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Origine de la diversité clonale des variétés
de vigne
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= Les variétés de vigne sont constituées de clones
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Définition du clone

Définition du Larousse : Individu ou population d’individus
provenant de la reproduction végétative ou asexuée d” un
individu unique.

Les clones de vigne portent le méme nom de variété,
partagent des caracteres ampélographiques
communs, mais peuvent se différencier les uns des autres.



Variabilité clonale du cabernet sauvignon

20cm

Différence de taille de grappes de deux clones
de cabernet sauvignon chiliens
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Variabilité clonale du cabernet sauvignon

(A) Cabernet Sauvignon Malian Shalistin

!

N
V,Walker et al. Plant Mol Biol 2006




Variabilité aromatique de deux clonesde ~ = & l,/
chardonnay |

Lugny - 2002

ILinalol lié

Chardonnay 76 _ _
__|Linalol libre

Chardonnay 809

0 50 100 150 200 250
Teneur en terpénol des mouts (microg/l)
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Variabilité aromatique entre deux clones de = g 1/

savagnin

1 Géraniol lié

Savagnin rose 763- . Géraniol libre
Bergheim

Gewurztraminer 47-
Bergheim

Savagnin rose 763-
Heiligenstein

Gewurztraminer 643-
Heilgenstein

0 100 200 300 400 500 600
e Teneur en terpénol des méuts (microg/l)

b Clonalité verifiée a 17 locus microsatellites Eric Duchéne INRA-Colmar
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Diversité clonale de la syrah et dépérissemenl("‘.*yl’/

Productivité clones

+

Sensibilité au dépérissement
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Origine de la variabilité clonale . ; !/

1. Quelle est l'origine de la variabilité observée dans les

collections de clones appartenant a une méme variéte ?
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Hypotheses de constitution des variétiés

Parent Qx Parent d Parent S—)x Parent d

1 1 1 1 reproduction
sexuée
:
A\ 4 A\ 4 A 4 "\
Temps v v v ] l
v i v / i 1
M l M 1 M 1 propagation
v v 1 v 1 végétative
A I BN ® O
p
* Clones Cla C2a (C3a C41a Cd2a C(C43a
F' Clb C2b C3b C41ib C42b C43b
d une <
o NI Clc C2c C4.1c C4.3c
Cc2d C4.1d
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!lll. origine polyzygotique origine monozygotique
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Diversité des clones de pinot analysés

= 477 clones de pinot

Pinot noir Pinot gris Pinot blanc Pinot moure

Tous ces clones portent le méme nom et présentent des
caracteres ampélographiques communs

e = analysés a 50 loci microsatellite, répartis sur les 19 groupes de liaison
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Similarité génétique des clones de pinots

Similarité > 0.97

474 clones
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Similarité génétique des variétés de cuve

20%

-

77%

I Aligoté
Gamay
Auxerrois
Gouais
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| Chenin

Sauvignon
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Viogner

Corbeau
Gewurztraminer
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Similarité génétique (Jaccard)

62 accessions 10 loci
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Similarité génétique des clones de pinots ,

Génotype Nombre de clones
i i } 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 14¢,210
Génotype le plus fréquent 1 e ———
35 | h
211 clones 33, ==
18 =
33 0
a0
15 1
31 1
o
22 E T pinot gris
0 Pinot noir
23 | LI Pinot blanc
e er e ] : :
Similarité > 0.97 2 mm B2 pinot meunier
25 ! 2 pi
11 I Pinot moure
474 clones ‘E 14 D_ZZI L1 Pinot teinturier
13 _
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Similarité génétique des clones de pinots M

= 474 clones présentent une similarité génétique > 0,97

= 211 clones partagent le méme génotype

[ pinot gris
Bl pinot noir
[ 1 pinot blanc

B pinot moure
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Similarité génétique des clones de pinots

Génotype le plus fréquent 1
35
211 clones / 3
18
33
21
32
15
31
7
30
16
19
20

Similarité>0.97

263 cloenes

34 génotypes variants 11
8 ypr 474 clones < ‘E 14
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Origine monozygotique des variétés

A 4 \
Temps v v
A/ v L Z
Variété | | |
Cl C2 C3
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En théorie tous les clones sont

identiques entre eux
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Origine monozygotique des variétés

bk
Temps % v v
A/ v Y
Variété | | |
Cl C2 C3

s Mmutations
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Origine monozygotique des variétés

v ¥
~
Temps % v v
/" Y
Variété | | ‘
Cl C2 C3
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Tous les clones reconnus comme
appartenant a la méme variété sont-il
d’origine monozygotique???



