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Résume

La vigne est une espéce majeure pour l'agriculture francaise. Afin d’accroitre sa
production qui résultent du changement climatique, de 'émergence de nouvelles
maladies, des impératifs de protection de 'environnement et des comportements des
consommateurs, il est nécessaire d’approfondir les connaissances sur son fonctionne-
ment physiologique dans son environnement. Dans cet objectif, des outils génomi-
ques ont été développés, sous I'égide du consortium international (International
Grape Genome Program—www.vitacea.org:8080), créé en 2001. En particulier, son
génome est actuellement séquencé dans le cadre d’'un projet public franco-italien
(www.cns.fr). La connaissance du génome de la vigne favorisera considérablement le
transfert des résultats des especes modeles vers la vigne tout en tenant compte de ses
spécificités biologiques. Elle permettra également des approches de génomique
fonctionnelle a grande échelle et sans a priori qui ont montré leur richesse et leur
efficacité pour I'étude de caracteres complexes chez d’autres especes. Ces outils
génomiques pourront étre intégrés dans des approches génétique, physiologique et
écophysiologique dans le but par exemple de développer des stratégies efficaces de
sélection assistée par marqueurs de variétés résistantes aux maladies ou bien encore
des modeles de prédiction du fonctionnement de la plante au champ pour une
viticulture plus précise et plus durable. Les verrous importants qui devront étre levés
dans le futur concernent le développement d’outils pour la validation de la fonction
des génes dans ce systéme biologique et I'intégration des connaissances fondamen-
tales qui vont étre obtenues en modeles prédictifs. Enfin, il est important d’organiser
les systemes d’appels d’offres et de financements de facon a permettre la mise en
ceuvre sur le long terme d’une recherche efficace depuis le secteur public jusqu’a la
valorisation dans le secteur privé.

Mots clés : Vitis vinifera ; génome, génétique ; physiologie végétale.

Thémes : productions végétales ; méthodes et outils.

Abstract

What benefits can viticulture possibly expect from genomics?

Grapevine is a major crop for French agriculture. In order to increase its competitive-
ness and to adapt its production to the new constraints arising from the climatic
changes, the occurence of new diseases, the necessity to protect the environment
and from consumer demands, gaining a better knowledge of its physiological
characteristics and behaviour within its own environment is imperative. To that end,
genomic resources have recently been developped under the auspices of the
International Grape Genome Program consortium (www.vitaceae.org:8080) which
was created in 2001. The grapevine genome is currently being sequenced within the
framework of a public Franco-Italian project (www.cns.fr). The availability of the
genome will considerably facilitate the transfer of knowledge from model species to
vine while taking its biological specificities into account. It will also allow the
development of high throughput functional genomic approaches whose efficiency is
proven for the study of complex traits in other species. It will be possible to integrate
these genomic tools into such other approaches as genetic or physiology-based
approaches aiming at developing efficient marker-assisted selection strategies for the
development of resistant varieties for example, or for designing models for predicting
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Contexte

du développement
des approches

de génomique
chez la vigne

Un des objectifs majeurs des scientifiques
travaillant sur la vigne est d’aider a la mise
en place de méthodes intégrées permet-
tant de réduire lincidence des agents
pathogénes au vignoble, tout en dimi-
nuant les intrants et en maintenant un fort
niveau qualitatif. En effet, si la viticulture
ne représente que 3 % de la surface culti-
vée en France, elle utilise 20 % en valeur
des produits phytosanitaires, dont 80 %
de fongicides (Expertise scientifique col-
lective Inra, Cemagref, 2005). Il est donc
par exemple stratégique pour une espéce
de I'importance économique de la vigne
de développer des outils et des ressour-
ces génétiques a partir desquels il sera
possible de l'améliorer, en particulier
pour la résistance aux maladies. En paral-
lele, il y a un besoin important de mar-
queurs de l'état physiologique de la
plante au vignoble afin de développer
des stratégies pour une viticulture plus
précise, plus durable et de qualité : étude
du lien entre état physiologique et sensi-
bilit¢ aux agents pathogenes, étude du
lien entre qualité technologique et état de
maturation des baies, adaptation au stress
hydrique... Ces connaissances seront
indispensables pour s’adapter rapide-
ment aux nouvelles contraintes de
production résultant de I'émergence de
nouvelles maladies, du changement cli-
matique, d’impératifs de protection de
I'environnement et de nouveaux compor-
tements au niveau des consommateurs.

