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L’histoire de la vigne est si ancienne qu’elle se confond avec I’histoire de I’homme. La Bible
fait remonter la culture de la vigne a No¢, qui « fut le premier agriculteur. Il planta une vigne
et il en but le vin » (Ancien testament, genése, 9, 20/21) (Rowley et Ribaut, 2003).

On ne peut déterminer avec précision ou et quand on a commencé a faire du vin. Mais on peut
supposer que, méme avant la derniere glaciation, ’homme de Cro-Magnon (-35000 ans avant
JC) qui vivait dans des foréts ou la vigne pousse a I’état sauvage, connaissait déja le vin
(Johnson, 1990).

Les premicres traces de ceps de vigne ont été¢ découvertes dans 1’actuelle Géorgie et datent de
plus de 7000 ans (Rowley et Ribaut, 2003) (Fig. 1). C’est a cette ¢tape du développement de
I’humanité, que les sociétés humaines d’Europe et du Proche Orient ont commencé a se
sédentariser et a pratiquer I’agriculture. L art de la viticulture remonterait donc a cette époque
(Johnson, 1990). De la Géorgie, la culture de la vigne se serait répandue dans tous les pays
tempérés depuis I’Inde jusqu’a I’Occident européen (Enjalbert, 1975).

Les premicres représentations des procédés de vinification ont été retrouvées sur des bas-
reliefs égyptiens datant de plus de 3000 ans avant JC (Fig. 2). En partie grace a ses contacts
avec ’Egypte, la Gréce adopta la culture de la vigne, la vinification et le commerce du vin
(vers —2000 av JC) (Johnson, 1990). Les Grecs, implantérent la vigne dans tout le bassin
méditerranéen vers 1500 avant JC puis les Romains développérent la culture et 1’industrie du
vin (Méheut et Griffe, 1997). Ce n’est qu’en 600 avant JC que la vigne apparait en Gaule
celtique ou les Gaulois améliorérent les procédés de vinification. La viticulture s'est épanouie
ensuite sous le regne des Mérovingiens et des Carolingiens qui firent grande consommation
de vin (M¢heut et Griffe, 1997). Au Moyen-Age, le vignoble et les vins sont entrés dans une
phase d’essor a [D’instigation du christianisme. L'ancienne France monarchique a
définitivement fixé I'entretien des vignobles comme culture traditionnelle (Jacquemont,
1993).

Actuellement, la superficie du vignoble frangais est en 2éme position (a égalité avec 1'Italie)
derriére 1'Espagne. La France est le ler producteur mondial de vin. Avec 60 millions
d’hectolitres de vin produit chaque année, la viticulture représente 14 % de la valeur de la
production agricole francaise (au 2™ rang des productions nationales aprés les céréales).
Apres 1492, la culture de la vigne et la fabrication de vins se sont développés en Amérique du
Nord et du Sud puis ont gagné de nouveaux territoires comme 1’Afrique du Sud, I’ Australie

(Johnson, 1990; Gauthier, 1992). La vigne couvre désormais pres de huit millions d'hectares
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dans le monde (Fig. 3). Si la part de I’Europe dans la production mondiale reste importante
(environ 74%), elle a une tendance a la baisse depuis le milieu des années 90. Cette baisse
n’est pas due a une diminution de la production européenne mais a une augmentation de la
production de vin des pays dits du Nouveau Monde (Etats-Unis, Argentine, Chili, Australie et
Afrique du Sud). Face a cette nouvelle concurrence, I’Europe et notamment la France, pour
rester la référence viticole mondiale, doivent adapter leur viticulture en investissant dans la
qualité (Cesar, 2002). Une diminution des rendements de la plante pourrait significativement
améliorer la qualité du raisin et des vins (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

Nous verrons que le nombre d’inflorescences et de fleurs sont des facteurs importants dans
I’¢laboration du rendement. Le controle de la floraison devrait aboutir a une meilleure
maitrise des rendements des vignes. C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail de these,
I’objectif étant de parvenir a une meilleure compréhension des bases génétiques qui

interviennent dans le processus de floraison et par conséquent dans la production des fruits.
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1. Présentation de la vigne

1.1. Systématique

La vigne appartient a la famille des ampélidacées (vitacées). Les vitacées sont, en général, des
arbrisseaux souvent sarmenteux, grimpant comme des lianes, s’attachant a des supports variés
grace a des vrilles oppositifoliées, simples ou le plus souvent ramifiées. Cette famille
comprend dix-neuf genres (Galet, 2000), un seul de ceux-ci nous intéresse: le genre Vitis lui-
méme divisé en trois groupes de vigne, classée en fonction de leur origine géographique (Fig.
4) (Huglin et Schneider, 1998):

- Les vignes américaines (V. riparia, V. labrusca , V. berlandieri, V rupestris...), introduites
en Europe au début du XIXeéme siecle, a titre de curiosité dans les jardins botaniques ou chez
les amateurs, sont responsables des malheurs de la viticulture : elles apportérent en Europe
successivement 1’Oidium (1845), le Phylloxéra (1868), le Mildiou (1878) et le Black rot
(1885).

Ces vignes d’origine américaines sont utilisées aujourd’hui comme porte-greffe pour leur
résistance aux maladies venues d’Amérique.

- Les vignes asiatiques : elles ne sont pas résistantes aux maladies d’origine américaine
(Oidium, Mildiou, Black-rot...), mais elles sont parfois utilisées dans les programmes de
croisement interspécifique pour leur résistance au froid (Vitis amurensis) (Galet, 2000).

- La vigne européenne ne comprend que 1’espéce Vitis vinifera cultivée (sativa) et sauvage

(silvestris) (Huglin et Schneider, 1998).

1.2. Domestication de Vitis vinifera silvestris

La vigne sauvage, comme d’autres végétaux tel le saule ou le peuplier, porte des fleurs males

ou femelles que 1’on trouve trés rarement réunies sur la méme plante. Pour peu qu’une plante

10
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male soit assez proche pour fournir le pollen, les plantes femelles donnent des fruits alors que
les males restent improductifs. Les hermaphrodites, une toute petite minorit¢é donnent deux
fois moins de fruits que les plantes femelles (Huglin et Schneider, 1998; Johnson, 1990). Les
premiers hommes a cultiver la vigne ont naturellement choisi les plantes femelles et détruit les
plantes males bien que sans celles-ci, les femelles seraient, elles aussi, improductives.
L’expérience leur aura donc appris a sélectionner uniquement les hermaphrodites et donc a
développer ce caractére génétique qui, en fin de compte, différencie la vigne cultivée (sativa)

de la vigne sauvage (silvestris) (Johnson, 1990).

1.3. Notion de variétés, cépages, clones, cultivars

La vigne cultivée Vitis vinifera L. comprend plus de 6000 variétés, que les botanistes
modernes appellent cultivars, et les vignerons cépages.

Un clone, ou cultivar, peut étre défini comme le descendant par voie végétative, d’une souche
mere (Galet, 2000).

Le terme cépage est plus général, car un cépage peut €tre un clone unique ou, au contraire,
provenir de plusieurs clones apparemment trés proches entre eux, au point d’étre confondus
sous un méme nom, on parle de cépage-population (Galet, 2000).

Deux hypothéses peuvent expliquer cette hétérogénéité des vieux cépages :

- les cépages peuvent Etre issus de semis différents mais génétiquement trés proches (origine
« polyclonale » décrite par Rives en 1961).

- la variabilit¢ phénotypique des cépages serait issue de mutations intervenues cours des

cycles de multiplication végétative (Huglin et Schneider, 1998).

1.4. Eléments de morphologie et d’anatomie de la vigne adulte

Avant d’aborder la physiologie de la vigne, il est indispensable d’avoir quelques notions de la

morphologie et de I’anatomie de cette plante.

11
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1.4.1. Les racines

Les racines d’une souche de vigne sont des racines adventives. Elles ont avant tout un role
d’ancrage pour la plante. Elles ont pour fonctions principales de puiser dans le sol 1’eau et les
matieres minérales nécessaires a la vigne, mais également de produire des hormones de
croissance (gibbérellines et cytokinines). Elles constituent également un organe de réserve en
accumulant les grains d’amidon synthétisés au niveau des feuilles (Huglin et Schneider, 1998;

Galet, 2000).

1.4.2. Le tronc

A Dorigine, la vigne est une liane. Elle développe des tiges sarmenteuses qui s’accrochent a
des supports trés divers, grice a ses vrilles, pour étaler son feuillage a la lumiere. Les troncs
que I’on peut observer dans les vignobles sont le résultat, d’une taille annuelle associée a un
palissage variant du plus simple au plus complexe. Ainsi, le tronc des vignes n’est pas un fit
droit, comme celui des arbres fruitiers ou forestiers, mais il est toujours flexueux, tordu autour
des supports sur lesquels il grimpe. Le tronc se ramifie en plusieurs branches ou bras qui
portent les tiges de I’année, appelées rameaux tant qu’elles demeurent herbacées et sarments
apreés I’aoltement (Fig. 5). En dehors de son rdle de support, le tronc sert au transport de la
seéve brute et de la seve €laborée par I’intermédiaire des vaisseaux du bois et du liber. Il joue
¢galement un role de réservoir pour les substances de réserve qui s’accumulent dans les

cellules du bois (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

1.4.3. Les rameaux

Chaque année, au printemps, des pousses herbacées se développent a partir des bourgeons, ce
sont les rameaux. Chaque rameau est composé d une succession de nceuds (parties renflées) et
de mérithalles (ou entre-nceuds). La longueur des mérithalles, varie en fonction des espéces, et
pour une espece donnée, elle varie de la base au sommet (trés courte pres du point d’attache,

puis de plus en plus longue). Les nceuds portent les différents organes : feuilles, bourgeons et
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inflorescences ou vrilles. Les vrilles et inflorescences sont oppositifoliées et disposées de
maniere rythmique et discontinue sur le rameau : les premiers nceuds ne portent aucun de ces
organes, les nceuds suivants portent les inflorescences, puis les vrilles. On trouve deux nceuds
successifs (N1 et N2) qui portent ces organes, un nceud qui ne porte rien (NO) et ainsi de suite
(Fig. 6). Le rameau reste herbacé devient ligneux eu mois d’aoit puis s’aotte (Fig. 7). Le
nombre de nceuds portant des inflorescences est variable en fonction des cépages (Huglin et

Schneider, 1998; Mullins, et al., 1992; Galet, 2000).

1.4.4. La feuille

Sur les plantes adultes, les feuilles sont en position alterne et opposée alors que chez les
jeunes plantes, issues de semis, les feuilles sont disposées en spire phyllotaxique de 2/5 (Fig.
6). Au niveau morphologique, la feuille adulte posséde d’excellents criteres pour la
détermination et la classification des espéces et des cépages (ampélographie). La taille des
feuilles peut varier de 50 a 500 cm?, suivant les espéces et les cépages. Le limbe comprend 5
nervures principales qui partent du point pétiolaire ; elles se ramifient en nervures
secondaires. Le plus souvent, les feuilles sont entieres mais présentent des sinus plus ou
moins profonds. La villosité du limbe, la forme et la profondeur des dents, ainsi que la
couleur interviennent ¢galement dans la description qui permet de classifier les cépages (Fig.

8) (Huglin et Schneider, 1998; Mullins, ef al., 1992; Galet, 2000).

1.4.5. Les bourgeons

Types de bourgeons

On distingue plusieurs types de bourgeons en fonction de leur possibilité de développement :

- Le prompt-bourgeon : comme son nom 1’indique, ce bourgeon a la propriété de pouvoir se
développer I’année de sa formation. Il donne une petite pousse appelée « entre-cceur ».

- Le bourgeon latent : I’année de sa formation, ce bourgeon va changer uniquement de
volume. Il se développera 1’année suivante.

- Les bourgeons du vieux bois : les bourgeons latents qui ne se seront pas développés I’année
suivant leur formation, surtout ceux de la couronne (Fig 9), donneront les bourgeons du vieux

bois. Ils peuvent rester a 1’état latent pendant plusieurs années. Certains seront recouverts par
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les couches successives de bois et ne se développeront plus. Aprés une taille trés sévére, ou
apres I’élimination des bourgeons latents, les bourgeons du vieux bois peuvent se développer
et donner une pousse appelée « gourmand ».

- Le bourgeon terminal : pendant la croissance du rameau, il existe un bourgeon terminal dont
le méristéme assure la formation et la croissance des différents organes du rameau (Carolus,

1970; Huglin et Schneider, 1998; Morrison, 1991; Galet, 2000).

Morphologie des bourgeons axillaires

A Taisselle des feuilles, on trouve le bourgeon latent et le prompt-bourgeon (Fig. 10). Ces
bourgeons, ne sont pas identiques, le prompt-bourgeon ne porte qu’une €caille alors que le
bourgeon latent en porte deux (Galet, 2000). La thése de Prillieux (1856) précise que la
présence d’une pré-feuille en forme d’écaille a la base du bourgeon latent montre que ce
dernier est en réalit¢ un bourgeon axillaire de la pré-feuille basale du prompt-bourgeon
(Huglin et Schneider, 1998).

Alors que le prompt-bourgeon n’est formé que d’un seul bourgeon, le bourgeon latent
comprend un bourgeon principal (ou primaire) et un ou deux bourgeons secondaires appelés
¢galement bourgeons de remplacement (Fig.11).

La coupe longitudinale d’un ceil latent juste avant le débourrement montre que le bourgeon
principal comprend déja l’organisation du futur rameau (feuilles, inflorescences, vrilles)

(Carolus, 1970; Huglin et Schneider, 1998) (Fig. 12).

Fertilité des bourgeons

La fertilité, chez la vigne, correspond au nombre moyen d’inflorescences des rameaux issus
des bourgeons laissés a la taille (Huglin et Schneider, 1998). Les rameaux fertiles portent en
moyenne 2 inflorescences, disposées a partir du troisieme nceud, mais chez certains hybrides
de V. riparia, on compte jusqu'a 6 inflorescences (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).
Ce caractere peut varier selon plusieurs facteurs :
1- Pour un cépage donné, la fertilité varie avec I’emplacement du bourgeon sur le
sarment. Certains cépages comme 1’Aramon dont les bourgeons de la base sont
fertiles, permettent une taille courte. D’autres cépages comme le Poulsard, ont des

bourgeons qui sont infertiles a la base du sarment, ce qui nécessite une taille longue
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pour avoir une récolte suffisante. La Sultanine ne posséde qu’un ou deux bourgeons
fertiles, 1l faut parfois attendre le débourrement de ces bourgeons avant de tailler.

2- Sur une méme souche, la fertilit¢ des bourgeons est intimement liée a la vigueur
individuelle des sarments (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

- Les bourgeons latents (bourgeons principaux) ont une fertilit¢ qui croit de la
base vers le milieu du sarment, puis qui diminue. La fertilit¢ des bourgeons
secondaires est trés variable en fonction des cépages ; elle peut varier de 0 a
0,5 inflorescence par rameau.

- Les prompt-bourgeons peuvent étre fertiles et donner des grappillons mais
cette fertilité est assez variable en fonction de la position du bourgeon sur le
sarment.

- Les bourgeons de la couronne et les bourgeons du vieux bois sont en général
stérile mais peuvent parfois contenir une inflorescence, particularité qui sera
utilisée lors de la retaille des vignes gelées ou grélées.

3- La fertilité varie avec les cépages et constitue donc un caractére ampélographique. Le
Riesling et le Pinot, par exemple, sont des cépages fertiles qui ont en moyenne deux
inflorescences par rameau (Carolus, 1970; Huglin et Schneider, 1998; Galet, 1998 ;
2000; 2001).

1.4.6. L’inflorescence et la fleur

L’inflorescence

L’inflorescence de la vigne est une inflorescence a deux bras (Fig. 13). C’est une « grappe
composée » qui porte des ramifications plus ou moins nombreuses et plus ou moins longues
(de 4 cm chez les espéces sauvages a plus de 40 cm pour le raisin de Palestine). La forme
générale de I’inflorescence varie avec 1’espece et le cépage. Le nombre d’inflorescences
portées par un rameau est trés variable, (voir § fertilit¢ des bourgeons) (Huglin et Schneider,

1998; Galet, 2000).
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Les fleurs

La majorité des especes cultivées, possédent des fleurs hermaphrodites ; les especes
américaines et certaines especes asiatiques sont dioiques. Les fleurs sont tres petites variant de
2 a 7 mm. La fleur hermaphrodite est composée de cinq pieces (Fig. 14) :

- Le calice compos¢ de 5 sépales rudimentaires, soudés entre eux. Il est
généralement vert mais peut étre ros€¢ ou brunatre. Le calice subsiste apres la
floraison.

- La corolle constituée de 5 pétales alternant avec les sépales. Les pétales sont
soudés, ce qui donne a la fleur de vigne la forme d’un capuchon. Lors de la
floraison la corolle s’ouvre par la base, c’est la déhiscence « calyptrée ».

- L’androcée comprenant 5 étamines opposées aux pétales. Leur filet est long et
porte une anthere a deux loges.

- Le disque est composé de 5 nectaires de couleur jaune.

- Le gynécée est formé d’un ovaire a deux carpelles renfermant chacun 2 ovules

Le nombre de fleurs par inflorescence varie de 100 a 1000 et constitue une caractéristique
variétale. Il varie également en fonction de la position de I’inflorescence sur le rameau. Le
Pinot blanc posséde en moyenne 200 fleurs par inflorescence mais une étude réalisée en 1960
a PINRA de Colmar montre que certaines inflorescences peuvent compter jusqu’a 750 fleurs.

(Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

1.4.7. Les grappes et les baies

Les grappes

La grappe est composée d’un pédoncule qui la fixe au rameau, d’un rachis, ou rafle, plus ou
moins ramifi¢ dont les ultimes ramifications, les pédicelles, portent les baies (Fig. 15, 16). Les
grappes peuvent varier de 6 a 24 cm de longueur, et de 100 g a 500 g pour la plupart des
cépages. Chez certains cépages (Muscat d’Alexandrie, Aramon, Carignan), les grappes

peuvent peser jusqu’a 1 kg (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

Les baies
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Les baies résultent du développement des tissus de I’ovaire, apres la fécondation. La forme et
les dimensions de la baie sont assez variables. Les baies sont constituées d’une pellicule
entourant la pulpe, de faisceaux vasculaires et de pépins (Fig. 17). La couleur de la pellicule
varie du vert au noir en passant par le jaune, le rose, le rouge, le bleu et le violet. C’est dans
cette pellicule que sont localisées les substances aromatiques. La pulpe est colorée,

uniquement chez les cépages dits « teinturiers » (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

1.4.8. La vrille

Les vrilles permettent au rameau de s’agripper a différents supports (arbre, fil...). Elles sont
disposées du coté opposé au point d’insertion des feuilles sur le rameau. Une vrille se
compose de trois parties : le pédoncule basilaire, la branche majeure et la branche mineure

(Fig. 18). Les vrilles, d’abord herbacées, deviennent ligneuses a I’automne (Galet, 2000).

1.4.9. La graine

La graine ou pépin résulte du développement de I’ovule fécondé. Le pépin comprend trois
parties : ['embryon qui se développera en plantule, /’albumen qui contient des réserves pour la
survie de I’embryon et son développement, et le tégument qui protege 1I’embryon et son
albumen (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000) (Fig. 19). L’embryon dans une graine miire
(pépin), contient déja 1’amorce d’une premicre racine, et deux feuilles embryonnaires, les
cotylédons (Bugnon et Bessis, 1968). Le nombre de pépins est en général de 4 par baie, il peut
y en avoir moins si tous les ovules ne sont pas fécondés. Dans certains cas les raisins n’ont
pas du tout de pépins et sont dits apyreénes (Sultanine, Corinthe) (Huglin et Schneider, 1998;
Galet, 2000).
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1.5. Eléments de physiologie de la vigne

1.5.1. Phase juvénile

Les pépins résultent de la reproduction sexuée de la vigne. Une quinzaine de jours apres la
germination des pépins, on peut distinguer une racine et les deux cotylédons. Le méristeéme
apical forme six a dix feuilles (suivant les cépages) possédant les caractéristiques dites
juvéniles (voir § feuilles). La fin de cette phase juvénile est marquée par un changement
d’activité du méristeme apical :
- La phyllotaxie et la morphologie des feuilles initiées vont prendre les
caractéristiques de la plante adulte.
- De nouveaux organes apparaissent, opposés aux feuilles : les vrilles (Bugnon et
Bessis, 1968).
On notera, qu’a I’heure actuelle, la multiplication sexuée de la vigne n’est utilisée que dans

les programmes d’amélioration variétale.

1.5.2. Phase adulte

La vigne est une plante vivace, qui doit assumer une triple fonction : chaque année, la souche
va assurer un développement des parties végétatives (rameaux, feuilles, racines), c’est le cycle
vegétatif, faire des réserves afin de permettre un nouveau départ de la végétation 1’année
suivante, c’est ’aoiitement, et enfin assurer un développement reproducteur, par la formation
des fleurs puis des fruits, c’est le cycle reproducteur (Fig 20).

La difficult¢ de la conduite de la vigne réside dans le maintien d’un équilibre entre les
réserves destinées a I’appareil végétatif pour assurer la pérennité de la souche, et celles
destinées a nourrir les baies et les graines. Chacune des phases (phase végétative, phase
reproductive et aoltement) dépend donc de celle qui la précede. Ces trois phases sont inter-

dépendantes, chacune influant sur I’autre et sur celles des années suivantes (Galet, 2000).
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1.5.2.1. Cycle végétatif

Le début d’un cycle végétatif, se fait sous I’influence d’une hausse de la température du sol,
apres une période de repos hivernal. Elle déclenche une reprise de 1’activité végétative qui se
manifeste par des pleurs, aux niveaux des plaies laissées par la taille. Ces pleurs
correspondent a un écoulement de séve brute (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).

Le débourrement est la premic¢re manifestation visible de la reprise de la croissance. Une a
trois semaines avant le débourrement, I’activité mitotique reprend d’abord au niveau des
¢bauches foliaires basales, puis vers ’anneau initial (Carolus, 1970). Un gonflement du
bourgeon latent apparait avant que les premieres €cailles s’écartent, la bourre ou coton est
rejetée, une pointe verte, puis les premieres feuilles apparaissent. On peut noter que la date de
débourrement est fonction des cépages, de la température, de la latitude mais également de la
vigueur du sarment, et du systéme de taille utilisé (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).
Le cycle végétatif se poursuit par une période de croissance, caractérisée par 1’allongement
des rameaux issus des bourgeons latents, 1’étalement et 1’accroissement des jeunes feuilles
puis la naissance de nouvelles feuilles. L’activité métabolique des organes en croissance est
caractérisée par la notion de vigueur qui varie en fonction des cépages et des porte-greffe, du
climat et du sol, mais aussi des pratiques culturales :

- La vigueur est une caractéristique du cépage, par exemple, en Alsace le Riesling
est connu pour étre plus vigoureux que le Sylvaner. Les porte-greffe utilisés
interviennent dans la notion de vigueur du cépage, on parle de « vigueur
conférée ». Le porte-greffe 110R est réputé pour étre une variété puissante alors
que le 161-49C est une variété a faible vigueur conférée.