Analyse de clones en collection

. Nbre de Nbre de
Collections . .
origine clones locus
clonales . .
analysés analysés
cabernet Montreuil-Bellay 18 6
franc
cabernet - Chili - Bordeaux
. . . 77 89
sauvighon Autres régions
chenin Montreuil-Bellay 42 6
grolleau Montreuil-Bellay 52 12
Colmar
pinots Bourgogne 477 50
Champagne
| riesling Colmar 46 132
savagnins Colmar 42 53
syrah ENTAV 21 50
775




Analyse de clones en collection

8

Collecti Nbre de Nbre de Nbre de clones avec une
olections origine clones locus similarité génétique
clonales . .

analysés analysés > 97%
cabernet Montreuil-Bella 18 6 17
franc Y
cabernet - Chili - Bordeaux

. L . 89
sauvighon Autres régions 77 76
chenin Montreuil-Bellay 42 6 40
grolleau Montreuil-Bellay 52 12 49
Colmar
pinots Bourgogne 477 50 474
Champagne
| riesling Colmar 46 132 46 v

savagnins Colmar 42 53 42 \
syrah ENTAV 21 50 21

I Populations clonales majoritairement d’ origine monozygotique




Pourquoi étudier la variabilité clonale? '”17!‘ \

1. Quelle est l'origine de la variabilité observée dans les

collections de clones appartenant a une méme variéte ?

2. Quels sont les types de mutation somatique connus?



Les mutations somatiques

Variation du nombre de motifs microsatellite

Mutations ponctuelles
Insertion d’éléments mobiles
Délétions

Recombinaison
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Les mutations somatiques

8

= VVariation du nombre de motifs microsatellite

LCS34603.
LCS34605.

LCS34603.
LCS34605.

LCS34603.
LCS34605.

DNA>
DNA>

DNA>
DNA>

DNA>
DNA>

ATAATACCTT
ATAATACCTT

TAT----GAG
TATATATGAG

CTTTGATGAT
CTTTGTTGAT

CCTAATTTAG GACTCTCAAT TGTATATATA TATATATATA
CCTAATTTAG GACTCTCAAT TGTATATATA TATATATATA

TATTATTCCT CTAATAAAGA TATAGGGAAT TGAGAAATAC
TATTATTCCT CTAATAAAGA TATAGGGAAT TGAGAAATAC



25 marqueurs microsatellite polymorphes au: g L
niveau clonal AT RGN

marqueurs cab fc cab sauv chenin grolleau pinots riesling savagnins dgrl(i)eﬁggn
VMCiel1 16
VMC2h4 12
VMC3a9 17
VMC5g7 I
VMC5h11 X 19
VMC6c10 X 14
VMC7g5 XX 1
VMC8a7 X 1
VMC8g6 X 12
VrZAG25 X 10
VrZAG62 X 7
VIZAG79 ox ox 5
VrZAG93 X 2
VVMD7 ox e
VVMD8 X 11
VVMD25 ox X 11
VVMD27 X 5
VVMD28 X ox 3
VVMD30 X 15
1VVMD31 X 7
VVMD32 X x 4
VVMD36 X 3
VVS2 11
VVS5 X 6
LTR-SSR nd nd nd nd X X X 8

&
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|dentification des clones




Matrice de marqueurs pour l'identification désc’ﬂ&#eﬁ’}/
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DAL AN SN S
N N A .

R A A

clone 1
clone 2
clone 3
clone 4
clone 5
clone 6
clone 7
clone 8

clone 9

clone 10

CDF
ACD

clone 11

clone 12
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Les mutations somatiques

= Mutations ponctuelles (SNP)

CGTTGTCCCAGGGCCGACTACCGAC

J

CGTTGTCCCAGTGCCGACTACCGAC




L’exemple du pinot meunier

Alléles du gene GAI: régulateur négatif de la réponse aux gibberelines

Vvgail
VVGATI1l

211
Vvgail CGCTGGCATG GATGAGCTTC GCTGTTTT GGGCTACAAC
VVGAI1l CGCTGGCATG GATGAGCTTC GCTGTTTT GGGCTACAAC

{

1 MKREYHHPHH PTCSTSPTGK GKMWDADPQQ DAGMDEIj:iAV LGYNVKASDM AEVAQKLEQL
1 MKREYHHPHH PTCSTSPTGK GKMWDADPQQ DAGMDE IA LGYNVKASDM AEVAQKLEQL

‘ Modification de la protéine : mutation dominante

,fv .' N
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Mobilité des transposons : couper-coller | /

- (] Site 1
- (1 Site 2




Variabilité clonale de |la forme de la grappe

(a) -3075 -2725 -1454 -730 -305 270 1095
| | | | |
WTFL1A £ i ; g
iy Aa [ ] | | La forme de la grappe est déterminée
WTFL1Ab -

