettant une lutte curative contre ce parasite; seules 
des mesures prophylactiques et preventives peuvent etre prises afin de limiter l'exten­
sion de la maladie (Dusos et al. 1989). Ameliorer la connaissance de la relation entre la 
vigne et E. lata est donc indispensable. C'est pourquoi, l'etude des mecanismes d'action 
du champignon et de defense de la plante höte a ete entreprise en vue de la selection de 
clones tolerants (FALLOT et al. 1990). 

L'agent pathogene attaque exclusivement Je tronc et !es bras des ceps et n'a jamais 
ete observe dans les rameaux herbaces et les organes qu'ils portent (BERNARD et MuR 
1986). Cependant, apres 3 a 10 ans d'incubation, les tiges se developpent faiblement, !es 
feuilles restent petites, jaunissent, et des leur etalement, presentent des necroses 
reparties sur toute leur surface. Les inflorescences se dessechent, un bras deperit et le 
cep meurt. La localisation limitee du mycelium et Ia generalisation des symptömes 
dans tout l'appareil aerien nous ont conduit a envisager deux approches, l'une biochi­
mique, l'autre cytologique. 

Ainsi, en collaboration avec R. TABACCHI (Neuchätel, Suisse), nous avons repris les 
travaux de RENAUD (1985) qui avait isole plusieurs composes du milieu de culture 
d'E.lata; certains d'entre eux entrainaient le fletrissement des plantules de tomate. Il a 
ete possible de montrer qu'une de ces substances est toxique pour la vigne (TEY-RULH 
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1988); appliquee a des systemes simplifies tels que les feuilles excisees de vitroplants de 
Cabernet Sauvignon, elle reproduit certains des symptömes de la maladie: elle a ete 
appelee «Eutypine». Toujours presente dans les ceps malades, cette toxine est absente 
des ceps sains (PHILIPPE 1991; TEY-RULH et al. 1991). 

Une deuxieme approche, cytologique, a consiste a rechercher les cibles cellulaires 
du champignon. Compte-tenu de l'apparition precoce de necroses sur les j~unes feuil­
les, peu apres le debourrement, et de l'importance de l'appareil photosynthetique, la 
feuille de cep atteint a ete retenue comme organe d'etude de l'ultrastructure. L'objectif 
etait de rechercher sur cet organe l'effet in situ du champignon localise a distance a la 
peripherie de la (des) necrose(s) du tronc. 

Cet article resume les principaux resultats de l'etude par microscopie electronique 
a transmission de feuilles de Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon, prelevees dans le 
vignoble. 

Materiel et methodes 

1. Materiet vegetal 

Des souches de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon, cultivees a Blanquefort 
(Domaine de la Chambre d'Agriculture de Bordeaux) sont utilisees comme source de 
materiet vegetal. Des feuilles sont prelevees sur des souches saines et sur des souches 
presentant des symptömes faibles ou prononces d'eutypiose (ces souches portent res­
pectivement les notes 0, 2 et 4 de la grille de notation eutypiose 1991 etablie par le Ser­
vice de la Protection des Vegetaux). L'echantillonnage a lieu en juin, pendant la 
periode ou les symptömes sont les plus marques et en debut de journee. 

2. Microscopie electronique a transmission 

Afin d'eviter les hsques d'artefacts, les feuilles sont plongees dans le fixateur (tam­
pon phosphate 0,1 M, 2,5% paraformaldehyde, 2% glutaraldehyde, pH 7,2) et des frag­
ments de 1 mm2 sont preleves dans la zone petiolaire du limbe. Ces fragments sont 
ensuite places dans des flacons contenant du fixateur et subissent un vide menage 
(400 mm Hg) durant 15 a 20 min. Puis le fixateur est change et la duree de la fixation 
n'excede pas 4 h a la temperature ambiante. Apres plusieurs rin<;:ages dans du tampon 
phosphate 0,1 M pH 7,2, les echantillons so,nt post-fixes dans une solution de tetroxyde 
d'osmium a 1 % durant 4 h, puis deshydrates par l'ethanol et inclus dans une resine 
epoxy (epon). 

Les coupes sont realisees a l'aide d'un ultramicrotome Reichert Om U3 et recueil­
lies sur des grilles de cuivre (200 mesh) recouvertes d'un film de Pariodium carbone. 