- La croissance augmente avec la température de 1’air (I’optimum est de 25-30°C).
La lumiére intervient dans la notion de croissance de diverses fagons : elle a un
effet positif sur la photosynthése, mais si elle engendre une contrainte hydrique,
elle va diminuer la croissance. La vigne est une plante de jours longs et sa
croissance est favorisée en juin-juillet.

- Les ¢éléments minéraux du sol jouent un role positif sur la croissance.

- La densité de plantation et 'importance de la charge laissée au moment de la taille
influent également sur la croissance.

La croissance ralentit au moment de la floraison puis s’arréte fin Juillet-début Aott (Huglin et
Schneider, 1998; Galet, 2000). Au cours de la période de croissance, le méristéme apical est

trés actif, puisqu’il initie de nouveaux organes (feuilles, bourgeons). Les « nouveaux »
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bourgeons latents évoluent rapidement. Des coupes longitudinales de ces bourgeons montrent
que des primordia foliaires sont mis en place des la formation du bourgeon (Bugnon et Bessis,
1968; Carolus, 1970). Parallelement a la croissance en longueur assurée par le méristéme
apical primaire, pour le rameau, et par le méristétme racinaire primaire, pour la racine, la
croissance en épaisseur est assurée par les méristémes secondaires (cambia ou assises libéro-
ligneuses) (Champagnol, 1984; Galet, 2000).

Le cycle végétatif se termine par la défeuillaison et I’entrée en dormance des bourgeons.

1.5.2.2. L’ Aoiitement

L’aoltement, comme son nom I’indique, survient au mois d’Aolt et correspond a la
maturation du bois. Il se caractérise par un brunissement de I’écorce des rameaux, des vrilles
et des grappes. Ce processus résulte de modifications anatomiques (constitution du périderme
par I’assise subéro-phellodermique) et de I’accumulation de réserve en amidon et de lignine
ainsi que d’une diminution de la teneur en eau des tissus du bois. Ces réserves proviennent
des feuilles qui apres 1’arrét de la croissance, se sont progressivement vidées de leur contenu.
L’accumulation d’amidon et de lignine augmentera la résistance des tissus au froid et
permettra les premieres étapes de développement au printemps (Bugnon et Bessis, 1968;

Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000; 2001).

1.5.2.3. Cycle reproducteur

L’initiation florale

L’initiation florale se produit dans les bourgeons latents, I’année de leur formation soit
environ un an avant la floraison. Au cours de la formation du bourgeon latent principal, le
méristeme apical est dans un premier temps uniquement végétatif, il n’initie que des feuilles
(3 ou 4). Puis, a partir du mois de Mai, pour les bourgeons situés a la base du rameau, le
méristéme devient inflorescentiel, tout en continuant a former des feuilles (Galet, 2000). Des
primordia indifférenciés (uncommitted primordia ou Anlagen) se forment, a 1’opposés de
deux primordia foliaires sur trois. Les deux a quatre premiers primordia indifférenciés
(suivant les cépages) deviendront des primordia inflorescentiels et les suivants, des primordia
de vrille (Srinivasan et Mullins, 1981; Boss et Thomas, 2000). Les primordia inflorescentiels

portent des ramifications qui seront a I’origine des différentes parties de 1’inflorescence.
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Aprés I’initiation des inflorescences primordiales, le bourgeon latent entre en dormance
(Carolus, 1970; Srinivasan et Mullins, 1981 ; Morrison, 1991).
Différents facteurs conditionnent 1’initiation florale :
- la fertilité des bourgeons
- lalumicre et la température ont un effet positif sur I’initiation florale
- Les pratiques culturales: une réduction de la surface foliaire entraine une
diminution de la fertilité¢ I’année suivante. Le choix du porte-greffe peut ¢galement
avoir une incidence sur I’initiation florale.
Il faut noter que chez les plants issus de semis, les premicres inflorescences n’apparaissent
qu’au bout de deux ans s’ils sont vigoureux, ou au bout de 6 a 7 ans, s’ils sont faibles (Galet,

2000).

Différenciation des fleurs

La différenciation des fleurs de I’inflorescence commence au printemps suivant, lorsque le
bourgeon latent reprend son activité. Toutes les fleurs d’une inflorescence se différencient en
méme temps. Les organes de la fleur se développent les uns aprés les autres. Apres
I’apparition des sépales, les pétales se dressent, s’incurvent puis s’assemblent en une corolle
calyptrée. Les étamines puis les carpelles se mettent en place, environ 3 a 5 semaines apres le

débourrement (Srinivasan et Mullins, 1981; Galet, 2000).

Floraison

Peu de temps aprés le débourrement, les inflorescences sortent du bourgeon puis se
développent (Fig. 20). La floraison apparente débute lorsque les capuchons des boutons
floraux tombent, de la base de I’inflorescence vers le sommet. Elle se produit fin Mai-début

Juin, et dure entre 5 et 10 jours, suivant les variétés et le climat (Galet, 2000).

Pollinisation, germination et fécondation

La pollinisation peut se faire de deux manicres pour les fleurs hermaphrodites : soit par
autogamie (autofécondation), ce qui semble étre la regle générale pour Huglin, soit par
allogamie (fécondation croisée), théorie privilégiée par Champagnol (Champagnol, 1984;

Huglin et Schneider, 1998).
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La germination du grain de pollen est influencée par la température. Apres la germination du
grain de pollen, le tube pollinique s’allonge et ’'un des gametes males s’unit a un gamete
femelle pour donner un embryon. Dans ce cas ’ovule deviendra le pépin et I’ovaire le fruit.
Chez certains cépages, dits apyrénes, comme la Sultanine, la fécondation se passe
normalement, mais I’embryon et 1’albumen avortent ce qui conduit & la formation de pépins
rudimentaires a ’intérieur de la baie. On peut signaler que chez la vigne, comme chez la
plupart des espéces végétales, il existe des cas de parthénocarpie, entrainant la formation de

petites baies sans pépins comme chez le cépage Corinthe Noir (Huglin et Schneider, 1998).

Coulure et nouaison

Le nombre de baies portées par une grappe est beaucoup plus faible que le nombre de fleurs
portées par ’inflorescence. Ceci est en partie du a la chute des fleurs non fécondées, mais
¢galement a la chute de baies en cours de formation. Lorsque la chute des baies est excessive,
on parle de coulure par opposition a la nouaison qui correspond a la transformation de
I’ovaire en fruit (Champagnol, 1984; Galet, 2000).

La coulure peut étre accidentelle chez certaines variétés puisque ce phénoméne est sous la
dépendance de la disponibilité en sucres et des parametres climatiques. Certaines variétés sont
plus sensibles a la coulure, c’est le cas du Grenache, du Muscat Ottonel et du Merlot

(Champagnol, 1984).

Développement des baies (Tableau. 1)

Le développement de la baie débute par une période de croissance du grain (pendant 25 a 45
jours), au cours de laquelle sa taille va étre multipliée par 10 (de 1 a 2 mm au départ, il passe
a 10 ou 20 mm). La croissance est ensuite ralentie et le métabolisme des anthocyanes est
modifié, ce qui aboutit a un changement de couleur des baies, c’est la véraison. Cette phase
est suivie par une étape de maturation, pendant laquelle la baie va accumuler de 1’eau, des
sucres (glucose, fructose, saccharose), des acides (maliques, tartriques, citriques), des
polyphénols (coloration des baies), et des substances aromatiques (terpénols), (Champagnol,

1984; Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).
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2. La viticulture en Alsace

2.1. Notion de qualité et de quantité de la récolte au cours de la

mise en place du vignoble Alsacien

Les notions de qualité et de quantité¢ sont apparues treés tot au cours de I’histoire de la
viticulture, mais I’importance de chacune varie en fonction de 1’époque et du lieu. Pour bien

comprendre 1’évolution de ces deux concepts en Alsace, il faut faire un peu d’Histoire.

2.1.1. De la préhistoire au XVIéme siecle

L’histoire du vignoble alsacien remonte a la préhistoire. En ce temps 13, la vigne croissait a
I’état sauvage. Ce n’est qu’a 1I’époque des conquétes romaines que les premicres vignes
cultivées apparurent en Alsace (entre le Ier et le Illéme siécle). Dés le Iléme siecle, le
développement des transports de vin sur le Rhin et la Moselle témoigne que la viticulture est
entrée dans 1’ére de la commercialisation. C’est le premier apogée de la viticulture alsacienne.
Au Véme siccle, les invasions germaniques entrainent un déclin passager de la viticulture
Alsacienne. Le vignoble connait ensuite une forte expansion en s’implantant le long des voies
romaines ou sur les versants des collines sous-vosgiennes en relation avec les évéchés, les
abbayes et les couvents fondés en grand nombre sous le régne des mérovingiens et des
carolingiens (Glatre, 2001).

Le vignoble se propagea du nord au sud de 1’Alsace au cours des VIIeme et VIIIeme siecles.
En 700, il couvre une centaine de villages. Au cours des siecles suivants, le commerce du vin
d’Alsace sera favorisé grace a la situation géographique de cette région. Elle est le lieu de
passage des pelerins venant des pays nordiques et se rendant a Rome (Jacquemont, 1993).

Les premiers cépages cultivés en Alsace étaient principalement des cépages rouges, importés
de Bourgogne. Il apparut rapidement que 1’Alsace n’était pas faite pour produire des vins
rouges pleinement satisfaisants. Au cours du XIIeme siccle, les moines cisterciens, véritables
entrepreneurs, savaient que rien n’était plus rentable que du vin de trés grande qualité. C’est
en testant des cépages blancs sur les pentes les plus abruptes qu’ils découvrirent que la

Rhénanie était faite pour le vin blanc (Johnson, 1990). Vers 1300, la culture de la vigne était
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florissante et donnait lieu a un commerce actif et bien développé qui apportait des bénéfices
importants aux bourgeois de la ville de Colmar. Une partie de la production était consommeée
sur place mais une grande partie €tait exportée (Sittler, 1956).

Le Moyen Age ne connaissait pas la grande diversité des vins, ni les différents crus. Le vin
d’Alsace « réussissait bien » et était réputé meilleur que celui des pays voisins. On cultivait
primitivement des vignes qui donnaient un grand rendement. Au moment des croisades, de

« meilleures sortes de vigne », donnant du bon vin, furent introduites (Sittler, 1956).

2.1.2. Au XVIéme

L’expansion du vignoble alsacien, se poursuit jusqu’a la fin du XVIeme siécle pour atteindre
son apogée. Les magnifiques maisons de style Renaissance témoignent encore de la prospérité
de cette époque ou les vins d’Alsace étaient exportés dans toute I’Europe : c’est ’dge d’or de
la viticulture alsacienne (Glatre, 2001). La propriété des vignes se trouve en grande partie
dans les mains des seigneurs et des ecclésiastiques qui les faisaient travailler par leurs valets
ou les donnaient en location a des vignerons. Les cépages courants a grand rendement
(Hiinsch, Olber et Burger) ainsi que les cépages nobles étaient plantés indistinctement, de
sorte que les vins restaient des mélanges (Sittler, 1956; 1974).

Au XVIeme siecle, il y eut de nombreuses années mauvaises pour la viticulture par suite
d’hivers rigoureux, de gels printaniers, d’étés humides et froids, d’orages de gréle (1511,
1517-18, 1531, 1533-34...) et d’autres années (1505 par exemple), les vendanges atteignirent
une telle ampleur « qu’en beaucoup d’endroits on donna le vin pour rien », et 1539, les
vendanges durérent huit semaines (Sittler, 1974).

Au cours de ce siecle, les cépages nobles (« Noble Rouge », « Noble Blanc », Muscat Rouge
et Blanc, Traminer et Riesling) gagnent du terrain sur les cépages a gros rendements (Hiinsch,
Olber, Burger...). La production des vins de qualité reste toutefois limitée a quelques localités
renommeées et aux terres seigneuriales (Gyss, 1978). Par exemple, le reglement viticole de
Riquewihr de 1575 spécifie que dans la banlicue de cette ville, n’étaient permis que des
cépages nobles (Noble Blanc, Noble Rouge, Muscat Blanc et Rouge, Noble Clevner Blanc,
Rouge et Gris, le Blanc Lombard) par contre les cépages de sorte commune (Hiinsch, Olber,

Burger) étaient interdits (Wolff, 1967; Sittler, 1974).
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2.1.3. Au XVII siécle

La guerre de trente ans (1618-1648) aura des conséquences catastrophiques sur le vignoble
alsacien : la moiti¢ fut détruite ou laissée en friche. La reconstruction fut longue et difficile
(Gyss, 1978). L’extension des vignobles se fit en faveur de la plaine et au détriment des
coteaux (Glatre, 2001). Pour reconstruire tout un vignoble, il fut planté des cépages faciles a
cultiver et prolifiques, donnant un vin médiocre. Les capitaux nécessaires au lent
développement d’une viticulture de qualité avaient disparu et la pénurie de vin était telle que
méme les plus mauvais trouvaient preneur. En outre, la dime ecclésiastique et les taxes
seigneuriales n’incitaient pas les roturiers a planter de meilleurs cépages, d’un rendement
inévitablement plus faible. Malgré ces circonstances défavorables, les abbayes choisirent de
privilégier le Riesling (Johnson, 1990). Les ordonnances sur la qualité mises en place au
XVlIeéme siecle, sont abandonnées, par la force des choses (Wolff, 1967).

Dans la deuxiéme moitié du XVIIéme siecle, les ordonnances sur la qualité réapparaissent
dans certaines communes (Riquewihr, Ribeauvill¢). La liste des cépages recommandés et des
cépages condamnés est affichée a 1’hotel de ville (Fig. 21). Les corporations surveillaient
étroitement le vignoble et la qualité des vins. En cas de transgression, une amende d’une livre
par cep (tres élevée pour I’époque) et parfois 1’arrachage des pieds, étaient encourus (Wolff,

1967).

2.1.4. Au XVlIlléme siecle

Les paysans des plaines se mirent a planter des vignes dans les anciens champs de blé et les
paturages. Ainsi la culture de la vigne s’étendit du simple au triple dans certains bailliages. Le
vin de la plaine était médiocre et se vendait a bas prix, entrainant la chute du cours des vins de
la montagne. Ces vins de la montagne disposaient toutefois d’un atout non négligeable, la
qualité¢ (Muller, 1999). Un édit royal de 1731 tenta bien de mettre fin a cette situation, mais
sans grand succes. De plus, les cépages communs réapparaissent. La décadence du vignoble
alsacien n’a pas d’autre cause : « la quantité a noy¢ la qualité » (Wolff, 1967).

Apres quelques périodes d'un climat plus rigoureux qui n'améliorait pas la qualit¢ des vins,
I’amélioration des conditions climatiques permit 1’élaboration des vendanges tardives
(Johnson, 1990). Apres la révolution de 1789, les terres seigneuriales et ecclésiastiques sont

morcelées, et les corporations sont supprimées. Ce qui entraine une période de libéralisme
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durant laquelle, les vignerons pouvaient planter la vigne ou ils voulaient et les cépages qu’ils

voulaient (Glatre, 2001).

2.1.5. La période Napoléonienne

Durant la période Napoléonienne, 1’ Alsace se transforme en un vaste camp militaire ou le vin
coule a flots. Les Alsaciens se tournent délibérément vers des cépages a forts rendements
(Gyss, 1978). La demande dépassant 1’offre, le vigneron remplace la qualité par la quantité, il
cultive le Chasselas, le Burger, le Hiinsch et le petit Raeuschling (Knipperlé¢) pour la
confection des vins communs. A coté étaient cependant plantés des cépages de choix et de
qualit¢ mais ne couvrant qu’un partie restreinte du vignoble. De nouveaux cépages
apparaissent comme le Sylvaner. Le Riesling connu depuis le XVIleme s’étendit d’avantage
(Sittler, 1956; 1974). Grace au Riesling, I’Alsace commenga a revivre et bénéficia, pendant
les guerres Napoléoniennes, d’une prospérité qu’elle n’avait pas connue pendant pres de 200

ans (Johnson, 1990). Les vignes couvrent alors 24500 ha (Gyss, 1978).

2.1.6. L’époque Allemande 1870 a 1918

Suite a ’annexion de I’Alsace a I’Empire allemand, la viticulture alsacienne se trouve face a
un situation nouvelle. Elle n’arrive pas a écouler ses vins dans le reste de 1’ Allemagne et subit
I’introduction des vins allemands (Sittler, 1974). Dans les villes, le golt du public pour la
biére multipliait les brasseries (Wolff, 1967). La réglementation allemande favorisait la
production de masse. On cultivait avant tout les cépages ordinaires (Burger et Chasselas) et
des cépages de meilleure qualité (Knipperlé¢) mais tout était vendangé ensemble pour faire des
vins courants, peu renommeés et qui se vendaient difficilement (Sittler, 1956; 1974).

Avant I’annexion a I’Allemagne, 1’absence de réglementation, a permis la plantation de
nouveaux cépages américains (1865). L arrivée de ces nouveaux cépages fut accompagnée de
celle de nouvelles maladies dues a des champignons (Mildiou, 1’Oidium), et de nouveaux
insectes (le phylloxéra, le ver de la grappe) qui s’attaquerent a la vigne. Le phylloxéra infesta
un tiers du vignoble alsacien. La viticulture alsacienne connut alors la crise la plus grave de
son histoire. L’administration allemande fit arracher et briler les vignes malades et n’autorisa
une nouvelle plantation que dix ans plus tard. La plupart des vignerons se retrouva ruinée

(Sittler, 1974).
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Chrétien Oberlin, cenologue alsacien, cherchait a rendre les ceps plus résistants. Dans cette
optique, il créa des vignes hybrides, a partir de vignes d’origine américaine (Vitis riparia),
résistantes aux maladies et insectes, et de vignes alsaciennes (Muller, 1999). Ces hybrides
furent plantés en grande quantité pour reconstruire le vignoble; ils donnaient un vin en grande

quantité, certes, mais de qualité plutot médiocre (Sittler, 1974).

2.1.7. L’entre-deux guerres

Apres le retour de 1’Alsace a la France, il était impossible pour les vins alsaciens de lutter
contre les vins rouges frangais. La seule solution fut de planter des cépages nobles et de
produire des vins de qualité. Gustave Burger, suivis par de nombreux viticulteurs, lutta pour
que la reconstruction du vignoble alsacien se fasse avec cépages nobles, organisa la lutte
contre les maladies et les insectes, en collaboration avec la station de Recherche Oenologique
et I’Institut Viticole de la ville de Colmar (Sittler, 1974). En 1927, une loi interdit les cépages
hybrides dans les vignobles d’appellation d’origine, les hybrides furent progressivement
¢liminés. Grace aux plants greffés, les cépages Chasselas, Sylvaner, Pinot, Tokay, Muscat,
Riesling et Gewurztraminer, furent réintroduits en parcelles « mono-cépages ». Les vins
gagnaient en qualité et s’imposaient peu a peu a I’attention du public frangais et international,

sous I’appellation « Vins d’Alsace » (Sittler, 1974).

2.1.8. Apres 1945

Aprés la seconde guerre mondiale, le vignoble alsacien se retrouve une nouvelle fois saccagé.
Les cépages nobles furent conservés et il fallut quelques années pour que la viticulture
alsacienne retrouve sa prospérité (Bischoff, et al., 1978). C’est a cette époque que la notion
d’AOC (Appellation d’Origine Controlée) apparait en France. Les viticulteurs alsaciens
investissent de plus en plus dans la qualité. Leurs efforts se verront récompensés par I’ INAO,
en 1962 par la reconnaissance de ’AOC Alsace, en 1975 de I’AOC Alsace Grand Cru puis en
1976 de ’AOC Crémant d’Alsace. Pour améliorer 1’organisation de la viticulture, le Conseil
Interprofessionnel des Vins d’Alsace (CIVA) est crée en 1962. Des réglementations
favorisant la qualité se sont mises en place au fil des années : liste de cépages autorisés pour
la production d’AOC Alsace, réglementation de la taille, embouteillage obligatoirement

effectué dans 1’aire de production. Une limite des rendements est également fixée chaque
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année : elle était de 130 hl/ha en 1983 et n’était plus que de 88 hl/ha en 2000 (Fig. 22). En

2005, la limitation des rendements sera encore en baisse de 5 a 10 %.

2.2. Le vignoble alsacien

2.2.1. Situation :

Large de quelques kilomeétres, le vignoble alsacien s'étend sur prés de 110 kilometres de long,
des hauteurs de Thann jusqu’au nord de Strasbourg, au pied du versant Est des Vosges (Fig.
23). Il couvre une superficie de 14 600 hectares. Il s’agit essentiellement d’un vignoble de
collines (entre 200 et 400 metres d'altitude). Grace aux Vosges, qui lui procurent l'une des
pluviosités les plus faibles de France (450 a 500 mm d'eau par an), il bénéficie d'un climat
semi-continental ensoleillé, chaud et sec. Ce climat est propice a une maturation lente et
prolongée des raisins et favorise l'éclosion d'aromes d'une grande finesse (Thouvenin, 2003).

Le vignoble alsacien est né de l'effondrement, il y a plus de cinquante millions d'années, du
massif montagneux que formaient les Vosges et la Forét-Noire. C'est ainsi que la plupart des
terroirs alsaciens sont établis sur une multitude de sols (calcaire, granit, argile, sables, gr¢s, ..)
qui proviennent de différentes cassures géologiques. Cette mosaique de roches est a 1’origine

de la grande variétés de terroirs qui caractérise le vignoble Alsacien (Thouvenin, 2003).

2.2.2. Les cépages cultivés en Alsace

Les principaux cépages actuels sont :

- le Riesling qui couvre 22,5% de la surface du vignoble
- le Pinot blanc, 21%

- le Gewurztraminer, 18 %

- le Pinot gris, 12,6 %

- le Sylvaner, 11,9 %

le Pinot noir, 9,1%

- le Muscat, 2,3 %
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- les 1,6 % restant comptent aussi le Chardonnay utilis¢ uniquement pour le
crémant, le Chasselas, 1’ Auxerrois (souvent confondu avec le Pinot blanc), et le

Klevener de Heiligenstein.

