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Unit « Santé de la Vigne et Qualité du Vin » 
(Grapevine Health and Wine Quality) 

ca. 50 permanent employees 
INRA and Université de Strasbourg (UDS) 

3 research groups:        - Grapevine genetics and breeding 
- Grapevine secondary metabolism 

- Virology & Vection  

<www.colmar.inra.fr> Virology & Vection - ViVe 
    4 scientists, 1 associate professor, 7 engineers, 7 
technicians, 6 PhD, 2 post-docs 

Main topics: 
    - grapevine resistance to fanleaf disease 
    - etiology and detection methodology 
    - virus transmission by invertebrates 

© L’Alsace 
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Généralités sur les virus de plante UCL  

•  http://www.afd-ld.org/~fdp_viro/content.php?page=generalites 



Qu’est-ce qu’un phytovirus ? Quelques 
rappels 

C ’est une entité infectieuse : 
–  Porteuse d ’une information génétique (ARN ou ADN ss ou ds) 
–  Dépourvue de la machinerie cellulaire capable de traduire l ’information 

génétique (cas particulier des Giant viruses ou Mimivirus des algues bleues et du phyto-, zoo-

plancton)   
–  Produite par l'assemblage de composants préformés (n’a pas recours à 

la division) 
–  Effectue son cycle viral dans la cellule (localisation cellulaire, viral 

factory), s’y déplace (cytosquelette)  
–  Mouvement de cellule à cellule et à longue distance – différentes 

stratégies  
–  Transmission vers un autre hôte (mécanique, vecteurs, pollen, pratiques 

culturales…) 



Les virus et viroïdes 

Agent Nature Information
génétique

Fonction
messagère

Synthèse
protéique

viroïde dsRNA - - -Agents
moléculaires

virus nucléoprotéïne + + -

phytoplasmes ADN + + +

bactéries ADN + + +

champignons ADN + + +

Agents
cellulaires

phanérogames ADN + + +



De quoi est composé un virus ? 

(Mathews, 1991) 

Une information 
génétique  

(ADN ou ARN) 

Des protéines  
de structure 

( = Capsomères  
ou protéines capsidiales)  

L ’ensemble constitue le virion ou  la particule virale – études 
cristallographiques et ultrastructurales sub-nanométriques 



Formes et structures 

•  La classification et la taxonomie des 
virus sont notamment basées sur : 
–  les dimensions et la morphologie des 

virions 
•  des particules isométriques ou globuleuses 
•  des bâtonnets rigides ou des formes 

filamenteuses 
•   des particules bacilliformes 
•  des particules « géminées » 



Flexuous rod 

Spherical 

Bacilliform 
Geminate 

Structure des 
particules virales 

Rigid rod 



Le 
développement 
d’une infection 

virale 



Induction de la 
virose : quelques 

étapes clés du cycle 
viral (cf stratégies 
de réplication et 
d ’expression) 





Réplication d ’un virus à ARN - intermédiaire de 
réplication - activation du PTGS 

(+)	


Viral genome RNA 
[single-stranded, 

(+)strand]  

(-)	
(+)	


Synthesis of  
(-)strand 
via viral replicase 

Double-stranded 
 viral RNA 

replicase = viral encoded RNA dependent RNA  
polymerase and helicase plus host proteins 

(-)	
 (+)	


Replicating  
form 

Newly made (-)strand 
RNA used as template 
to make new (+)strand 

(+)	


Release of new  
(+)strand RNA etc. 

New viral RNA 

(+) strand RNA 
 template removed 



Quelques viroses d’importance économique 

Grapevine fanleaf virus - maladie du court-noué de la vigne 
(transmis par nématode)  ; 1 milliards € annuel pour la France 

Pepino mosaic virus sur tomate 
Transmission mécanique 

Sharka (Plum pox potyvirus) (transmis par puceron)  
sur prunier, pêcher et abricotier 

Tristeza (Citrus tristeza closterovirus) transmis par puceron sur citrus 
(citronnier, oranger…) 

Cucumber mosaic virus (transmis par puceron) sur piment, tomate et 
concombre 

Tomato spotted wilt tospovirus sur tomate 
transmis par thrips 

Potato leafroll polerovirus (transmis par puceron) sur pomme de terre 



La vigne et les virus 
•  La vigne est un réservoir à virus 

• 60 espèces virales (http://www.icvg.ch/) y ont 
été identifiés - 20 genres différents 

