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

? .a :“5.!, ? Fa :'
Infecté )

-Pertes de rendement

conséquentes : dépassent 70 % en cas
d’attaque sévere

-30 % du vignoble touché

( env 240 000 sur 800 000 ha)

2/3 surface totale

Nécessité de rechercher des
| = alternatives a la lutte chimique ;
'}l&[ﬁiﬂ}ﬁi’! IN?A impasse technique et réglementaire
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Résistance dérivée du pathogene* RDP

Xiphinema index
Vecteur du GFLV

Maladie du court-noué

*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.



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

Table 1 | RNA-silencing supp rs ded by plant, insect and vertebrate viruses

Viral family Virus Suppressors Other functions References
Positive-strand RNA viruses in plants

A R N I I l Carmovinus Turnip Crinkle virus P38 Coat protsin 122

Cucumovines Cucumber mosaic vinus; Zb Heost-gpecific movement 67
rove n ant d ] u n tomato aspenmy virus
. N p Closterovirus Beet yellows virlis P21 Rephcation enhancer 123
V A R N N Citrus tristeza virus P20 Replication enhancer 124
Irus a trans ene ou P23 Mucleic-acicl binding
CP Coat protein
. hY Comaovins Cowpen mosaic vinug S protein Srmall coat protein 125
VI ru S a A D N Hordeivirus Barley yellow mosaic virus el Beplication enhancer; mowvement; 126
seed transmission; pathogenicity
determinant
dsRNA Pechuirus Peanut clump virus P15 Movement 127
N Polerovines Beet westarn yeallows virLs; PO Pathogenicity determinant 103
F—"TCV-CP cucurbit aphid-bome yellows virus
siRNA ~ Potesvirus Protate virus X P25 Mowverment B0
duplex Potyvinus Potato virus Y: tobacoo atch HcPro Movernent; polyprotein processing.  65-67
virug; turnip yellow vinus aphid transmission; pathogenicity
: determinant
Helicase _ ) _ o .
Sobemovirus Rice vellow mottls virus P1 Moverment, pathogenicity dsterminant (5121
Tombusyirs Tomato bushy stunt vinis; P19 Moverment; pathogenicity determinant 68
iRNA /] L cymbidium ringspot vines;
88 8§ carnation Italian ringspot virus
Systemic Signaling [P
- . T Tobamaovirus Tobacco mosaic wvinus: P30 Repication 128
T tomato Mosaic virlks
: Tymowirus Tumip yellow mosaic virus FES Movement; pathogenicity determinant 70
o e CMYV 2b Negative-strand RNA viruses in plants
-Ta_-r_g_e': mR_NA : g Tospovirus Tomato spotted wilt virus MNSs Pathogenicity determinant 129
degradation B o Tenuivirnes Rice hoja blanca virus 3 Unknowm
L _ 0
DNA viruses in plants
Geminivirus African cassava mosaic virus AC2 Transcriptional activator 68,81
Tomato yellow keaf curd virus 22 protein (TrAF)
. , . Mungbean yellow mosaic virus c2
La plupart des virus ont élabore des  resive-strandana viruses in animais
, . L. . MNodawvirus Flock house virus; nodamura B2 Plaque formation 35
d virus
contre-strategies (p roteines adites « T —
H H Orthomyxovinus Influerza virus A* MS Poly(a) binding; inhibitor of 36,107,108
suppresseurs de RNA silencing »), RNA xport: PIH nbitor
.. .  DNAviruses in animals
rentrant en compeétition avec le PTGS @ aweome  adencins VAIRNA PR inhbitor
Posvirus Vaccinia virus™ E3L PR inhibitor 36

d i ff é r e n tS n i V e au X “Thasa hawe only been demonstrated in heterclogous systems (insects and plants). HoPro, helper componant proteinase; PKA. an
RMA-dependent protein kinase,



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

Principales étapes dans la co-construction de cette expérimentation :

1996-1999 : Evaluation de la résistance de porte-greffes transgéniques vis a vis de l'infection

naturelle au vignoble en Champagne - 3 lignées prometteuses

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

vinicole et de la société civile : intérét 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)

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

I'essai de porte-greffes transgéniques : co-construction du dispositif

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 entiere, traductible




Développement de porte-greffes transgenigues de vigne

pour la résistance au Grapevine fanleaf virus
Principales étapes dans la co-construction de cette expérimentation :

8 juillet 2005 : autorisation ministérielle (05/012)

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

transgénique + greffon Pinot Meunier clone 317 non-transgénique)

2006-2009 . Obtention d’un financement de I'’Agence Nationale pour la Recherche (ANR 2005-14)

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

transgenique vers le greffon non transgénique

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

Comité Local de Suivi : etudes prospectives, impact environnemental-methodes
alternatives/complémentaires, soumission ANR GMGE 2009 - proposition de demande de
prolongation HCB

=

Décembre 2009 : fin de la premiére étape de I’expérimentation INA



Objectifs scientifigues de I'essail hors-confinement de
PG transgenigues de vigne

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

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

3- Analyser le transfert éventuel des produits du transgene CP et NPTII (protéines,
MRNAs, siRNASs) du porte-greffe transgénique vers le greffon non-transgénique