T par le gene WTFLA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

(b)
o {/’\ Insertion dans le
WTFL1Aam CCAAT Transposase————TIR226p-GccrnTan
. D | TS0, ‘ promoteur de WTFLA : P
WTFL1Aar B - - - Gene WTFLA
u TSD TSD

b Taille du transposon = 5Kb

\.. Fernandez et al (2009 ) Plant J



Intermédiaire de transposition ARN

2

Mobilité des rétroéléments : copier-coller ¥ ; |

Elément matrice

Site 1

q q Site 2

Nouvelle copie

Les insertions créées sont stables et se comportent
comme des loci mendéliens




Cycle des rétrotransposons a LTR

Noyau Cytoplasme

: © (i

1. Transcription

JAVAVAN

ARN génomique o DNA
RNA

o @ 4. Transcription inverse

Rl d-lik /
Capsid-like

v O

2. Synthese protéique 3. Constitution de Virus-like particules

v
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Les rétrotransposons | ;

Augmentation du nombre de copies : phénomene invasif qui

contribue a accroitre la taille des génomes

Chaque génome contient plusieurs familles de rétrotrans-posons
| comprenant un nombre + ou - important de copies

-
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Les rétrotransposons a LTR chez les plantes

taille génome en Mpb % Rt a LTR
Hordeum vulgare orge 4800 70
Zea mays mais 3200 50 a 80
Vitis vinifera vigne 487 11,6
Oryza sativa riz 430 22
Arabidopsis thaliana arabidopsis 145 4,8

Les rétrotransposons a LTR composent la majeure partie du
génome de la plupart des plantes
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Conséquences de 'activité des rétrotransposons

= |’insertion de rétrotransposon dans ou a proximité de genes peut étre

délétere pour le gene ;

= |’insertion de rétrotransposon dans ou a proximité de genes peut

conduire a un nouveau pattern de transcription;

®= La machinerie des rétrotransposons peut reverse-transcrire des ARNm

épissés de I’'hote et insérer ces rétrogenes a de nouvelles positions dans le

genome hote



Conséquences de |"activité des rétrotransposons ¥ !/

= Certains rétrotransposons ont un réle d’isolateur de boucles de chromatine.
A de nouvelles positions, ils peuvent modifier la régulation des génes a

I intérieur de la boucle;

= Les rétrotransposons étant souvent méthylés pour empécher leur
transcription, cette régulation épigénétique peut étre propagée aux genes

adjacents

= La présence des rétrotransposons peut conduire a des réarrangements du

génome par recombination inégale ou ectopique

Les rétrotransposons sont une force évolutive

importante des genes et des génomes




Gretl au locus de la couleur dans les variétés cu’l‘t#é. '

VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3 VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3
Sk A e 4
x4 e 4 0 *x A a4




Localisation du locus de la couleur

Mb 8

10

11

12

13

VvMyDbA cluster

14‘ 15

|l |

16 17

18

Chr2 |

e

VMC5g7

SC8_010

VVNTM

VVNTM3-5

1-2
Gretl

Vviu20
Noble225

VMC7g3




Gretl au locus de la couleur

_- Gretl+/Gretl+ | Gretl+/Gretl- | Gretl-/Gretl-

Vitis

vinifera cultive
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Toutes les variétés sont plus ou moins apparentées ¢

Reichensteiner Muscat Blanc  Gamay
Schonburger.
ortega Chardonifay Gelber Ortlieber
Ehrenfelser
lller-Thurgau
Rotberger
Pinot Noir Petite Bouschet
Siegerrebe 0‘
3 . Alicante
Trollinger . # Bouschet
’
Teinturier du Cher "
4
Petit Manseng
Aramon
Kerner
Verdelho
Muscat Hamburg shn X Roter Veltliner
Perlriesling Rotgipfler
Traminer
Taminga
Muscat of Alexandria
Perle de Csaba
Tinta Madeira
Flora Bequigph
Rm==
. (%4 " "
* - Veltl
q.‘-“ n" .~ “‘ Griiner Veltliner Pé agudo
) ~‘
Semillon Fer Servadou “ SO vignop Blanc
(WA A S
Trousseal . :
N Chenin Blanc
Royalty
== == Sibling or equivalent Cabemel Franc
= Parent-offspring Trincadeiro Cabemnet
Sauvignon
Merlot
Ruby
Cabernet
Meslier-Saint-Frangois
Carignan

Colombard

Myles S et al. PNAS 2011;108:3530-3535




Variabilité clonale au locus de la couleur

Chardonnay, Chasselas, Italia ou Savagnin




De I'ltalia au Ruby Okuyama

VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3
N
D ¢ 4 o1 4 J

Italia

5’LTR

excision partielle de
Gretl

3’LTR

fw

Ruby Okuyama

s

Azuma et al (2009 ) Plant Science



18.8

0o 2 4 6 g8 10 12 14 16 18 (Mb)

VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3

W_*

5’LTR

excision partielle de e
Gretl

Chardonnay rose

This et al (2007 ) TAC



Du Savagnin blanc au Savagnin rose

VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3
W 5 <4 ou 4

Savagnin blanc

Délétion, insertion et mutations ponctuelles

Savagnin rose
This et al (2007 ) TAG



Du Cabernet sauvignon au Shalistin

18.8

0o 2 4 6 8 0 12 14 16 18 (Mb)