• Caractérisés par des pathogénicités 
variables et des infections multiples 

• Les virus des genres Nepovirus et 
Closterovirus /Ampelovirus occasionnent les 
maladies les plus dommageables à la vigne 
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Nepovirus      Court-noué (30% du vignoble touché en 2004) 
Grapevine fanleaf virus (GFLV) 
Arabis mosaic virus (ArMV) 
Tomato black ring virus (TBRV) 
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV) 
Strawberry latent ringspot virus (SLRV) 
Raspberry ringspot virus (RpRSV) 
Tomato ringspot virus (TmRSV) 
Tobacco ringspot virus (ToRSV) 
Blueberry leaf mottle virus (BBLMV) 
Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV) 
Artichoke Italian latent virus (AILV) 
Grapevine Tunisian ringspot virus (GTRV) 
Peach rosette mosaic virus (PRMV)… 
Closteroviridae     Enroulements / incompatibilité de greffage 
Grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1) 
Grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2) 
Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3) 
Grapevine leafroll associated virus 4 (GLRaV-4) 
Grapevine leafroll associated virus 5 (GLRaV-5) 
Grapevine leafroll associated virus 6 (GLRaV-6) 
Grapevine leafroll associated virus 7 (GLRaV-7) 
Grapevine leafroll associated virus 8 (GLRaV-8) 
Grapevine leafroll associated virus 9 (GLRaV-9) 
Vitivirus      
Grapevine virus A (GVA)     Cannelure sur Kober     
Grapevine virus B (GVB)     Ecorce liégeuse 
Grapevine virus C (GVC) 
Grapevine virus D (GVD) 
Grapevine virus E (GVE) 
Foveavirus     
Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)   Cannelure sur Rupestris/dépérissement, Nécroses des nervures ? 
Marafivirus/Maculavirus    
Grapevine fleck virus (GFkV)      Marbrure      
Grapevine asteroid mosaic-associated (GAMaV) 
Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV)    
Grapevine redglobe virus (GRGV) 
Grapevine Syrah virus 1 ( GSyV-1)     
Autres virus     
Grapevine ajinashika virus (GAV) 
Grapevine berry internal necrosis virus (GBINV) 
Grapevine Algerian latent virus (GALV) 
Grapevine line pattern virus (GLPV) 
Grapevine angular mosaic virus (GAMV) 
Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) 

… 

Virus et maladies virales : 60 virus (espèces virales ICVG 2009), 20 genres différents  

+++++ 

++++ 

++ 

+ 
+ 

+/- 



Grapevine leafroll associated virus 

Symptômes principaux: 

Cépage noir Cépage blanc 
Source: ENTAV  

- Épaississement et enroulement du limbe 

- Coloration ou décoloration du limbe 
Source: www.nhri.go.kr  

Maladie associée: l’enroulement 

Nom abrégé: GLRaV-1, GLRaV-2… à GLRaV-9 - sauf LR8 

Genre: Ampelovirus ou Closterovirus 

Famille: Closteroviridae 
˜ 1200-2200nm 
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L’enroulement viral est répandu dans l’ensemble du vignoble 
mondial ; pour certaines combinaisons virus/cépage, pertes de 
rendement conséquentes (> 50%) 

•  En France, maladie en expansion ; les GLRaV1, 2 et 3 présentent la plus grande prévalence, le GLRaV2 étant 
probablement sous estimé 

•  Les infections multiples et les associations avec d’autres virus tels que népovirus et vitivirus ont des effets de 
diminution de vigueur sur les porte-greffes et peuvent générer des incompatibilités de greffage 

•  la dissémination verticale (anthropique) s’effectue par le matériel végétal virosé (matériel de multiplication, porte-
greffe et greffon) 

•  la transmission horizontale est assurée par des insectes vecteurs (coccides et pseudococcides) pour LR1 et 3. 
Pas de vecteur identifié pour le LR2 

•  La lutte chimique (insecticide) est d’efficacité limitée avec un impact environnemental important 

•  Les mesures prophylactiques passent par la mise en œuvre de la sélection sanitaire et la certification, qui 
nécessitent l’utilisation des méthodologies de détection fiables, sensibles et polyvalentes 

•  Pas de gènes de résistance dominants identifiés, à l’exception de résistance partielle décrite chez certains Vitis 
américains  

•  La résistance dérivée du pathogène, par l’exploitation du gene silencing semble être une stratégie de contrôle 
prometteuse, associée potentiellement à de la lutte biologique vis-à-vis des vecteurs 



Vigne 
Ampélovirus GLRaV  

Cochenille vectrice : 
Parthenolecanium corni  

? 

Enroulement viral de la vigne 



Coccid and Pseudococcid species vectoring LR1 and 3 
in the French vineyard and other vitivirus 

* Coccidae family,  
  Parthenolecanium corni transmitting  GLRaV-1 
  Pulvinaria vitis  transmitting   GLRaV-3 

* Pseudococcidae family, mealybugs    
  Heliococcus bohemicus  transmitting  GLRaV-1 & -3 
  Phenacoccus aceris  transmitting   GLRaV-1 & -3 
  Planococcus ficus and citri  transmitting  GLRaV-3, GVA and GVB 

Phenacoccus aceris (L: 4 mm) Heliococcus bohemicus (L: 3 mm) Parthenolecanium corni (L: 5 mm) Pulvinaria vitis (L: 10 mm) 



Grapevine Fleck Virus 

Nom abrégé: GFkV 

Maladie associée: la marbrure 

Famille:Tymoviridae 

Genre: Maculavirus 
˜ 30nm 

Symptômes principaux: 

- Décoloration des nervures 

Source: ENTAV  Source: ENTAV  



Grapevine virus A, B et Rupestris Stem Pitting associated Virus 

Nom abrégé: GVA, GVB et RSPaV 

Maladies associées: complexe du bois strié  
 (Kober stem grooving, écorce liégeuse et Rupestris stem pitting) 

Famille: Betaflexiviridae 

Genre: Vitivirus ou Foveavirus 

˜ 800-1000nm 

Symptômes principaux: 

Corky bark-GVB Kober stem grooving-GVA RSP-RSPaV 

- Sillons longitudinaux à la surface du bois 

- Gonflement entre les nœuds  

Source: ENTAV  Source: ENTAV  



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

     Sain             Infecté 

Foyers de court-noué en Bourgogne, sept 2009 

  Entre 350 et 850 M€ de perte économique /an en France 
(IFV, com. personnelle 2010) 
  60% du vignoble national touché  
  Impasse technique et réglementaire 
  Alternatives à la lutte chimique et recherche d’itinéraires 
techniques 



Acquisition et Transmission des 2 virus du court-noué 
par les vecteurs du sol (nématodes – petits vers du sol) 

•  Xiphinema index, vecteur du GFLV et  Xiphinema diversicaudatum 
  vecteur de l’ArMV (Arabis mosaic virus) 

•  Acquisition et transmission du virus par alimentation des nématodes 
vecteurs au niveau des systèmes racinaires de vignes ; les 
nématodes « suivent » les racines. 



