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La maladie du court-noué : virose la plus 
dommageable pour la 

viticulture mondiale

Sain Infecté

-Pertes de rendement 
conséquentes : dépassent 70 % en cas 
d’attaque sévère
-30 % du vignoble touché
( env 240 000 sur 800 000 ha)
2/3 surface totale

Nécessité de rechercher des 
alternatives à la lutte chimique ; 
impasse technique et règlementaire



GFLV

Xiphinema index
Vecteur du GFLV

Vigne

Maladie du court-noué

Résistance dérivée du pathogène - RDP

*Laimer, M., Lemaire, O. et al., 2009. 
Resistance to viruses, phytoplasmas and 
their vectors in the grapevine in Europe: a 
review. J. Plant Pathol., (91)1, 7-23.

*



Le mécanisme est déclenché par de 
l’ARN double-brin, découpé par Dicer
(RNase III) en petits ARNs de 21 à 24-nt, 
appelés « short-interfering » (si)RNAs. 

La plupart des virus ont élaboré des 
contre-stratégies (protéines dites «
suppresseurs de RNA silencing »), 

rentrant en compétition avec le PTGS à
différents niveaux

Virus à ARN

ARNm
provenant d’un 
transgène ou 
virus à ADN

RNA silencing (ou PTGS) est un mécanisme de 
défense de la plante vis-à-vis d’un virus et qui va 
être constitutivement activé par le transgène viral

Les siRNAs sont incorporés dans un 
complexe multi-protéique dénommé RISC 
ou Slicer (pour « RNA-Induced Silencing
Complex »), conduisant au clivage de 
l’ARNm cible, de façon séquence-
spécifique.

Propagation du signal dans toute la plante 
: silencing systémique



1996-1999 : Evaluation de la résistance de porte-greffes transgéniques vis à vis de l’infection 

naturelle au vignoble en Champagne - 3 lignées prometteuses

Développement de porte-greffes transgéniques de vigne 
pour la résistance au Grapevine fanleaf virus

Principales étapes dans la co-construction de cette expérimentation :

2003 : Méthodologie d’expérimentation définie en concertation avec le Comité Local de Suivi de 

l’essai de porte-greffes transgéniques : co-construction du dispositif

2001-2002 : Groupe de réflexion composé de  scientifiques, de représentants de la filière viti-

vinicole et de la société civile : intérêt de la reprise d’un essai en milieu non confiné de porte-greffes 

transgéniques résistants au GFLV
(http://www.inra.fr/internet/Directions/SED/science-gouvernance/ITA-Vignes/index.html)

Juin 2004 : Avis favorable CGB (B/FR/04.05.01) pour un essai non confiné pour évaluer 5 lignées 

du porte-greffe 41B exprimant toutes la CP du GFLV-F13 entière, traductible



Sept 2005-2006 : mise en place de l’essai en plein champ de vignes transgéniques (41B 

transgénique + greffon Pinot Meunier clone 317 non-transgénique) 

2006-2009 : Obtention d’un financement de l’Agence Nationale pour la Recherche (ANR 2005-14) 

pour 3 ans : évaluation de la résistance, impact environnemental et analyse des transferts du PG

transgénique vers le greffon non transgénique

2007-2009 : Post-doc SPE - nouvelles constructions - mécanisme épigénétique de la résistance ; 

Comité Local de Suivi : études prospectives, impact environnemental-méthodes 

alternatives/complémentaires, soumission ANR GMGE 2009 - proposition de demande de 

prolongation HCB

Principales étapes dans la co-construction de cette expérimentation :

8 juillet 2005 : autorisation ministérielle (05/012)

Décembre 2009 : fin de la première étape de l’expérimentation

Développement de porte-greffes transgéniques de vigne 
pour la résistance au Grapevine fanleaf virus



5- Analyses exhaustives d’impact par une approche de métagénomique virale et 
microbienne : optimiser l’appréciation coût/bénéfice pour ce type de stratégie OGM ; 
données factuelles pour les décideurs - re-définition de la terminologie : thérapie 
génique ?

1- Confirmer nos données préliminaires sur le niveau de protection des porte-greffes 
transgéniques vis-à-vis de l’infection naturelle du GFLV via les nématodes vecteurs en 
condition de plein champ (versus milieu confiné)

Objectifs scientifiques de l’essai hors-confinement de 
PG transgéniques de vigne

4- Poursuivre l’évaluation de l’effet des porte-greffes transgéniques sur la dynamique et 
la variabilité génétique des populations de GFLV transmises par les nématodes 
virulifères (possibilité d’émergence de nouveaux variants viraux et de recombinants…)

3- Analyser le transfert éventuel des produits du transgène CP et NPTII (protéines, 
mRNAs, siRNAs) du porte-greffe transgénique vers le greffon non-transgénique

2- Mécanisme et durabilité de la résistance d’origine épigénétique : rechercher le(s) 
suppresseur(s) de « gene silencing » chez le GFLV 