the behaviour of the plant in the field for greater sustainability. Important problems,
such as the development of a set of tools for validating the function of the gene in the
biological system of the vine as well as the bioinformatic integration of the resulting
data into predictive models, are still to be solved by the scientific community. Finally,
it is important to organize the tender call and funding policy in such a way as to allow
the long-term development of efficient research activities in both the private and

public sectors.

Key words: Vitis vinifera; genomes; genetics; plant physiology.

Subjects: vegetal productions; tools and methods.

Or la biologie de cette espece n'en fait
pas une espece modele : la vigne est une
plante pérenne présentant donc un cycle
graine a graine long, gourmande en
espace pour les expérimentations en
serre ou au champ et fortement hétéro-
zygote. Cependant, son génome étant de
petite taille (475 Mb) et diploide, il est
non seulement possible mais aussi néces-
saire de développer des outils génomi-
ques. La communauté scientifique inter-
nationale travaillant sur cette espece est

en effet convaincue que la génomique
permettra en particulier d’accélérer le
transfert de connaissances des especes
modeles vers la vigne, la connaissance
des séquences des genes de la vigne
étant alors nécessaire pour tenir
compte au mieux de ses spécificités
biologiques (exemples : fruit charnu,
signaux de maturation différents de
celui de la tomate, plante pérenne, ten-
dance a la dioécie...). Les approches
génomiques, en apportant une vision
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Figure 1. Flux de connaissances allant de la séquence du génome a la prédiction du phénotype au champ
(d'aprés Yin et al., 2004).

Figure 1. Knowledge flow from the genome sequence to the plant phenotype in the field (from Yin et al.,
2004).

La modélisation joue un grand réle dans la mobilisation des résultats acquis aux différents niveaux. Les fleches en
gras représentent les entrées et sorties des modeéles : i) de fonctionnement de la cellule développé a partir des
données de génomique et de génétique (encadré en pointillé) ; et ii) de fonctionnement de la culture développé a
partir de données de génétique et de physiologie et écophysiologie (encadré a fond gris). Les fleches simples
représentent les disciplines scientifiques permettant de faire un lien entre les différents niveaux de connaissance.
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non réductionniste sur le fonctionne-
ment des cellules (étude de I'expres-
sion de lensemble des geénes de la
vigne, étude a haut débit des protéines
produites et des métabolites produits,
figure 1) devraient fournir de nouvelles
données pertinentes aux modeles de
fonctionnement de la plante au champ en
termes de fonction et de régulation en
réseau des genes, et d’effets des différents
alleles sur la variation d’un caractere
(Morgante et Salamini, 2003 ; Yin et al.,
2004 ; Varshney et al., 2005).

Un consortium international, I’ Interna-
tional  Grape Genome  Program
(www.vitaceae.org:8080), a donc été
créé en 2001 pour coordonner les
efforts dans le domaine génomique et
organiser le séquencage du génome de
cette espece. Ce consortium, basé sur le
volontariat des équipes participantes, a
permis de passer d’'une situation prati-
quement nulle en termes de ressources
génomiques en 2001 (quelques centai-
nes de séquences de genes déposées
dans les bases de données internatio-
nales, une seule carte génétique
publiée par Lodhi et al. (1995)) au
démarrage d'un projet franco-italien de
séquencgage complet du génome de la
vigne en 2006 (www.cns.fr). Entre-temps,
en cinq ans, 271 309 séquences comple-
tes ou partielles de geénes exprimés chez
la vigne (Expressed sequence tags, EST)
ont été déposées dans les bases de don-
nées internationales et des cartes généti-
ques et physiques denses du génome de
la vigne ont été réalisées (Riaz et al.,
2004 ; Adam-Blondon et al., 2004 ; Adam-
Blondon eral., 2005; Velasco etal.,
2005). Toutes ces ressources sont active-
ment exploitées par la communauté inter-
nationale pour faire progresser les
connaissances sur cette espece et le nom-
bre de publications dans les domaines de
la physiologie et la génétique moléculaire
a explosé depuis la création du consor-
tium. Une recherche avec le mot-clef
«Vitis » dans Medline (qui ne référence
pas de revues centrées sur 'agronomie)
trouve ainsi 279 références entre 1950
et 2001 et 846 références entre 2001
et 2005, et le dynamisme influence égale-
ment les autres domaines de recherche,
puisque la méme recherche en utilisant
un moteur plus généraliste comme 157
Web of Knowledge trouve respectivement
3141 et 2523 références. Quelques
exemples de stratégies d'utilisation de la
génomique pour trouver des solutions
pour la viticulture vont étre maintenant
présenteés.
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De la génomique