• Grapevine fanleaf virus (GFLV) 
– Virus du court-noué 
– Incidence 90% en France 
–  Nématode vecteur ectoparasite : Xiphinema 
index 

• Arabis mosaic virus (ArMV) 
– Virus de la mosaïque de l’arabette 
– Incidence 10% en France 
–  Nématode vecteur : Xiphinema 
diversicaudatum 
– Possibilité de recombinaisons intra et inter 
spp 

Les principaux agents du court-noué en France 

Photos : Taylor et Robertson 

100 nm 
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RNA2 A(n) 

(3774 nt) 

5’ 3’ 

RNA1 A(n) 

(7342 nt) 

5’ 3’ 

Organisation génomique du GFLV-F13 

RNA3 satellite A(n) 

VPg 

VPg 

VPg 
(1114 nt) 

5’ 3’ 

Clivage en trans 

Clivage en cis 

Fonction inconnue 



Prophylaxie et moyens de lutte actuels  
vis-à-vis du court-noué 

  Certification 

  Nématicides : tous interdits au 31/12/2009 

  Jachère de 6 à 12 ans associée ou non à la dévitalisation, en fonction des parcelles 
(matériel initial, matériel de base, vignes mères de greffons et porte-greffe) 

  Résistance variétale :  - au virus : néant 
   - au nématode : hybrides 3 voies à base de Vitis rotundifolia 
     

KOMAR, V., VIGNE, E., DEMANGEAT, G., LEMAIRE, O. & FUCHS, M. 2008. Cross-protection 
as control strategy against Grapevine fanleaf virus in naturally infected vineyards. Plant 
Disease, 92, 1689-1694. 

  Prémunition avec variant à symptomatologie atténuée sur C. quinoa (GFLV-GHu) : 
résultats intéressants après 8 années d’expérimentation - mais impact négatif sur 
rendement et qualité des baies 



Résistance dérivée du GFLV 



100 nm 

Virus responsable  
de la maladie : GFLV 

Xiphinema index : 
Nématode du sol, vecteur du GFLV selon le mode persistant 

Vigne : vignoble alsacien, 
cépage Sylvaner 

Maladie du court-noué 

La résistance basée sur l’ARN interférence est une alternative prometteuse 

LAIMER M., LEMAIRE O., HERRBACH E., GOLDSCHMIDT  V., MINAFRA A., BIANCO P. & 
WETZEL T. 2009. Resistance to viruses, phytoplasmas and their vectors in grapevine in 
Europe: a review. Journal of Plant Pathology, 91 (1), 7-23. 

SCHELLENBERGER P., ANDRET-LINK P., KEICHINGER C., BERGDOLL M., MARMONIER A., 
VIGNE E., LEMAIRE O., FUCHS M., DEMANGEAT G., RITZENTHALER C., 2010. A stretch of 11 
amino acids in the  B -  C loop of the coat protein of Grapevine fanleaf virus is essential for 
transmission by Xiphinema index. Journal of Virology, 84(16): 7924-7933 
(doi:10.1128/JVI.00757-10) 



Ce mécanisme antiviral est déclenché par de l’ARN double-brin (viral 
replicative intermediate dsRNA), et implique RDR1 et RDR6 (nouvelle 
génération de dsRNA), découpé par Dicer DCL4 et 2 (RNase III) en petits ARNs 
interférents (siRNAs) de 21 à 24 nt 

La plupart des virus ont élaboré des protéines dites « suppresseurs de 
RNA silencing » (Viral Suppressors of RNA Silencing - VSRs), pour 
contrer ce mécanisme à différents niveaux (P19, 2b, P0, HcPro,P10…) 

L’ARN interférence (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 (activité endonucléase de AGO - RNase H-like), conduisant au 
clivage de l’ARNm cible, de façon séquence-spécifique.  

Propagation du signal de cellule à cellule et à longue distance : silencing 
systémique par les siRNAs  

« Sensibilité » du silencing aux conditions environnementales : les 
températures élevées (>25 °C) favorisent le silencing, alors qu’à basse 
température (<15°C) certaines voies du silencing sont inhibées 



RISC SLICER : RNA induced silencing complex dont prot. Argo 2 et helicase 

ARNm transgène, 
ou endogène 
ARN viral RISC activé : coupure ARN endo- exo-nucleases ? 