Le contraste des coupes est augmente par une double coloration acetate d'uranyle, 
Citrate de plomb (REYNOLDS 1963). 

Les observations sont realisees avec un microscope electronique Philips EM 301 
travaillant sous une tension de 80 kV. 

Resultats 

1. Ultrastructure du limbe foliaire sain (Fig. 1 a et b) 

Les cellules du parenchyme foliaire de vigne, serrees les unes contre les autres, 
presentent une structure conventionnelle; les organites, enrobes par une matrice cyto-

Fig. 1 a and b: Ultrastructural aspects of palisadic cells from healthy leaves: nucleus (N), mitochon­
dria (M), chloroplasts (Chi) with starch grains (A), small vacuoles (V) and tannin vesicles (Vt) 

(X 15,000). 
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Fig. 1 a et b: Ultrastructure des cellules du parenchyme palissadique de feuille saine. On peut obser­
ver les differents organites: noyau (N), mitochondries (M), chloroplastes (Chi) a amidon (A), petites 

vacuoles (V) et vesicules tanniques (Vt) ( x 15.000). 
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Fig. 2: Modifications ultrastructurales du parenchyme palissadique de feuilles prelevees sur des 
ceps presentant de faibles symptömes d'eutypiose.- a) Chloroplastes hypertrophies contenarrt des 
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plasmique homogene, se revelent intacts. Le noyau, volumineux, occupe approximati­
vement le centre de la cellule. Les chloroplastes d'environ 2 a 3 11m de long sur 1 a 
1,5 11m de !arge, et a thylako1des bien developpes, occupent une position peripherique. 
Leur stroma est parseme de quelques grains osmiophiles (1 a 6 plastoglobules) et de 
grains d'amidon d'environ 111m de long sur 0,5 a 0,9 11m de !arge. Les vacuoles, petites 
et de forme arrondie, contierrrrent des tanins apparaissant sous forme de plages denses 
aux electrons. 

2. Modifications ultrastructurales du 1 im b e foliaire 
preleve sur des ceps malades de Cabernet Sauvignon 

Sur des e c h anti 11 o n s p e u a t t e i n t s , les organites les plus touches 
semblerrt etre !es chloroplastes. Dans certaines cellules (Fig. 2 a), ils apparaissent 
hypertrophies (4 a 5 IJ.ffi de lorrg sur 3 a 3,5 IJ.m de !arge) et occupent une partie impor­
tarrte du volume cellulaire; ils contiennent de gros grains d'amidon (environ 2 a 2,51J.ffi 
de !ong sur 1 a 1,51J.ffi de !arge) et des plastoglobules dorrt le nombre (4 a 11) et Ia taille 
ont egalement augmente. 

Toutefois, des cellules voisines (Fig. 2 b) paraissent moins alterees, Ia repartition 
des chloroplastes et leurs dimensions etant voisines de celles des chloroplastes de cel­
Jules sairres de Cabernet Sauvignon. 

Ces images traduisent donc l'heterogeneite des reporrses des cellules foliaires. 
D'autre part, Ia proportiondes tanins semble reduite par rapport au temoin; ceux­

ci restent localises a Ia peripherie de Ia vacuole ou constituent une matrice grarruleuse 
occupant tout le volume vacuolaire (Fig. 2 b). 

Sur des e c h a n t i II o n s m o n t r a rr t d e s s y m p t ö m e s a v a n c e s 
d'eutypiose, l'alteration cellulaire est intense (Fig. 3). Elle se manifeste en effet par: 

un decollement important du plasmalemme, 
une degradation des chloroplastes dorrt !es thylako1des se vacuolisent, laissant 
apparaitre des plages claires, 
une alteration des autres systemes endomembranaires qui apparaissent sous une 
forme plus ou moins vacuolisee, ainsi qu'une lyse du cytoplasme. 
Au cours de l'examen de nombreuses coupes, aucune hyphe de champignon n'a ete 

observee. 

Discussion 

La descriptiorr des cellules de limbe porte par des ceps de Cabernet Sauvignon 
atteirrts d'eutypiose, fait apparaitre de profondes alterations des divers corrstituarrts 
cellulaires. 