Les AOC « Alsace » comprennent les sept principaux cépages; dans la catégorie AOC
« Grands Crus », on ne retrouve que les cépages Riesling, Gewurztraminer, Pinot gris et
Muscat et dans la catégorie A.O.C. « Crémant d'Alsace » on retrouve principalement le Pinot

blanc, mais aussi le Pinot gris, le Pinot noir, et le Riesling (www.civa.fr).

2.3. Le Riesling

2.3.1. Origines

I1 existe plusieurs hypothéses quant a I’origine du Riesling :

- La premiére prétend que le Riesling serait « 1’ Argitis minor », ou « ’arceraca » des Romains
(Viala et Vermorel, 1901; Johnson, 1990; Stolz, 1994). Il aurait pu étre introduit en Alsace au
[IIéme siécle par les légionnaires romains (Garrier, 1998). Le Riesling, si I’on suit cette
hypothese, serait venu de Gréce, en passant par 1’Italie et I’ancienne Gaule (Stolz, 1994).
Cette filiation est pourtant douteuse car 1’Argitis minor engendrait un vin bon marché,
commun et sans longévité (Johnson, 1990).

Une autre hypothese voudrait que le Riesling soit originaire du Rhingau dans la vallée du
Rhin. Au milieu du IXéme siecle, des vignes furent plantées dans le Rhingau. Le Riesling
proviendrait de semis adventifs, venus de la région d’Orléans, autrefois réputée pour son
vignoble (Stolz, 1994).

La culture du Riesling, non interrompue depuis des siecles, fait perdre la trace de son origine
(Fig.24). Mais des écrits témoignent que le Riesling était déja présent dans les régions du
Rhin et de la Moselle en 1577. Mais c’est surtout apres la guerre de trente ans (XVIIeme
siecle) que le Riesling connut son heure de gloire. Lors de la reconstruction du vignoble,
I’église choisit de replanter une partie de son vignoble en Riesling. Si I’origine de ce cépage

est peu certaine, sa qualité avait déja été reconnue depuis plusieurs siecles (Johnson, 1990).
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Depuis cette époque, le Riesling a toujours été cultivé en Allemagne et en Alsace.
Aujourd’hui, on le retrouve également en Hongrie, en Croatie, au Canada et aux Etats-Unis
(Galet, 2000).

Son nom semble dérivé du mot riesen qui signifie « couler », parce que ce cépage venu de
région plus chaude, aurait été enclin a la coulure avant d’étre acclimaté aux zones
septentrionales (Stolz, 1994). On le retrouve ¢galement sous les noms de Gentil aromatique,
Raisin du Rhin, Edle Gewlirztraube en Alsace ou Pétracine en Moselle (Stolz, 1994).

Actuellement 65 000 ha de Riesling sont cultivés a travers le monde (Galet, 1990).

2.3.2. Description et caractéristiques

Le Riesling est un cépage a débourrement tardif. Il est souvent planté sur des coteaux bien
ensoleillés, en raison de sa maturité tardive dans les régions septentrionales. Il produit de
petites grappes cylindriques, les baies sont sphériques, petites, vert clair a jaune doré (Fig.
25).

Les rendements sont trés variables et peuvent atteindre un maximum de 100 hl/ha. Pour les
vins classés, le rendement ne doit pas dépasser 70 hl/ha (Galet, 1998; 2000; 2001).

En France, un seul clone, le 49, est agréé, mais d’autres sont a I’étude, notamment a ’INRA

de Colmar.

2.3.3. Importance culturale

En France, le Riesling n’est cultivé qu’en Alsace et en Moselle. En Alsace c’est le « cépage
roi », il est cultivé sur environ 3000 ha. L’ Allemagne est réellement la patrie de ce cépage ; il
y est cultivé sur plus de 23000 ha, essentiellement dans les vallées du Rhin et de ses affluents.
On retrouve ce cépage dans toute I’Europe : en Suisse, en Autriche, en Ukraine et en Russie.
Il est également présent en Australie, en Nouvelle-Z¢lande, aux Etats-Unis, et au Canada
(Galet, 2001).

A travers le monde, on rencontre également de faux Riesling (dont le vin est néanmoins
vendu sous le nom de Riesling). Il s’agit surtout du « Riesling Italico » (dans les Balkans et en
ex-Yougoslavie), du « Clare Riesling » (en Australie), ou encore du « Grey Riesling » (en

Californie).
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3. Problématique

3.1. Relation entre le rendement et la qualité.

Les facteurs qui déterminent la qualité du raisin ou du vin sont nombreux mais on peut les
regrouper en 4 catégories : les sucres, les acides, les constituants de 1’arome et les composés
phénoliques.

D’une maniére générale I’augmentation du rendement va diminuer le taux de sucre des raisins
et par conséquent la qualité du fruit (Fig.26). Une étude réalisée avec du Pinot Noir a montré
que I’augmentation des rendements influait également sur les autres facteurs de la qualité¢ du

raisin (tableau 2) (Huglin et Schneider, 1998).

3.2. Les composantes du rendement chez la vigne

Le rendement de la vigne correspond a la quantité de raisin récolté pour une surface donnée.
Il est souvent exprimé en kg/ha. Lors des vendanges, le rendement dépend directement du
nombre de grappes par souche et du poids moyen des grappes.

La quantité de fruits produits varie en fonction du génotype, mais également des conditions

environnementales et des pratiques culturales (Huglin et Schneider, 1998).

3.2.1. Influence du génotype sur le rendement

Comme nous I’avons vu précédemment, les caracteres fertilité (nombre d’inflorescences par
rameau) et nombre de fleurs par grappe sont des caracteres ampélographiques. Ils sont donc
propres a chaque cépage.

Le nombre d’inflorescences portées par un rameau est variable selon les génotypes et de plus,
pour un méme geénotype, la fertilit¢ varie en fonction de la position du bourgeon sur le
sarment. La vigueur est également un parametre qui varie selon les cépages, et qui influe sur

la fertilité des bourgeons (Huglin et Schneider, 1998; Galet, 2000).
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3.2.2. Influence des conditions environnementales

Le sol, Paltitude

La nature du sol mais surtout sa composition en éléments minéraux (N, P, K), sa teneur en eau
et en éléments organiques influent sur la vigueur des plants de vigne et par conséquent sur la
fertilité¢ des bourgeons (§ fertilité des bourgeons) ainsi que sur la croissance des baies. Ainsi
un sol riche favorise une récolte abondante. C’est pourquoi les rendements sont en général

favorisés en plaine (sol riche), alors que sur les coteaux la qualité est favorisée (Champagnol,

1984; Huglin et Schneider, 1998 ; Galet, 2000).

Le climat

La vigne est une plante dite héliophile, et son développement sera favoris¢ sous les climats
chauds et bien ensoleillés. L’ importance du climat dans la notion de rendement intervient

dans la notion de fertilité, de nouaison et de croissance des baies.

La fertilit¢ des cépages est généralement croissante avec 1I’élévation des températures et de
I’éclairement mais la sécheresse, au contraire, la diminuera. La nouaison est également
favorisée par des températures €levées et un bon éclairement. Par contre la croissance des
baies sera défavorisée par des températures trop €levées et la sécheresse (Champagnol, 1984).
D’une manicre générale, les climats qui favorisent, le développement de la vigne sont les
climats tempérés, méditerranéens et subtropicaux. Sous les climats équatoriaux, la vigne peut

méme donner deux récoltes annuelles (Galet, 2000).

Les pratiques culturales

La vigne est cultivée sous des climats tres différents et les pratiques culturales ont du
s’adapter a des conditions extrémes. Il est d’ailleurs trés difficile d’évaluer les contributions
respectives du génotype, du climat et des pratiques culturales sur le rendement puisque ces
trois parametres sont extrémement liés (Champagnol, 1984; Huglin et Schneider, 1998; Galet,

2000).
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3.3. Importance de la fertilité dans I’élaboration du rendement

Différents processus biologiques interviennent dans 1’¢élaboration du rendement : floraison,
nouaison, maturation. Ces processus dépendent de caractéres génétiques, a priori
indépendants les uns des autres : fertilit¢ des bourgeons, nombre de fleurs par inflorescence,
nombre de baies par grappe, poids moyen des baies .

Pourtant, des expérimentations réalisées a ’INRA de Colmar entre 1957 et 1971 ont permis
de mettre en évidence les relations entre la fertilité¢ des bourgeons, le poids moyen des grappes
et le rendement (Fig. 27).

Ces deux composantes sont dépendantes des facteurs climatiques. Dans les régions ou les
facteurs climatiques sont, en général, favorables au moment de la floraison, la fertilité est le
facteur dominant de 1’¢laboration du rendement. Alors que dans les régions ou les conditions
climatiques sont souvent défavorables lors de la floraison, le poids moyen des baies est le

facteur primordial de I’¢laboration du rendement (Huglin et Schneider, 1998).
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4. Les genes de floraison

La floraison est une étape importante du développement de la vigne puisqu’elle conditionne la
production de fruits. D’un point de vue physiologique, c’est un processus complexe qui se
déroule sur deux années. L’identification de geénes de floraison pour la vigne a permis
d’acquérir les premicres bases moléculaires du développement de cette plante. La
caractérisation de I’expression de ces genes aboutit non seulement a une meilleure
compréhension du processus de floraison mais permet également d’utiliser ces geénes pour
distinguer des clones d’un méme cépage qui différent pour un facteur agronomique tres

important pour la viticulture: la fertilité.

4.1. Les génes de floraison chez A. thaliana (Fig. 28)

Au cours des quinze dernieres années, de nombreux genes impliqués dans le développement
floral d’A. thaliana ont été identifiés. Ces genes peuvent étre classés en quatre catégories :
- Les génes impliqués dans la perception et la diffusion des facteurs inducteurs de
floraison
- Les genes intégrateurs de ces facteurs inducteurs
- Les génes d’identité du méristeme

- Les génes impliqués dans la morphogeneése florale

4.1.1. Les génes impliqués dans la perception et la diffusion des

facteurs inducteurs de floraison

La floraison chez A. thaliana peut étre induite par des facteurs endogenes (gibbérellines) et
par des facteurs de I’environnement (photopériode, température, nutriment).

Chacun de ces facteurs implique 1’activation ou la répression d’un grand nombre de genes :
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Les facteurs environnementaux sont percus par différents organes de la plante et mettent en
jeu différentes voies impliquant de nombreux genes (Fig. 28).

Par exemple, la perception de la photopériode et de la qualité de la lumicre, activent via des
phytochromes les génes de I’horloge interne. Ces geénes activent alors le gene CONSTANS
(CO).(Fig.28).

La température (température ambiante + vernalisation) active deux autres voies qui
convergent vers I’inhibition du FLOWERING LOCUS C (FLC), géne répresseur de la
floraison (Henderson et Dean, 2004; Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005).

4.1.2. Les génes intégrateurs

Les différentes voies d’induction de la floraison (lumiére, température, hormones) sont
intégrées au niveau de trois geénes « intégrateurs » : FLOWERING LOCUS T (FT),
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOCI) et LEAFY. En effet, tous les signaux
inducteurs ou répresseurs de la floraison convergent vers ces trois génes (Fig. 28) (Henderson

et Dean, 2004; Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005).
4.1.3. Les geénes d’identité du méristeme

L’identité du méristeme (végétative ou florale) est conférée par deux groupes de genes : Le
premier groupe comprend le gene TERMINAL FLOWER 1 (TFLI) qui assure le maintien de
Iactivité végétative du méristéme. Le deuxieéme groupe comprend les génes d’identité du
méristeme floral LEAFY, APETALAI (AP1) et CAULIFLOWER (CAL).

Lors de I’induction florale, les trois geénes intégrateurs (LEAF'Y, FT et SOCI) vont activer les
trois génes d’identité du méristeme floral (LEAFY, AP1, CAL). L’ activation de ces génes va
réprimer I’expression de 7FL I (maintien de 1’état végétatif) d’une part, et d’autre part activer
les genes impliqués dans la morphogenése florale (Alvarez, et al., 1992; Liljegren, et al.,

1999; Ratcliffe, et al., 1999; Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005) (Fig. 28).
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4.1.4. Les génes impliqués dans la morphogenése des organes floraux

Les fleurs sont constituées par quatre types d’organes, répartis sur quatre verticilles : de
I’extérieur vers I’intérieur, on trouve les sépales, les pétales, les étamines et les carpelles.

La formation de ces organes se fait grace a I’activation de génes homéotiques suivant le
modele ABC: Ce modele prévoit I’activation de trois groupes de génes homéotiques A, B et C
(Coen et Meyerowitz, 1991). Le groupe A comprend les genes APETALAI et APETALA?2, le
groupe B les génes APETALA3 et PISTILLATA, et le groupe C le gene AGAMOUS.

Les genes A s’expriment dans les verticilles 1 et 2, les génes B dans les verticilles 2 et 3 et les
genes C dans les verticilles 3 et 4 (Fig. 29).

Dans le 1* verticille, I’expression des genes du groupe A va activer la formation des sépales ;
dans le second verticille, I’expression des geénes des groupes A et B conduit a la formation des
pétales ; dans le troisieéme verticille, 1’expression des génes des groupes B et C conduite a la
formation des étamines, et dans le quatriéme verticille, I’expression des geénes du groupe C
conduit a la formation des carpelles (Fig. 29).

Une autre classe de geénes est nécessaire au fonctionnement de ce modele : les genes
SEPALLATAI, 2 et 3. SEPI et 2 sont exprimés dans les quatre verticilles, SEP3 dans les
verticilles 2, 3 et 4 (Pelaz et al., 2000; Jack, 2001) (Fig. 29).

4.2. Les genes de floraison chez la vigne en 2000

Lorsque nous avons débuté ce travail en 2000, aucun gene clé du développement de la vigne

n’était connu.
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5. Question de recherche

L’objectif de cette theése est 1’identification de génes impliqués dans le développement de la
vigne, plus particulierement dans 1’étape de floraison.

La vigne est une espece d’intérét agronomique pour laquelle peu de recherches au niveau
moléculaire, ont été entreprises jusqu’a présent. Ce travail apportera les premieres bases
moléculaires du développement de la vigne, espéce pour laquelle peu de recherches malgré
I’intérét agronomique

La caractérisation de 1’expression des génes impliqués dans la floraison de la vigne devrait
permettre d’entreprendre une étude plus globale des composantes du rendement comme la
fertilit¢ ou le nombre de baies par grappe. Les résultats permettront une meilleure
compréhension du déterminisme du rendement de la vigne et ainsi permettre un meilleur

controle de la production de fruits.
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Matériel et méthodes
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1. Matériel végétal

1.1. Les clones de Riesling

Les différents clones de Riesling, greffés sur des porte-greffe 161-49C, ont été plantés en

parcelle en 1995.

1.2. Boutures fructiféres

Cette technique permet de produire des inflorescences a différents stades de développement a
partir de rameaux aottés prélevés au vignoble sur des vignes adultes. Début janvier, les
rameaux prélevés sont débités en boutures comprenant 3 nceuds selon le rythme ternaire NO-
N1-N2: c’est a dire un nceud sans vrille suivi de deux nceuds avec vrilles (NO présente une
meilleure aptitude a la rhizogénése). Aprés 2 heures de traitement dans un bain de cryptonol a
2,5% (fongicide), les boutures égouttées sont conservées a 4°C pendant au moins 6 semaines.
Au moment de la mise en route des boutures fructiféres, les bourgeons situés en position NO
et N1 sont éborgnés. L'extrémité du bois comprenant le nceud N2 est plongée dans de la cire
chauffée a 70°C puis dans de l'eau froide (le bourgeon N2 est ainsi protégé de la
dessiccation). L'extrémité NO des bois est trempée dans une solution hormonale d’IBA a 1g/1
puis placée dans des pots contenant un mélange sable/perlite (50:50). Les boutures sont
ensuite placées en chambre de culture sur une nappe chauffante (27°C), avec 16 heures de
lumiére 250 pE/m?/s, 22°C, puis 8 heures sans lumiére & 20°C. L’humidité relative est de 60%

(Ollat, ef al., 1998).

1.3. Pépins de vigne

Les semis de vigne sont récupérés a partir des baies au moment des vendanges, lavés puis
conserveés dans de la sciure de bois humide, a 4°C. Au bout de trois mois, les semis sont lavés,
séchés, puis placés sur du papier humide dans des boites de Pétri. Un fongicide (benomyl,
1%) est vaporisé avant la fermeture des boites. Les boites sont placées en chambre de culture,
a 30°C pendant 3 heures, a 22°C pendant 21 heures puis a 25°C jusqu’a I’apparition des

cotylédons (apres 15 jours). Les plantules sont transférées dans de la terre puis remises en
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chambre de culture dans les conditions suivantes : 16 heures de lumiére 250 uE/m?/s, 28°C,

puis 8 heures sans lumiére a 20°C. L humidité relative est de 50%.

1.4. Cals de Vigne

Nous avons utilisé des cals embryogenes de vigne des cépages et porte-greffe suivants :
Riesling, Gewurztraminer, Muscat Ottonel, 3309 Couderc et 110 Richter. Ces cals
embryogeénes de vigne ont été initiés a partir de tissus somatiques du filet d’anthéres
(Bouquet, et al., 1982) et cultivés sur milieu MPM1 (Perrin, ef al., 2001 ; Perrin, et al., 2004)

en chambre de culture a 28°C, a 1’obscurité avec 50% d'humidité.

1.5. Nicotiana benthamiana et Arabidopsis thaliana

Des plantules de Nicotiana benthamiana et d'Arabidopsis thaliana (Columbia) ont été
produites dans les conditions suivantes: des semis sont effectués dans des cagettes (25X15
cm) contenant du terreau (Stendert Base II). Aprés une nuit a 4°C, les cagettes sont placées en
chambre de culture avec 80% d'humidité relative, une photopériode de 16 heures (250

uE/m?/s), 22°C le jour, et 16°C la nuit.
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2. Techniques de Biologie Moléculaire

2.1. Extraction d’ADN

Les cals embryogénes de vigne ou les tissus végétaux sont broyés dans un mortier avec de
I’azote liquide puis homogénéisés avec 1 vol. (pour 100 mg de tissus, 1 vol. = 800 pl) de
tampon d’extraction (Tris HC1 10 mM, pH 7,5 ; EDTA 10 mM ; NaCl 50 mM, Sarkosyl 1%,
PVP 1%). Aprés mélange avec 1 vol. de phénol saturé avec du TE (Tris HCI 10 mM, pH 8;
EDTA 1 mM), la phase aqueuse est extraite avec 1 vol. de chloroforme / alcool isoamylique
(24:1). L’ADN contenu dans la phase aqueuse est précipité avec 0,2 vol. d’acétate de sodium
3 M, pH 5,2 et 0,6 vol. d’isopropanol. Apres centrifugation (10 000 g, 30 min, 4°C), le culot
est lavé a I’éthanol 70% puis remis en suspension dans 50 pl de TE contenant de la RNase A
(10 pg/ml) puis incubé 15 min a 37°C. L'ADN obtenu est analysé sur gel d'agarose 1% et la
quantit¢ d'ADN est évaluée par mesure de la DO a 260 nm (1 de DO a 260 nm correspond a
50 pg/ml).

2.2. Extraction d’ARN

2.2.1. ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a l'aide du Kit QTAGEN RNeasy™ a partir d’environ 100 mg
de matériel végétal frais, en utilisant le tampon RLC et selon le protocole préconisé¢ par le
fournisseur. Deux modifications ont été apportées a ce protocole: le volume de tampon
d'extraction a été doublé et supplémenté avec un détergent, le PVP 40, a raison de 10 mg/ml.
L’extraction a partir de tissus « verts » (feuilles, inflorescences) a été réalisée avec le tampon
RLC ; le tampon RLT a été utilisé pour les autres tissus (Racines, bourgeons latents aotités).
Les ARN totaux sont quantifiés par mesure de la DO a 260 nm (1 de DO a 260 nm

correspond a 40 pg/ml) et analysés en gel d'agarose 1% .
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2.2.2. ARN messagers

Les ARN messagers ont été purifiés avec un kit Qiagen (Oligotex ™) selon les conditions

préconisées par le fournisseur a partir d'environ 200 pug d'ARN total.

2.3. Reverse transcription

La reverse transcriptase (ADN polymerase ARN dépendante) permet la synthése d'un ADNc a
partir d'une amorce spécifique, en utilisant un ARN comme matrice. Les expériences de RT
ont été¢ effectuées avec la transcriptase reverse Superscript de Life Technologies selon les

recommandations du fournisseur.

2.4. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Toutes les réactions PCR ont été réalisées avec la Taq polymérase (Life Technologies) selon
les recommandations du fournisseur dans un thermocycler (Robocycler® Stratagene) en

utilisant des tubes de 0,2 ml (Stratagene).

2.5. RACE PCR (Rapid Amplification of cDNA End)

Cette technique permet d’amplifier les extrémités 5' et 3' d’'un ADNc a partir d'une séquence
interne connue. Elle est basée sur la succession de réactions de "reverse transcription” et de
PCR. La synthése des 2 extrémités se déroule en 2 étapes: RACE PCR 3' (amplification de
I'extrémité 3' de 'ADNc) et RACE PCR 5' (amplification de I'extrémité 5' de I'ADNCc).

Ces deux étapes ont été réalisées a l'aide du kit 5' / 3' Race™ (Boehringer) selon les

recommandations du fournisseur.
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2.6. Clonage de fragment PCR avec le vecteur pPCR-Script
AMP SK (+) (Stratagene)

Cette méthode permet un clonage efficace de fragments PCR. Nous l'avons utilisée pour
cloner les produits issus des RACE PCR selon le protocole décrit par Stratagene.

Brievement, aprés élimination des amorces et des dNTPs non incorporés, les extrémités des
produits PCR obtenus sont remplies a 'aide de la Pfu DNA polymerase en présence de
dNTPs. Les produits PCR sont ensuite incubés en présence de plasmide pPCR-Script AMP
SK (+) prédigéré par Srf I, la T4 DNA ligase et I'enzyme de restriction Srf 1. La présence de
I'enzyme Srf I dans le milieu de ligation permet de maintenir le vecteur a 1’état linéarisé et
favorise I’insertion des fragments PCR. Aprés inactivation des enzymes présentes dans le
milieu de ligation, les bactéries XL 10-Gold ultracompétentes (Stratagene) sont transformées
par choc thermique avec une aliquote du milieu de ligation. Les bactéries transformées sont
reprises dans du milieu de culture NZY+ et incubées 1h a 37°C. Elles sont ensuite étalées sur
du milieu LB solide contenant de I’ampicilline (100 uG/ml), de I'IPTG (200uM) et du X-Gal

(80 pg/ml). Les boites sont incubées toute une nuit a 37°C.