ARNab 
RdRp de plante ou de virus 

Modèle d ’initiation et d ’action du PTGS et du VIGS 

Production d ’ARN 
double brin 

Inverted Repeat-Transgène 

virus 

Dicer :4 domaines dont helicase et Rnase III 

Méthylation : maintenance  
: RNAd DNA Méthyl.  
siRNA impliqués 

Propagation : siRNA  

Noyau 
Etape transcriptionnelle 

Cytoplasme 
Etape post-transcriptionnelle 

si RNA 21-23 nt 



Les suppresseurs de silencing 

Dégradation 

Virus 
inducteur  

de silencing 
ARNv 

Activation mécanisme 
de défense 

ARNv 

Suppresseur 
de silencing 

Multiplication 
virale 



Résistance dérivée du virus par transgénèse 
pour lutter contre la maladie du court-noué : 

essai hors-confinement de porte-greffes 
transgéniques de vigne 
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Niveau de résistance de lignées transgéniques 
exprimant le gène CP - essai de Champagne ; 

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

% Infection  Nb de lignées 

0 % 3 (3 des 5 de la parcelle, 
qualifiées de 

« prometteuses ») 
1 - 20 % 1 

21 - 40 % 3 

41 - 60 % 2 

61 - 80 % 

80 % contrôles non transgéniques 

6 
3 

Total 18 



5- Impact environnemental : bactéries du sol au contact du transgène bactérien 
marqueur (gène NPTII) - HGT 

1- Confirmer nos données de 1999, sur le niveau de protection des porte-greffes (PG) 
transgéniques vis-à-vis de la maladie du court-noué en condition de plein champ 

Objectifs scientifiques de cette expérimentation unique  
co-construite selon une démarche de recherche participative  

avec un Comité Local de Suivi - CLS - (ANR POGM-008; ANR IMAGENE 2012-2015) 

4- Impact environnemental : évaluation du transgène viral protecteur sur les populations 
indigènes de GFLV (possibilité d’émergence de nouveaux variants viraux et de 
recombinants viables ?) 

3- Impact intra-plante sur l’assemblage PG-OGM/greffon non OGM : analyser le 
mouvement éventuel des produits des transgènes (CP et NPTII) du porte-greffe 
transgénique vers le greffon non-transgénique 

2- Mécanisme, mouvement des siRNA et durabilité de cette résistance basée sur l’ARN 
interférence chez le PG-OGM - Stratégie « CP » versus « hairpin »  

6- Dynamique spatio-temporelle de la diffusion du foyer de court-noué : suivre la 
mobilité des nématodes vecteurs du GFLV, à l’extérieur de la zone inoculum initiale  



A(n) RNA2 VPg 

A(n) RNA1 VPg 
(7342 nt) 

(3774 nt) 

5’ 3’ 

5’ 3’ 

  cis processing 

trans processing 

Organisation génomique du GFLV  

Plasmide 
binaire 

CP NPTII 



SUITE : RT-PCR NPT-II 

RT-PCR A 

NPT II 

Pnos 
AUG 

Tnos P35S Tnos 

CP 

leader LB RB 

RT-PCR NPTII 

•  RT-PCR NPT II 

Détection spécifique de l’ARNm du transgène correspondant à une partie 
du gène conférant une résistance à la kanamycine 

•  RT-PCR D  : contrôle positif de la manip 

Détection d’une partie du gène codant pour l’actine 

Actine 

RT-PCR D 



Résistance dérivée du pathogène pour lutter contre la 
maladie du court-noué de la vigne : les étapes de la 

transformation du porte-greffe et son assemblage avec le 
greffon non transgénique 

Protéine de capside 

-Agrotransformation 
tissus somatique d’anthère 
-Sélection 

-Régénération à partir de cal 
embryogène 

Porte-greffe transgénique : 
41B 

Plasmide 
binaire 

GFLV 

Greffe bouture 
herbacée : 
Pinot-Meunier 
317 sur 41B 
modifié 

-Bouturage in vitro 
-Sevrage 



non-transgenic vitis scion, Pinot Meunier variety  

graft junction 

Rootstock-mediated resistance 
relying on the expression of the 
GFLV-F13 CP gene and expected 
RNA silencing (Gambino, G. et al., 2009, Transgenic 
Research) 

transgenic 41B hybrid rootstock 

binary 
vector 

CP NPTII 



Evaluation de la résistance en présence de nématodes virulifères et en condition de 
confinement - phénotypage initial (3-4 ans) avant l’évaluation à l’extérieur 

Avis du Haut Conseil sur les Biotechnologies et signature du Ministre (MAAP)  



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 



Mise en place du dispositif expérimental en plein 
champ 
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Plan d’expérimentation 
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1 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

36 m
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18 m
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,5
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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 

INRA Colmar-UDS Strasbourg 
UMR 1131 “Santé de la Vigne et Qualité du Vin” 
Virologie-Vection  
lemaire@colmar.inra.fr 



INRA Colmar-UDS Strasbourg 
UMR 1131 “Santé de la Vigne et Qualité du Vin” 
Virologie-Vection  
lemaire@colmar.inra.fr 



INRA Colmar-UDS Strasbourg 
UMR 1131 “Santé de la Vigne et Qualité du Vin” 
Virologie-Vection  
lemaire@colmar.inra.fr 



2

3

4

5

6

7

8

Analyse virologique de la parcelle donneuse 

GFLV 
ArMV 

 = 3 souches de vigne 
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Zone de 
prélèvement de 
l’inoculum  

Premières analyses de sol : présence des vecteurs du virus (X. index) à raison de 
10-15 individus/kg ; mise en évidence du GFLV par RT-PCR dans les nématodes : 
Gérard Demangeat, Véronique Komar (oct 2005) 

Présence de X. index 

GFLV détecté par RT-PCR dans X. index 



Inoculum prélevé au vignoble 
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Essai actuel photo fin de plantation 
Sept 2006 



Plantation entre septembre 2005 et 2006 des 
assemblages PG OGM/greffon commercial 