a l'amélioration
génétique de la vigne
pour la résistance
aux maladies

La voie de 'amélioration génétique, qui
est un succes pour la création de porte-
greffes résistants au phylloxera, a été lar-
gement laissée de coté par le passé pour
les variétés greffons, car elle se heurte a
des difficultés réglementaires (cépages
fixés en zone AOC"), marketing (image
du vin lié au cépage utilisé) et biologi-
ques (cycle biologique long, fertilité fai-
ble et hétérozygotie importante). Or il
existe des espéces sauvages interfertiles
avec Vitis vinifera qui ont été utilisées
dans le passé comme sources de genes de
résistance (création des «hybrides pro-
ducteurs directs » ou des variétés « hybri-
des»; Mullins et al., 1992). Cependant,
ces programmes ont été arrétés dans les
années 1960 car la qualité de la vendange
des variétés proposées n'était pas suffi-
sante. La sélection de nouvelles variétés
de vigne résistantes aux agents patho-
genes et de qualité irréprochable repré-
sente donc le défi a relever pour le xx1°
siecle (Bisson et al, 2002). Dans ce
contexte, il est important d’identifier les
genes impliqués dans I'établissement de
la résistance et de la qualité, afin de
développer des marqueurs qui permet-
traient de sélectionner précocement
(stade plantule) des parents de croise-
ments et, dans les descendances, les indi-
vidus apportant un maximum d’alleles
favorables (sélection assistée par mar-
queurs, figure 1). Cela permettra de
réduire : 1) le nombre de générations
nécessaires pour obtenir la nouvelle
variété ; et ii) les surfaces de plantation
(évaluation de moins d’individus au
champ pour les caracteres pour lesquels
on ne dispose pas de marqueurs). La
disponibilité de ressources génomiques
telles que des cartes physiques ou mieux
la séquence complete du génome
(figure 2) permet d’étre beaucoup plus
efficace pour le développement de mar-
queurs pertinents comme par exemple
des marqueurs dans des séquences
homologues de genes de résistance
(Donald et al., 2002).

T AOC : appellation d'origine controlée.

L'existence de cartes génétiques de réfé-
rence denses, construites a I'aide de mar-
queurs moléculaires portables (mar-
queurs microsatellites), a permis une
explosion récente des études visant a
localiser des zones impliquées dans la
variation des caractéres agronomiques
(Quantitative trait loci, QTL) encadrées
par des marqueurs (Doligez et al., 2002 ;
Fischer et al., 2004 pour les premicres
études publiées).