2.7. Séquencage et analyse des séquences

La séquence des plasmides recombinants a été déterminée a I’aide d’un séquenceur
ABIlprisme 373 par le service de séquencage de 'BMP-CNRS de Strasbourg.
Les séquences obtenues ont été analysées a I’aide des logiciels Vector NTI (Infomarx) et de la

banque de données www.ncbi.nlm.gov/blast/.

2.8. Southern Blot (DIG luminescent Detection Kit™

Boehringer) :
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Cette technique permet la détection d'ADN par hybridation moléculaire a 1'aide de sondes
spécifiques synthétisées par PCR en présence de dNTPs marqués a la digoxigénine (DIG).
Ces sondes sont ensuite détectées par un anticorps anti-digoxigenine conjugué a une
phosphatase alcaline. Cette enzyme va déphosphoryler un substrat CDP-Star™ (Boehringer),
produisant ainsi une émission photo luminescente (447 nm) pouvant étre enregistrée sur des

films sensibles aux rayons X.

2.8.1. Electrophorése et transfert

Les ADN de vigne (20 ug), de N. benthamiana (15 pg) et d'A. thaliana (5 pg) sont digérés
dans un volume final de 100 ul par I'enzyme HindIII (toute une nuit a 37°C). La réaction
enzymatique est stoppée par extraction avec 1 vol. de phénol chloroforme alcool isoamylique
(25:24:1) puis 'ADN est précipité avec 2 vol. d'éthanol 96% et 0,1 vol. d’acétate de sodium 3
M, pH 5,2. Apres centrifugation (10 000 g pendant 30 min a 4°C), le culot est lavé a I’éthanol
70% puis remis en suspension dans 15 pl d'eau. Les fragments d'ADN sont séparés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 0,7 %, puis transférés sur une membrane de nylon chargée
positivement (Boehringer) par capillarité dans un tampon SSC 20X (NaCl 3 M, citrate de
sodium 300 mM) pendant une nuit (Sambrook, et al., 1989). Les ADN sont fixés a la

membrane par irradiation aux UV (254 nm) de 1200 Joules pendant 30 secondes.

2.8.2. Hybridation et révélation

L'hybridation et la révélation sont réalisées conformément au protocole du fournisseur: la
membrane de nylon est préhybridée pendant 2 heures dans une solution de DIG Easy Hyb™,
puis incubée avec les sondes diluées dans la solution de DIG Easy Hyb™ (5 a 25 ng/ml) a
42°C toute une nuit. Apres 2 lavages de 15 min a 68°C, avec des solutions de SSC (2X et
0,5X) contenant 0,1% de SDS, la membrane est hybridée 30 min avec l'anticorps anti-DIG
(dilué 1:20 000). La membrane est ensuite incubée en présence d'un substrat CDP-Star™

(Boehringer) 5 min dans le noir puis exposée de 5 & 30 min au film sensible aux rayons X.

2.9. Hybridation in situ

2.9.1. Fixation, inclusion et coupes
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Les tissus végétaux sont fixés dans une solution de PBS contenant 4% de formaldéhyde
(fraichement préparée) et 0,1% de Triton, sous vide pendant 2 fois 20 minutes puis a 4°C
pendant toute une nuit. Les échantillons sont ensuite lavés puis déshydratés par incubations
successives dans des dilutions d’éthanol décroissantes. L’inclusion dans la paraffine est
réalisée selon le protocole décrit par D. Jackson (Jackson, 1991). Des coupes de 10 um sont

réalisées a I’aide d’un microtome, puis déposées sur des lames prétraitées (Dako).

2.9.2. Préparation des sondes

A partir d’un plasmide contenant le cDNA du geéne, un ARNm « antisens » est synthétisé par
transcription in vitro avec incorporation de Dig-UTP (Roche). Cette transcription est réalisée

suivant le protocole suggéré pare le fabricant (Roche).

2.9.3. Hybridation et révélation

Aprés un pré-traitement des lames (élimination de la paraffine, réhydratation, élimination des
protéines, puis déshydratation), la sonde est hybridée sur les coupes. Apres différentes étapes
de lavage, les lames sont incubées avec un anticorps permettant de détecter les hybrides
ARN-ARN marqués a la Digoxigénine. Cet anticorps est couplé a une phosphatase alcaline
qui permet de visualiser les hybrides ARN-ARN, par une réaction d’oxydo-réduction qui
donne un précipité bleu.

L’ hybridation ainsi que 1I’immuno-détection des sondes marquées a la Digoxigénine sont

réalisées conformément au protocole du fournisseur (Roche).

2.10. RT PCR Quantitative

2.10.1. RT PCR

Les RT PCR quantitatives ont été réalisées a partir de 25 ou 50 ng d’ARN totaux a I’aide du
kit QuantiTec™SYBR"Green RT PCR (Qiagen), selon le protocole suggéré par le fabricant,
dans un thermocycler BioRad iCycler iQ. L’expression du gene FVvACTINE 2

(GenBankAF369525) a ét¢ utilisé comme référence.
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2.10.2. Quantification relative

La quantification relative a été réalisée suivant la méthode mathématique décrite par Pfaffl

(Pfaffl, 2001).

On utilise ensuite les CT (Cycle Threshold), correspondant au nombre de cycles de PCR
nécessaire pour franchir le « seuil » (Fig. 30).

L’efficacité de PCR est calculée grice a une gamme ; Elle est égale a 10C"P™® et pente
correspond a la pente de la gamme

On obtient alors un ration entre le niveau de transcrit du géne cible entre deux échantillons.
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Afin de comprendre les étapes fondamentales de la floraison de la vigne, nous avons
développé une approche moléculaire basée sur ce qui était connu chez d’autres espéces
notamment les especes modeles comme Arabidopsis thaliana et Antirrhinum majus. Chez ces
deux especes, il avait été démontré qu’il existait un géne LEAFY (chez A. thaliana) et
FLORICAULA (chez A. majus) qui permettaient la transition d’un méristeme végétatif en
méristetme inflorescentiel (Coen, et al., 1990, Weigel, et al., 1992). Les séquences
nucléotidiques de ces deux genes étant relativement conservées, des orthologues de
LEAFY/FLORICAULA ont pu étre identifiés chez des especes aussi différentes que la tomate,
le pin, le tabac, I’eucalyptus...(Kelly, et al., 1995; Mellerowicz, et al., 1998; Mouradov, et
al., 1998; Southerton, et al., 1998; Molinero-Rosales, et al., 1999).

En se basant sur la conservation de séquence nucléotidique de différents orthologues de
LEAFY/FLORICAULA, nous avons recherché par PCR a 1’aides d’amorces dégénérées la
présence d’un orthologue de ce géne chez la vigne. A partir de la courte séquence obtenue,
nous avons pu cloner la totalit¢ de la séquence codante par RACE PCR et la totalit¢ de la
séquence génomique par PCR, de l'orthologue de LEAFY/FLORICAULA pour la vigne
(VWLEAFY). Nous avons ensuite réalis€¢ une étude complete de I’expression de ce gene au
cours du développement de la vigne. Cette étude a été réalisée par RT PCR et hybridation in

situ afin de savoir ou et a quel stade de développement le géne VvLEAFY était transcrit.

Les premiers résultats ont montré que le gene VvLEAFY du Riesling n'est présent qu’en une
seule copie par génome. La structure du geéne et la séquence protéique sont relativement bien
conservées par rapport aux orthologues de A(LEAFY déja identifiés (Mellerowicz, et al.,
1998; Mouradov, et al., 1998; Southerton, et al., 1998; Wada, et al., 2002). L'analyse de
I’expression de VvLEAFY, par RT PCR et hybridation in situ a montré que des transcrits sont
retrouvés de maniere spécifique dans les bourgeons latents et les inflorescences. Cette
expression spécifique aux tissus inflorescentiels semble conservée pour 1’ensemble des
orthologues déja décrits. Par contre, le géne de la vigne est transcrit de fagon continue sur
deux années : de la mise en place du bourgeon latent jusqu'a la pleine floraison, au printemps
suivant, ceci remettant en question la dormance des bourgeons latents. De plus, une étude de
I’expression de ce gene sur des plantes issues de semis montre que le géne est déja transcrit
dans les bourgeons apicaux et latents, au cours de la phase juvénile, bien avant que la plante

acquiere la compétence a fleurir.
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Le géne VVLEAFY ne constituant pas un marqueur de la transition phase juvénile — phase
adulte, nous avons donc cloné et ¢étudié 1’expression d’autres geénes orthologues
d’Arabidopsis impliqués dans la floraison comme 7FLI, API, SEP3 et AG (Coen et
Meyerowitz, 1991). L’analyse par RT PCR et hybridation in situ a révélé que I’expression de
VWTFLI et VVLEAFY commengait peu apres la germination dans le méristéme apical puis
continuait dans les bourgeons latents. Au moment de la transition d’un méristeéme végétatif en
méristetme inflorescentiel, 1’expression de VvTFLI décroit alors que celle de VVLEAFY
augmente. L’analyse de ’expression des genes VvAPI, VvSEP3 et VvAG est corrélée a la

morphogen¢se des organes floraux (comme chez Arabidopsis).
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Résultats
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1. Clonage de I’orthologue de
AtLEAFY chez la vigne

En se basant sur les homologies de séquences nucléotidique et protéique existant entre les
différents orthologues de AtLEAFY, Southerton et al. ont choisi une zone trés conservée de la
séquence 3' des ADNc, a partir de laquelle ils ont déterminé une paire d'amorces dégénérées
encadrant une région d'une centaine de nucléotides (Southerton, et al., 1998). Ces amorces
leur ont permis d'amplifier par PCR, a partir ' ADN génomique d Eucalyptus, un fragment de
141 pb du gene ELF, orthologue de A¢{LEAFY chez 1'Eucalyptus. Une paire d'amorces ODR et
ODS identique a celle décrite par Southerton (Southerton, et al., 1998) a été synthétisée et
utilisée pour amplifier par PCR a partir du génome de la vigne un fragment pouvant
correspondre a l'orthologue de A¢{LEAF'Y chez la vigne.

Ces 2 amorces ont permis d'amplifier a partir d'ADN génomique extrait de cals de 110R,
Gewurztraminer et Muscat, un fragment d’environ 126 pb.

Les différentes séquences déterminées pour les 3 génotypes ont été alignées puis comparées
entre elles. La séquence encadrée par les amorces dégénérées ODS et ODR est 100%
identique pour un cépage donné et entre les cépages comparés (résultats non montrés). La
comparaison de cette séquence issue de la vigne avec les fragments correspondants du gene
AtLEAFY et de ses orthologues montre 87% d'identité avec le gene du tabac, 86% avec celui
du pétunia, 84% avec celui de la tomate, 83 % avec celui du kiwi, 82% avec celui du peuplier,
79 % avec celui du pois, 75% avec celui de I'Eucalyptus et 70% avec AtLEAFY.

Ce fragment de 126 pb présentant de fortes homologies avec de nombreux orthologues, nous
avons voulu vérifier qu'il était bien spécifique de la vigne et qu'il n'était pas issu de
contaminations, notamment par de I'ADN de N. benthamiana ou d’A. thaliana, espéces
couramment utilisées dans le laboratoire.

La spécificité de ce fragment de 126 pb a été vérifiée par Southern Blot (Fig. 31). L'ADN
génomique de 5 génotypes de vigne (110R, 3309C, Gewurztraminer, Muscat et Riesling), de
N. benthamiana et d'A. thaliana a été digéré puis transféré sur membrane de nylon. La
membrane a ensuite été hybridée avec une sonde correspondant au fragment de 126 pb ou

avec une sonde correspondant au géne de I'hexose transporteur.
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La sonde correspondant au fragment de 126 pb s’hybride avec un fragment de 6,5 kb pour les
5 génotypes de vigne. Aucun signal n’est observé pour les ADN d’ 4. thaliana et de N.
benthamiana (Fig. 30).

Un signal de plus faible intensité a été obtenu avec ’ADN de 110R bien que I’hybridation
avec la sonde de I’hexose transporteur VvTH (Fillion, et al., 1999) montre qu'une quantité
équivalente d’ADN ait été déposée pour tous les ADN génomique de vigne. La sonde V'vTH
montre également que I’absence de signal dans les pistes de N. benthamiana et d’A. thaliana
avec la sonde correspondant au fragment de 126 pb, n’est pas liée a une absence d’ADN dans
les pistes (Fig. 31).

Ces résultats nous indiquent que le fragment de 126 pb obtenu est bien spécifique de la vigne
et correspond potentiellement a un fragment de 1'orthologue de AtLEAFY chez la vigne.

A partir du fragment de 126 pb identifi¢ précédemment, nous avons pu envisager le clonage
de la séquence compléte de I'ADNc correspondant au géne de la vigne en utilisant la
technique de RACE PCR.

Cette technique nécessite de connaitre les stades de développement pendant lesquels le géne
est transcrit. Les données bibliographiques, concernant 1'expression des différents orthologues
de AtLEAFY, ont montré que, chez le pin, I’expression du géne est prolongée au cours du
développement floral (Mellerowicz, et al., 1998). Nous avons donc fait I'hypothése que
'orthologue de AtLEAFY chez la vigne pouvait étre transcrit au cours des premiers stades de
développement floral, bien que les inflorescences se mettent en place dans bourgeons latents
I'année précédant la floraison. Des expériences préliminaires de transcription reverse, en
utilisant un couple d'amorces spécifiques VVLFY1R et VVLFY1S encadrant le fragment de
126 pb, ont été réalisées a partir des ARN totaux extraits de bourgeons au stade de
développement C. Un fragment spécifique de taille attendue (environ 140 pb) a été obtenu
(résultat non montré). Pour les expériences de RACE PCR, nous avons donc choisi d'extraire
les ARN messagers a partir de bourgeons prélevés sur des boutures fructiféres au stade de
développement C (Baggiolini, 1952).

Plusieurs cycles de RACE PCR auront été nécessaires pour connaitre la totalité de la séquence
codante de 1’orthologue de A¢{LEAFY chez la vigne.

La séquence génomique de ce géne a pu étre clonée par PCR a partir d’ADN génomique
extrait de cals de Riesling (Clone 49) et d’amorces déterminées d’aprés la séquence de
I’ADNec. Nous avons baptisé¢ ce gene, VVLEAFY (pour Vitis vinifera LEAFY). VVLEAFY
présente une séquence protéique trés conservée par rapport a celles des orthologues de

AtLEAFY (Fig. 32).
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2. Analyse de I’expression des genes

de Floraison chez la vigne

“ Expression analysis of flowering genes from seedling-stage to vineyard life of
grapevine cv. Riesling”, JOLY Delphine, PERRIN Mireille, GERTZ Claude,
KRONENBERGER Jocelyne, DEMANGEAT Gérard and MASSON Jean Eugene. Plant
Science 166 (6), (2004), 1427-1436.
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Depuis des millénaires, I’homme propage la vigne de maniere végétative (bouturage),
exercant ainsi une forte pression de sélection en ne multipliant que les formes présentant des
caractéristiques qu’il juge intéressantes pour la production de fruits. Cette sélection, ainsi que
la crise phylloxérique du XIXeéme siecle ont contribué a la disparition d’un grand nombre de
génotypes (phénomene «d’érosion génétique ») (Huglin et Schneider, 1998).

Dans le but de conserver les ressources génétiques constituées par les cépages-populations, un
conservatoire national (ENTAV), ainsi que des conservatoires régionaux ont été créés. Ces
conservatoires permettent de sauvegarder le patrimoine génétique de ces cépages-populations
et constituent également des ressources pour d’éventuelles sélections clonales.

Dans les années 80, Huglin et Balthazard ont entrepris une prospection a travers le vignoble
alsacien pour rassembler un grand nombre de clones des cépages Riesling, Gewurztraminer,
Sylvaner, Pinots Blanc et Gris, représentant au mieux la variabilité actuelle de ces cépages-
poulations (Huglin et Schneider, 1998). Cette collection de clones est conservée a I’'INRA de
Colmar (Tableau. 3).

Parmi les 182 clones de Riesling de cette collection, 18 ont été placés, en 1996, en parcelles
expérimentales pour une sélection clonale. Une évaluation sanitaire puis une évaluation
agronomique des clones ont ainsi pu €tre réalisées (Fig. 33).

Parmi les caractéres agronomiques mesurés, nous nous sommes intéressés aux caracteres
« fertilité » et « nombre de baies par grappes » qui conditionnent le rendement.

Les résultats ont montré que ces caractéres pouvaient varier d’un clone a un autre. Par
exemple, la fertilit¢ de ces clones varie entre 1,6 et 2,2 inflorescences par rameaux. Cette
étude, réalisée sur une méme parcelle, dans les mémes conditions de culture et sur 5 ans,
montre que ces variabilités inter-clonales (fertilit¢ et nombre de baies par grappe) sont
maintenues au cours du temps et ne sont pas liées a des différences environnementales ou a
des différences de pratiques culturales. Cette variabilité phénotypique résulte donc bien d’une
variabilité génétique inter-clonale.

La fertilité correspond au nombre d’inflorescences par rameau, et le nombre de baies par
grappe est un caracteére directement 1i¢é au nombre de fleurs par inflorescence, la floraison

apparait donc comme une ¢étape importante dans le déterminisme de ces caractéres
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agronomiques. Pour étudier au niveau moléculaire, la variabilité de la fertilité et du nombre de
baies par grappe, nous avons choisi de regarder si cette variabilité pouvait étre percue au
niveau des geénes de floraison.

Nous avons mesuré le niveau de transcrits des genes de floraison VvLEAFY et VWTFLI pour
deux clones de Riesling dont 1’un présentait une fertilité¢ faible et un nombre élevé de baies
par grappe, ’autre présentait les caractéristiques inverses. L’analyse par RT PCR quantitative
a montré que les niveaux de transcrits de ces deux genes différaient entre les deux clones.
L’ensemble de nos résultats suggere que le niveau de transcrits de VVLEAFY et VWTFLI, et le

nombre d’inflorescences (fertilité) et de fleurs (donc de baies) soient associés.

Evolution of the Grapevine revealed by Riesling clones diverging for fruitfulness and

expression of flowering genes. Joly et al., 2005, Submitted.
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Abstract

The quality of the wine all over the world is directly linked to grapevine genotypes. In
order to preserve the genetic identity of these precious vine varieties, their spread has been
done exclusively by vegetative propagation for centuries. However, new types — the clones -
diverged from these varieties and their use have contributed to improve the quality and
diversity of wines in a significant way. Though recent molecular profiling with DNA markers
suggested a genome evolution in the diverging clones, the diversity remains underscored and
we lack insights into the analysis of gene expression for further description of these new
evolved vines. Two Riesling clones with poor and high fruitfulness were identified in a
collection of clones after five years study on an agronomic level. The differences in
fruitfulness were found to be associated with variations in transcript levels of the flowering
genes VVLEAFY and VvTFLI. The molecular analysis reveals also changes that occur over the
two years it takes for a bud to come to flowering and emphasizes the differences between the
two clones. Thus, we provide the first evidence that the evolution of grapevine upon

vegetative propagation results in changes in the gene expression level.
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Introduction

The quality of the wine all over the world has a direct link with the grapevine genotypes.
The genetic identity of these precious varieties has been preserved by vegetative propagation,
for centuries. However a careful examination of grape literature and worldwide extensive
explorations of vineyards suggest that a lot of diverging forms of varieties have arisen. With
the aim of improving the quality of the wine, all varieties are subjected to intense search for
new clones whose traits can be maintained by vegetative propagation. The variability among
these new clones is largely underscored since the Ampelography is unable to ascertain all the
genotypic differences. However, with the development of molecular markers and more
recently, a better knowledge of the grapevine genome, we were able to refine genotypic
differences within a variety.

In the Pinot family for example, clones with berries that differ in size or colour and
whose clusters are tight or loose are cultivated. This population of clones has been tentatively
structured by AFLP-PCR methods, and consequently over 60 haplotypes could be designed
(Forneck et al. 2003). The demonstration that Pinot Meunier was a chimaera was a big step
forward in understanding the evolution of the grapevine (Boss and Tromas 2002; Franks et al.
2002). The importance of chimaerism in grapevine was furthermore confirmed in studies on
Chardonnay and Pinot (BertscH et al. 2003; Hocquiony et al. 2004). Therefore all genetic
analyses, performed with DNA markers, made it possible to differentiate clones and varieties,
thus confirming the association of clonal divergence and genome evolution which was most
likely the result of somatic mutations. However, the phenotypic differences between clones of

a variety have never been studied in parallel to gene expression analysis so far.
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We have to go back more than 500 years to find the first mention of White Riesling in
the Rhein Valley, where it most likely finds its origins (Storz 1994), even though accounts
already mentioned this variety as early as in the Roman period (Viara and Vermorer 1901).
Riesling can be found all over the world in as many as 20 countries in Europe, 7 States in the
United States and even in South America, reaching more than 65 000 ha, worldwide (GALET
1990). This variety has at least 20 synonymous designations, like Klingelberger in Germany,
Rheinriesling in Austria, Rizling Rajinsky in ex-Yugoslavia or even Gentil Aromatique in
France during the Middle Age (GaLet 1990; Storz 1994). What used to be thought of having a
link to traditions of wine areas is challenged by official description, according to
Ampelography. However, emerging molecular analysis using DNA markers suggest that these
diverging phenotypes result from genome evolution. For example, the author Regner
differentiates 10 clones in Riesling (ReGNER ef al. 2000).

Relying on the numerous descriptions of various types of Riesling (StoLz 1994; ViaLa
and VermorerL 1901) an extensive research in Northern Europe (Germany, Austria, France)
has allowed the collection of a wide range of Riesling accessions. They are preserved in
repositories from which the most cultivated clone in France has been chosen (clone 49). In
Germany, for example, as many as 80 different clones have been selected from these
collections and are being cultivated today (ReGner et al. 2000).

Focusing our research on yield variability, we were able to sort out of a 400-types-
Riesling-collection clones showing different bud fertility (number of inflorescences per shoot)
(Rives 2000) ranging from = 1.6 to 2.2 inflorescences/shoot. Aiming to analyse such
phenotypic differences at the molecular level, flowering genes appeared to be good

candidates.
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The flowering genes VVLEAFY (or VFL), VWTFLI, VvAPI (or VAPI) and MADS-box
genes were recently characterised in grapevine and their expression analysis showed intimate
link with the flowering process (Boss et al. 2002; Boss et al. 2001; Carone et al. 2004;
CarmoNa et al. 2002; Jory et al. 2004).