Printemps 2008 



Colmar open-field trial conditions 2005-2009  :  
Interactive Technological Assessment approach (Joly, P.B. and Rip, A., Nature, 2007) and 
experimental conditions defined, following debates with a Local Monitoring 
Committee (LMC) (LMC, Lemaire, Moneyron et Masson, Plos Biology, nov 2010) 

Open-field experiment in Champagne in 
the AOC vineyard (1996-1999) - 
Chardonnay/transgenic 41B :  
lower incidence of GFLV infection in 3 
transgenic lines G 206, 219 and 240 out 
of 18 transgenic lines after a 3 years 
experiment (Vigne, E. et al., Transgenic 
Research, 2004) Open-field experiment at INRA Colmar (2005-2009) ; 

Pinot-Meunier/ transgenic 41B - the five transgenic 
lines G 68, 77, 206, 219 and 240 are being evaluated 



Evaluation de la résistance 

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) 
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Les porte-greffes transgéniques ne permettent au mieux 
qu’un retard à l’infection de la plante entière, par le GFLV 

NT : non 
transgenic 
41B control 

G68-240 : 
transgenic 
41B lines 

HEMMER C., VIGNE E., GOLDSCHMIDT V., KOMAR V., MARMONIER A. , VALAT L., 
DEMANGEAT D., VIGNERON S., MASSON J. & LEMAIRE O. 2009. Transgenic rootstock 
expressing GFLV CP gene in a three years field trial; resistance assessment, impact on GFLV 
diversity and exchanges between rootstock and scion. 16th Meeting of the International 
Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine (ICVG). Dijon, 31 
August – 4 September 2009, Le Progrès Agricole et Viticole, 228-229. 

2010 



Impact environnemental ? 



Transgènes et virus : risque pour 
la santé et pour l’environnement 

 Toxicité de la protéine exprimée ? 

 Dispersion des transgènes par le pollen dans l’environnement, 
dans la plante (greffe) ? 

 Complémentation fonctionnelle ? 

 Recombinaison du transgène avec un génome viral ? 

 « Resistance breaking isolates », Durabilité ? 

 Principe de précaution 

Risk assessment  of virus-resistant transgenic plants (VRTPs), Tepfer M., Annual review 
of Phytopathology, 40, 467-491, 2002) ;  
Gene flow from crops to crops and from crops to wild relatives - does it matter 
ecologically ? Johnson B. R., Aspects of applied Biology, 74, 53-65, 2005 :  
risques potentiels, encapsidation hétérologue, effet sur la transmission, 
recombinaison… 



Protéines de structures de virus 
végétaux non toxiques pour l’homme 
« RNA viruses found in the human gut « (Plos Biology, 4, 1, 2006)  

Plus de 100 1012 microorganismes chez un homme, dont virus 
phytopathogènes à ARN qui conservent leur pouvoir infectieux 

Ex : Piment et tomate transformés par la CP du CMV, aucune toxicité, 
génotoxicité, réaction allergique…chez rats et souris. (Safety assessment for 
genetically modified sweet pepper and tomato, Zhangliang et al., Toxicology, 2/3, 297-307, 
2003). 

Séquences non codantes, hairpin… 

Résistance induisant l’extinction post-
transcriptionnelle des ARN homologues à privilégier 



Dispersion des transgènes viraux 
par le pollen 

Peuvent être transférés d’espèces allogames 
transgéniques à des espèces sauvages compatibles 

Nombreuses études dont celle réalisée aux USA entre courges 
transgéniques (CMV, ZYMV, WMV) et sauvages a montré le 
transfert du transgène viral (CP) ; pas d’avantage sélectif pour 
ces adventices  (Fuchs et al., Transgenic research, 8, 429-439, 1999) ; Potex 
et Potyvirus CP genes chez Trifolium repens, pas d’impact de ces 
transgènes sur les adventices de la famille des Fabacées (Godfree 
et al., Australasian Journal of Botany, 52, 3, 321-331, 2004)  

Ou d’autres qui montrent qu’il n’y a pas de transfert ou d’effet 
sur plantes environnantes : tomate transformée par le satellite du CMV 
(Iwasaki et al., Research Bulletin NARC, 182, 51-63, 2005) 



Rque : Dispersion des transgènes 
viraux par le pollen 
Ce processus peut aussi se produire de façon courante avec 
les flux de gènes pour les résistances classiques :  

a t-on déjà mis en évidence l’avantage sélectif conféré par 
ces transferts de pollen issu de plantes cultivées exprimant 
une résistance dominante ou récessive conventionnelle, chez 
des adventices ? 



Plantes transgéniques, 
risques environnementaux 

Complémentation fonctionnelle : encapsidation hétérologue 
(une seule génération) 

Hétéro-assistance à la transmission, mouvement dans la 
plante…disparaît lorsque le virus n’est plus dans une plante 
transgénique 
Suppression des domaines impliqués au niveau du transgène  

( séquences tronquées, impliquées dans la reconnaissance avec 
le vecteur, DAG , « hot spot » de recombinaison par exemple) 



Plantes transgéniques, 
risques environnementaux 

Recombinaison avec populations sauvages de virus 
(phénomène largement décrit dans les plantes 
herbacées transgéniques ; « RNA mediated 
resistance » peu ou pas concernée) 

Modification des propriétés biologiques ? 

