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c et article est le troisieme
d'une série ol nous avons
tout d"abord deétaillé les outils
génomiques maintenant diponi-
bles chez la vigne, puis expliqué
comment ils vont contribuer a la
recherche de méthodes pour lutter
contre les agents pathogenes de
la vigne. Nous allons maintenant
décrire comment, a notre avis, ils
vont nous permettre de contribuer
a une adaptation des pratiques
viticoles a la problématique du
changement climatique mais
également a gérer et exploiter
plus efficacement les ressources
genétiques.
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Adapter les pratiques
viticoles et maitriser
les processus de
maturation et de
qualité de la vendange
dans le cadre du
changement climatique

Les scénarios de changements
climatiques du Groupe Inter-
gouvernemental d'Experts sur le
Changement Climatique prévoient
en 2100 une augmentation de la
température moyenne de +2,4 °C
sur la France, un changement de
régime des pluies, une augmenta-
tion de la demande climatique en
eau et un doublement de la teneur
atmospheérique en CO,.

Cette évolution annonceée affec-
tera la physiologie de la vigne,
le rendement et la composition
biochimique des raisins produits
dans les vignobles frangais. En
pratique, il a été déja constaté
depuis 15 ans une augmenta-
tion de la température moyenne
d'environ 1 °C qui se traduit une
avanceée significative des dates
de vendanges depuis 1990, une
augmentation des taux de sucre
a la vendange, une diminution
de I'acidité, une augmentation
du poids des baies et un retard
dans la maturité phenolique. Par
ailleurs, le positionnement de la
phase de maturation des raisins
dans des périodes plus chaudes
de la saison est particulierement
défavorable a |'expression aro-
matique des raisins. Enfin, des
sols plus secs en été induisent
également un déficit d'assimi-
lation de I'azote par la vigne qui

M Figure 1: Calendrier du cycle reproducteur de la vigne
(modifié d"aprés Carmona et al. 2008). Pendant I'été de |'année 1,
dans les bourgeons latents se développent des méristemes axillaires
qui donneront naissance soit a des vrilles, soit a des inflorescences.
Cette premiére étape est un élément clé dans le controle de la fertilité
et du rendement. Les inflorescences immatures rentrent en phase

de dormance durant I'hiver. Au printemps de I'année 2, le bourgeon
latent débourre et les inflorescences reprennent leur developpement,
aboutissant a la formation des organes floraux, deuxieme étape
cruciale dans le cycle reproducteur. La fécondation a l'origine des baies
est la troisieme étape clé dans le processus. Le cycle se termine au
cours de I'été de 'année 2 par la croissance et la maturation de la baie.
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est a I'origine de problémes de fermentation des modts et de vieillis-
sement des vins.

Dans ce contexte, un des défis émergents de la viticulture est donc de
savoir si le territoire sera toujours apte a supporter durablement le vi-
gnoble, quelles seront les nouvelles caractéristiques organoleptiques
des raisins de demain et s'ils seront toujours aptes a faire des vins
dont la typicité sera reconnue et appréciée. Une question corollaire
est de savoir comment les réponses adaptatives de la vigne, le choix
du couple cépage/porte-greffe et les pratiques viticoles pourront ac-
compagner cette évolution. Enfin, une demande pour des vins moins
alcoolisés, mais conservant de bonnes qualités gustatives et aroma-
tiques est prévisible, ce qui est a priori antinomique avec |'évolution
récente et prévisible attribuée au changement climatique.

Les travaux conduits actuellement concernent principalement les
études des effets de contraintes comme le déficit en eau ou la tem-
pérature sur le transcriptome et le protéome des raisins et feuilles.
Combinée avec des études métabolomiques pour en préciser |'impact
sur la composition des baies mais également avec approches plus
écophysiologiques, ceci devrait permettre d'identifier des génes clefs
des réponses adaptatives chez la vigne.
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Fertilité et changement climatique

En effet, le processus de reproduction chez la vigne est original
comparé aux autres plantes herbacées ou ligneuses et ce, aussi bien
en ce qui concerne le développement des organes reproducteurs
que les facteurs régulant la succession des étapes de formation
des inflorescences, des fleurs et des baies. Tout d'abord, le cycle
reproducteur se déroule sur deux saisons successives (figure 1) avec
chacune de ses étapes clé sous controle d'une combinaison de facteurs
externes environnementaux comme la température et la lumiere et
de parameétres internes comme les régulateurs de croissance ou les
réserves carbonées. La nature de ces interactions ne correspond pas
aux schemas classiques connus chez les autres plantes. Une approche
globale des impacts physiologiques des variations de I'environnement
sur la fertilité et la floraison est désormais possible chez la vigne par
analyse de profils transcriptomiques, permettant (i) d'établir une
liste exhaustive et sans a priori des génes impliqués dans chacune
des étapes du processus de reproduction, (ii) de comparer les effets
de traitements modulateurs de floraison pour mettre en évidence les
voies de signalisation de la régulation de leur expression. A terme, la
comprehension globale des mécanismes moléculaires mis en jeu doit
permettre d'optimiser de nouvelles pratiques culturales visant a maitriser
les rendements en fonction des cépages, de I'état physiologique de
la plante et des conditions climatiques aux etapes clés du processus
de reproduction.