After an agronomic evaluation of five years on virus-free plants, we came to the
conclusion that poor/high yield is a stable feature maintained by vegetative propagation. Our
data suggest that the fruitfulness (bud fertility and number of berries per bunch) is a key factor
in the contribution of the volume of the vintage. We also found out that the differences in bud
fertility and in number of berries per bunch are associated with variations in transcript levels
of the flowering genes VvLEAFY and VvIFLI, thus providing the first molecular proof of

phenotype divergence within a variety using functional markers.
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Materials and methods

Plant material

A series of 17 clones showing different fruitfulness were grafted on root-stock 161-49C,
planted as five randomly placed blocks of 10 plants per clone in a vineyard of a total acreage
of 2,500 m* (in 1995). The first measurements were performed in 1999 and the data was
collected every season for the four following years. Weather data was collected for each

period (Jory et al. 2004).

Fertility, number of berries per bunch and yield measurements

In this paper, the term fertility refers to the mean number of flower-clusters (inflorescences)
found per primary shoot, developed from the principal latent bud. Enumeration was done
approximately two weeks before flowering on the 10 plants of each elementary block. The
number of berries per bunch was calculated by using yield (g/plant), number of inflorescences
(average by plant) and the average weight of a berry (g). The average weight of a berry was
measured from a sample of approximately 200 berries collected on 10 plants for each
elementary block. Sampling corresponds to small fractions of bunches (3 to 10 berries)
randomly harvested just before vintage (the weight of the rachis was neglected). The final
yield corresponds to the fresh grape weight upon harvest, by gathering the production of 10
vines within elementary plot and measuring with a dynamometer (TESTUT). All data were

compared with a Student test at P< 0,05.
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Sampling and transcript level analysis

The initiating latent buds (Fig. 1A) were harvested in May from the third and fourth nodes
(N1-1, N2-1, Fig. 1C) of 20 shoots randomly picked on 6 plants in two blocks out of five. The
latent buds from the first N1 node (N1-1, Fig. 1C and Fig. 1B) were harvested in December
from three randomly chosen plants in the two blocks. The inflorescences at the developmental
stage F/G (Fig.1B) (BaccioLint 1952) were harvested on plants randomly chosen in blocks. All
samples were immediately frozen in liquid nitrogen after harvest. Total RNA was extracted
following the Qiagen RNeasy™ procedure, but with doubled extraction buffer volume
supplemented with PVP 40 (10 mg/ml). We used buffer RLT for latent bud harvested in
winter and buffer RLC for other tissues. Remaining traces of DNA was eliminated by DNase
digestion of the RNA samples.

Quantitative RT-PCR were performed with 25 or 50 ng total RNA using the Qiagen
QuantiTect™SYBR“Green RT-PCR kit according to the protocol suggested by the
manufacturer with the following primers: LFYR (5’- GCA TCT TGG GTT TGT TGA TGT
AGC T - 3’) and LFYS (5 — GAG CAA TGC CGT GAT TTC TTG ATC — 3’) with Tm=
68°C for V'WLEAFY (GenBank AY126446); TFLIR (5 — ATA TTT GGC CTT GGC ATT
TC- 3’) and TFLI1S (5’ — TRT KRT TGG TAG AGT GAT TGG -3’) with Tm= 58°C for
VWTFLI (GenBank AY260166); ACTR (5 — CCA GCA AGG TCA AGA CGA AGG

ATA GC - 3’) and ACTS (5’ — TGT TGC CAT TCA GGC TGT TCT TTC TC - 3’) with
Tm= 68°C for V'vACTINE 2 (GenBank AF369525). Quantitative RT-PCR assays were carried

out in the BioRad iCycler iQ.
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Results

Interclonal variation for the fertility in Riesling

Focusing on the yield, we chose a series of clones showing different fertility levels. On
a single primary shoot of Riesling, the fertility varies between 0 and 4 (HucLin 1986) (Fig.
1C). The first measurements were performed in 1999 and the data have been collected every
season for the four following years. Here we focused on the differences between the Riesling
clones 49 and I1 which showed high and low fertility, respectively.

For all five years, the fertility of clone I1 was lower than the fertility of clone 49 and
the differences were significant for 2000, 2002 and 2003 (Table 1). Also, the mean value for
this time period was significantly lower for the clone I1 with a fertility of 1,90 instead of 2,17

for the clone 49 .

Relative transcript levels of VvLEAFY and VvTFLI1

The transcript levels of VvACTINE, as a house-keeping gene, were evaluated by
quantitative RT-PCR. The variations of Ct (cycle threshold) values between internal replicates
did not exceed 5-6%. When comparing the transcripts levels in initiating latent buds and
inflorescences, the average values of Ct ranged at 25,61+ 2,64. According to this data, the
transcript level of this particular gene was chosen as the reference for all other experiments.
We examined VvLEAFY and VvTFLI transcripts at the mRNA level by quantitative RT PCR
using primers flanking introns in order to amplify VvLEAFY and VvTFLI transcripts.
Moreover the accuracy of the quantitative RT-PCR was checked further on (i) by ruling out

experiments with Ct higher than 60 (i1), also by controlling the melting curve of the
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amplification products and (iii) finally by performing an electrophoresis on acrylamid gel.
The Ct, thus obtained, led us to calculate relative quantifications (clone I1 vs clone 49 ) based
on the mathematical model described by Pfaffl (PrarrL 2001).They are represented on semi-
logarithm scales (Fig. 2), where bars count for independent experiments each including three

individual replicates.

We studied the three main stages of the latent bud: the initiating latent bud, the
dormant latent bud in winter and the inflorescence (Fig. 1 A to C respectively). The results are
drawn from two independent experiments with inflorescence and two others with initiating
latent buds, each including three individual replicates. The variation in Ct (cycle threshold)
between internal repetitions did not exceed 13% for the initiating latent buds and 5% for the
inflorescences. In the case of initiating latent buds harvested in May, the ratio of relative
transcript levels of VvLEAFY between Riesling clone I1 and Riesling clone 49 was 0.05 for
the first experiment and 0.003 for the second one (Fig. 2A). As for the VWTFLI1, the ratio was
0.73 (Fig. 2C). In the case of latent buds harvested in December (Fig.1B) VVvLEAFY
transcripts had already been found during a previous study (Jory et al. 2004). However since
VVLEAFY transcripts were detected only after about 65 cycles (data not shown) we decided
not to go on with the analysis. In inflorescences, the ratio of relative transcript levels of
VVLEAFY between Riesling clone I1 and Riesling clone 49 was 11.3 for the first experiment
and 11.7 for the second one (Fig. 2 B), while for V'WTFLI the ratio was 1.83 (Fig 2D). Even
though the data obtained on initiating latent buds may suggest a correlation between the poor
fertility of clone I1 and significantly lower transcript levels of V'vLEAFY when compared to

clone 49, the data was surprisingly inversed for inflorescences.
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Interclonal variability for the yield

While collecting data for fertility (Table 1), we also measured the number of berries
per bunch at harvest and weighed the final yields in kg/plant for all five years, to get a more
accurate comparison between clone 49 and clone 11 (Table 2).

The number of berries per bunch was higher in clone I1 than in clone 49 over the five years.
There were significant differences for the 2000, (2001) and 2002 harvests. The mean of 5
years confirms theses differences with values of 95 berries per bunch for clone 49 and 116
berries per bunch for clone I1 (Table 2).The yields obtained in clone I1 were always lower
than in clone 49 during grape harvest. The average yield (for five years) was 3.38 kg/plant for
clone I1 and 3.76 kg/plant for clone 49, showing a substantial difference statistically.

We can draw the conclusion than even though more berries were produced by clone 11, it still

led to a = 10% lower yield than the most widely grown clone, in this case clone 49.

66



Génétique moléculaire de la floraison de la vigne

Discussion

As grapevine cultivars were exclusively multiplied by vegetative propagation for
centuries, numerous clonal differences resulted (or were thought to be linked to) from virus
accumulation. However, differences in the colour and the size of berries, that represent traits
of interest in viticulture, remained in clones free from any viruses (ManniNt ef al. 1999). We
conducted a careful analysis on these Riesling clones and were unable to reveal any of the
main viruses (GFLV, GLRaV, GVA, GFKYV, etc ...) known to affect the phenotypic
differences reported in this study (data not shown). Therefore, disease origin does not account

for the phenotypic differences reported in this study.

Grapevine interclonal variability has already been observed at the phenotypic level for
many grapevine cultivars (Botta ef al. 2000; Daurta et al. 1972). We showed that important
features like fertility and the number of berries per bunch can vary between two Riesling
clones. These phenotypes are stably maintained by vegetative propagation. Since clones are
an important factor in influencing yield variability, there are obvious economic consequences
as well as consequences in the quality of the produced grapes. It is also relevant that a yield
reduction can improve the quality of a vintage drastically. Since the average vintage for
Riesling easily reaches 90hl/ha, replacing standard accessions by low fertility clones might
reduce worldwide vintage by approximately 0.6 M hl. If applied on a world scale to the main
varieties, this kind of choice might help solving the overproduction crisis, that the viticulture
world has been facing for about four years.

More importantly, our thorough analysis over five years suggests that poor yield
producing clones may lead to wines of significantly better quality (blind official tasting,

conducted by the CIVA, France, data not shown). This is actually the main goal of clonal
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selection (ongoing assays with other varieties tend to confirm our data). When comparing
Riesling clone I1 and Riesling clone 49 in initiating latent buds, we observed an association
between high VVLEAFY transcript levels and high fertility levels, as well as low VvLEAFY
transcript levels and low fertility levels. Some further consistence in these data was supported
by parallel alteration in VvTFLI transcripts levels. Although higher levels of V'vLEAFY were
found in the inflorescences of the low fertility clone I1, V'WTFLI levels followed the same
evolution. Thus during the flowering year, clone I1 had more berries per inflorescence and
showed a higher level of V'vLEAFY transcripts. Data obtained in maize with ZFLI and ZFL2,
the duplicate maize AtLEAFY homologs, suggested that LFY transcripts levels may play a role
in promoting higher orders of inflorescence phyllotaxy in maize (BowmsLies et al. 2003). Even
if we are unable to provide evidence for a quantitative link, the association of such variations
in both phenotypic and molecular levels may be relevant in Riesling too. Altogether, the
differences in fruitfulness in these two clones were associated to variations in transcript levels
of the flowering genes VVLEAFY and VvTFLI. Keeping in mind that the VvLEAFY transcript
were constantly present during the 2 years of bud flowering (Jory et al. 2004), they seemed
tuned in a different way according to whether it was the year of latent bud initiation or the
year of flowering.

Intimate interactions between LEAFY, TFLI and APl control flowering onset in
Arabidopsis thaliana and the LFY/TFLI ratio seems to determine the fate of meristem (Parcy
et al. 2002; RatcLirre et al. 1999). Similar observations were recently described in Citrus
(Pruirtert ef al. 2004). In grapevine, expression analysis in latent buds and inflorescences
showed that V'WLEAFY and VvTFLI transcripts could be detected throughout developmental
stages of flowering buds, therefore suggesting that the role of these genes in flowering onset

described in Arabidopsis thaliana may be conserved in grapevine (Carmona et al. 2002; JoLy
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et al. 2004). The conservation of this characteristics in diverging clones of Riesling reinforces
the likelihood of an association between flowering, fruitfulness and molecular observations.

Within the collection of Riesling clones tested, we discovered other clones with
contrasting phenotypes which combine a poor fertility and a small number of berries per
bunch, suggesting further interclonal variability for fruitfulness in Riesling (data not shown).
The quantitative expression analysis performed on both clones 49 and I1 showed that
transcript levels of flowering genes are more thinly tuned. This means that parallel gene
expression analysis and agronomic evaluation in the collection of clones may reveal further
refinements into genetic diversity in yield. It may be worthwhile to apply this approach to
other varieties and for traits with relevant role in viticulture such as sugar and aromatic
compounds content or colour of the berries.

With the combination of phenotypic description of clones, molecular analysis with DNA
markers, cell layer separation by somatic embryogenesis and gene expression analysis, the
21* century invites us into the intimate subtle but valuable genome evolutions of the 10,000

years-old Grapevine.
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Tables and Figure Legends

Figure 1: Developmental stages of the flowering bud

The new latent bud (1.b) initiates in May at the internode where the lateral shoot sprouts (s.sh)
and the leaf axis (l.a) and the tendril (t) are fixed (A). In winter, the latent bud (1.b) is covered
by scales and is dormant (B). The following Spring, the latent bud develops into a shoot
carrying inflorescences as 11 to 13. At the internodes positions, new latent buds are set (circle,

for example) (C). Bars represent 1 cm.

Figure 2: Relative transcript levels of V'WLEAFY and VyvTFLI in initiating latent buds

and inflorescences of the Riesling clones 49 and I1.

The VvLEAFY and VvTFLI transcript levels were analyzed by quantitative RT-PCR. Data are
shown on semi logarithm scales as ratios from levels in clone I1 to clone 49 in latent bud (2A)
and inflorescence (2B) for VVLEAFY and in latent bud (2C) and inflorescence (2D) for
VWTFLI. The bars represent independent experiments with three internal replicates each (SD

< 13% in Fig. 2 A/C and < 5% in Fig. 2 B/D).
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Table 1: Comparison of the fertility - mean number of inflorescences per shoot — in the

Riesling clones 49 and I1.

Table 2: Comparison of the harvests in the Riesling clones 49 and I1.

Legend of Tables 1 and 2

The fertility is the mean number of inflorescences carried by a shoot (see i1l to i3, Fig 1C)
(Rives 2000). The harvest is presented as the number of berries/bunch and the final yield in
kg/plant upon harvest. The plants were 5 years-old when the first data were collected. The
average values of the clones were compared each year during five following seasons. The
differences between clones 49 and I1 are significant at P< 0,05 (Student test: a, b), at P< 0,10

(Student test: (a), (b)) or not, ns.
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Figure 1: Developmental stages of the flowering bud
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Figure 2: Relative transcript levels of VWLEAFY and VyvTFLI in initiating latent buds

and inflorescences of the Riesling clones 49 and I1.
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Table 1: Comparison of the fertility - Mean number of inflorescences per shoot — in the

Riesling clones 49 and I1.

Genotype year 1999 2000 2001 2002 2003 Mean
Riesling clone 49 2,40 ns 2,17 a 2,07 ns 2,10a 2,13 a 2,17 a
Riesling clone 11 2,07 ns 197 b 1,89 ns 1,750 1,89 b 1910
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Table 2: Comparison of the harvests in the Riesling clones 49 and I1.

Génétique moléculaire de la floraison de la vigne

Genotype Year 1999 2000 2001 2002 2003 Mean

Riesling clone 49 10l ns 100b 113(b) 100b 60 ns 95b
Berries/bunch

Riesling clone 11 138ns  123a  128(a) 126a 63 ns 116 a

Riesling clone 49 4,11ns 3,64a 459ns 4,19ns 2,26ns 3,76 (a)
Yield in kg/plant

Riesling clone 11 386ns 3,21b 4,10ns 3,75ns 1,97ns 3,38 (b)
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Conclusions et perspectives
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1. Les genes de floraison

L’initiation de la floraison est marquée par la transition des méristetmes végétatifs en
méristemes inflorescentiels puis en méristémes floraux. Les études moléculaires réalisées
chez Antirrhinum majus puis Arabidopsis thaliana ont mis en évidence le role majeur du geéne
FLORICAULA (chez A. majus) et de son orthologue LEAFY (chez A. thaliana), dans I’étape
de transition des méristemes inflorescentiels en méristemes floraux (Coen, et al., 1990;
Weigel, et al., 1992). D’autres genes ont également été identifiés chez ces deux especes : le
gene TFLI (A. thaliana) ou CEN (A. majus), impliqué dans le maintien de I’identité du
méristéme inflorescentiel (Ratcliffe, et al., 1999), ou les génes API, AG, SEP3 (A. thaliana)
(Liljegren, et al., 1999; Parcy, et al., 2002), SQUA, PLE (A. majus), impliqués dans la
morphogenese florale (Coen et Meyerowitz, 1991).

1.1. Les génes de floraison chez la vigne

1.1.1. WLEAFY

Grace aux connaissances acquises sur la floraison chez Arabidopsis thaliana et chez d’autres
especes aussi variées que le pois, le tabac, le pin, ’eucalyptus ou encore le peuplier, nous
avons pu cloner I’orthologue de LEAFY chez la vigne (Weigel, et al., 1992; Kelly, et al.,
1995; Hofer, et al., 1997; Mellerowicz, et al., 1998; Mouradov, et al., 1998; Southerton, et
al., 1998; Rottmann, et al., 2000).

L’analyse des séquences nucléotidique et protéique du gene VvLEAFY de la vigne a montré
que ce gene est relativement comparable a ces ceux des especes pour lesquels il a déja été
clon¢é par exemple 1’ Arabette, le tabac, le pois, 1’eucalyptus, le pétunia, le peuplier, le platane
et le pin (Accession M91208, U16172, AF010190, AF034806, AF030171, U93196,
AF106842 et U92008 respectivement). Le géne de la vigne posséde deux introns comme chez
les autres espéces et la protéine de vigne présente 84% d’identité celles du tabac, 82% avec

celles du platane, du peuplier et du pois, 72% avec celle d’Arabidopsis.
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En méme temps, que nous clonions ’orthologue du géne A/LEAFY pour le Riesling, une
équipe australienne le clonait pour la Syrah et une équipe espagnole pour le Tempranillo
(GeneBank accessions AY 126446, AF378126 et AF450278, respectivement) (Carmona, et
al., 2002; Joly, et al., 2004). Ces trois protéines de vigne ne difféerent que par un seul acide
aminé (chez la Syrah).

Contrairement au tabac, au mais, au pommier et au pin qui possédent deux copies, la plupart
des especes ne possedent qu'une copie du gene orthologue de LEAFY (Weigel, et al., 1992,
Kelly, et al., 1995; Mellerowicz, et al., 1998; Rottmann, et al., 2000; Carmona, et al., 2002;
Wada, et al., 2002; Bomblies, et al., 2003). Un Southern Blot réalisé a partir d’ADN extrait
des cépages Riesling, Gewurztraminer, Muscat, et des porte-greffe 110R et 3309C, ainsi que
l'identification d'une seule population d'ADNc, indiquent que le géne VvLEAFY n’est présent
qu’en une seule copie dans le génome de la vigne (Fig. 31). Cette information a été également
confirmée pour le Tempranillo (Carmona, ef al., 2002).

Globalement, le profil d’expression de VvLEAFY au cours du développement de la vigne suit
les mémes caractéristiques que la plupart des autres orthologues, mais quelques particularités
semblent étre propres a la vigne.

LEAFY et ses orthologues sont exprimés dans les tissus reproducteurs (Coen, et al., 1990;
Schultz et Haughn, 1991; Weigel, et al., 1992; Kelly, et al., 1995; Mellerowicz, ef al., 1998;
Mouradov, et al., 1998; Molinero-Rosales, et al., 1999; Rottmann, ef al., 2000; Walton, et al.,
2001; Wada, et al., 2002; Montieri, et al., 2004; Veit, et al., 2004). Mais chez le tabac,
I’eucalyptus, le peuplier et le kiwi on retrouve des ARN messagers du géne dans les feuilles
(Kelly, et al., 1995; Southerton, ef al., 1998; Rottmann, et al., 2000; Walton, et al., 2001), et
chez le pommier des ARN messagers d’une des copies de I’orthologue, sont retrouvés dans
I’apex des tiges ainsi que dans les racines (Wada, et al., 2002).

Chez le Riesling, aucun transcrit de VvLEAFY n’a été retrouvé dans les racines, et les feuilles,
bien que pour le Tempranillo, des transcrits de VFL soient détectés dans les primordia de
feuilles.

Les transcrits de VvLEAFY sont retrouvés de maniére spécifique dans les bourgeons latents,
I’année de leur formation (au moment de I’initiation des inflorescences) et I’année de la
floraison (Carmona, et al., 2002; Joly, et al., 2004). L’expression dans les bourgeons avait
déja été décrite pour une autre plante pérenne, le kiwi. Chez cette espece, 1’expression de ALF
(orthologue de LEAFY) est bimodale, elle débute 1’année de formation du bourgeon, cesse

pendant ’hiver puis reprend au printemps (Walton, ef al., 2001). L’expression continue de
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VVLEAFY sur deux années, remet en question la dormance des bourgeons latents de la vigne

pendant I’hiver, et semble étre une caractéristique propre a la vigne.

1.1.2. VvAPI

Le géne APETALAI (API) d’Arabidopsis thaliana est également décrit comme un gene
d’identité¢ du méristeme (Mandel, ef al., 1992 ; Simon, et al., 1996, Ratcliffe, et al., 1998).
Comme LEAFY, il confére au méristeme son identit¢ de méristéme floral (Mandel, et al.,
1992; Weigel, et al., 1992). Des ARN messagers de ce géne sont retrouvés dans les primordia
floraux (Mandel, et al., 1992). Cette fonction est conservée chez d’autres espéces comme le
citrus, I’eucalyptus et la tomate. En outre, la sur-expression du géne est capable de réduire la
durée de la phase juvénile (Kyozuka, et al., 1997; Pena, et al., 2001; Ellul, et al., 2004).

La fonction de gene d’identit¢ de méristéme floral est conservée chez la vigne, puisque des
ARNm de VvAPI sont retrouvés tres tot au cours du développement floral de la vigne, dans
les bourgeons latents (stade de développement B /C (Baggiolini, 1952), soit juste apres le
débourrement du bourgeon latent) (Joly, et al., 2004). De plus, Calonje et al. ont trouvé des

ARNm de VAPI dans les bourgeons latents des leur mise en place (Calonje, ef al., 2004).

Chez la vigne aucun transcrit de VvAPI ou VAPI n’a été retrouvé dans les 2 verticilles
correspondant aux sépales et aux pétales (Calonje, et al., 2004; Joly, et al., 2004). Chez A.
thaliana, API a également un role dans la morphogenese florale. Il fait partie des génes
homéotiques de la classe A (modéle ABC) et est donc impliqué dans la morphogenése des
sépales et des pétales (Irish et Sussex, 1990; Coen et Meyerowitz, 1991). Cette fonction est
conservée chez [’impatiens et chez lolium temulentum, le géne est transcrit dans les verticilles
des sépales et des pétales mais pas dans ceux des étamines et des carpelles (Pouteau, ef al.,
1997 ; Gocal, et al., 2001). Chez la vigne, puisqu’il n’y a pas de transcrits de V'vAPI dans les
deux premiers verticilles, la fonction A ne serait pas conservée, tout comme chez le crocus ou
le géne est, par contre, fortement transcrit dans les étamines et les carpelles et faiblement dans

les sépales et les étamines (Tsaftaris, et al., 2004).
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1.1.3. WTFL1

Des transcrits de TFLI et de ses orthologues sont retrouvés dans la plupart des tissus des
plantes (racines, feuilles), chez A. thaliana, chez le pois ou chez le ray grass (Bradley, et al.,
1997, Jensen, et al., 2001; Foucher, et al., 2003).