Avantage sélectif ? 

qq exemples : CCMV, CaMV (Tepfer) 



Améliorer la conception des 
transgènes/ recombinaison 

 Eliminer hot-spot ou séquences favorables à la 
recombinaison 

 Tenir compte du rôle de la réplicase et éliminer 
les séquences 3’ UTR des transgènes reconnues par 
la réplicase virale 
 Choix de séquences courtes, tronquées, de type 
« hairpin »… 



Impact environnemental dans l’interaction vigne OGM-GFLV 
• Au niveau du virus : 
Apparition de variants ? 
Recombinaisons avec le transgène ? Conclusions sur les résultats de l’étude 
de Champagne pour les recombinaisons GFLV-GFLV. Quelques éléments sur 
les recombinaisons ArMV-GFLV 
Suppresseurs de « silencing » 

• Au niveau du nématode : 
Spécificité vectrice modifiée ? 
Diminution du potentiel infectieux ? 

• Au niveau de la vigne : 
Transfert de signaux PG – greffon ; un greffon sur un porte-greffe transgénique, 
peut-il être considéré comme non OGM ? 

• Au niveau de l’écosystème : 
Flux de gène via le pollen ? Impossible, PG mâle stérile 
Via les bactéries du sol vis à vis de la résistance à la kanamycine ; transfert 
NPTII ?    Etudes d’impact à réaliser 



Mouvement des produits des transgènes ? 
Impacts environnementaux ?  

Porte greffe transgénique 

Greffon non transgénique 

Impact environnemental : bactéries du sol ? 

? 

•  ARNm 
•  Protéines 
•  Petits ARNs interférents ? 

Passage au delà du point 
de greffe ? 

Impact environnemental : populations de GFLV ? 

? 



Variabilité virale et recombinaison 
Evaluer l’effet des porte-greffes transgéniques sur la dynamique et la 
variabilité génétique des populations indigènes de GFLV transmises par les 
nématodes virulifères : possibilité d’émergence de nouveaux variants 
viraux et évènements de recombinaison ?  
Etude conséquente déjà réalisée par l’équipe (projet européen TransVir) : 
absence de recombinants viables transgène-GFLV sauvage (Vigne et al., 2004a) 
absence de recombinants intra- et inter-espèces népovirales (essai prémunition - 
Vigne et al., 2009) 

ARN 
recombinant  

ARNm 
Transgène CP 

ARNm viral  

GFLV 

Virus recombinant   



Impact environnemental du transgène viral CP : modifications des 
populations virales indigènes de GFLV ? 

  La diversité génétique de la 2CCP des isolats d’ Alsace différente de celle de la 2CCP de 
Champagne pourrait être une des explications de l’échec de cette stratégie CP sur les 3 lignées 
prometteuses : analyses multilocales indispensables pour évaluer robustesse et durabilité de 
la résistance par ANR interférence 

Arbre phylogénétique du 
gène CP - séquences virales 
provenant d’assemblages 
transgéniques ou non 

086.1 

0.01 

F13 X16907 
(France) 

NW 017338 
(Germany) 

Ca100 X60775 
(United States) AU U11768 

(Austria) 

B13a AY371003 
A21a AY370965 

B4e AY371016 
A36a AY370986 

Ha AJ318415 
(China) 

A30c AY370974 

GHu AY371026 
(Hungary) 

A12a AY370951 
A22a AY370966 

B6d AY371020 

A16a AY370955 
A20a AY370963 

A46b AY370997 

A17d AY370959 

A38b AY370987 

262.9 
162.9 

233.21 
167.7 4.16.1 

242.9 
132.1 

114.3 

181.5 
181.2 

Colmar 
Bergheim 
F13 
Champagne 
Assemblage transgénique 
Assemblage non-transgénique B4e 

A36a 

Alsace 

4.5 
4.9.1 

4.15.3 
165.2 

4.15.1 
167.1 

309.1 
181.6 

162.1 
111.5 
114.2 
111.1 

190.1 
242.1 

HEMMER C., VIGNE E., GOLDSCHMIDT V., KOMAR V., MARMONIER A. , VALAT L., 
DEMANGEAT D., VIGNERON S., MASSON J. & LEMAIRE O. 2009. Transgenic rootstock 
expressing GFLV CP gene in a three years field trial; resistance assessment, impact on GFLV 
diversity and exchanges between rootstock and scion. 16th Meeting of the International 
Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine (ICVG). Dijon, 31 
August – 4 September 2009, Le Progrès Agricole et Viticole, 228-229. 

  Les porte-greffes transgéniques ne modifient pas la structure de la population virale au 
niveau du gène CP, ni la composition en variants moléculaires ; et ailleurs au niveau du 
génome entier ? Projet d’étude par métagénomique 



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

Translocation des produits d’expression des 
transgènes : matériel extérieur et en confinement 

INRA Colmar-UDS Strasbourg 
UMR 1131 “Santé de la Vigne et Qualité du Vin” 
Virologie-Vection  
lemaire@colmar.inra.fr 



 Flowers of the scion 

actin (177bp) 

NPTII (720bp) 
CP (1070bp) + H2O - G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 + - - 

 * from the greenhouse 
actin (177bp) 

CP (1070bp) 
NPTII (720bp) 

Roots of the rootstock* 
+ H2O - G68   G77   G206 G219 G240        G68   G77   G206 G219 G240 + - 

Leaves of the scion 

actin (177bp) 

CP (1070bp) 
NPTII (720bp) 

+ H2O - G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 G68   G77   G206 G219 G240 + - - 
G240 
Rootstock 
shoot 

Les ARNm et protéines d’origine transgénique ne migrent pas vers 
le compartiment non transgénique de l’assemblage (greffon), dans 
les limites de sensibilité de la RT-PCR et de l’ELISA 

HEMMER C., VIGNE E., GOLDSCHMIDT V., KOMAR V., MARMONIER A. , VALAT L., 
DEMANGEAT D., VIGNERON S., MASSON J. & LEMAIRE O. 2009. Transgenic rootstock 
expressing GFLV CP gene in a three years field trial; resistance assessment, impact on GFLV 
diversity and exchanges between rootstock and scion. 16th Meeting of the International 
Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine (ICVG). Dijon, 31 
August – 4 September 2009, Le Progrès Agricole et Viticole, 228-229. 