VvMybA2 VvMybA1l VvMybA3

W e 4 ot 4

Délétion
VvMybA2 VvMybA1 VvMybA3

W_*

Walker et al. (2006) Plant Mol Biol

Cabernet sauvignon

Shalistin
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Vie et mort des rétrotransposons

Amplification

Elimination




De I'ltalia au Benitaka ‘(-»114/

18.8

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 (Mb)

VvMybA2 VvMybA1l VvMybA3
\

[talia

Recrutement d’un promoteur
l par recombinaison illégitime

;.W_ *

W *

Benitaka
Y, Azuma et al (2009 ) Plant Science




Haplotypes du Pinot noir

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chr2 | | v | vl

VVNTM VVNTM3-5
™) Vlu20 VMC7g3

Gretl Noble225

VMC5g7 SC8_010

[ vcss7 | sca.ouo | vntms | vintma [ v | vwtms [T Wazoa |

188-216 123-128 161-168 378-387 Full/empty 272-296 288-300 Full/empty 363-396 116-132

,fv .' N



Haplotypes du Pinot noir

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 16 17 18
| v |
Chr2
VVNTM VVNTM3-5
VMC5g7 1-2 VvIu20 VMC7g3
: >C8.010 Gretl Noble225 -

188-216  123-128 161-168

216 123 168

haplotypes
188 128 161

< v < <
O <

o g 5 3

% 5 2 3

216 123 168 387

&

188 128 161 378

387

378

378-387 Full/empty 272-296

Full site 272
Empty site 296
<
<
=2
_|
Gretl 3

296

288

300

SWINAA

300

288-300 Full/empty 363-396
Full site 363
Empty site 386
<
= g
S &
id w
363 116

386

wcser | sca_o1o | it | vt ISR vntma | wntns |22 wiazo: | wicrsa

116-132

116

132

132



Génotypes de différents clones de Pinot blan\é«f“’.f

VvMybA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chra | | v | vl

VVNTM VVNTM3-5
) Vviu20 VMC7g3

Gretl Noble225

VMC5g7 SC8_010

M VMC5g7 | SC8_010| VVNTm1 VVNTmZ VVNTm3 VVNTm5 VVIu20 | VMC7g3

-------------
188-198 123-128 - 272-296 288-300 363-386 116-132
smm----------
, . 2 188-216 123-128 ------ 363-386 116-132

o 1 188-216 123-128 ----- 288-300 1 1 363-386 116-132

1 188'1698'21 123-128 161-168 378-387 1 272-296 288-300 1 1 363-386 116-132




Haplotypes-1 de Pinot blanc

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chr2

VVNTM VVNTM3-5
1-2

Vviu20 VMC7g3
Gretl Noble225

VMC5g7 SC8_010

| Clonenb | | VMCSg7 | 5C8.010 | VWNTm1 | VWWNTm2 ol ] VWNTm3 | VWNTmS L2 WIu20.1 | VMIC7g3 |

188-198  123-128 168 397  Fullsite  272-287 288-300 Full/empty 363-386  116-132

198 123 168 387 Fullsite 272 288 Fullsite 363 116
haplotypes ;
188 128 168 387 0 296 300  Emptysite 386 132
s @ s S s s = s
s g 2 2 2 = S g
& = 3 3 Gretl 3 3 S @
~ o P N ret w o S w
216 123 168 387 e o7 288 363 116

188 128 168 387 296 300 386 132

136.75 Kb



Haplotypes-2 de Pinot blanc

VvMybA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chra | | v | vl

VVNTM VVNTM3-5
1-2

Vviu20 VMC7g3
Gretl Noble225

VMC5g7 SC8_010

___

full site full site

e ----------

< v < < < < < <
<

- I - . : 3

o 2 3 3 Gretl 3 3 N @

~ o = N w u i @

216 123 168 387 N 7 288 363 116

188 128 168 387 272 288
EE



Remplacement chromosomique par conversioh'ggrﬁgée \

damag l

\A 4

VY
A
\AA{

& Recombination dans les cellules somatiques sans crossing over



Remplacement de |I'haplotype coloré \.-”’.»,A/

w < < < < < <

Q << < < < 2

| Z 2 z 2 c a

o — - — — ) ~

= 3 3 3 3 o )

o = N w [ N w
Gretl R — .