Chez la vigne des transcrits de VvTFLI sont également retrouvés dans les parties végétatives
de la plante (racines et feuilles), ainsi que dans les bourgeons latents I’année de leur
formation, puis au cours des premiers stades de leur développement (Joly, ef al., 2004).

I1 existe deux types d’inflorescences : les inflorescences déterminées dont le méristéme apical
donnera un méristeme floral (marquant la fin de I’activité du méristeme) et les inflorescences
indéterminées dont le méristeme croit indéfiniment et les méristémes floraux son initiés a sa
périphérie. TERMINAL FLOWER 1 (TFLI) est un geéne d’identit¢ du méristéme, mais
contrairement a LEAFY ou API qui conferent au méristeme I’identit¢ de méristéme floral,
TFLI maintient le méristéme dans un état « indéterminé » (Alvarez, et al., 1992; Liljegren, et
al., 1999).

Chez les espéces présentant des inflorescences indéterminées (4. thaliana, A. majus...), TFLI
ou ses orthologues, sont exprimés dans tout le méristéme inflorescentiel avant 1’induction
florale (Bradley, et al., 1996; Ratcliffe, et al., 1999), alors que chez les espéces ayant des
inflorescences déterminées (tabac), CET (I’orthologue de TFLI pour le tabac), n’est pas
exprimé dans le méristéme principal (Amaya, ef al., 1999).

La vigne est une espéce présentant des inflorescences indéterminées, on retrouve 1’expression
de "WTFLI dans tout le méristéme apical jusqu’au stade de développement F (Baggiolini,
1952) correspondant a la transition florale (Joly, et al., 2004).

Chez A. thaliana, LEAFY et TFLI sont des geénes antagonistes, 1’expression de 1’un inhibe
I’expression de ’autre (Weigel et Nilsson, 1995; Ratcliffe, et al., 1999). Nous avons observé,
chez la vigne, une diminution des transcrits de VvTFLI associée a une augmentation des
transcrits de VvLEAF'Y, ce qui pourrait confirmer le role antagoniste de ces deux genes.

La protéine CEN (orthologue de TFL1 chez 4. majus) présente des homologies de séquence
avec les PEBP protéines des mammiféres. Elle semble agir en régulant les MAP-kinases
impliquées dans la différenciation cellulaire (Amaya, et al., 1999; Banfield et Brady, 2000).
Les séquences protéique et nucléotidique sont conservées chez le ray grass et le tabac

(Amaya, et al., 1999; Jensen, et al., 2001).
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Les séquences nucléotidiques de VvTFLI pour le Riesling et la Syrah, sont conservées par
rapport a (TFL1 et CEN), on peut donc supposer que le mode d’action des protéines de vigne
est également conservé. VVTFL1, comme CEN ou TFLI, agirait en inhibant des MAP-
kinases impliquées dans la différenciation cellulaire (Amaya, et al., 1999; Banfield et Brady,

2000).

1.1.4. 'WwAG

AGAMOUS (AG) est un géne homéotique (MADS-box gene) impliqué dans la morphogenése
florale, et plus particulierement dans la formation des carpelles et des étamines. Il est exprimé
tres tot au cours du développement floral d’A. thaliana, et son expression se limite aux deux
verticilles internes qui donneront les étamines et les carpelles (Yanofsky, et al, 1990;
Bowman, et al., 1991). Des orthologues de ce géne ont été trouvés chez Gerbera hybrida
(Asteraceae), chez le peuplier et Ginkgo biloba, leurs fonctions semblent conservées (Yu, et
al., 1999; Brunner, ef al., 2000; Jager, et al., 2003).

Chez la vigne, le géne V'vMADSI (ou VvAG) cloné chez la Syrah présente la méme structure
que le géne AGAMOUS, c’est a dire qu’il posséde les domaines MADS et K, propres aux
MADS-box genes . L’expression du gene est limitée aux fleurs (Boss, et al., 2001).

L’analyse de I’expression de ce gene (VvAG ou VvMADSI) chez le Riesling montre la
présence de transcrits dans les étamines et les carpelles au moment de la transition florale
(Joly, et al., 2004), ce qui laisse supposer que la fonction du gene est également conservée

chez la vigne.

1.1.5. VwSEP3

En 1991, Coen et Meyerowitz proposaient un modele comprenant trois classes de génes (A, B
et C) pour expliquer la morphogenése florale (Coen et Meyerowitz, 1991). Ce mode¢le a été
complété en 2000 par Pelaz, montrant la nécessité d’une quatrieme classe de genes (D) pour
la formation des différents organes de la fleur (Pelaz et al.,2000; Jack, 2001). Cette classe D
comprend le MADS-box géne SEPALATA 3 (SEP3), exprimé dans les verticilles 2, 3 et 4 de

la fleur (correspondant aux pétales, étamines et carpelles) (Fig. 29).
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L’orthologue de SEP3 pour la vigne a été cloné en 2002 pour la Syrah (VvMADS4 ou
VvSEP3). Ce géne s’exprime faiblement au cours des premiers stades de développement des
inflorescences, puis fortement dans les fleurs (Boss, ef al., 2002). L’analyse de son expression
chez le Riesling montre la présence de transcrits dans les verticilles 2, 3 et 4 de la fleur, ce qui

laisse supposer que la fonction de ce géne est également conservée chez la vigne (Joly, et al.,

2004).

1.2. Role des genes de floraison dans P’acquisition de la

compétence a fleurir

Chez A. thaliana, I’expression constitutive du géne LEAFY, entraine une floraison précoce
(Weigel, et al., 1992; Pidkowich, et al., 1999).

Des expériences similaires ont été réalisées chez le tremble et ont permis d’accélérer la
premire floraison (Weigel et Nilsson, 1995). De méme chez le citrus, 1’expression
constitutive de LEAFY a permis d’obtenir une premicre floraison au bout d’une année, alors
que normalement la plante requiert entre 6 et 20 ans de vie végétative stricte avant la premicre
floraison (Pena, et al., 2001). Ces résultats suggérent que LEAFY soit impliqué dans la
transition de la phase juvénile a la phase adulte. Pourtant, chez le peuplier, la sur-expression
de LEAFY n’a pas permis de floraison plus rapide (Rottmann, ef al., 2000).

Chez la vigne, au cours de la phase juvénile et pendant les 3 ou 4 premieres années de
développement, la plante n’a pas encore acquis la compétence a fleurir.

L’expression constitutive de VvLEAFY chez la vigne, pourrait-elle permettre d’obtenir des
fleurs avant les 3 ou 4 années requises chez la plante « normale » ?

Des transcrits de VvLEAFY sont déja retrouvés au niveau de I’apex et des bourgeons latents
de jeunes plantes. De plus, sous certaines conditions de culture (en chambre climatique et en
taillant 1’apex de la plante quand elle atteint 25 entre-nceuds), il est possible d’obtenir des
inflorescences chez des plantes d’environ trois mois (non montr¢).

VVvLEAFY ne serait donc pas le seul gene clé dans 1’acquisition de la compétence a fleurir. La
quantité de transcrits de VvLEAFY retrouvée dans les plantules est toutefois plus faible que
celle retrouvée dans les plantes capables de fleurir. Il existe peut étre un seuil de transcription

du gene qui permet a la plante d’acquérir la compétence a fleurir.
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Qu’en est-il des autres geénes de floraison ? L’expression constitutive de AP/ est également
capable d’accélérer la floraison chez A. thaliana, et de faire fleurir le citrus lors de sa
premicre année (Mandel, et al., 1992; Pena, et al., 2001). L’expression constitutive de 7FLI,
retarde la floraison chez A. thaliana, alors que chez le mutant ¢/, la floraison est accélérée
(Alvarez, et al., 1992; Pidkowich, et al., 1999).

Chez le citrus, CsTFL1 joue un rdle important dans le maintien de la phase végétative
(Pillitteri, et al., 2004). Chez A. thaliana, comme chez le citrus, c’est le ratio LFY/TFLI1 qui
semble déterminer le devenir du méristétme, donc maintenir ou non la phase juvénile

(Ratcliffe, et al., 1999; Pillitteri, et al., 2004).

1.3. Cas particulier des vrilles

1.3.1. Expression des génes de floraison dans les vrilles

Des transcrits de VvLEAFY (ou VFL) sont retrouvés dans les vrilles et dans les primordia de
vrille (Carmona, et al., 2002; Joly, et al., 2004). D’autres geénes impliqués dans le processus
de floraison comme VAPI et VFUL, sont exprimés au niveau des primordia indéterminés (a
I’origine des inflorescences et des vrilles) et tout au long du développement des vrilles
(Calonje, et al., 2004). Depuis longtemps les vrilles de la vigne et les inflorescences sont
décrites comme étant des organes de méme origine (Srinivasan et Mullins, 1979; Huglin et
Schneider, 1998), alors que chez d’autres especes, le pois par exemple, les vrilles dérivent des
feuilles (Luttge, ef al., 1992; Raven, et al., 2000). L’expression de ces trois génes de floraison
(VWLEAFY, VvAG, VWSEP3, VAPI et VFUL-L) apporte la premiére preuve moléculaire de la
nature identique de ces deux types d’organes.

La forte expression de VFUL-L et de VAPI dans les vrilles, en I’absence de transition florale,
laisse suggérer que ces geénes puissent avoir un role important dans le développement des
vrilles (Calonje, et al., 2004).

Pour comprendre le déterminisme de 1’évolution des primordia indéterminés en vrilles ou en
inflorescences, 1’expression des génes de floraison VvLEAFY, VvAPI, VvAG, VvSEP3 et
VWTFLI a été analysée par RT PCR et hybridation in situ sur des vrilles.

L’analyse par RT PCR a montré que des transcrits de VvLEAFY, VvAPI, VvAG, VvSEP3

étaient retrouvés dans les vrilles, bien que les signaux obtenus soient beaucoup plus faibles
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que dans les inflorescences. Seuls les transcrits de VvTFLI n’ont pas été détectés dans les
vrilles (Fig. 34).

L’¢tude de I’expression de ces genes de floraison par hybridation in situ a confirmé les
résultats obtenus par RT PCR. De plus, les coupes histologiques ont montré que I’extrémité
des vrilles portait une fleur unique (Fig. 35 et 36). Cette fleur unique corrobore a la fois la
présence et le niveau des transcrits des genes de floraison.

Chez A. thaliana, AtLEAFY est impliqué dans la transition des méristémes inflorescentiels en
méristémes floraux (Weigel, ef al., 1992), mais chez les especes ne passant pas par 1’étape
méristéme inflorescentiel, il convertit directement le méristéme végétatif en méristéme floral.
Il semblerait que dans les vrilles de la vigne, V'vLEAFY convertisse directement le méristéme
qui assure le développement de la vrille en méristéme floral. Dans ce cas, la vrille devient un
organe qui porte une fleur unique. C’est le passage par le méristeme inflorescentiel qui
conditionnerait le devenir d’un primordium indéterminé en inflorescence ou en vrille (fleur

unique).

1.3.2. Implication des gibbérellines dans le développement des vrilles

Chez Arabidopsis thaliana, les gibbérellines peuvent induire la floraison en activant le géne
LEAFY (Blazquez, et al., 1998). Ce role ne semble pas conservé chez la vigne. En effet,
I’application de gibbérellines sur des primordia indéterminés, provoque leur conversion en
vrilles (Srinivasan et Mullins, 1981). Ce role est confirmé par la découverte d’'un mutant
vvgail dont toutes les vrilles sont converties en inflorescences. Chez ce mutant qui n’exprime
pas le gene VvGAIll, codant pour une protéine impliquée dans le métabolisme des
gibbérellines, toutes les vrilles sont remplacées par des inflorescences (Boss et Thomas, 2002)
(Fig. 37).

L’analyse de 1’expression de V'vGAII par hybridation in situ dans des vrilles, montre que ce
gene est fortement exprimé au niveau de la fleur portée par la vrille. Le signal est beaucoup
plus fort que celui obtenu dans les fleurs portées par des inflorescences (Fig. 36). Les

gibbérellines pourraient donc inhiber la formation d’inflorescences sur les vrilles.
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1.4. Circulation des transcrits de VvLEAFY ?

La transition florale se produit sous I’effet de facteurs endogenes et extérieurs comme (la
lumicére, la température...) voir §1.1. Tous ces facteurs sont pergus par différentes parties de
la plante, ce qui implique que ces différentes parties interagissent entre elles pour déterminer
le devenir du méristeme apical (maintien de 1’état végétatif ou transition florale). Des
expériences de greffage ont permis de montrer qu’un signal capable d’induire la floraison
circulait via le phloéme, des feuilles jusqu’au méristéme apical. La recherche de ce signal
capable d’induire la floraison (florigéne) est restée vaine, et la notion de florigéne proposée
par Lang en 1984, est devenue trés controversée ; pour revue (Bernier, et al., 1993; Aukerman
et Amasino, 1998; Colasanti et Sundaresan, 2000 ; Yu et Ma, 2001 ; Bernier et Perilleux,
2005).

La caractérisation des genes de floraison chez les plantes modéles a relancé le débat (Weller,
et al., 1997; Colasanti et Sundaresan, 2000 ). En 1998, Colasanti et al. ont identifi¢ chez le
mais un gene, INDETERMINATE1 (ID1), qui pourrait réguler la synthése ou le transport d’un
signal transmissible des feuilles jusqu’au méristéme et capable d’induire la floraison
(Colasanti, et al., 1998).

La circulation dans le phloéme, de messagers de génes impliqués dans le développement de la
tomate a déja été mise en évidence (Kim, et al., 2001) et récemment, deux laboratoires ont
montré que des transcrits du géne CONSTANS, d’A. thaliana, étaient présents dans le
phloeme, des feuilles jusqu’au méristeme (An, et al., 2004; Ayre et Turgeon, 2004). Ils
proposent que ce geéne intervienne dans la régulation ou le transport d’un signal induisant la
floraison (An, et al., 2004; Ayre et Turgeon, 2004).

VVvLEAFY pourrait-il avoir un rdle identique a celui de CONSTANS ? Des expériences a 1’aide
d’un géne de fusion VWLEAFY : GUS pourraient nous aider a suivre la circulation des
transcrits de VvLEAFY dans le phloéme et la moelle des sarments. On peut également se
demander si des transcrits d’autres génes de floraison peuvent étre retrouvés dans les bois de

vigne.
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Nous avons recherché la présence de transcrits de VvLEAFY par hybridation in situ sur des
bois de vigne a deux stades de développement : sarments stockés a 4°C (correspondant au
sarment en hiver) et sarment au moment de la floraison. Des transcrits de VvLEAFY ont été
retrouvés dans la moelle des bois « d’hiver » et dans le phloéme au moment de la floraison
(Fig. 38).

Pour confirmer la présence d’ARNmessagers de VvLEAFY dans le phloéme, nous avons
essay¢ d’extraire les ARN totaux de la séve contenue dans les sarments au moment de la
floraison. Mais les RT PCR préliminaires, réalisées sur ces extractions ne nous ont pas permis
d’amplifier des transcrits de VvLEAFY (non montr¢).

Ces résultats suggerent que des transcrits de VvLEAFY pourraient circuler dans la moelle des
sarments pendant 1’hiver, et dans le phloéme au printemps.

La fertilit¢ des bourgeons de vigne peut varier en fonction de la position des bourgeons sur le
sarment (§ fertilité des bourgeons latents). Notre analyse a été réalisée a partir du Riesling,
cépage dont la fertilité des bourgeons est assez constante d’un bout a I’autre du sarment. Des
transcrits de VvLEAFY ont d’ailleurs été retrouvés dans tous les bourgeons, quel que soit leur
position sur le sarment (Joly, et al., 2004). On peut se demander si chez un cépage comme la
Sultanine, qui ne posséde qu’un ou deux bourgeons fertiles, des transcrits seraient retrouvés
dans tous les bourgeons. La présence de transcrits de VvLEAFY dans les bois, serait-elle

identique a celle du Riesling, ou varierait-elle en fonction de la position sur le sarment ?

1.5. Circulation de la protéine LEAFY

Chez la plupart des végétaux, la méristéme comprend 3 types de couches cellulaires. Ces trois
couches se différencient par leur mode de division (Fig. 39). La couche cellulaire L1, a
’origine des tissus €épidermiques, la couche cellulaire L2, a ’origine des tissus reproducteurs
et la couche L3, a I’origine des tissus conducteurs (Raven, et al., 2000) (Fig. 39).

Chez A. thaliana, des mutants [fy ont été transformés avec une construction ML/ ::LFY, MLI
étant un promoteur spécifique de la couche cellulaire L1. La majorité des plantes transformées
présentaient un phénotype floral normal. Les transcrits de LEAFY n’ont été retrouvés que dans
la couche L1, alors que la protéine LEAFY a été retrouvée dans les trois couches cellulaires.
La protéine est donc capable de migrer d’une couche cellulaire a une autre et ainsi restaurer la
fonction du géne dans les couches ou il n’est pas exprimé (Sessions, et al., 2000; Hake, 2001).

Chez A. majus, des mutations du géne FLORICAULA (FLO) dans les couches cellulaires L2
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ou L3 entrainent un développement anormal des fleurs, alors que ce méme geéne muté dans la
couche L1 n’entraine pas de modifications du développement floral (Hantke, et al., 1995).
L’expression du géne FLO ne semble pas nécessaire dans la couche cellulaire L1. Dans les
mutants L2 ou L3, les genes homéotiques impliqués dans le développement floral et activés
par FLO, sont exprimés mais pas suffisamment pour un développement normal des fleurs.
L’ensemble de ces résultats montre que les différentes couches cellulaires interagissent au
moment de la transition florale (Hantke, et al., 1995; Vincent, et al., 2003), pour revue
(Szymkowiak, 1996).

Chez la vigne le méristéme ne comprend que deux types de couches cellulaires ; les couches
L2 et L3 sont confondues (Huglin et Schneider, 1998). Des analyses moléculaires du génome
de la vigne, a I’aide de microsatellites, ont révélé que les cépages Pinot et Chardonnay étaient
des chimeres (Boss et Thomas, 2002; Franks, et al., 2002; Bertsch, et al., 2003; Hocquigny, et
al., 2004). L’induction de cals embryogenes a partir des cellules du filet des anthéres permet
d’obtenir des cals issus de cellules provenant soit de la couche cellulaire L1, soit de la couche
cellulaire L2. Les plantes régénérées a partir d’embryons somatiques de Pinot Meunier,
donnent deux types de plantes : ’'une ressemble au Pinot Noir, et est issue de la couche
cellulaire L2 ; I’autre, issue de la couche L1, présente des entre-nceuds raccourcis. Le Pinot
Meunier dériverait donc du Pinot Noir, suite a la mutation d’un gene des cellules de la couche
cellulaire L1 (Franks, ef al., 2002) (Fig. 37 et 40).

On peut s’interroger sur 'importance du chimérisme chez la vigne dans un processus
physiologique aussi complexe que la floraison, notamment si ’on prend en compte la
diffusion de facteurs de transcription comme AtLEAFY. Les séquences de VvLEAFY sont-
elles les mémes dans les deux couches cellulaires ? Une mutation du géne VvLEAFY (ou d’un
autre gene de floraison) dans I’une des deux couches pourrait-elle perturber la mise en place
des organes floraux ? La couche « normale » peut-elle restaurer les génes mutés dans une des
couches cellulaires ? Si les 2 couches cellulaires L1 et L2 possedent des alléles différents pour
VWLEAFY, comment interagissent ces deux alléles et quels sont les conséquences sur la
régulation de la floraison ? Ce chimérisme pourrait-il avoir des conséquences sur le

déterminisme de la fertilité ?
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2. Variabilité inter-clonale de la fertilité

2.1. Association entre la fertilité, le nombre de baies par grappe et

le niveau de transcrits de VLEAFY et VyTFLI1

Nous avons mesuré par RT PCR quantitative, le niveau de transcrits de VvLEAFY et VvTFLI
pour deux clones de Riesling (49 et 1) présentant une différence de fertilité¢ et de nombre de
baies par grappe. Le niveau de transcrits de VvLEAFY, dans les bourgeons latents, était plus
¢levé dans le clone 49 (présentant la fertilité la plus élevée). Dans les inflorescences, le niveau
de transcrits de VvLEAFY était plus €levé dans le clone 1 (présentant un nombre de baies par
grappe plus ¢élevé). Ces résultats suggérent que le niveau de transcrits de VvLEAFY dans les
bourgeons latents (un an avant la floraison) soit associ¢ au nombre d’inflorescences que
portera le rameau issu du bourgeon et que le niveau de transcrits mesuré dans les
inflorescences est associ¢ au nombre de fleurs donc au nombre de baies que portera la grappe.
Bien que les différences soient moins marquées pour le niveau de transcrits de VvIFLI, il
varie en fonction des clones de Riesling et pour un méme clone, il varie en fonction du stade
de développement.

Les différences phénotypiques observées entre des clones de Riesling (génétiquement trés
proches) seraient donc associées a des variations du niveau de transcrits de certains genes

impliqués dans le développement.

2.2. Confirmation de I’association entre le niveau de transcrits de
VWLEAFY, le potentiel de fertilit¢é des bourgeons latents et le

nombre de baies par grappe.

L’¢étude du niveau de transcrits de VvLEAFY a été réalisée a partir de deux clones présentant

des caractéristiques tres différentes pour la fertilité et le nombre de baies par grappe.
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Une ¢étude similaire mais étendue a un plus grand nombre de clones, présentant toute la
gamme de fertilité observée chez le Riesling, devrait permettre de vérifier et confirmer les
résultats obtenus pour les clones de Riesling 1 et 49. Cette étude permettrait €également de voir
si le niveau de transcrits de VVLEAFY permet la caractérisation de différences de fertilité
moins marquées que celle observées pour les clones 1 et 49 (respectivement 1,8 et 2,2
inflorescences par rameau, qui sont les fertilités extrémes observées chez les clones de

Riesling étudiés). Ce type d’analyses pourra également étre étendu a d’autres cépages.