En parallele, I'établissement de cartes
physiques basées sur 'ordonnancement a
l'aide de diverses techniques de grands
inserts d’ADN génomique de vigne (clo-
nés dans des vecteurs adaptés comme les
Bacterial artificial chromosomes, BAC)
permet d’accélérer la localisation de
génes candidats pour le caractere en
question (Adam-Blondon et al., 2005
Velasco et al., 2005 ; figure 2). En effet, la
cartographie génétique de tels geénes
nécessite une étape souvent fastidieuse
de recherche de polymorphisme qui n’est
pas nécessaire dans le cadre de la carto-
graphie physique. Grice a cette méthode,
nous avons par exemple €té capables de
cartographier trés rapidement 19 genes
candidats pour la tolérance a la chlorose
calcaire, dont 10 par une approche géné-
tique, 9 par une approche physique, et 3
qui coségregent avec des QTL pour ce
caractere et constituent donc, au pire, de
meilleurs marqueurs pour cette région®.
De plus, on peut facilement obtenir la
séquence de lextrémité de tous les
grands inserts de la carte physique et
utiliser cette ressource pour développer
de nouveaux marqueurs dans une région
d'intérét et en réaliser une carte fine afin
d'isoler un gene important. Ce type
d’approche est en cours pour isoler un
geéne majeur de résistance a l'oidium
(Barker et al., 2005). Une des applica-
tions évidentes de lisolement d’un tel
geéne pourrait étre la création par transfor-
mation génétique de variétés reconnues
pour leur qualité et résistantes a 'oidium
comme le Cabernet Sauvignon, le Char-
donnay ou la Syrah. Cependant, une
résistance controlée par un seul géene a
des chances d’étre contournée par I'agent
pathogeéne. Il est donc important, soit
d’accompagner une telle variété par une
surveillance de la population d’agent
pathogeéne, soit de la cumuler avec
d’autres genes de résistance (Hammond-
Kosack et Parker, 2003). Le cumul sera
grandement facilité par le développement

2 S. Decroocq, communication personnelle.
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Figure 2. Intégration des cartes génétiques, physiques et de la séquence du génome.

Figure 2. Integration between genetic maps, physical maps and the genome sequence.
NB. Cette intégration permettra en particulier d’accélérer I'identification de génes impliqués dans des caractéres agronomiques par la mise en relation de données de

séquence et de phénotypes.

Les cartes génétiques peuvent étre construites a I'aide de marqueurs microsatellites, ici représentés avec le préfixe « VMC », de marqueurs dérivés de génes exprimés, ici
représentés avec le préfixe « EST » (Expressed sequence tags) ou de séquences d'extrémités de BAC (Bacterial artificial chromosomes), ici représentés avec le préfixe

« BAC_END ».

de marqueurs dans la séquence des génes
en question, ce qui supprimerait la néces-
sité de réaliser des tests de pathogénicité.

La connaissance de la séquence génomi-
que complete permettra de connaitre
immeédiatement, sans hypotheése préala-
ble sur des genes candidats possibles,
tous les genes présents dans la région
dun QTL important (figure 2). Récipro-
quement, on pourra envisager de regar-
der quels sont les QTL qui sont détectés
dans la région d’'un géne de fonction
inconnue et ainsi dégager des pistes
quant a sa fonction. Diverses approches
peuvent ensuite étre mises en oeuvre
pour trouver quel est, parmi tous ces
genes, celui qui est a 'origine du QTL ou
quelle est la fonction véritable du gene
étudié : la connaissance du role de cer-
tains d’entre eux chez les plantes mode-
les, une cartographie fine et des études
d’association entre la variation de leur
séquence et du caractére agronomique
dans des collections de ressources généti-
ques (Morgante et Salamini, 2003 ; Bar-
naud et al., 2006). Cette derniére appro-
che permettrait de valoriser les

collections de ressources génétiques exis-
tantes et de limiter la création de nouvel-
les populations en ségrégation, opération
toujours colteuse en temps et en espace
chez une plante pérenne.

Génomique
fonctionnelle
et viticulture durable

Outils disponibles

Grace aux séquences EST disponibles
pour la vigne, des puces ont été dévelop-
pées, permettant d’étudier simultanément
I'expression de 14 500 génes (on estime
que cela représente a peu pres la moitié
des genes de la vigne). Elles sont disponi-
bles pour I'ensemble de la communauté
scientifique et ont permis de réaliser des
études importantes des réseaux de génes
régulés au cours du développement de la
baie (Goes da Silva et al., 2005 ; Terrier