Le p I a s m a I e m m e represente sans doute le premier site cellulaire err contact 
avec !es composes toxiques liberes par l'agent pathogene. Aussi, les observations cyto­
logiques de cette membrane doivent-elles etre completees a un grossissement supe­
rieur. Ceperrdant, Ia rupture du plasmalemme a pu etre observee dans !es cellules de 

gros grains d'amidon (A) et des plastoglobules (Pg) ( x 15.000).- b) Cellules voisines moins alterees. 
Les tanins (Vt) sont repartis a Ia peripherie de Ia vacuole ou constituent une matrice granulaire 

(X 13.500). 

Ultrastructural modifications of palisadic celts from leaves of slightly diseased plants. -
a) Enlarged chloroplast with big starch grains (A) and plastoglobuli (Pg) ( x 15,000). - b) Neigh­
bouring cells less affected. The tannins (Vt) either line the margin of the vacuole or constitute a 

granular matrix ( x 13,500). 
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Cabernet Sauvignon profondement atteintes par la maladie. Il est vraisemblable que 
des perturbations fonctionnelles surviennent tres precocement avant toute alteration 
structurale. Il a ete possibJe, en effet, de montrer qu'une heure de confrontation de dis­
ques de feuilles avec J'eutypine a suffi a provoquer J'efflux d'ions K+ et Na+ (TEY-RULH 
1988). Le pJasmaJemme, ainsi que le tonopJaste d'ailleurs, pourraient etre incapabJes 
d'assurer Jeur fonction de permeation selective. Cette hypothese expliquerait aussi 
J'apparition de necroses foJiaires par Ja formation de produits bruns dus a la mise en 
contact de composes phenoliques contenus dans Jes vacuoJes avec des enzymes de bru­
nissement presentes dans Je cytopJasme. 

Fig. 3: Modifications ultrastructurales du parenchyme palissadique de feuilles priüevees sur des 
ceps presentant des symptömes tres accuses d'eutypiose. Plasmalemme (PI) decolle, alteration pro­
fende des chloroplastes (Chi) et du cytoplasme qui apparait sous Ia forme de residus membranaires 

(fleche) ( x 15.000). 

Ultrastructural alterations of palisadic cells from leaves of severely diseased plants. Retracted· plas­
malemma (PI), severe darnage of chloroplasts (Chi) and cytoplasm in the form of membrane resi­

dues (arrow) ( x 15,000). 
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Les chlor o p raste s presentent de profondes modifications structurales: 
desorganisation des systemes membranaires, avec vesiculisation, ecartement des thy­
lakoides et depöt de volumineux grains d'amidon. De tels remaniements sont observes 
dans !es hötes d'autres parasites. L'interaction Zea mays- Helminthosporium maydis 
race T, par exemple, se traduit par l'effondrement du systeme lamellaire et l'eclaircis­
sement des chloroplastes (WHITE et al. 1973). La tabtoxine produite par Pseudomonas 
syringae pv. tabaci determine sur !es feuilles de tabac une chlorose se traduisant par 
une dilatation des thylakoides et l'apparition de nombreuses vesicules dans le stroma 
(DURBIN 1971). Il en est de meme dans le cas de Ia tentoxine synthetisee par Alternaria 
tennis et appliquee a des cotyledons d'Ipomoea hederacea var. hederacea (DUKE et al. 
1980), de Ia cercosporine, toxine de Cercospora beticola agissant sur des feuilles de Beta 
vulgaris ( STEINKAMP et al. 1981) et de la toxine synthetisee par Corynebacterium michi­
ganense pv. michiganense et fournie a des plantules de tomate (KRÄMER et LEISTNER 
1986). Plus generalement, d'autres stress peuvent entrainer des reponses similaires: il 
en est ainsi d'une privation d'azote chez le soja (GRIMA-PETTENATL 1985) et d'une 
carence en azote ou en phosphate chez le ble (VERHOEVEN et ENGELBRECHT 1979). 