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

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



Organisation génomique du GFLV

(7342 nt) putative proteinase cofactor : 1A
: : putative helicase : 1BHe!
CIS processing VPg : 1CVPo

proteinase : 1DPro
RNA-dependant RNA polymerase : 1EP°!
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Hypothese de résistance
transgénique :

mediée par le porte-greffe

par expression du gene de la
coque protéique du GFLV-F13

Greffon Pinot-Meunier
non-transgénique

[ ——

Point de greffe —

Porte-greffe transgénique

5 évenements indépendants testés



Mise en place du dispositif experimental en plein
champ



Co-construction du dispositif de 2005 ; toutes les
guestions sont prises en compte par le Comité Local de
Sulivi dont certaines traduites en projets de recherche
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Expérimentation de porte-greffes
transgéniques en vignoble AOC

champenois (1996-1999) - . - i . _

Chardonnay/41B transgenique Expérimentation de porte-greffes
transgéniques a I'lNRA de Colmar hors
AOC ; résultante de la co-construction -

A%IF_I]‘ [NN?A o Pinot-Meunier/41B transgénique




Niveau de résistance de lignées transgéniques
exprimant le gene CP - essai de Champagne ;
durée 3 ans (1996-1999)

Vigne et al., Transgenic Research, 2004

% Infection Nb de lignées
O % 3 (3 des 5 de la parcelle,
qualifiées de
« prometteuses »)
1-20% 1
21 - 40 % 3
41 - 60 % 2
61 - 80 % 6
80 % contrdles non transgéniques 3
Total 18




Plan d’expérimentation

Zone d’évaluation des
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"E¥. Plantation du matériel
&% expérimental entre sept
. 2005 et sept 2006 :
| troisieme année

.M d’expérimentation



Mise en place d’une
replique de I'essai,
simultanément (sept 2006)
et dans le méme sol en
milieu confiné :

-expression différentielle de la résistance
-comparaison de la translocation
potentielle des produits d’expression des
transgenes

-mises au point méthodologiques

-cinétique de contamination des témoins
sensibles

-analyses des systémes racinaires
-analyses de métagénomique virale et

microbienne, milieu contrélé versus
vignoble

i
Illmmlmr* A 5%




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

Evaluation de la résistance a l'issue des deux
premieres années d’expérimentation
2007 et 2008



Impact environnemental :

-Translocation des produits d’expression des transgenes
du porte-greffe transgenique au greffon ?

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

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

~



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

Vignhes provenant de la parcelle

Hl

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

* Protéine NPTII
En juin 2007 et 2008 :

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

Greffon

\ /mn transgénique _
2

Etude a reconduire en 2009 et plus...

PROTEINES ISSUS DU TRANSGENE

ELISA NPTII :

|l1” l
] n%ﬂm!

M _,



Transfert vertical de TARNmM du transgene CP et
NPTII du porte greffe au greffon ?

Essais préliminaires : vighes (mémes lignées et assemblages) provenant de serre

* ARNm CP
|

* ARNmM NPTII

Pas de transfert des ARNm CP et NPTII du porte greffe au greffon

ARNm CP ARNmM NPTII

[] -

ARNmM ISSUS DU TRANSGENE

O «— Greffon
S non transgénique

|-



Emergence de variants ou recombinants viraux ?

Evaluer l'effet des porte-greffes transgéniques sur la dynamique et la
variabilité génétigue des populations de GFLV transmises par les
nématodes viruliferes : possibilité d’émergence de nouveaux variants
viraux par recombinaison ?

Etude préliminaire realisée par I'équipe (projet européen TransVir)
absence de recombinants viables transgéene-GFLV sauvage (Vigne et al., 2004a)

recombinant

Virus recombinan

o o

|

Projet d'analyse métagénomique virale : étude d'impact exhaustive
amee ) (PlUSIEUIS 10° séquences analysées de 400 bp contre qq 102
2\ & £ actuellement) sur la génomique des populations de GFLV : soumis

A ANR 2009
"i|§]|||.i|i|.i" "'"' "I o’




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

Ve

Tnos F’35I
'—.- UG
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o
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Transfert potentiel de transgene - HGT ; recombinaison homologue basée
sur des homologies de séquences nptll/microflore tellurique ; mis en

évidence in vitro avec gene bla (simonet et al., 2008)
- @@=—  @@n@nnononononononononononn]




Perspectives

Terminer I'évaluation de la résistance de ces constructions de premiere génération :
existe t-il au sein d’'une méme lignée transgénique une variabilité de réponse a
I'infection virale, conséquence des variations du milieu extérieur ...?

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

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

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

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

Ces etudes d'impact apporteront des donneées scientifiques tres précises pour les
analyses de risque et la définition du rapport colt/bénéfice pour I'utilisation de la
« thérapie génique » par induction du RNA silencing en viticulture

~



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

Recherche de résistances naturelles au
GFLYV : alleles récessifs de la famille

’«-3) multigénique des elF4E, iso4E...
) ANR - MOVle 2009-2011

( Itinéraire technique : utilisation de
Résistance a Xiphinema index : R plantes a effet nématicide, soit en

PG avec origine génétique i, jachere, soit en inter-rang (en
Vitis roduntifolia En cours... 255N fonction de la pression d’inoculum)

& Essai « Jachere » multilocal INRA
2009-2020...

PG transgenique




lllustration de la co-construction de notre projet de recherche sur
le developpement de porte-greffes transgéniques pour lutter
contre le court-noue par P. B. Joly, Nature, nov. 2007
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intended to take and
how these would accommodate the groups
recommendations.

The experiment was highly produc-
tive. It yielded some unexpected recom-
mendations that conld be worked into the
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