K

e ]

Chr2

12,67 14,15 14,288 14,325 16,53 18,27

1480 Kb

> Taille de la région remplacée : de 4.12 to 0.14 Mb

~

4,12 Mb
2,38 Mb
176 Kb

139 Kb

18,78



Pourquoi étudier la variabilité clonale? ' *,-»—lfly

1. Quelle est l'origine de la variabilité observée dans
les collections de clones appartenant a une méme
variété ?

2. Quels sont les types de mutation somatique
connus?

3. Comment se propagent ces mutations?



Génotypes de Pinot gris

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
| v | -l
Chr2
VWNTM VVNTM3-5
VMC5g7 12 Wiu20 VMC7g3
: °C8.010 Gretl Noble225 -

VMC5g7 [SC8_0146| VVNTm1| VVNTm2

ref 188-216

4 188-216

123-128 161-168 378-387
123-128 161-168 378-387

3 188-198-216 123-128 161-168 378-387

= e

272-296
1 1 272-296
1 1 272-296

VVNTm5

288-300

288-300 1

288-300 1

VVIu20 | VMC7g3

363-386 116-132

363-386 116-132

363-386 116-132



Le triallélisme

120 125 130 135

L LI L LI L} LI B | LI L L LI L L L LI
| | | | | | |

160

PM271m=-9..7/12/2003 9 Green PM271m-9a

4000
3000
2000
1000

4000
2000
2000
1000

artefact

chimérisme




Génotypes et phenotypes de deux clones agrees df l/
pinot gris - ‘

Origine Origine PG52 PG53
des tissulaire Locus Phénotype Locus Phénotype
plantes de I’ ADN des baies des baies
VVS2 VVMD32 VVS2 VVMD32
Clone gris gris
feuille 126:134:148 236:252:268 134:148 236:268
racine 126:134 236:252 134:148 236:268

'




Génotypes et phénotypes de deux clones agréés de 1/

pinot gris

Origine Origine PG52 PG53
des tissulaire Locus Phénotype Locus Phénotype
plantes  del” ADN des baies des baies
VVS2 VVMD32 VVS2  VVMD32
Clone gris gris
feuille 126:134:148 236:252:268 134:148 236:268
racine 126:134 236:252 134:148 236:268
Descendance d’ autofécandation blanc blanc
feuille 126 236 134 236
feuille 134 252 148 268
feuille 126:134 236:252 134:148 236:268

ez
-




Génotypes et phénotypes de deux clones agrées (‘alf 1/
pinot gris "

Origine Origine PG52 PG53
des tissulaire Locus Phénotype Locus Phénotype
plantes  del” ADN des baies des baies
VVS2 VVMD32 VVS2  VWMD32
Clone gris gris
feuille 126:134:148 236:252:268 134:148 236:268
racine 126:134 236:252 134:148 236:268
Descendance d’ autofécondation blanc blanc
feuille 126 236 134 236
feuille 134 252 148 268
feuille 126:134 236:252 134:148 236:268

Plantes issues d’ embryogenése
somatique

feuille 134:148 236:268 134:148 236:268



Comment révéler un état chimérique?

Reproduction
sexuée

Les gametes sont issus
de la couche L2

Ségrégation des alleles
dela L2

Phénotype attendu

Tissus issus d’ une
seule couche

moelle

racines

Embryons
somatiques

Cell L1 Cell L2
l embryons l

Phénotype attendu

we




-

<

Différents types de chimére chez les plante

péricline

Structure maintenue par
multiplication végétative




Les clones de Pinot gris sont des chimeres

Pinot gris

Regenerated from
L1 somatic embryos
Pinot noir type

Self-fertilization
(L2)
Hocquigny et al. (2004) Genome Pinot blanc type



Les couches cellulaires de baies de Pinot

, Epidermal cell layer Epidermal cell layer Epidermal cell layer

g“! Walker et al. Plant Mol Biol 2006



(G) Skin Skin Skin

2

idermal cell layer Epidermal cell layer

’ Epidermal cell layer

! Walker et al. Plant Mol Biol 2006



L’haplotypes-1 de Pinot gris

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chr2

VVNTM VVNTM3-5
1-2

Vviu20 VMC7g3
Gretl Noble225

VMC5g7 SC8_010

| Clonenb | | VMCSg7 | 5C8.010 | VWNTm1 | VWNTm2 [ ozl ] VWNTm3 | VWNTm5 |0 ezl VVIu20.1 | VMC7g3 |

188 198 21

genotype 123-128 161-168  378-387 Full/empty 272-296  288-300 Full/empty 363-386 116-132
123 168 387 Full site 272 288 Full site 363 116
1 haplothes 128 168 387 0 296 300 Empty site 386 132

< w < < < < < <

- = 3

®, = 3 3 3 3 S o
© = N Gretl & o -

216 123 168 387 L= 272 288 363 116

. L2
&aplotypes

188 128 168 387 296 300 386 132

136.75 Kb



L’haplotypes-1 de Pinot gris

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 16 17 18
| v |
Chr2
VVNTM VVNTM3-5
VMC5g7 1-2 VvIu20 VMC7g3
: >C8.010 Gretl Noble225 -

| Clonenb | | VMCSg7 | 5C8.010 | VWNTm1 | VWNTm2 [ ozl ] VWNTm3 | VWNTm5 |0 ezl VVIu20.1 | VMC7g3 |

188'1698'21 123-128 161-168 378387 Full/empty 272-296
12 216 123 168 387 Full site 272
haplotypes [EESEF:L] 128 168 387 0 296
L1 198 123 168 387 Full site 272
expected
hablotvoes IR 128 161 378 Empty 296
L1:[188-198