et al., 2005). Une telle étude du transcrip-
tome permet de donner une liste de
genes plus (ou moins) exprimés dans une
condition que dans une autre (avant ou
apres véraison par exemple). Or d’autres
niveaux de régulation peuvent intervenir
dans la cellule : au niveau de la traduction
en protéines, du fonctionnement de ces
protéines (Xing et al., 2002) conduisant a
des compositions variables en métaboli-
tes (Stitt et Fernie, 2003). Il existe des
méthodes qui permettent d’analyser a des
débits de plus en plus grands les protéi-
nes et les métabolites produits dans un
tissu et ces techniques commencent 4 étre
mises en ceuvre chez la vigne essentielle-
ment pour comprendre comment s'éla-
bore la qualité de la vendange (Cramer
et al., 2004 ; Pereira et al., 2005). La diffi-
culté essentielle de la communauté scien-
tifique (tous organismes confondus)
réside dans le traitement et l'intégration
des énormes quantités de données qui
sont générées (Stitt et Fernie, 2003) pour
proposer des modeles de fonctionnement
cellulaires (figure 1). Par ailleurs, les pre-
mieres analyses du transcriptome de la
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vigne ont permis d’estimer qu’environ
21% des genes appartiennent a des
familles multigéniques chez cette espece
(Goes da Silva et al., 2005 ; Terrier et al.,
2005). Or, la connaissance du génome
complet de nombreuses especes euca-
ryotes souligne I'importance de ce phé-
nomene et commence a en révéler les
implications en termes de redondance
fonctionnelle ou au contraire d’expres-
sion différentielle des copies du géne en
fonction d’organes, de tissus ou de stades
de développement (Castellarin et al.,
20006). 11 est donc essentiel de connaitre
l'ensemble d’une famille multigénique
pour définir des étiquettes spécifiques
qui permettront de comprendre le role de
chacun de ses membres. L'acquisition de
la séquence complete d'un génome est
évidemment un outil extrémement pré-
cieux a cet égard et permet en plus de
construire des puces contenant la totalité
des génes d’une espece donnée.

Le fait de savoir que tel ou tel géne est
activé ou réprimé dans des conditions
spécifiques ne renseigne pas sur sa fonc-
tion. Pour cela, la meilleure facon reste
d’étudier un mutant dans lequel le gene
n’est pas fonctionnel ou au contraire ou il
est exprimé constitutivement. Des collec-
tions de mutants ont donc été générées
chez de nombreuses especes avec deux
approches majeures : 1) la transformation
a haut débit ; et ii) la mutagenese chimi-
que. Ces deux approches sont probléma-
tiques chez les plantes pérennes en rai-
son de la longueur de leur cycle
biologique et de leur hétérozygotie. Les
quelques mutants naturels existants ne
suffiront pas a répondre a 'ensemble des
questions qui se poseront, méme si
I'é¢tude en cours de certains d’entre eux
souligne leur intérét (Boss et Thomas
2002 ; Fernandez et al., 2006). Le pro-
chain défi de la communauté vigne est
donc de faire sauter les verrous qui limi-
tent le développement de telles ressour-
ces en générant par exemple un géno-
type modele a partir d'un mutant nain a
cycle court obtenu récemment (Boss et
Thomas, 2002).

Applications possibles
dans le cadre
d’une viticulture durable

Les analyses de la régulation de la pro-
duction de transcrits, de protéines et de
métabolites représentent une étape préli-
minaire a4 la définition de signatures
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moléculaires de stades de développe-
ment ou d’états de stress de la plante qui
devraient conduire a la définition d’outils
plus précis d’aide a la décision pour la
date de vendange, la nécessité de traite-
ment phytosanitaire ou autre action au
champ dans le cadre d'une viticulture de
précision (figure 1).

De nouvelles stratégies de lutte contre les
agents pathogenes devraient également
émerger, que ce soit vis-a-vis de ceux
pour lesquels on ne connait pas de sour-
ces de résistance chez les Vitaceae
(comme par exemple le virus responsa-
ble de la maladie du court-noué, le phyto-
plasme responsable de la flavescence
dorée ou les champignons responsables
des maladies du bois) et/ou de ceux qui
sont responsables de la majorité des trai-
tements phytosanitaires (oidium, mildiou
et botrytis). La connaissance des mécanis-
mes d’interaction mis en jeu chez I'hote
peut en effet conduire a I'identification de
genes clefs de régulation des mécanismes
de défense (Hammond-Kosack et Parker,
2003). L'utilisation de variétés compre-
nant des alleles plus efficaces de tels
génes entrainerait une diminution impor-
tante des produits phytosanitaires néces-
saires A la protection des cultures en
comparaison des variétés classiques. Des
stratégies de lutte a spectre plus large
pourraient également étre testées par la
recherche d'éliciteurs de réactions de

défense (Hammond-Kosack et Parker,
2003).