Mouvement des produits des transgènes ? 



Collaboration en cours avec l’ECL/CNRS/Université de Lyon 

MATHIEU, A.C. DELMONT, T. AL JOUDA, M. LEMAIRE, O. VOGEL, T.M. & SIMONET, P., 2010. 
Natural occurence of resistance genes : risk assessment of the nptII gene in transgenic field. 13th 
International Symposium of the International Society for Microbial Ecology (ISME), 22-27 
August 2010, Seattle -WA- USA, Proceedings. 

Quantification de nptII et nptIII dans différents sols 
en présence ou non de porte-greffe OGM nptII 

Quantification par Q-PCR : copies/g de sol
npt II npt III

Sol prairie Rothamsted 1,00E+06 1,00E+07

Sol viticole parcelle - non OGM 3,00E+04 2,00E+06

Sol viticole parcelle - OGM 4,00E+04 1,00E+06

Sol viticole serre - non OGM 5,00E+05 7,00E+08

Sol viticole serre -  OGM 2,00E+05 6,00E+07



Mécanisme et durabilité de la résistance au 
GFLV ? 

Porte greffe OGM résistant au GFLV, par protection dérivée du pathogène 

Infection virale (GLRaV, GVA…) 

Propagation du virus du 
greffon au porte greffe 

Contournement de la résistance 
vis-à-vis du GFLV par les 

suppresseurs endogènes et/ou 
exogènes de silencing ? 

Transmission 
de l’ArMV 



• 3- Mécanisme et durabilité de la résistance d’origine épigénétique : rechercher le(s) 
suppresseur(s) de « gene silencing » chez le GFLV  
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Cette lignée transgénique de N. benthamiana exprime la protéine GFP (Green 
Fluorescent Protein) visualisée sous excitation UV 

Le silencing de la GFP peut être induit en agroinfiltrant les 16C avec une agrobactérie 
(Agrobacterium tumefaciens, GV3101) contenant un vecteur binaire exprimant soit : 

 * La GFP (la même séquence que celle insérée dans le génome des 16C) 
 * une construction hairpin de la GFP appelée GFFG (meilleure induction du 
 PTGS) 

16C  Wt 

(excitation de la 
 chlorophylle)   

Stratégie sélectionnée -N. benthamiana « 16C »  

Le PTGS est initié dans la zone infiltrée puis se propage dans toute la plante 
L’activité biologique de candidats potentiels, suppresseur de gene silencing peut être 
alors étudiée 



16C + pbinGFFG 

Silencing de la GFP 

Gene silencing de la GFP des 16C et inhibition 
partielle de son silencing par le GFLV  

    (V. Goldschmidt et L. Valat) 

The leaves were photographed under UV light (100 W hand-held long-wave ultraviolet lamp) 

16C + GFLV   

Expression de la GFP 

16C + pbinGFFG + P19 TBSV  

Suppression totale du silencing  
GFP par le suppr P19 

ELISA GFLV + 

16C + pbinGFFG + GFLV  

Suppression partielle du silencing  
GFP par le GFLV :   présence d’un suppresseur  
faible ou à mécanisme différent de celui de la P19 



Conclusion intermédiaire 

L’ARNi basée sur la seule stratégie “CP” médiée par le PG ne semble pas bien fonctionner, en 
particulier hors-confinement – Nécessité d’acquérir des connaissances fondamentales sur 
l’épigénétique chez la vigne  
  Comment fonctionne le silencing chez la vigne ?  
Séquençage du génome, orthologues DCLs, RDRs, Ago, lignée 40024 sensible au GFLV, étude des 
dérégulations épigénétiques… 

  Caractérisation du suppresseur (VSR) et de sa variabilité, construction d’un mutant de GFLV déficient en VSR 
pour l’étude du RNAi chez 40024… 

  Banques de petits ARNs et séquençage par Solexa (Illumina), “hot-spots” de silencing sur les RNAs du 
GFLV… 

   Intégration d’autres stratégies RDP et génétiques : 
  Stratégie “hairpin” multivirales ? amiRNA ? 

  Construction de clones hypo-aggressifs d’ArMV ou GFLV ? 

  Pyramidage de résistance ; combinaison de l’ARNi et la résistance au vecteur ? 

  Recherche de résistances naturelles récessives chez  
V. vinifera ? 