L2: [188-216]

288
300
288

288-300 Full/empty 363-386  116-132
Full site 363 116
Empty site 386 132
Full site 363 116
Empty site 386 132

300

L1+ L2:
[188-198-216]



L’haplotypes-2 de Pinot gris

VVMYyDbA cluster

Mb 8 9 10 11 12 13 14‘ 15 16 17 18

Chr2

VVNTM VVNTM3-5
™) Vlu20 VMC7g3

| VMCoe7 5€8_010 Gret1 Noble225

___

genotype 188-216  123-128 161-168  378-387 Full/empty 272-296  288-300 Full/empty 363-386 116-132
123 168 387 full site 272 288 full site 363 116
1 haplothes 128 168 387 full site 272 288 full site 363 0

2 3 % 3 E : s 2
& o 3 - 3 3 g o%.’
T S 2 ) Gretl 3 o 2 w
216 123 168 387 e )7 288 363 116
L L2 - - . =
haplotypes
' - ES - o
e 188 128 168 387 _ 272 288 e 363 0
»

G e
m 2.38 Mbp
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Certains clones de Pinot blanc sont aussi des ehim%'re"

VVMYyDbA cluster

14‘ 15 16 17 18

Mb 8 9 10 11 12 13

Chr2 |

VMC5g7

SC8_010

VVNTM

VVNTM3-5

1-2

Gretl

Vviu20

VMC7g3

Noble225

___

genotype 188-198-216 123-128  161-168  378-387  fullsite ~ 272-296  288-300  full site  363-386  116-132
L2 123 168 387 full site 272 288 full site 363 116
haplotypes 128 168 387 0 296 300 empty site 386 132
123 168 387 full site 272 288 full site 363 116
expected
haplotypes 216 128 161 378 ? ? ? ? ? ?
L1: [a-
b]
L2: [a-c]

L1+ L2: [a-b-C]




Réarrangements cellulaires de L2 -> L1 " ‘»l

L

ocquigny et al. (2004) Genome



Réarrangements cellulaires de L2 -> L1

3000

(2000

1000

3000

(-2000

L

(1000

VVS2

ocquigny et al. (2004) Genome



ocquigny et al. (2004) Genome




ocquigny et al. (2004) Genome



Réarrangements cellulaires de L1 -> L2

L

ocquigny et al. (2004) Genome



Trois variants de couleur du méme clones de p;m&-

Clone -
EEnaiypes VMC5g7 SC8_010 VVNTm1 VVNTm2 VVNTm3 VVNTm5 -- VVIu20 | VMC7g3

gris
original
blanc
variant

188-216  123-128 161-168 378-387 1 272-296 288-300 1 1 363-386 116-132

188-216  123-128 363-386 116-132

Cellular rearrangments
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Origine de la diversité clonale

Propagation
végétative

clones

ParentQ X Parend
)

— - g \

Genetic alterations:

% Nbre de motifs microsatellite
% SNP

% Recombination illégitime

% Large délétions/insertions

% Eléments mobiles

% Remplacements chr.

Mutations somatiques dans la
couche cellulaire L1 ou L2

Invasion progressive des cellules
mutées via un secteur mericline,
puis une chimere méricline stable

Réarrangements cellulaires
majoritairement de la L2 vers la
L1 et possiblement de la L1 vers la
L2




- g \

Origine de la diversité clonale ¥

Genetic alterations:

% Nbre de motifs microsatellite
% SNP

% Recombination illégitime

% Large délétions/insertions

% Eléments mobiles

% Remplacements chr.

Mutations somatiques dans la
couche cellulaire L1 ou L2

Invasion progressive des cellules
mutées via un secteur mericline,
puis une chimere méricline stable

Réarrangements cellulaires
majoritairement de la L2 vers la
L1 et possiblement de la L1 vers la
L2




L’exemple du pinot meunier

Alleles du gene GAI: régulateur négatif de la réponse aux gibberelines

211
Vvgail CG GCATG GATGAGCTTC GCTGTTTT GGGCTACAAC
VVGAI1l CG GCATG GATGAGCTTC GCTGTTTT GGGCTACAAC
VVvGAIlb CG GCATG GATGAGCTTC GCTGTTTT GGGCTACAAC

Vvgail 1 MKREYHHPHH PTCSTSPTGK GKMWDADPQOQ DAGMDE&V LGYNVKASDM AEVAQKLEQL
VVGATI1l 1 MKREYHHPHH PTCSTSPTGK GKMWDADPQQ DAGMDELLAV LGYNVKASDM AEVAQKLEQL
VvGAIlb 1 MKREYHHPHH PTCSTSPTGK GKMWDADPQQ DAGMDELLAV LGYNVKASDM AEVAQKLEQL