2.3. Caractérisation de clones par leur niveau de transcrits de

VWLEAFY

Au cours des dix dernieres années, différentes techniques de biologie moléculaire
(microsatellites, RAPD, AFLP) ont ¢t¢ développées afin de caractériser les différents clones
des cépage-populations. Ces techniques basées sur 1’utilisation de marqueurs moléculaires
anonymes permettent de caractériser les génotypes, de classifier les clones et éventuellement
d’établir les liens de parenté entre les différents clones ou cépages (Regner, et al., 2000;
Fanizza, et al., 2003). Par contre, ces marqueurs moléculaires ne permettent pas de
caractériser les phénotypes des plantes et notamment ceux en relation avec des propriétés
agronomiques.

L’analyse du niveau de transcrits de V'vLEAFY nous a permis de différencier les deux clones
de Riesling ¢étudiés. De plus, cette différence du niveau de transcrits de VvLEAFY semble
associée a une différence de phénotype pour la fertilité et le nombre de baies par grappe.

Cette analyse du niveau de transcrits de génes permet non seulement de compléter les
analyses moléculaires de types microsatellites, mais surtout d’apporter des informations sur le
phénotype des clones pour des caractéres agronomiques importants comme la fertilité ou le

nombre de baies par grappe.
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2.4. Caractérisation d’autres facteurs agronomiques a partir du

niveau de transcrits de génes candidats.

S’il est possible de caractériser le potentiel de fertilité des bourgeons latents a partir du niveau
de transcrits du gene VvLEAFY, il devrait étre possible d’étendre ce type d’analyses a d’autres
caractéres agronomiques importants pour la viticulture. Par exemple, la qualité peut étre
évaluée a partir du taux de sucre, des composés aromatiques (terpénes) présents dans les
baies. Suivant les clones et les cépages, la quantité ou la nature des composés aromatiques va
étre différente. Par exemple le Gewurztraminer et le Traminer Rose sont deux cépages
pratiquement identiques du point de vue ampélographique, mais qui présentent des
aromogrammes  différents. Les différences aromatiques de ces cépages sont
vraisemblablement dues a leurs teneurs respectives en citronellol, nérol et géraniol (Huglin et
Schneider, 1998). Il est probable que le niveau de transcrits des geénes impliqués dans la
biosynthése des ces composés aromatiques, sera variable d’un cépage a un autre, d’un clone a
un autre. Il serait donc intéressant de quantifier les enzymes impliquées dans la biosynthése
des terpenes et de voir si les profils d’expression de ces génes permettent de refléter la
composition aromatique des cépages et des clones. Ceci constituerait un outil remarquable

pour caractériser le potentiel aromatique des clones et des cépages.

2.5. Applications

2.5.1. Prévision de récolte

La productivité de la vigne est un parametre agronomique important puisqu’elle conditionne
la récolte d’un point de vue qualitatif et quantitatif. Méme si aucune étude scientifique n’a été
publiée, il est connu depuis fort longtemps que les vignes peu productives, produisent un
raisin de meilleure qualité. A 1’heure de la surproduction mondiale de vin, la maitrise des
rendements devient cruciale, d’autant qu’elle favoriserait la qualit¢ de la vendange. Connaitre
le potentiel de production que renferme un bourgeon latent un an avant la récolte permettrait
d’adapter la taille annuelle de plante en fonction de la récolte désirée (du point de vue
quantitatif et par conséquent du point de vue qualitatif). La mesure du niveau de transcrits

VVvLEAFY ou la quantité de protéine dans les bourgeons latents pourrait servir d’indicateur du
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potentiel de fertilité des bourgeons et ainsi donner une tendance pour la récolte a venir ; le
viticulteur pourrait ainsi adapter ses pratiques culturales (surtout la taille) en fonction du

potentiel de fertilit¢ de ses bourgeons latents.

2.5.2. Aide a la sélection clonale

Dans le but de faire agréer de nouveaux clones, des sélections clonales peuvent étre effectuées
a partir des collections de clones existantes. Aprés une premicre étape de sélection sanitaire de
trois ans pendant laquelle des tests sanitaires sont réalisés sur la population de clones étudiés,
les clones subissent une évaluation agronomique. Pendant un minimum de cinq années, les
caractéres agronomiques sur lesquels porte la sélection, sont évalués a partir de parcelles
expérimentales comprenant dix souches de chaque clone étudi¢ (Huglin et Schneider, 1998;
Galet, 2000). Cette méthode de sélection nécessite donc un protocole expérimental assez
lourd.

Nous avons vu qu’il est possible d’avoir une quantification de la fertilit¢é et du nombre de
baies par grappe de clones de Riesling, en mesurant le niveau de transcrits du géne VvLEAFY.
Si les différences phénotypiques pour des facteurs d’intéréts agronomiques peuvent étre
caractérisées par des différences de niveau d’expression de geénes, cette technique
d’évaluation pourrait étre étendue a tous les caractéres agronomiques mesurés lors des
sélections clonales.

Elle permettrait non seulement de confirmer les évaluations agronomiques mais également de
réduire la durée de I’expérimentation. De plus, en diminuant la période d’expérimentation, et
la taille des parcelles d’expérimentation, on peut imaginer qu’un plus grand nombre de clones
pourrait étre testés. Le processus de sélection clonale serait moins lourd et beaucoup plus

rapide.
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3. Origine de la variabilité du niveau

d’expression de J'VLEAFY.

Le niveau de transcrits de VVLEAFY est significativement différent pour les deux clones de
Riesling étudiés : un ratio de 20 a été obtenu pour les bourgeons latents et un ratio de 11 dans
les inflorescences. On peut donc s’interroger sur I’origine d’une telle variabilité du niveau de
transcrits du geéne. Différentes hypotheses seront discutées en lien avec ce qui est connu chez
d’autres espéces, comme la divergence des séquences du géne LEAFY, le niveau de

méthylation des génes.

3.1. Variabilité des séquences codantes et régulatrices de

VvLEAFY pour les deux clones de Riesling 1 et 49.

Chez A. thaliana, I’analyse du phénotype de mutants /fy, présentant des développements
floraux plus ou moins complets a permis de classer les alleles de LEAFY en trois catégories :
forts, intermédiaires et faibles (Weigel, et al., 1992).

Différents alléles de LEAFY et TFLI ont pu étre clonés a partir d’une collection d’écotypes
d’A. thaliana. Pour LEAFY, il existe du polymorphisme assez faible entre les allé¢les, aussi
bien dans les séquences codantes que dans les séquences régulatrices. Par contre pour TFLI,
le polymorphisme des alle¢les est beaucoup plus important au niveau des séquences
régulatrices qu’au niveau des séquences codantes, ce qui laisse penser que son évolution est
récente (Olsen, et al., 2002).

LEAFY est un facteur de transcription dont le domaine de fixation a I’ADN est trés conservé
entre les especes. Pourtant ’analyse de la séquence nucléotidique codant pour ce domaine
permet d’établir les relations phylogénétiques entre différentes espéces (A. thaliana, pois, pin

pétunia) (Maizel, et al., 2005).
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L’analyse de I’organisation des différents motifs d’un promoteur représente une empreinte
des mécanismes de régulation transcriptionnelle d’un géne (Werner, ef al., 2003) et de son
évolution. Par exemple, chez A4. thaliana, le promoteur du gene LEAFY, possede des sites de
régulation de I’expression du gene par les gibbérellines (Blazquez, et al., 1998).

Il semble improbable de trouver un site d’activation par les gibbérellines dans le promoteur de
VVLEAFY, puisque les gibbérellines inhibent la floraison chez la vigne (Srinivasan et Mullins,
1981). Le clonage du promoteur de VvLEAFY pour les deux clones de Riesling 1 et 49,
permettrait d’apporter des informations quant a la régulation de ce géne chez la vigne, mais
¢galement de vérifier si ce promoteur est identique ou différent pour les deux clones de
Riesling étudiés ; ce qui pourrait expliquer la différence du niveau d’expression du géne entre
les deux clones.

Le clonage des séquences codantes de VvLEAFY pour les deux clones devrait permettre de
vérifier s’il existe différents alleéles de VVLEAFY, et si ces alleles peuvent expliquer la
différence de fertilit¢ observée pour les clones de Riesling 1 et 49. Des modifications de la
séquence codante du geéne pourraient entrainer des différences d’activité de la protéine

VVvLEAFY entre les deux clones.

3.2. Variabilité du niveau de méthylation du gene VvLEAFY

Au cours du développement des végétaux, 1I’expression de nombreux genes est régulée par des
phénomeénes épigénétiques tels que le « transcriptional gene silencing » (TGS) associé a des
méthylations de I’ADN et/ou a des modifications de la chromatine, et le « post transcriptional
gene silencing » (PTGS) par dégradation des ARNs ou inhibition de la traduction des ARNm
en protéines; pour revue (Finnegan, et al., 1998; Steimer, ef al., 2004).

En effet, le niveau de méthylation du génome de la tomate et d’A4. thaliana est beaucoup plus
¢levé dans les graines que dans les feuilles adultes. Ceci montre que le niveau de méthylation
du génome varie au cours du développement. Il a aussi été montré que la vernalisation
intervient dans I’initiation florale via la déméthylation des promoteurs de genes impliqués
dans la transition florale (Finnegan, et al., 1998).

Le géne FLC, également impliqué dans la voie autonome d’induction florale semble étre
régulé par « RNA processing ». En effet, des protéines comme FCA ou FY, sont capables de

fixer les ARNm de FLC, et ainsi inactivent son expression (Simpson, 2004).
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Une analyse du niveau de méthylation des séquences du géne VvLEAFY pour les deux clones
de Riesling étudiés, pourrait facilement étre réalisée a ’aide d’enzymes de restriction
isoschyzomeres sensibles et non sensibles a la méthylation. Si le niveau de méthylation de
VVLEAFY est différent entre les deux clones de Riesling, il pourrait expliquer la différence de

niveau de transcrits de VvLEAFY entre ces clones (TGS).

3.3. Variabilité du niveau protéique de VVLEAFY

Nous avons vu précédemment que I’expression des genes de développement pouvait Etre
soumise a des régulations épigénétiques de types TGS et PTGS. Dans le cas de PTGS, le
niveau de transcrits d’un geéne ne refléte pas le niveau d’expression du gene, puisque la
régulation ce fait au niveau post-transcriptionnel (Finnegan, et al., 1998; Steimer, et al.,
2004).

Il serait donc intéressant de quantifier la protéine VVLEAFY pour les deux clones de Riesling
¢tudiés afin de vérifier si la variabilité observée au niveau des transcrits dans les bourgeons
latents et les inflorescences, est conservée au niveau protéique. Si le niveau protéique de
VVLEAFY suit la méme variabilit¢ que les transcrits, 1’association entre le niveau

d’expression du gene et la fertilité serait confirmée et renforcée.
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4. VvLEAFY est-il le meilleur candidat pour étudier

la fertilité ?

Lorsque nous avons débuté ce travail le géne LEAFY d’A. thaliana, apparaissait comme un
bon candidat pour caractériser la transition florale. Chez A. thaliana ce gene était le plus
documenté et il occupait une place centrale dans I’induction de la floraison de cette espece.
En effet toutes les voies d’induction florale (photopériode, température, hormone, nutriment)
convergent vers 1’activation de ce gene, qui a son tour intervient dans 1’activation des geénes
impliqués dans la morphogenese florale. Le role central de ce géne laissait donc supposer
qu’il pouvait intervenir dans la caractérisation de la fertilit¢ de la vigne (nombre
d’inflorescences par rameau).

De nombreux autres genes impliqués dans le développement floral ont été identifiés et
caractérisés chez A. thaliana au cours des derni¢res années ; pour revue, (Bernier et Perilleux,
2005). Parmi ces génes, deux semblent avoir un role primordial dans la transition florale. Les
genes FT (FLOWERING LOCUS T) et SOCI (SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANSI), qui comme LEAFY, intégrent les différentes voies d’induction florale
(lumiere, température,...). Ils occupent une position centrale dans la transition florale d’A4.
thaliana. A ce titre, ces deux geénes pourraient étre de bons candidats pour 1’étude du
déterminisme de la fertilité chez la vigne.

Toutefois, une étude réalisée chez le mais a montré que le nombre de copies des genes ZFL!
et ZFL2, les othologues de LEAFY, contrdlait le nombre de ramification des inflorescences,
donc leur taille (Bomblies, et al., 2003). LEAFY et ses orthologues sont, aujourd’hui, les seuls

genes pour lesquels un role quantitatif dans la transition florale a pu étre établi.
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Annexe [

Liste des amorces

Nom Séquence (5'- 3") Remarque

oDs CGG AAT TCATGM GIC AYT AYG TIC AYT GYT AWG C Amorce dégénérée

VVLFY1S ATG AGG CAT TAC GTG CAT TG RACE PCR: spécifique 1

VVLFY2S CAT TGT CTT GAT GAG GAG GCT TCC AAT GCC RACE PCR: spécifique 2

VVLFY3S GCC AAA GAG CGC GGT GAG AAG TGC RT

VVLFY7R GCA CTT CTC ACC GCG CTC TTT GGC RACE PCR: spécifique 4'

Amorce sens utilisée pour le clonage de la séquence génomique

VVLFY19S TGA CAG TGG TGT CAT CAT CTC TGT ATC ACT CC de WLEAFY

Amorce sens utilisée lors de la synthese de la sonde WLEAFY

VVLFY 11S GAG AGG CAG AGG GAG CAT CCATTC X .
pour I'hybridation in situ

Amorce reverse utilisée lors de la synthese de la sonde VvGAI1

VVGAITR ATT TCC AAC CCA CTT CAT GC oS TOVETSe UHISe
pour I'hybridation in situ

Amorce reverse utilisée lors de la synthese de la sonde VWTFL1
VVTFL1-1R ATATTT GGC CTT GGC ATT TC pour I'hybridation in situ et pour la RT PCR Quantitative
(Amplification des transcrits de WTFL1)

Amorce dégénérée reverse utilisée lors de la synthése de la

VVAP1-2R RBT KTC MAG CTG MTG CTC sonde VWAP1 pour I'hybridation in situ

Amorce reverse utilisée lors de la synthése de la sonde WWAG

VVAG1R GGG AGC AAG TTT TGA GAG TC ¥ e e
pour I'hybridation in situ
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Nom Séquence (5'- 3) Remarque

Amorces reverse utilisée pour la RT PCR Quantitative.
VVLFY-QIR GCATCTTGG GTT TGT TGATGT AGCT Amplification des transcrits de VWLEAFY

Amorces reverse utilisée pour la RT PCR Quantitative.
VVACT-QIR CCA GCA AGG TCA AGA CGA AGG ATA GC Amplification des transcrits de VWVACTINE

dTAnchor GAC CAC GCG TATCGATGT CGACTTTTTTTTTTT TTT TTV RACE PCR (Kit Boehringer)

VVTHS CTG TGC CGC TCT ACC TCT CTG Hexose transporteur de vigne

C-18J TCT AAG GGC ATC ACAGAC CTG TTATTG Spécifique des RNAr

(A= adénosine ; C= cytidine ; G= guanosine ; T= thymidine ; Y=CouT; R=AouG;M=AouC; W=AouT;V=A,CouG;I=A,C,Gou
T)
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Annexe 11

Abréviations des noms de genes présenté dans la figure 34

ABI4
AGL24
AMPT
APT

co
CRY2
EBS
FKFT
FLC
FPF1
FRi

-

GAl

Gi

1PT3

LD

LFY
LKP2
MAF1, 2
PGM
PHY A B E
PIET
PFTT
RGA
50CT
5PY
SVP
TFL1, 2
VING
VRN, 2
T

ARSTISIC ACID INSENSITIVE 4
AGAMOUE-LIKE 24

ALTERED MERGTEM PROGRAM 1
APETALA T

CONSTANS

CRYPTOCHROMEZ

EARLY BOLTING IN SHORT DAYS

FLAVIN BINDWNG, KELCH REFEAT, F-BOXT
FLOWERING LOCLS C

FLOWERING PROMOTING FACTOR 1
FRIGIDA

FLOWERNG LOCLG T

GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE
GIGANTEA

EOPENTENYLTRANSFERASE 3
LUMINIDEPENDENS

LEAFY

LOV KELCH PROTEINZ

MADS AFFECTING FLOWERING 1, 2
PHOSPHO GLUCOMUTASE
PHYTOCHROME A B E
PHOTOPERIDD-INDEPENDENT EARLY FLOWERING T
PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1
REPRESSOR OF GAT-3

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF COT
SANDLY

SHORT VEGETATIVE PHASE

TERMINAL FLOWER 1, 2
VERNALIZATION-INSENSITIVE 3
VERNALIZATION 1, 2

ZETLUPE
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Figure 1: Carte représentant le berceau de la vigne

Les premiers ceps de vigne ont été retrouvés dans le Caucase. La culture de la vigne s’est ensuite
propagée vers I’Egypte et la Grece.

(source Johnson, 1990)

Figure 2: Fresque Egyptienne.

Fresque des tombeaux de la Thebes Antique représentant I’ensemble du travail de la vigne.
De droite a gauche partant du haut, on voit la vigne cultivée sur des treilles dans des bacs
surélevés ; le raisin cueilli, un échantillon de la récolte est prélevé ; puis le raisin est foulé et
un prétre, qui remplit 1a la fonction de nos cenologues actuels, soumet le jus au dieu. Le moit
est logé dans des jarres cananéennes ou il fermentera. Enfin, en bas, le vin est transporté par
bateau sur le Nil.

(source Johnson, 1990)
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La production des quinze principaux Etats viticoles et son évolution

Praduction annusle de vin 3

an 2003
{=n milions dhechalEnes)
473

Evalution de la uckian
de vin engne 1 et 2003
W = 4504 +184%

[ d= +25 & +40,8%
=

[ de 0 & +24 3% .
[ de -20& 0,1%

[ de 412 -20,1% M, * Producteurs de plus de 5 ROaysanon | CHHman DOCons, Sapfambrng: 2004
O Absence de données pour 1980 milliars d'heciolires en 2003 SawTes | magos doanamiues U monce, F005 of Gacalas oow

Figure 3: Evolution de la production viticole a travers le monde

Cette carte représente 1’évolution de la production viticole annuelle a travers le monde,
entre 1990 et 2003.

(source www.geoatlas.com)
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Famille Vitac3

| | | | |
Genre Amp[Lopsis Clematicissus Vitis  Pterisanthe Cissus  ParthCocissus

Groupe AmUkain Europh Asiatique
Esplé Vitis vinifera
| |
Sous-esplé V. Vinifera s ativa V. Vinifera silves tris

Figure 4 : Elément de systématique des Vitacées
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Figure 5: Architecture d’un pied de vigne cultivé

Ce schéma représente I’organisation d’un pied de vigne
Cultivé au cours de la période de croissance
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Figure 6: Organisation d’un rameau

Ce schéma représente 1’organisation d’un rameau au

cours de la période de floraison.

On peut observer la rythmicité des inflorescences et vrilles,
organisées en triplet: un noeud sans organes, suivi de deux
neeuds portant soit des inflorescences soit des vrilles.

Inflorescence

Empreinte
| pétiolaire

Figure 7: Organisation interne d’un rameau

A: avant I’aoltement
B: Aprés I’aotitement

(source Galet, 2000)

Figure 8: Organisation d’une feuille de vigne

L1, L2, L3 et L4 représentent les distances pétiolaire
a, 3, y représentent les angles

(O]

OL

Les mesures de ces différents paramétres permettent
La classification des especes et des cépages

(source Galet, 1998)
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7
(.’['E,‘-i Figure 9: Bourgeon de

|I !|| la couronne
il

(source Galet, 2000)

! Bourgeon
} de la couronne
.

-

Figure 10: Diagramme d’Eichler

A

Ce diagramme représente 1’organisation du complexe
gemmaire de la vigne

(source Huglin, 1998)

Figure 11: structure d’un il latent a la veille du
débourrement

1: Bourgeon principal avec ses mérithalles préformés
2: Inflorescence primordiale
3: Bourgeon secondaire

(source Huglin, 1998)

Figure 12: Schéma d’un bourgeon primaire avant ’entrée en dormance
11 et I12: Inflorescences primordiales certaines. 13: incertaine.

14: primordium de vrille. A: apex. Pf: feuille primordiale

(source Carolus, 1970)
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Figure 13: Inflorescences de Riesling

A: avant la floraison (Mai)
B: pendant la floraison (Juin)

(Photos: Mireille Perrin)
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Pétales

Sépales

\-.‘_—_/_,-f' Nectaires

Bractée

Figure 14: Diagramme de la fleur hermaphrodite

(source Galet, 2000)

Figure 15: grappe de Riesling

Grappe de Riesling au mois d’octobre

(photo: Mireille Perrin)

Figure 16: Schéma d’une grappe de Raisin
Schéma représentant 1’organisation d’une grappe de raisin.

(source www.onivins.fr)
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Pédicelle —- |

| -+ Bourrelet
PFinceau— ' Figure 17: Organisation d’une baie de raisin
r S Pul pt
i [ (source www.onivins.fr)
1 (L
- I Pellicule
Faisceaux | Wit iy
:enwu:"".‘“—-h._.___‘__d_' ; . Pépin
Falsceaux —is o [I

Figure 18: Schéma d’une vrille

A: pédoncule de la vrille

B: branche majeure avec bractée a sa base
C: Branche mineure

D: pétiole de la feuille

(source Galet, 2000)

Enveloppe externe

Enveloppe moyenne

™= Enveloppe interne

Albumen

Embryon

Figure 19: Organisation d’un pépin de raisin

(source Huglin, 1998)
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Stades repéres de la vigne
Dessing de M. Baggioiini

Bourgeon dans le coton Fainte vere

Fouiltas atalgas Bautons {loraux séparss

i P
Wéraizon Maturité Acdriament Chute des feyllles

Figure 20: Stades repéres de la vigne

(source Galet, 2000)
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o mbe Pelliale Pépin Rafle
B N
H _ﬂ-l

PP et
J—

B e |
J—

+: présence faible

++ :présence importante
+++ 1 présence trés importante

Tableau 1: Com position chimique de la grappe de raisin

Tableau des principaux constituants chimiques de la grappe en
fonction des différents éléments de la grappe

(source www.onivins .fr)
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Figure 21: Interdiction du cépage Hiinsch en 1662

Interdiction en 1662, de planter dans la seigneurie de Riquewihr, surtout 8 Hunawihr
d’apres ce texte, le cépage Hiinsch, peu considéré a cette époque car trop productif.