Maitrise de la qualité de la vendange et composition
des baies

La composition des baies dépend de nombreux parametres en interac-
tion: biologiques (génotype du porte-greffe et du greffon), environne-
mentaux (nature et composition du sol, climat, maladies) et culturaux
(orientation et densité des rangs, amendements, effeuillages, traite-
ments). Si I'évolution de la composition des baies en métabolites ma-
jeurs (eau, sucres, acides, composés phénoligues et terpénoides) est
bien connue, beaucoup reste a faire pour comprendre précisément les
bases moléculaires et génétiques de cette évolution. Pour cela, il est
important d’acquérir des connaissances détaillées sur les génes impli-
qués dans les voies de biosynthése des différents métabolites et leur
regulation, mais également dans leur transport, leur stockage et leur
regulation. La connaissance de la séquence du génome va grandement
faciliter ces travaux, en donnant acces a |'ensemble des membres des
familles multigéniques souvent impliquées et en permettant d'iden-
tifier les génes (voie, métaboliques, transporteurs) inconnus par des
combinaisons d'approches génétiques et transcriptomiques. Les génes
codant les diverses enzymes impliquées dans les voies trés comple-
xes de biosynthése des flavonoides et des terpenes chez la vigne ont
été identifiés il y a quelgues années, mais I'analyse du génome révele
quelques particularités, comme par exemple le nombre trés important
de genes codant pour les stilbéne synthases et les terpéne synthases.
Malgre tout, il reste encore quelques boites noires comme l'identifica-
tion des transporteurs d'acides (malique et tartrique) et de composés
phénoliques ainsi que |"élucidation des mécanismes impliqués dans
la polymerisation ou la galloylation des tanins. Dans beaucoup de cas,
la fonction des génes reste supposée par homologie de sequence et
reste a préciser du point de vue biochimique (Ex.: transporteurs de
sucre, terpéne synthases et stilbéne synthase), mais également de
I'organe et du compartiment cellulaire dans lequel chaque membre
d‘une famille multigénique s’exprime (Ex.: canaux conducteurs d'eau
ou aquaporines, transporteurs de sucres). Enfin, il restera a compren-
dre la régulation de I'expression de ces génes au cours du dévelop-
pement des baies et en réponse a des stimuli de I'environnement. Par

M Encadré 1:

Utilisation des marqueurs microsatellites dans les differents compartiments
des ressources geneétiques chez la vigne. A. Exemple de répétition microsa-
tellite: répétition du motif (GA) 13 fois. B. Exemple de visualisation des deux
alleles présents chez 3 variétés de V. vinifera et un hybride interspécifique
(Bianca) pour le marqueur SC8_0108_086. La Syrah est homozygote (les
deux chromosomes homologues portent le méme alléle) et donc une seule
bande est observée. Les trois autres variétés sont hétérozygotes. La grande
variabilité des marqueurs microsatellites est illustrée avec le marqueur
VVMD5 pour sept variétés de V. vinifera. C. Utilisation des marqueurs
microsatellites pour la gestion des ressources génétiques dans les différents
compartiments des ressources genétiques. Une variété est constituge de
tous les clones issus par multiplication végétative d’'un méme individu,
quelle que soit leur utilisation viti-vinicole. Le terme variéte est préféré au
terme cépage qui sous-entend une adéquation entre clone et utilisation.
Ainsi tous les Pinot appartiennent a la méme variete alors que le Pinot noir
ou le Pinot gris sont considérés comme des cépages différents.
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B Figure 2: Le Pinot gris est un exemple de chimére: la couleur
des baies résulte de I'association d'un épiderme de type

noir et de tissus internes de type blanc. La version du génome
contenue dans les tissus internes est différente de celle de I'épiderme
(mutation a proximité du gene régulateur de la voie de biosynthese des
anthocyanes). Elle se transmet par reproduction sexuée mais pas celle
contenue dans |'épiderme. La chimére en tant que telle ne peut étre
multipliee que par bouturage. D'apres Hocquigny et al. 2004.
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la combinatoire de formation
des complexes ternaires et les
genes cibles que ces complexes
affectent en fonction du stade de
développement et de signaux en-
vironnementaux.