Il est extrémement important de disposer
d’outils génomiques a la fois chez l'agent
pathogene et chez la plante hote afin
d’avoir acces a l'ensemble des genes
exprimés par les deux protagonistes lors
de l'interaction (figure 3). C'est pourquoi
un projet de séquencage du génome de
Botrytis cinerea a été initié en 2004
(séquence en cours de finition®). La
connaissance de la séquence des géno-
mes des agents pathogenes permet en
effet de définir de facon plus efficace des
outils de diagnostic et d’étude de I'évolu-
tion des populations de pathogenes pre-
nant en compte des genes importants
dans la résistance aux traitements ou dans
la virulence. Mais cela a surtout ouvert en
grand la porte sur la prédiction de génes
potentiellement impliqués dans la viru-
lence par des approches de génomique
comparative. Celles-ci reposent soit sur
des prédictions a partir de la séquence du
gene (en recherchant par exemple des
petites protéines extracellulaires ou bien
des séquences ressemblant a des protéi-
nes de virulence connues), soit sur des
expansions de familles de genes spécifi-
ques des bactéries/champignons phyto-
pathogenes par rapport 2 des bactéries/

3 Voir le site www.cns.fr.
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Figure 3. Différents niveaux d’interactions entre une plante héte et un agent pathogeéne.

Figure 3. Different levels of interaction between a pathogen agent and its host-plant.




champignons non pathogenes, symbiotes
ou auxiliaires (Yoder et Turgeon, 2001 ;
Newman et al., 2004 ; Pihler ef al., 2004,
Huitema et al., 2004 ; Bos et al., 2003).
Des systemes de cribles a haut débit de
l'effet de ces protéines candidates sur
I'hote peuvent ensuite étre envisagés et
pour certaines d’entre elles, il est possible
de rechercher le mécanisme d’action (Bos
etal., 2003). Chez la vigne, de telles
approches sont en cours pour la maladie
de Pierce (provoquée par une bactérie
dont le génome est séquencé, Xyllela
Jastidiosa), pour le botrytis (champignon
Botrytis cinerea) et envisagées pour le
mildiou (provoqué par 'oomycete Plas-
mopara viticola). Un des verrous a lever
est la mise en place de systemes de
criblage a haut débit dans la plante et la
manipulation en laboratoire des agents
pathogeénes d’importance économique
qui est souvent difficile (champignons
biotrophes obligatoires, virus transmis
par nématode et non mécaniquement,
phytoplasme non cultivable sur boite de
Petri...).

Conclusion :
génomique

et organisation
de la recherche

Les données de génomique constituent
un outil de base pour la recherche fonda-
mentale et appliquée pour les plantes
cultivées : elles n’ont donc de valeur que
si elles sont intégrées dans des disciplines
de recherche telles que la génétique, la
physiologie et I'écophysiologie dans le
but de répondre a des objectifs a long
terme (10 a 20 ans) définis en concerta-
tion avec l'ensemble de la filiere. Cela
nécessite la mise en place de systemes de
financement  stables pour différents
niveaux de recherche — publique, straté-
gique, et privée — garantissant la valorisa-
tion par le secteur privé des outils et
connaissances générés par les chercheurs
des organismes publics. Ainsi, la défini-
tion des objectifs devrait partir du secteur
privé pour étre déclinée en verrous 2
lever et en connaissances a acquérir par
le secteur public et les flux de connais-
sances suivent en principe le chemin

inverse. Le morcellement des acteurs de
la filiere reste un frein a ce processus en
Europe, alors que ce n’est pas le cas aux
Etats-Unis ou en  Australie par
exemple. ®
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