(source Muller, 1999)
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rendement en hectolitre par hectare

Figure 22: Evolution des rendements de la vigne en
——rendement en Alsa
hectolitre par hectare sace
A: Depuis 1817
B: Depuis 1973

388835838825 En ce qui concerne I’évolution des rendements au cours
EEEES8823888 . . .
s des cinquante derniéres années, on note une stabilisation
(comparée aux fluctuations de rendements au cours des
deux derniers siécles). Cette stabilisation des rendements
rendement en hectolitre par hectare a environ 80 hl/ha s’explique en partie par la production
e vin ui limite les rendements et ’utilisation de
9 B de vin AOC qui limite les rendements et I'utilisation d
120 . clones moins productifs ( )
100 ¢ I
o A T L AR A woroeas
¥ \ —— en
60 \/"V /’ v hectolitre par hectare .
0 ¢ (source Muller, 1999 et www.onivins .fr)
20
© 0o N e xsO 0
EE538282388¢

Figure 23: Répartition du vignoble en Alsace

Le vignoble est représenté en vert sur cette carte
d’Alsace

(source Thouvenin, 2003)
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2 = {P-'b
ST e

RIESLING 1884

& :
OJ\F‘A Wing (- g@@

Figure 24: Etiquettes de Riesling
Ces étiquettes attestent de la production de Riesling dés 1857

(source Jacquemont, 1993)
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Figure 25: Le Riesling

A: dessus du limbe d’une feuille  C: rameau
B: dessous du limbe d’une feuille D: grappe mire

(source Galet, 2001)
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Sucres
eng/l
210 I‘ .
— L ="
200 —— - .
It R
A - -
190 I N
g T
" 1 1 i - '.* - T,
180 + ey
"
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Rendement en T/ha
Figure 26: Taux de sucre en fonction du rendement
Ftude réalisée & Colmar sur le Riesling en 1967. Le rendement
est exprimé en tonne par hectare et les taux de sucres en gramme
par litre
(source Huglin, 1998)
Rendements Kg/m2
Analyses
<08 0,8-1,1 1,11,5 1,5-2,0 >2,0
Analyse des moits
Taux de sucre en g/l 240 229 214 201 188
Acidité (miliéquivalents/l) 147 151 149 137 143
pH 3,35 3,40 3,32 3,38 3,30
Analyse des vins
Alcool 13°5 13°0 12°5 12°3 11°9
Extrait sec 40,1 36,0 333 28,8 28,2
Indice de polyphénol totaux 40,3 38,2 35,2 33,3 30,1
Intensité colorante 0,711 0,700 0,611 0,561 0,461
Examen organoleptique des vins jeunes
Note sur 10
Visuelle 7,57 6,43 4,85 4,84 2,71
Olfactive 6,00 5,57 4,85 5,53 3,71
Gustative 6,57 6,00 5,43 4,86 3,57

Tableau 2: Influence du rendement sur les constituants qualitatifs de la vendange et des vins, ainsi que leur
appréciation sensorielle

Ftude Réalisée en 1983, sur du Pinot noir. Des suppressions de grappes aprés la nouaison ont permis d”obtenir
des lots de raisins correspondant a 5 classes de rendements

(source Huglin, 1998)
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Kg/m? A B
2,0 Kg/m?
1.8 20
1,6 18
14 L6
12 14
1,0 12
0,8 10
0,6 08
0,4 06
0,2 04
08 12 16 20 28 24 02 102030405060 70 80 90
Fertilité Poids d’une grappe

Figure 27: Relation entre le rendement et la fertilité des bourgeons (A) et le poids moyen
des grappes (B) pour le Riesling

Cette étude a été réalisée a ’INRA de Colmar entre 1957 et 1971 sur le Riesling
Le rendement est exprimé en Kg/m?

(source Huglin, 1998)
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Temperature Light
Vernalization  Ambient Quality Longdays GA

Autonomous N \\(’ l
flowering PHYB }—CRY?  PHYA
/ Al
VN3
FRI" l AT
A FLC SPY—| RGA
FET ‘|' FPFt
AV A VA GAMYE
VRNZ
RN
E3y
TFL2
| MAF? | roci
e AGLIY 1 /
LFY'-\( !
TFLi
— Activation |
— Inhibition
APlq FD |
Flower
morphogenesis

Figure 28: Les différentes voies de régulation de I’induction florale chez A. thaliana
Noms complets des génes voir annexe I1

(source Bernier, 2005)
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Sepals Fetals Stamens Carpels
1 2 3 4
Whaorl
TREWDS 11 Fant Soente

Figure 29: Modéle ABC
Ce schéma représente 1’expression des différents génes homéotiques impliqués dans

la morphogenése florale, dans les différents verticilles de la fleur.

(source Thomas, 2001)
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Figure 30 : RT PCR quantitative

A: Résultats bruts de la RT PCR

B: modele mathématique de Pfaffl

avec E=efficacité de la PCR, ACT=différence de Ct entre les deux échantillons
pour un géne cible (VWLEAFY) et une géne de référence (VvACTINE).

(source Pfaffl, 2001)
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] S
£ 3
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e -
4 kb "] Hexose transporteur
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Figure 31: Nombre de locus pour VwLEAFY

Analyse par Southern blot des ADN génomiques de 110R (1), 3309 (2), Gewurztraminer (3), Muscat (4),

Riesling (5), A.thaliana (6) et N.benthamiana (7). Les ADN ont été digérés par HindlIl, séparés et transférés sur
membrane de nylon. La membrane a été hybridée avec (A) une sonde correspondant au fragment de 126 pb
(produit par PCR a partir d’un plasmide contenant le fragment de 126 pb) ou avec (B) une sonde correspondant

au geéne de 1’hexose transporteur (produit par PCR sur de ’ADN de 110R a I’aide des amorces VVTHR et VvTHS).
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1 75
Tabac (1) MDPEAFSASLFKWDPRGAMPPPT----RLLEAAVAPPPPPPALPPPQPLSAAYSIKTRELGGLEELFQAYGIRYY
Pois (1) MDPDAFTASLFKWDPRTVLSTAPSPRPQLLDYAVTPTTAP--—-—==-] MTYHPARLPRELGGLEELFQAYGIRYY
Eucalyptus (1) ====-—-—mmmmmmmm ] MDPEAF-- AV--VGLRTMGGLEELFEAYGIRYL
Arabidopsis (1) MDPEGFTSGLFRWNPTRALVQAP-------— PPVPPPLQQQ--——--— PVTPQTAAFGMRLGGLEGLFGPYGIRFY
Pétunia (1) MDPEAFSASLFKWDPRGAMPPPN----RLLEAVAPPQPPPPPLPPPQPLPPAYSIRTRELGGLEEMFQAYGIRYY
Peuplier (1) MDPEAFTASLFKWDTRAMVPHPN----RLLEMVPPPQQ------— PP--AAAFAVRPRELCGLEELFQAYGIRYY
Platane (1) MDPDVFAANLFKWDPRGAAPPRN----RLLEAVAPPP---—-———————-— TYATIRPRELGGLEDFFQAYGIRYY
Vigne (1) MDPDAFTASLFKWDPRGAVAPPN----RLLEAVAPPPPGA---AAPAPVAAAYAIRPRELGGLEDLFQEYGVRYY
76 150
Tabac (72) TAAKIAELGFTVNTLLDMKDEELDDMMNSLSQIFRWELLVGERYGIKAAIRAERRRLEEEE----LRRRGHLLSD
Pois (68) TAAKIAELGFTVSTLVDMKDDELDDMMNSLSQIFRWDLLVGERYGIKAAIRAERRRLDEEE----IKRRGLLSGD
Eucalyptus (30) TASRIAEMGFTANTLLDMKEEELDDMMNSLSHIFRWDLLVGERYGIKAAIRAERRRLLEAD----DRRHHLHSTD
Arabidopsis (62) TAAKIAELGFTASTLVGMKDEELEEMMNSLSHIFRWELLVGERYGIKAAVRAERRRLQEEEEEESSRRRHLLLSA
Pétunia (72) TAAKITELGFTVNTLLDMKDDELDDMMNSLSQIFRWELLVGERYGIKAAIRAERRRLEEEE----GRRRHILSDG
Peuplier (63) TAAKIAELGFTVNTLLDMKDEELDEMMNSLSQIFRWDLLVGERYGIKAAVRAERRRLDEED----PRRRQLLSGD
Platane (58) TAARMAELGFTVNTLLDMKDEELDEMMTSLSQIFRWDLLVGERYGIKAAVRAERRRLEEEE----SRRRHLLMAD
Vigne (69) TAAKIAELGFTVSTLLDMKDEELDDMMNSLCQIFRWDLLVGERYGIKAAVRAERRRLDEEE----SRRRHLLSAD

151 225
Tabac (143) GGT----NALDALSQE----GLSEEPVQQQ-EREAVGSGGG--GTTWEVVAAAGGGRMKQRRRKK----VVAAGR
Pois (139) T-T----NALDALSQE----GLSEEPVVQR-EKEAMGSGG---GSTWEVAVVEERRKRQQIRRRR---MKMKGND
Eucalyptus (101) H------ ALLDALSHQ----GLSEEQVVQHSEKDQLGRAGS--GDTAGTSWGAQQQRKKHRHRHH-~---~ ITAMK

Arabidopsis (137) AGDSGTHHALDALSQEDDWTGLSEEPVQQQDQTDAAGNNGGGGSGYWDAGQGKMKKQQQQRRRKK-~--PMLTSVE

Pétunia (143) G-T----NVLDALSQE----GLSEEPVQQQ-EREAAGSGGG--GTAWEVVAPGG-GRMRQRRRKK-—----- VVVG
Peuplier (134) NNT----NTLDALSQE----GFSEEPVQQ--DKEAAGSGG---RGTWEAVAAG--ERKKQSGRK-—--—--—------—
Platane (129) A-T----NALDALSQE----GLSEEPVQQ--EKEAAGSG----GGMWEVAAG---ERKKQRRRK-—------~ TP
Vigne (140) T----A-NAIDALSQE----GLSEEPVQQ--EKEAGGSGG---VGTWEVVVAG--ERKKQORRKKGKTRMGSADD
226 300

Tabac (203) EKRGGASAEEDEETEEGQEDDWNIND---ASGGISERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQ

Pois (198) HGENEEGEEEEEDNISGG------=-=--=--- GVGGGERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLIQ
Eucalyptus (159) GAATEEDEEDEEEVEEMR---—-———=—=—=—————= ROREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYDQCRDFLLQ
Arabidopsis (209) TDEDVNEGEDDDGMDNGNG--—-=====- GSGLGTERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCREFLLQ

Pétunia (199) RERRGSSMEEDEDTEEGQEDNEDYNINNEGGGGISERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQ

Peuplier (183) -KGQRKVVDLDGDDEHG----=-===—-—-~ GAICERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQ
Platane (177) TKSADDDDDEAADDEKG-----======== GE-GGERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQ
Vigne (199) NMNEDDNEGGDEDDDKGS--=-=======—= GERGSERQREHPFIVTEPGEVARGKKNGLDYLFHLYEQCRDFLIQ
301 375

Tabac (275

VONIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEEASNALRRAFKERGENVGAWRQAC
Pois (261

VQAIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEEVSNELRRGFKERGENVGAWRQAC

Eucalyptus (216

VQSLAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEHASNALRKS FKERGENVGAWRQAC
Arabidopsis (274) VQTIAKDRGEKCPTKVTNQVFRYAKKSGASYINKPKMRHYVHCYALHCLDEEASNALRRAFKERGENVGSWRQAC
Pétunia (274) VONIAKERGEKCPTKVTNQVFRFAKKAGASYINKPKMRHYVHCYALHCLDEDASNALRRAFKERGENVGAWRQAC
Peuplier (243

VQSIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEDASNALRRAFKERGENVGAWRQAC
Platane (238

VONIARERGEKCPTKVTNQVFRYAKRAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEDASNALRRAFKEKGENVGAWRQAC
Vigne (262

VONIAKERGEKCPTKVTNQVFRYAKKAGASY INKPKMRHYVHCYALHCLDEEASNALRRAFKERGENVGAWRQAC
376 450
Tabac (350) YKPLVAIAAR-QGWDIDTIFNAHPRLAIWYVPTKLRQLCHSERSNAAAAAASSSVSGGGGGGDHLPHF-------
Pois (336) YKPLVAIAAR-QGWDIDAIFNAHPRLSIWYVPTKLRQLCHAERNG------ ARASSSVSVGTTHLPF--------

Eucalyptus (291) YHPLVTIAGRRAGWDIDAIFNAHPRLCIWYVPTKLRQLCHAHRH ASTSTSAPTAHHLELPY------

Arabidopsis (349) YKPLVNIACR-HGWDIDAVFNAHPRLSIWYVPTKLRQLCHLERNNAVAAAAALVGGISCTGSSTSGRGGCGGDDL

Pétunia (349

YKPLVAIAAR-QGWDIDAIFNGHPRLS IWYVPTKLRQLCHSERSN---AAAAASTSVSGGGVDHLPHF-—---—~
Peuplier (318

YKPLVAIASR-QGWDIDSIFNAHPRLATWYVPTKLRQLCYAERNS —————— ATSSSSVSGTGGHLPF-———————
Platane (313) YKPLVAMAAR-QGWDIDATIFNAHHRLATWYVPTKLRQOLCHAERN----N--AGASSSTSGGAITGPSF---—--—

Vigne (337) YKPLVALAAR-QGWDIDAIFNAHPRLAIWYVPTRLRQLCHSERSNAAAAAAAAASSCISGGADHLPF--------
Figure 32: Alignement des séquences protéiques de LEAFY et de ses orthologues

Alignement des séquences protéiques des orthologues de LEAFY chez le tabac, le pois, 1’eucalyptus,
Arabidopsis, le pétunia, le peuplier, le platane et la vigne

Les a. aminés identiques pour tous les orthologues sont écrits en rouge, les a. aminés identiques

pour au moins 3 séquences en bleu, les a.aminés de méme nature en vert et les a. aminés différents
en noir.
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Rendement en % témoin
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Cépages et années de Nombre Site d'implantation
plantation de clones des parcelles
Gewurztraminer Rs - .

1998 136 Bergheim (68)
Meunier N - 1984 28 Bergheim (68)
Pinot blanc B - 1984 188 Bergheim (68)
Pinot gris G - 1984 194 Bergheim (68)
Pinot noir N - 1984 et .

1995 99 Bergheim (68)
Riesling B - 1997 182 Bergheim (68)
Savagnin blanc B - 1998 53 Bergheim (68)
Savagnin rose Rs - 1998 15 Bergheim (68)
Sylvaner blanc B - 1990 292 Bergheim (68)

Tableau 3: Conservatoire de clones de 'PINRA de Colmar

(source www.entav.fr)

120
110
100

90

80 99

98
97
96

50 59 4111413172 7151103 12T 6 168 % 59 4111413172 75 1103127 6168

70

sucres des baies en % témoin

60

Figure 33: Evaluation agronomique de 18 clones de Riesling

A: évaluation du rendement de 18 clones de Riesling.

B: évaluation du taux de sucre dans les baies pour les 17 clones de Riesling.
T=témoin Riesling clone 49

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin (Riesling clones 49).
Les clones 1 et 49 (T) sont les clones étudiés dans ce chapitre.

(source C. Schneider, INRA Colmar)

137



Génétique moléculaire de la floraison de la vigne

Q? Figure 34: Analyse de ’expression des génes de floraison dans
Q'? les feuilles, les inflorescences et les vrilles par RT PCR
S <
‘Z? b’ Les RT PCR ont été réalisées a partir d’ARN totaux extraits de
S S
‘5; Q g feuilles, et d’inflorescences (stade de développement G/H) et de vrilles.
[3) % [3) Des transcrits de VvLEAFY sont détectés dans les inflorescences et
Q
~N N & faiblement dans les vrilles. Des transcrits de VvTFLI sont détectés

dans les feuilles et les inflorescences. Des transcrits de VvSEP3 et
VvAG sont amplifiés dans les trois types d’organes. La présence

VVLEAFY d’ARN total pour chaque échantillons a été vérifiée par amplification
des ARNribosomiques 18S.

VwTFLI
& - 50r;

.- . VAG

18S rRNA

Figure 35: Photographies de vrille

Fleur unique portée par I’extrémité des vrilles (A et B).
Inflorescences portées par des vrilles (C et D). Les barres
représentent Imm.

Figure 36: Présence de transcrits de VvGAI dans
une fleur portée par une vrille

Hybridation in situ sur I’extrémité de vrille de Riesling
avec une sonde anti-sens V'vGAI (A) et sans sonde (B).
Hybridation in situ sur une fleur portée par une inflores-
cences avec une sonde VvGAIl (C).

s représente les sépales, p les pétales, et av I’axe de la
vrille. Les barres représentent environ 1 mm.
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Figure 37: Mutant Vvgail

a: Plante régénérée a partir de de cellules de la couche cellulaire L1 du
Pinot Meunier. Le génome des cellules de la couche cellulaire L1
présente une mutation dans la séquence du géne VvGAII. Toutes les
vrilles sont remplacées par des inflorescences

b: Plante régénérée a partir de cellules de la couche cellulaire L2 du Pinot
Meunier. La plante présente un phénotype ressemblant au Pinot Noir.

(source Boss and Thomas, 2002)
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Figure 38: Expression de VwLEAFY dans les bois de vigne

Hybridation in situ sur des bois de vigne au moment de la floraison (A, B et C) et en hiver (D), avec une sonde
anti-sens VvLEAFY (A, B et D) et sans sonde (C).

Des transcrits VwLEAFY (coloration violette) sont retrouvés dans le phloéme au moment de la floraison (A et B)
et dans certaines cellules de la moelle dans les bois d’hiver (D).

Les barres représentent environ 5 mm.
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Figure 39: Organisation du méristéme

A: schéma représentant 1’organisation des couches cellulaires L1, L2 et L3 d’un méristéme.
B: Visualisation des couches cellulaires L1, L2 et L3 sur une photo de méristéme

(source Raven, 2000)
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L1

Embryogenése

L2 somatique

L1

e\ C

Figure 40: Embryogenése somatique chez le Pinot Meunier

A: représentation du méristéme chimérique Pinot Meunier

B et C: méristémes des plantes régénérées par embryogenése somatique a partir de Pinot Meunier.
Plante obtenue a partir de la couche L1 (B) et L2 (C) du Pinot Meunier. Les plantes C présente un
phénotype ressemblant au Pinot Noir (dont dérive le Pinot Meunier) et les plantes B le phénotype
Vvgail (voir Fig. 37).
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Génétique moléculaire de la floraison de la vigne

Résumé

La maitrise des rendements de la vigne est un élément important pour la viticulture. Une
diminution du rendement permettrait de faire face a la surproduction mondiale de vin, tout en
augmentant la qualité de la vendange et des vins.

L’¢laboration du rendement de la vigne se fonde avant tout sur le nombre d’inflorescences
(fertilité) et le nombre de fleurs produits par la plante. L’ensemble des étapes conduisant a la
floraison a fait ’objet de nombreuses recherches depuis plus d’un siecle, mais les « clés »
moléculaires de la floraison de la vigne étaient encore inconnues en 2001. Par contre, nombre
de genes impliqués dans le développement floral d’Arabidopsis thaliana, notamment le gene
AtLEAFY, acteur majeur, ont été caractérisés au cours des quinze derniéres années, ouvrant
ainsi un champ de recherche nouveau sur la biologie du développement des plantes, et
notamment sur 1’initiation florale.

En s’appuyant sur ces connaissances, nous avons pu cloner le géne VvLEAFY. L'analyse de
I’expression de VVLEAFY, ainsi que celle d’autres génes de floraison VVITFLI, VvAPI,
VWSEP3 et VvAG nous a permis d’obtenir les premiers ¢léments moléculaires du
développement floral de la vigne.

A partir d’une collection de clones de Riesling de fertilité différente, une étude a été réalisée
pour permettre d’établir si le caractére « fertilité » pouvait €tre exprimé par le niveau
d’expression des genes VVLEAFY ou VvTFLI. Un clone de fertilité¢ forte et un de fertilité
faible ont été étudiés. L’analyse par RT PCR quantitative a montré que les taux de transcrits
de WTFLI et VvLEAFY étaient différents entre les deux clones. L’ensemble de nos résultats
suggere que le niveau de transcrits de VWLEAFY et VvTFLI, et le nombre d’inflorescences et
de fleurs sont associés.

Nos travaux montrent qu’une analyse d’expression de geénes permet d’expliquer les
différences de phénotype, pour la fertilit¢. L’ensemble de ces approches suggere que la
variabilit¢ inter-clonale, apparue a I’issue de la multiplication végétative, est le résultat
d’évolutions génétiques. Une des perspectives de poursuite de ce travail serait de trouver les
causes de cette variation d’expression. Par ailleurs, une application technique de ces résultats
pourrait étre de développer un outil de caractérisation du rendement des clones (fertilité et
nombre de baies par grappe) au niveau moléculaire, ce qui faciliterait la sélection clonale pour
le rendement chez d’autres cépages.

Mots clés : Vigne, fertilité, génes de floraison, variabilité inter-clonale
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Molecular genetics of grapevine flowering

Abstract

The control of grapevine yield is a major element for viticulture. A decrease of yield would
resolve the world wine overproduction, while increasing the quality of the harvest and the
wines.

The making of grapevine yield is primarily based on the number of inflorescences (bud
fertility) and on the flower number produced by the vine. The whole stages leading to
flowering was the subject of many researches since more than one century, but the molecular
"keys" of grapevine flowering remained unknown until 2001. Many genes involved in the
floral development of Arabidopsis thaliana, in particular the AtLEAFY gene, major actor,
were characterized during last fifteen years, thus opening a new field of research on the
developmental biology of the plants, and in particular on floral initiation.

Based on this knowledge, we could clone FVvLEAFY gene. The expression analysis of
VVLEAFY, and other flowering genes VWTFLI1, VvAPI, VvSEP3 and VvAG gave us the first
molecular elements of the floral development in grapevine.

From a Riesling clones collection showing a different fertility, a study was carried out to
verify if the character "fertility" could be expressed by the transcripts level of VvLEAFY or
VWTFLI genes . A clone with strong fertility and one with weak fertility were studied. The
analysis by quantitative RT PCR showed that the ratio of VVTFLI and VvLEAFY transcripts
were different between the two clones. Our results suggest that the transcripts level of
VWLEAFY and VvTFLI are associated to the numbers of inflorescences and flowers.

Our work shows that a gene expression analysis could explain the phenotype differences in
for the fertility. These approaches suggest that inter-clonale variability, appeared during the
vegetative multiplication as a result of genetic evolutions.

This work could be continued by the search of the origins of this expression variation. In
addition, an application of these results could be to develop a tool for characterization of the
clone yield (bud fertility and a number of berries per bunch) at the molecular level, which
would facilitate the clonale selection for the yield.

Keywords: Grapevine, bud fertility, flowering genes, inter-clonale variability

143