 Itinéraires techniques innovants ? … 

Nous disposons d’un dispositif très efficace de phénotypage au court-noué, hors confinement – 
expertise unique au plan international s’appuyant sur une démarche de recherche participative 



Recherche et évaluation de gènes de résistance 
naturels au virus chez des accessions de Vitis vinifera 

  Recherche de résistance récessive au virus, basée sur l’inhibition d’une étape clé de 
la multiplication virale chez des lignées de Vitis vinifera issues d’autofécondation - 
approche gène candidat – eIF4E, iso4E, 4G… - ANR Movie 



GFLV Xiphinema index 

Conclusion générale :  
lutter efficacement et durablement contre le court-noué impliquera 
l’intégration de plusieurs stratégies, y compris l’ARN interférence 

Gestion intégrée de la santé de la vigne  
vis-à-vis du court-noué 

PG transgénique : nouvelles 
constructions « hairpin » , 

amiRNA (<15°C et inhibition systémie 
virale) en cours… 

Transmission GFLV et ArMV 

Résistance à Xiphinema index : 
PG avec origine génétique 
Vitis rotundifolia, autres Vitis spp 
en cours… 

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

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… 



Vers la gestion intégrée de la santé de la vigne appliquée au court-noué ; prise 
en compte des demandes de la profession, de l’aspect sociétal, intégration de 
composantes telles que paysagères, biodiversité…  



7 septembre 2009 : 1er saccage – 1 individu 



Juin - juillet 2010 – regreffage de l’essai 



15 août 2010 
2eme saccage –  
63 « faucheurs » 



24 août 2010 : soutien fort de la part de la DG de l’INRA et de nos deux 
Ministres de tutelle, pour la reprise des recherches issues d’une 

démarche de recherche participative 

INRA Colmar 

INRA Colmar 

INRA Colmar 



Quels projets pour la poursuite de la 
thématique de Résistance Dérivée du 

Pathogène vis-à-vis du GFLV ? 

INRA Colmar 

INRA Colmar INRA Colmar INRA Colmar INRA Colmar© 
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Virologie-Vection  
olivier.lemaire@colmar.inra.fr 

INRA Colmar 

INRA Colmar 

INRA Colmar 

ITB 



Combinaison d’une résistance au nématode vecteur chez 
des porte-greffes et de l’ARNi induite par hairpin 

Porte-greffe 
résistant au 

nématode vecteur 

Syrah/Nemadex AB 

Porte-greffe 
conventionnel 

Syrah/SO4 



Transformation de cals embryogènes de Nemadex AB 
avec la construction VC 

et de son aptitude à régénérer 

Construction VC dans 
l’agrobactérie C58 :  
1ère transformation 17/9/10 

Plateforme de transformation de la vigne PTV ; INRA Colmar 

1 
semaine 

8 semaines 10 
semaines 

Contrôle de 
l’aptitude à la 
transformation 
du Nemadex AB 
- transgène GFP 



Vérifier cette hypothèse pour ensuite proposer  
le concept de résistance naturelle dérivée du pathogène ?  

Acceptabilité d’une telle approche intégrée faisant 
appel à l’ARN interférence, induite par transgénèse ? 

Poursuite de la démarche de recherche participative et de 
communication Science-Société sur cette stratégie de rupture 

Elimination des gènes marqueurs antibiotiques ? 

Séquences short hairpin RNA ou pre-miRNA artificiels ? … 

Séquences pararétrovirales de 200 à 800 bp intégrées dans 11   
des 19 chromosomes de la vigne 

Fait marquant du SPE pour 2009 



Les difficultés à traiter de questions de recherche liées aux nouvelles 
technologies : destructions répétées de l’essai OGM de Colmar, co-construit au 
travers d’une démarche de recherche citoyenne complètement innovante 

 
UMR Santé de la Vigne et Qualité du Vin 



Et ailleurs dans le monde … 

On arrive bientôt à 200 millions d’ha 
de cultures d’OGM (toutes cultures 
confondues) 

Article dans le Wine Spectator du 15 
décembre 2010 ) – Vignes OGM 



En Australie - cis-génèse de 
gènes de résistance au mildiou 
et à l’oïdium 

En France - connaissances sur 
la RDP chez la vigne, médiée 
par le porte-greffe 



En France, où on s’intéresse de près 
aux interrogations de la société et 
aux réactions de certains extrémistes  

Il y a aux USA, au Chili et peut-être 
en Australie et en Chine des essais 
de vignes biotechnologiques, 
développées pour la résistance 
aux pathogènes de la vigne 



14 octobre 2011 : délibéré du procès des 62 faucheurs ; les 
chercheurs de Colmar se mobilisent pour défendre la recherche 

scientifique publique, leur outil de travail et leur « ras-le-bol » des 
amalgames 

INRA Colmar 

INRA Colmar 

INRA Colmar 



Collaborations parmi les plus significatives 

INRA Colmar 
INRA Colmar-UDS Strasbourg 
UMR 1131 “Santé de la Vigne et Qualité du Vin” 
Virologie-Vection  
Olivier.lemaire@colmar.inra.fr 

IBMP/Université de Strasbourg : 
Équipes  GFLV 

 Epigénétique 
INRA Bordeaux : 
Equipe Virologie 
Nathalie Ollat et son 
équipe 

ENITAB 
Bordeaux : 
Maarten van 
Helden et son 
équipe 

ECL/Université de Lyon 
Pascal Simonet et 
son équipe 

INRA Sophia-Antipolis : 
Daniel Esmenjaud et son 
équipe 

INRA Montpellier : 
Alain Bouquet 

UHA Colmar : 
Christophe Bertsch,  
Et son équipe 

Oregon State Univ, USA : 
Valerian Dolja 

Cornel University, USA : 
Marc Fuchs et son équipe 

INRA Colmar : 
Équipes ViVe, et GAV 
UE et SDAR 



Merci de votre attention 