CeCe ggèènene viral viral entierentier, , traductibletraductible estest celuicelui
utilisutiliséé pour la transformation des pour la transformation des porteporte--
greffesgreffes

2C2CCPCP2B2BMPMP2A2AHPHP A(n)RNA2 VPg

1E1EPolPol1C1CVPgVPg1A1A A(n)RNA1 VPg
(7342 nt)

(3774 nt)

1B1BHelHel 1D1DProPro

5’ 3’

5’ 3’

putative putative helicasehelicase : 1B: 1BHelHel

proteinaseproteinase : 1D: 1DProPro

RNARNA--dependantdependant RNA RNA polymerasepolymerase : 1E: 1EPolPol

movementmovement proteinprotein : 2B: 2BMPMP

coatcoat proteinprotein : 2C: 2CCPCP

cis processing

trans processing
RNA2 RNA2 replicationreplication (homing (homing proteinprotein) : 2A) : 2AHPHP

putative putative proteinaseproteinase cofactorcofactor : 1A: 1A

VPgVPg : 1C: 1CVPgVPg

CleavageCleavage site of the site of the 
2 2 polyproteinspolyproteins

Organisation génomique du GFLV

Plasmide
binaire

CP NPTII



Porte-greffe transgénique

Greffon Pinot-Meunier
non-transgénique

Point de greffe

Plasmide
binaire

CP NPTII

Hypothèse de résistance 
transgénique :
médiée par le porte-greffe 
par expression du gène de la 
coque protéique du GFLV-F13

5 évènements indépendants testés



Mise en place du dispositif expérimental en plein 
champ



Co-construction du dispositif de 2005 ; toutes les 
questions sont prises en compte par le Comité Local de 
Suivi dont certaines traduites en projets de recherche

Expérimentation de porte-greffes 
transgéniques en vignoble AOC 
champenois (1996-1999) -
Chardonnay/41B transgénique

Printemps 2008

Expérimentation de porte-greffes 
transgéniques à l’INRA de Colmar hors 
AOC ; résultante de la co-construction -
Pinot-Meunier/41B transgénique



Niveau de résistance de lignées transgéniques 
exprimant le gène CP - essai de Champagne ; 

durée 3 ans (1996-1999)
Vigne et al., Transgenic Research, 2004

321 - 40 %

18Total

6
3

61 - 80 %

80 % contrôles non transgéniques

241 - 60 %

11 - 20 %

3 (3 des 5 de la parcelle, 
qualifiées de 

« prometteuses »)

0 %

Nb de lignées% Infection



Plan d’expérimentation
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PLAN DE L'ESSAI OGM

N

4 m

3 m

Zone d’évaluation des 
plants PG transgénique-
greffon non transgénique
5 x 10 plants
Inoculum : terre de 
vignoble
hébergeant naturellement
GFLV- X. index (40 m3)

Conservatoire 5 x 4
plants transgéniques

Zone de confinement :
430 plants 41B/PM317

Bordure :
1074 plants 41B/PM317

Zone de sécurité :
aucune végétation Toile en non-tissé géotextile :

20 x 30 x 1.5 m
Grillage
Vidéo-surveillance











Plantation du matériel 
expérimental entre sept 
2005 et sept 2006 : 
troisième année 
d’expérimentation



Mise en place d’une 
réplique de l’essai, 
simultanément (sept 2006) 
et dans le même sol en 
milieu confiné :

-expression différentielle de la résistance

-comparaison de la translocation 
potentielle des produits d’expression des 
transgènes

-mises au point méthodologiques

-cinétique de contamination des témoins 
sensibles

-analyses des systèmes racinaires

-analyses de métagénomique virale et 
microbienne, milieu contrôlé versus 
vignoble



Evaluation de la résistance à l’issue des deux 
premières années d’expérimentation 

2007 et 2008

1- Confirmer nos données préliminaires sur le niveau de protection des porte-greffes 
transgéniques vis-à-vis de l’infection naturelle du GFLV via les nématodes vecteurs en 
condition de plein champ (versus milieu confiné)



Impact environnemental :

-Translocation des produits d’expression des transgènes
du porte-greffe transgénique au greffon ?

-Transfert horizontal du transgène CP au GFLV et 
émergence de variants ou recombinants viraux ?

-Transfert horizontal du transgène NPTII vers la 
microflore du sol ; modification des populations de 
bactéries du sol ?



* Protéine CP : pas de détection de la protéine par ELISA

* Protéine NPTII

ELISA NPTII* : +++

ELISA NPTII : -

En juin 2007 et 2008 : 

Pas de transfert de la protéine NPTII du porte greffe au greffon

Vignes provenant de la parcelle

Transfert vertical des protéines du transgène
CP et NPTII du porte greffe au greffon ?