exemple, les génes régulateurs
au cours du développement de
la voie de biosynthése des fla-
vonoides appartiennent a trois
familles multigéniques codant
des facteurs de transcription de
types Myb, bHLH et WD40 pou-
vant former des complexes ternai-
res. Les enjeux dans ce domaine
sont maintenant de comprendre

Lensemble de ces travaux permet-
tra de préciser plus avant la contri-
bution des genes étudiés dans la
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qualité aromatique des cépages et
des vins en fonction de |'environ-
nement, ce qui pourrait en retour
aboutir a une optimisation de la
qualité de la vendange en fonc-
tion des terroirs et des conditions
culturales, a donner des clés pour
sélectionner plus efficacement des
variétés répondant a un profil dé-
siré dans un contexie de création
variétale pour la résistance aux
maladies ou pour |'adaptation
aux conditions climatiques du
futur ou encore a proposer des
outils diagnostiques de la qua-
lité de la maturité des baies plus
intégratifs.

Améliorer la gestion et
I'utilisation des
ressources génétiques
vigne

Des programmes ambitieux de
conservation des ressources geé-
nétiques tels que ceux qui sont
menes en France par I'INRA, I'lFV,
les partenaires régionaux du Ré-
seau Frangais des Conservatoires
de Vignes et au niveau Européen
se sont mis en place. lis ont pour
objectif de limiter I'érosion ge-
nétique de I'espéce V. vinifera et
de répondre aux besoins en res-
sources genetiques aujourd’hui

M Encadré 2:

Comparaison des nouvelles méthodes de sequencage proposées par
454-Roche et Solexa-lllumina avec la méthade classique de Sanger. La
méthode Sanger (A) a été utilisée pour obtenir la séquence de réference du
génome de la vigne et de Botrytis cinerea. Elle est basée sur la construction
de banques de fragments d’ADN de chromosomes de vigne dans des bac-
téries. Les extrémités de chacun des fragments sont ensuite sequencées.
L'utilisation de banques de fragments de différentes tailles et la longueur
des séquences générées permettent de résoudre une grande partie des
problémes posés par les séquences répétées et de realiser la séquence de
novo de génomes complexes. Trés recemment, de nouvelles méthodes de
séquencage automatique a trés haut débit ont été mises au point (B) et (C).
Dans les deux cas les fragments d’ADN ne sont plus pérennisés dans des
clones bactériens mais directement liés individuellement, soit a des micro-
billes disposés dans les micro-puits d'une plaque (B), soit directement sur
une lame (C). lis sont ensuite tous séquences en paralléle. Les séquences
obtenues sont plus courtes et ne permettent pas de résoudre les séquences
répétées. Elles sont donc plutot prévues pour re-séquencer partiellement de
nouvelles variétés et comparer leur séquence a une séquence de référence
obtenue avec la méthode (A). Ces méthodes permettent néanmoins de faire
baisser significativement les colts de sequencage puisque une séquence
10X du génome de la vigne couterait de 400 & 600 k€ (B) & 16-20 k€ (C)
contre 10 000 k€ par la méthode (A).
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accrus du fait des changements climatiques, des nouvelles réglemen-
tations concernant I'usage des pesticides, d’une volonté de certains
producteurs de diversifier leurs produits pour se démarquer dans un
marché mondialisé mais aussi des demandes croissantes des scien-
tifiques afin de réaliser des études de génétiques et de génomique
fonctionnelle. Ces collections permettent de détenir des références fia-
bles pour I'identification variétale et s'intéressent aussi bien a la vigne
cultivée et a ses clones, aux vignes sauvages (Lambrusgues autoch-
tones), quaux autres especes du genre Vitis, Enfin, ces programmes
ont mission de conserver des ressources dites scientifiques (mutants,
populations en ségrégation, collections de travail) indispensables aux
travaux de recherche engageés sur la vigne. La conservation des res-
sources génetiques est une activité extrémement colteuse en temps
et en moyens. Sa réussite passe donc par une gestion rigoureuse du
matériel et nécessite une connaissance la plus approfondie possible
des ressources pour optimiser les procédures.