‘ Modification de la protéine

Ll:Vvgail/ VvGAIlb

L2:VvGAIl/ VvGAIlb

Boss et Thomas Nature 2002

v



L’exemple du pinot meunier

Ll:Vvgail/ VvGAIlb

1.2:VvGAIl/ VvGAIlb

Vvgail/ VvGAIlb

VVGAIl/ VvGAIlb

=

? Modification de la réponse aux gibbérelines Boss et Thomas Nature 2002



Formation des solo LTR

— | ———

Solo LTR

~



Phylogénie des clones de pinot

—¢ Mutations somatiques

—> Réarrangements cellulaires

pinot noir

E pinot blanc

pinot meunier . e L/
pinot moure R (T W |
: pinot teinturier S TTmmon Hoqu'igny et a__I:,--'""(2004) Genome

N- pinot gris
'
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L’architecture des plantes supérieures ¥ !\/

MAC

Fleur Méristeme axillaire

Entre-nceud [
Noeud C

Inflorescence secondaire

Phytomeére {

Feuille cauline

/ Inflorescence primaire

Feuille végétative

Méristéme racinaire

%as Médecine&Sciences 2001



Les méristemes caulinaires %

ZC
P1 ZP P2

L1
) L2
Tunica L3

Corpus

Autran & Traas Médecine&Sciences 2001

periclinal division
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Les méristemes caulinaires | .;*l#f/

Divisions anticlinales de la cellule mutée

P1 P2

L1 Y

)

&

' L2
Tunica L3

m‘
o
e iod ol h

Corpus

[

Mulﬁplication de la cellule mutée sur une couche cellulaire




Les méristemes caulinaires

Divisions anticlinales et synclinales de la cellule mutée

ZC
P1 ZP

L1
L2

Tunica x/m
Corpus

ZM PO

P2

N/Iultiplication de la cellule mutée dans un massif cellulaire
\'




Les méristemes caulinaires

Genese d’un bourgeon axillaire en chimere péricline



Pourquoi étudier la variabilité clonale? ‘,-*!»T‘!f/

1. Quelle est l'origine de la variabilité observée dans les
collections de clones appartenant a une méme

variéte ?
2. Quels sont les types de mutation somatique connus?
3. Comment se propagent ces mutations?

4. A quelle vitesse la vigne évolue-t-elle?



Origine de la diversité intra-variétale

Temps

Groupe
variétal

Parent

|

X Parent

X

@
v u \R‘
LS |

R
0 @O0

Gla
Glb
Glc

G2a G3a G4a
G2b G3b G4b
G3c

b

multiplication
végétative

mutations : k &

!

chimeres

!

réarrangements
cellulaires




Origine de quelques variétés de cuve 2 =

Surfaces
cultivées en
Parent 1 Parent 2 Epoque France ha
(2003)
chardonnay 41 000
gamay noir 35 900
melon Q gouais CS pinot Moyen age 11 000
aligoté 13 400
auxerrois >1 700
cabe!'net cabernet franc sauvignon blanc XVIlI éme 59 900
sauvignon
muscat Ottonel chasselas muscat d’ Alsace? XIX éme 158
1961 (INRA
marselan LR renache noir 1 cl ( = ) Quelques
sauvignon g C::? 9837"86 centaines ha

(»..‘:

e



Variabilité et dispersion des
cabernet sauvignon

Travail réalisé en collaboration avec le groupe de
P. Hinrichsen (Chili)

a4

GOBIERNO DE CHILE
INIA



Les vignobles de cabernet sauvignhon

" 200000 ha plantés dans le monde



Les objectifs de I'étude freg ”l’fl’/

= Quel est le niveau de variabilité intra-variétale du cabernet
sauvignon?
= Ladispersion géographique des clones a-t-elle eu une

influence sur leur diversification?




Origine du cabernet sauvignon

Cabernet franc
X
Sauvignon blanc

17 eme siecle

!! Bower et Meredith (1997)



Analyse des clones de cabernet sauvignon -"—l* p‘r;t/

4

89 loci microsatellite

Nombre de | Nombre de

Origine . . .
clones génotypes/origine

Chili

France

Espagne

USA 2 1

Total 76




Phylogénie des clones de cabernet sauvignon _ ‘.

Génotype 2

Génotype 1
196

»
% :"
n'
T T T T T T T T T T T T
0.9800 0.9850 0.9900
CoefTicient




Phylogénie des clones de cabernet sauwgnon - 3 L

Australie
Espagne

[talie

USA

B
X

22 génotypes

A e 21



Divergence des clones de cabernet sauwgnon - 3 L

Cabernet franc
X
Sauvignon blanc




Dispersion du cabernet sauvignon %




'

Conclusions = l/

Les clones de cabernet sauvignon dispersés dans le monde
présentent pratiguement tous le méme génotype au locus
VMC5g7
= cette mutation est-elle apparue entre 1840 et 18507
= ces clones ont-ils une meilleure valeur adaptative?
= |es clones proviennent-ils tous de la méme région située a

proximité d’ un port (celui de Bordeaux) ?