Porte greffe
transgénique*

Greffon
non transgénique
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* Au moment de l’épamprage

Etude à reconduire en 2009 et plus…
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Essais préliminaires : vignes (mêmes lignées et assemblages) provenant de serre

Porte greffe
transgénique

Greffon
non transgénique

* ARNm CP

* ARNm NPTII

RT-PCR
(détection ARNm)

ARNm CP ARNm NPTII

+

-

+

-

Pas de transfert des ARNm CP et NPTII du porte greffe au greffon
Etude à effectuer en 2008 et 2009 sur les vignes sur PG transgéniques de 
la parcelle et au niveau des inflorescences des greffons PM

Transfert vertical de l’ARNm du transgène CP et 
NPTII du porte greffe au greffon ?



Emergence de variants ou recombinants viraux ?
Evaluer l’effet des porte-greffes transgéniques sur la dynamique et la 
variabilité génétique des populations de GFLV transmises par les 
nématodes virulifères : possibilité d’émergence de nouveaux variants 
viraux par recombinaison ?
Etude préliminaire réalisée par l’équipe (projet européen TransVir) : 
absence de recombinants viables transgène-GFLV sauvage (Vigne et al., 2004a)

ARN 
recombinant 

ARNm
Transgène CP

ARNm viral 

GFLV

Virus recombinant  

Plasmide
binaire

CP NPTII Projet dProjet d’’analyse analyse mméétagtagéénomiquenomique virale : virale : éétude dtude d’’impact exhaustive impact exhaustive 
(plusieurs 10(plusieurs 1066 ssééquences analysquences analyséées de 400 es de 400 bpbp contre contre qqqq 101022

actuellement) sur la gactuellement) sur la géénomique des populations de GFLV : soumis nomique des populations de GFLV : soumis 
ANR 2009ANR 2009



Porte greffe transgénique

Transfert potentiel de transgène - HGT ; recombinaison homologue basée 
sur des homologies de séquences nptII/microflore tellurique ; mis en 
évidence in vitro avec gène bla (Simonet et al., 2008)

Transfert horizontal de l’ADN transgénique du porte-
greffe vers la microflore du sol ?

NPT II

Pnos

AUG

Tnos P35S Tnos

CP

leaderLB RB



Transfert horizontal de l’ADN transgénique du porte-greffe vers la microflore du sol
(coll. CNRS Lyon et Gif) 

Perspectives
Terminer l’évaluation de la résistance de ces constructions de première génération : 
existe t-il au sein d’une même lignée transgénique une variabilité de réponse à
l’infection virale, conséquence des variations du milieu extérieur …?

La stratégie « CP mediated resistance » est-elle applicable à cette stratégie de 
résistance transgénique conférée par le porte-greffe ? Nouvelles constructions (hpRNA) 
et collaboration avec Cornell University (stratégie CP)

Analyses moléculaires exhaustives des populations de GFLV sur l’essai (coll. INRA 
Bordeaux et CNRS Lyon : métagénomique)

Suppresseur de silencing ; durabilité de la résistance : approche avec les 8 gènes 
candidats du GFLV-F13 ; identification de la protéine(s) impliquée(s) et analyse du 
mécanisme (coll. IBMP)

Ces études d’impact apporteront des données scientifiques très précises pour les 
analyses de risque et la définition du rapport coût/bénéfice pour l’utilisation de la 
« thérapie génique » par induction du RNA silencing en viticulture



Perspectives à plus long terme : cumul de résistances 
en association avec itinéraire technique - co-construction de 
stratégies systémiques et intégrées, avec le Comité Local de Suivi

Transmission GFLV et ArMV

Résistance durable au court-noué

Itinéraire technique : utilisation de 
plantes à effet nématicide, soit en 
jachère, soit en inter-rang (en 
fonction de la pression d’inoculum)
Essai « Jachère » multilocal INRA 
2009-2020…

PG transgénique : nouvelles 
constructions « hairpin » GFLV, 

ArMV, GLRaV1 & 3 et
GVA En cours…

Résistance à Xiphinema index :
PG avec origine génétique
Vitis roduntifolia En cours…

Recherche de résistances naturelles au 
GFLV : allèles récessifs de la famille 
multigénique des eIF4E, iso4E…
ANR - MOVIe 2009-2011



Illustration de la co-construction de notre projet de recherche sur 
le développement de porte-greffes transgéniques pour lutter 
contre le court-noué par P. B. Joly, Nature, nov. 2007



Équipe « Virologie & Vection »
UMR 1131 Colmar

Transgénèse vigne ; résistance au court-noué
Responsable du projet : Olivier Lemaire
Résistance dérivée du pathogène : nouvelles stratégies, évaluation, impact, 
suppresseurs, mécanisme, …

Emmanuelle Vigne (AI), Véronique Komar (TR), Gérard 
Demangeat (IR), Aurélie Marmonier (AI), X (TR-2009)

Perm.

Post doc SPE Valérie Goldschmidt (2007-2008)
CDD SPE/ANR Caroline Hemmer

Post-doc
CDD

Coll.

Laure Valat (MC mise à disposition sept 
2007-sept 2009)

Chercheur associé

INRA Colmar (Jean Masson)
IBMP Strasbourg (équipes Ritzenthaler, Voinnet)

Contrats, 
actions 

incitatives,
réseau

CLS, ANR, SPE, ResistVir, gpe porte-greffe…
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