Améliorer la gestion et l'utilisation des ressources
génétiques du genre Vitis

Cette caractérisation des ressources a tout d'abord été réalisée sur la base
de caractéres agro-morphologiques pour finalement aboutir aujourd’hui
majoritairement, apres avoir testé différentes méthodes, a I'utilisation des
marqueurs microsatellites (encadré 1). En paralléle, des résultats de plus
en plus fins, fiables, rapides et économiques ont été obtenus sur la phy-
logénie des espéces du genre Vitis, la compréhension des relations entre
V. vinifera et V. sylvestris ou encore la découverte des parentés entre cépa-
ges a I'aide de ces mémes marqueurs. L'accés a la sequence du genome
en réduit considérablement le colt de développement. Cependant, ces
marqueurs ne sont pas adaptés a certaines applications comme |'étude

| MANN () STAB®, Le choix du naturel

MANNOSTAB® contient une mannoprotéine spécifique (MP40®-
Brevet n° 2726284), naturellement présente dans les vins, ayant la |
propriété d'inhiber la cristallisation du bitartrate de potassium.

MANNOSTAB® est le seul traitement de stabilisation tartrique
préservant la totalité des qualités organoleptiques des vins et
répondant au respect de [‘environnement (aucun rejet, aucune

consommation d'énergie).
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de I'histoire évolutive des espéces ou pour rendre compte de la diversité
des génes. Or, une des opportunités de valorisation des collections de
ressources genetiques est leur utilisation pour mettre en évidence des
associations éventuelles entre des variations de séquence des génes et
des variations des caractéristiques phénotypiques. Comme en génomi-
que fonctionnelle, ce type d'etude est d'autant plus efficace qu'il est sans
a priori, ce qui suppose d'étudier la variation de séquence de I'ensemble
des génes. La démarche actuelle, qui a montré son efficacité dans I'étude
des maladies génétiques chez I'nomme, est de définir des sous-collections
de quelques dizaines d'individus représentant au maximum la diversite
des ressources génétiques dont I'ensemble des génes ou I'ensemble du
génome sera re-sequence (encadré 2). Cette information sera ensuite uti-
lisée pour définir des outils de génotypage permettant maintenant d'ana-
Iyser en paralléle plusieurs centaines de milliers de marqueurs de type
mutation d'une base, appelés marqueurs SNP, dans de larges collections
d'individus et ainsi de mettre en évidence des associations variation de
sequence/phénotype avec une bonne fiabilité statistique.

Comprendre l'origine de la variabilité clonale pour
développer des outils d’identification et de gestion
des clones

Au sein d'une variété, les différents clones disponibles correspondent a
des descendants par multiplication vegétative, chacun d'une souche choi-
sie pour ses aptitudes culturales et son état sanitaire (encadré 1).

Depuis longtemps déja, les scientifiques cherchent des réponses aux
questions suivantes: (i) quelle est I'origine des clones d'une variéte don-
née, (i) en quoi différent-ils et (iii) quelles applications peut-on attendre
de ces différences pour identifier et choisir les clones? Lutilisation de

marqueurs microsatellites pour
étudier la diversité génétique de
larges collections de clones pour
différentes variétés a montré qu'ils
ont en commun plus de 98 % de
leur génome et a permis de conclure
que les tous les clones d'une variété
donnée sont issus d'un individu
originel unique au départ.

La petite fraction du génome qui
différencie les clones d'une méme
variété correspond a des évene-
ments rares de mutations de dif-
férents types (modification d'une
base, insertion d'une sequence cor
respondant a un élement mobile ou
variation du nombre de répétitions
d'un microsatellite) qui apparais-
sent au cours des générations de
multiplication végeétative. Le plus
souvent, ces mutations n'affectent
que certaines assises cellulaires de
la plante qui est alors une chimére
qui ne peut se propager que par
multiplication végeétative (muta-
tions somatiques; figure 2).
L'observation ampélographique ne
permet pas d'identifier les clones,
surtout a des stades precoces du

développement de la plante. Luti-
lisation de marqueurs moléculai-
res pourrait donc s'avérer utile
en complément la procédure de
certification, pour l'identification,
la tracabilité et éventuellement la
protection du materiel clonal.

Or, les différents types de marqueurs
moléculaires basés sur les connais-
sances actuelles, encore trop par-
tielles, ne permettent I'identification
que d'un petit nombre de clones.
Une vision globale, a I'échelle du
genome, des frequences des dif-
férents types de mutations soma-
tigues a l'origine de la diversité
inter-clonale doit étre etablie en
re-séquencant les génomes de plu-
sieurs clones d'une méme variete
afin de permettre le développement
de nouveaux marqueurs molécu-
laires capables d'identifier tous les
clones de vigne et d'améliorer leur
selection. |

NDLR: Les parties 1 et 2 de cette étude ont |
eté publiées dans les numéros 129 Spécial |
(novembre 2008) et 130 (janvier 2009) de |
la Revue des Enologues. |
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