En 150 ans, les clones chiliens se sont diversifiés

indépendamment des clones francais



Origine de la diversité intra-variétale

Parent Qx Parent d

}

v
v ok

, @

R
/* A\ 4 \
LA
,l 1 v A
” Gla G2a G3a G4a

Groupe Glb  G2b G3b Gab
variétal Glc G3c

multiplication
végétative

mutations : k i

!

chimeres

!

réarrangements
cellulaires




Vitesse d’évolution des clones? o, x !/

locus locus di-alléliques Epoque
locus . : ; ’ o
, variants tri- pouvant résulter de d’ apparition de
analysés ‘1 ; ey
alléliques réarrangements la variété
cabe!'net 84 17 0 XVII éme
sauvignhon
pinot 50 15 3 romaine?
riesling 132 10 2 ?
savagnins 53 4 1 ?
muscat Ottonel 93 0 0 XIX éme

= Vitesse d’évolution des clones tres difficile a évaluer

e
“~
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Résumé e 1/

© Les clones de variétés de vigne sont tous d’origine monozygotique,
sinon, ce ne sont pas des clones!

© L’accumulation de mutations somatiques les différencient

© Des structures en chimeéres et des réarrangements cellulaires sont a
I’origine de I’envahissement des cellules mutées

/I\ mais...

@ Dans tres peu de cas, la relation entre génotype et phénotype a été
établie

® Les marqueurs microsatellites ne permettent pas la distinction de tous
les clones



"’f .' -

Questions en suspens...

= Quelles mutations sont responsables de variations

phénotypiques?

= (Quels sont les facteurs favorisant I'apparition de ces

mutations?




Des clones a la
viticulture
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Les clones de vigne

" |es variétés de vigne sont constituées de clones

T AT T

" |a propagation végétative de la vigne

Avant le phylloxera : par marcottage ou provinage




Marcottage ou provinage

Photo Frangoise Deixonne



e

Situation actuelle

= Les variétés de vigne sont constituées de clones

T AT T

= Les clones sont multipliés par propagation végétative (greffage d’ un

greffon sur un porte-greffe)

T—TTTTT

clone Plants du clone multiplié par greffage




La sélection clonale > ‘ 1/

= Seuls quelques clones issus de la sélection clonale sont cultivés

ﬂ"'ﬂ“’*l"ﬁ”l‘ﬁ

W

sélection sur des critéeres sanitaire et qualitatif




2

La sélection clonale e ‘ L

= Seuls quelques clones issus de la sélection clonale (qualité sanitaire
et critere qualitatif) sont cultivés

TERTEXK

= Ladiversité intra-variétale de la vigne est menacée.




v

Situation du probleme R L

= Les collections clonales sont une des richesses de notre patrimoine
viticole.

A o AT T




Un peu d’ histoire... - 1/

= Avant 1945, les variétés étaient constituées de populations de clones

ayant survécus a la crise phylloxérique (1868)

= Années 45-60, la sélection clonale a conduit a I’ agrément de clones

exempts de maladies et de bons rendements

= Arrachage des vieilles vignes plantées en population de clones au profit

des clones agréeés

= Années 70 : constitution des collections clonales pour sauvegarder la

diversité encore existante dans les vieilles vignes



Quelques chiffres... N 1/

= 5000 a 6000 cépages cultivés dans le monde

=  En France, 705 clones agréés par le CTPS appartenant a
136 variétés de cuve*

= Plus de 90% de la surface viticole francaise est plantée
en clones agréeés

= Le nombre de clones par variété est variable

= del(ex:riesling) a 43 (ex: pinot noir)

*ONIVINS 7/2004



. . 7 ’ £ <; |
Les collections clonales de variétés de cuve »l

10 régions viticoles

90 variétiés représentées
140 conservatoires

> 13 000 clones

Nombre de variétiés

Nombre de clones

A

4

11
1917

>22
3107

1187

1220

>6
1749

392

3
634
Alsace-
Chgmpagne Lorrain
Val deLoire
Bourgogne
Rhone-Alpes
quitaine-
Charentes
- . Provence
Midi-Pyrénées
Langdedoc-
Rogssillon
>11
1> 1616
1323

10
73




Les collections clonales en Alsace | 14/‘

clones en collection clones agréés « alsaciens »
varietes période de | nombre d’ entrées d ann'ee nombre de
prospection (2005) agrtemen clones
1971 2 GW
savagnins 1972-74 204 1979-81 4 SB,1 GW, 1 SR
2003 5 GW
1971 1
riesling 1976-78 182
2007 8a10
509
pinot 1980-82 PG (200), PB (200), 1971 1PN, 2 PG, 2 PB
PN (100)
1 1971
| sylvaner 1987-89 292 1976 2
1 kniobpberlé 2001-02 66 0




N 3
De la station Impériale de Recherches Agronomiques d’ Alsace et de Lorrainé‘g.;’l-SQE,,

MERCI

Ancien couvent des Catherinettes en 1897

...au Centre INRA —Colmar (2011)
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