Le stockage d'amidon dans !es chloroplastes est un phenomene de pathogenese 
souvent observe (MIROCHA et ZAKI 1966; MACDONALD et STROBEL 1970; LALLYET 1977). La 
presence de grains geants dans !es cellules de feuilles de Cabernet Sauvignon presen­
tant des symptömes peu prononces d'eutypiose est tres caracteristique. Ce fait parait 
en desaccord avec un resultat relatif a l'effet de l'eutypine sur l'assimilation de 14C02 

dans des feuilles entieres excisees de Cabernet Sauvignon; Ia toxine inhibe en effet ce 
phenomene (SouLIER 1990, resultats non publies). Il faut noter cependant que Ia fixa­
tion photosynthetique de 14C02 de feuilles detachees est faible par rapport a celle obte­
nue au champ, a cause d'une fermeture partielle des stomates (CALMES et VIGNES 1976). 
D'autres methodes de mesure seront mises en reuvre pour savoir si Ia photosynthese 
est effectivement affectee par l'eutypiose. Parmi !es hypotheses formulees pour expli­
quer l'accumulation d'amidon, on peut citer Ia reduction de Ia degradation nocturne de 
ce polymere ou Ia baisse de Ia demande en assimilats de Ia part des organes receveurs, 
se traduisant par une exportation ralentie de Saccharose a partir des cellules du meso­
phylle. I! ne semble pas que l'hypothese de l'inactivation des enzymes requises pour Ia 
degradation de l'amidon puisse etre retenue car Ia disparition totale de ce polysaccha­
ride dans !es cellules de feuilles de Cabernet Sauvignon tres malade suppose le bon 
fonctionnement des enzymes du catabolisme de l'amidon. La teneur en chlorophylles 
n'a pas ete mesuree dans !es feuilles malades; mais elle ne deviendrait un facteur limi­
tant de Ia photosynthese que lorsqu'elle atteint des valeurs tres basses (KECK et al. 
1970) et, lors de Ia senescence, Ia baisse de l'aptitude a Ia photosynthese est generale­
ment plus precoce que Ia perte de chlorophylles (THIMANN 1980). 

Les profondes alterations ultrastructurales du systeme photosynthetique s'accom­
pagnent certainement de perturbations de son fonctionnement. I! est vraisemblable 
que meme si le chloroplaste n'est pas Ia cible primaire d'E.Jata,la faible photosynthese 
des feuilles atteintes explique, au moins partiellement, Ia mort des ceps malades. 

De tels remaniements ultrastructuraux, qui n'avaient jamais fait l'objet d'etude, 
montrent le röle nefaste joue par E. Jata sur l'appareil vegetatif et expliquent le jaunis­
sement des feuilles. Ils sont provoques a distance par le champignon et donc dus aux 
substances qu'il synthetise. Notre demarche consiste a essayer de !es reproduire a 
l'aide de l'eutypine, appliquee par exemple a des systemes experimentaux simplifies. 

De taute fa~on, il est clair qu'un cep dont !es feuilles sont si gravement alterees est 
dans l'impossibilite d'assurer sa nutrition carbonee. La production de raisin s'en trouve 
reduite et Je deperissement de Ia souehe apparait ineluctable. 
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Resurne 

Le champignon Eutypa Jata, qui se developpe dans les tiges ägees des ceps de 
vigne, determine a distance des symptömes caracteristiques sur les feuilles de Vitis 
vinifera cv. Cabernet Sauvignon, variete tres sensible. 

Pour Ja premiere fois, les alterations de cellules du limbe, produites in vivo par Ja 
maladie, sont decrites a l'aide d'observations en microscopie electronique a transmis­
sion. Les principaux remaniements ultrastructuraux de Ia feuille, prelevee en juin, 
varient selon Je degre d'intensite de Ia maladie. 

Dans les feuilles de ceps peu atteints, les chloroplastes hypertrophies presentent 
une dilatation des thylako!des faisant apparaitre des plages peu denses aux electrons, 
et parfois une accumulation importante d'amidon. Dans les feuilles de plantes tres 
atteintes, les cellules sont completement desorganisees, avec decollement du plasma­
lemme, degradation des chloroplastes, lyse du cytoplasme et des autres systemes endo­
membranaires. 

Ces resultats suggerent que Ja destructuration de l'appareil photosynthetique peut 
etre Ja cause, au moins partielle, de Ia mort des ceps de Cabernet Sauvignon. 

Cette etude fait partie d'un programme CEE •Lutte contre l'eutypiose• no. 8001-Cf-91.205. Sec­
tion DG VI F 11/3. 
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