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Glossaire

IFT : « Pour un traitement appliqué sur toute la parcelle, I’indicateur de fréquence de traitement
(IFT) est le ratio entre la dose employée et la dose de référence du produit utilisé. La
méthodologie de calcul des IFT a été revue en 2015, notamment afin de tenir compte des cibles
dans le calcul des doses de références. Les IFT calculés et présentés dans ce dossier pour 2012
et 2015 se fondent sur cette nouvelle méthodologie. » (Cretin and Triquenot, 2018)

Core collection : Collection de variété¢ formée d’un nombre réduit d’échantillons uniques et
représentatifs de la diversité existante (Mission communication INRA, 2013)

Bioagresseur : « Le terme bioagresseur regroupe tous les organismes pouvant engendrer des
dommages sur les cultures. Il peut s’agir d’agents pathogenes responsables de maladies, de
ravageurs ou de plantes adventices. » (EcophytoPIC, n.d.)

Produits phytopharmaceutiques : Il s’agit de substances actives ou de préparations contenant
une ou des substances actives qui sont destinées a la protection des végétaux ou des produits
végétaux contre tous les organismes nuisibles, a exercer une action sur les processus vitaux des
végétaux ou a la destruction de végétaux indésirables. Sont inclus dans cette définition les
produits issus de synthése chimique, les produits d’origine naturelle et les micro-organismes.
(Ecophyto Pro, 2017)

Organisme de quarantaine : « Organisme nuisible qui a une importance potentielle pour

I'économie de la zone menacée et qui n'est pas encore présent dans cette zone, ou bien qui y est
présent, mais a distribution restreinte, et faisant I'objet d'une lutte officielle » (FAO, 1995)

Glossaire VI
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1. Introduction
1.1- Contexte de la pomme

La pomme est I’un des fruits le plus consommé et produit au monde avec 89,3 millions de
tonnes en 2016. La méme année, la consommation moyenne par personne et par an était de 12,2
kg. La Chine est le premier producteur (44,4 millions de tonnes) mais également le plus
important consommateur puisque 48% du marché est consommé dans le pays (AgriOrbit,
2018).

En France, c’est également une culture trés importante avec une production de 1,44 millions de
tonnes en 2018. Elle représente plus de la moiti¢ des fruits frais produits dans le pays. Il existe
un grand nombre de variétés cultivées. Les plus importantes et les plus connues sont Golden et
Gala. Dans la consommation des ménages, elles correspondent a la moiti¢ des achats avec 28%
du volume acheté pour Golden et 22% pour Gala. Depuis quelques années, la consommation
de pommes est en légére hausse et d’autres variétés, Pink Lady® et Ariane, font une
progression intéressante (Agreste, 2019; FranceAgriMer, 2019, 2017)

Cette augmentation est visible sur I’ensemble des fruits frais. Elle s’explique notamment avec
la volonté¢ de plus en plus présente de mieux manger. Une grande partie de la population
reconnait leurs bienfaits sur la santé cependant il y a de plus en plus de problématiques par
rapport a leur production. Les pratiques agricoles et surtout [’utilisation des produits
phytopharmaceutiques fait débat. En 2015, la pomme est le fruit le plus traité avec en moyenne
36 traitements et un IFT moyen de 33,3. Il s’agit pour 63% de traitements fongiques. (Cretin
and Triquenot, 2018).

Avec la politique actuelle, un changement de méthode est nécessaire pour répondre aux
nouvelles attentes et apaiser les inquiétudes. Le plan Ecophyto II pose une trame de travail pour
arriver a une agriculture plus durable. Il fixe notamment les objectifs de réduction de
I’utilisation des produits phytopharmaceutiques, de 25% en 2020 et 50% en 2025. Pour se faire,
des travaux sur 1’identification, la documentation, la diffusion et la valorisation des alternatives
doivent étre engagés (Ministére de la Transition écologique et solidaire, 2018). Les
interprofessions des fruits et Iégumes frais en font donc ’un des points importants dans le plan
de la filiere « Réduire sur base scientifique I’usage des pesticides et renforcer les démarches de
bio-controle » (Interfel and Anifelt, 2017). La transition vers une agriculture a bas niveau
d’intrants passe par le travail de recherche et de développement des centres techniques tel que
le CTIFL, des chambres d’agriculture, et des centres de recherches tels que I’'INRA.

1.2-  Les bioagresseurs du pommier

Si la filiere pomme consomme autant de produits phytopharmaceutiques, c’est qu’il existe un
certain nombre de maladies et ravageurs ayant un impact sur les arbres ou bien sur la production
qui entrainent une diminution des rendements ou de la qualit¢ des fruits pour la
commercialisation. Pour les ravageurs, nous pouvons citer plusieurs cochenilles qui colonisent
les rameaux, mais également des pucerons avec le puceron vert migrant ou non migrant et le
puceron cendré qui s’attaquent aux feuilles ou encore le carpocapse qui fait des dégats sur les
fruits. Ensuite les virus sont assez bien controlés avec l’utilisation de plants certifiés. Les
maladies fongiques les plus fréquentes sont 1’oidium et surtout la tavelure que nous verrons
plus en détail aprés. Mais pour commencer intéressons-nous plus particulierement a 1’une des
maladies bactériennes la plus redoutée, le feu bactérien (INRA, 2018).

1.2-1. Feu bactérien (Erwinia amylovora)

Le feu bactérien est une maladie qui touche principalement les Maloidées une sous-famille des
Rosacées. Elle est dii a une bactérie appelée Erwinia amylovora. Du fait de ’importance des
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dégats qu’elle provoque sur pommier et poirier, elle a été¢ placée sur la liste A2 par
I’Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes (OEPP/EPPO,
2018). Elle doit de ce fait étre traitée comme un organisme de quarantaine car elle peut
engendrer une réduction importante du rendement voire la perte totale de celui-ci. Ce qui
signifie que sa lutte est obligatoire « en tout lieu et en tout temps » pour empécher sa
propagation (FREDON PACA, 2018).

Pour ce qui est de son cycle de développement, la bactérie passe 1’hiver dans les chancres
qu’elle a formés au niveau de 1’écorce des arbres. Ils serviront d’inoculum primaire arrivés au
printemps. Sa dissémination passe par la production d’exsudats orange (figure 1, photo de
gauche) qui vont étre transportés et infecter d’autre plants par le biais des €claboussures, du
vent, des animaux (oiseaux et insectes) et de I’homme. La pénétration dans la plante se fait par
les fleurs, les ouvertures naturelles et les plaies puis la bactérie va progresser dans la plante par
les vaisseaux (Brisset, 2016; de Bernonville, 2009; OEPP/EPPO, n.d.)
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Figure 1 : A gauche, photo d'exsudats de la bactérie Erwinia amylovora avec le développement d’une nécrose de la nervure
sur plant de pommier (source : photo personnelle) et a droite, photo de plants de pommier infectés par la bactérie avec le
symptome caractéristique de brulure de la pousse (source : photo personnelle)

Les symptomes de la maladie sont visibles sur les jeunes pousses et rameaux (figure 1, photo
de droite), les feuilles, les fleurs et les fruits. Ces différents organes de la plante se nécrosent et
arborent un aspect briilé ce qui a donné son nom a la maladie. Les premiers symptomes sont
visibles dés le début du printemps si le temps est humide et chaud (OEPP/EPPO, 2013).

Il n’existe pas actuellement de produit phytopharmaceutique efficace contre cette maladie. La
prophylaxie (choix des variétés, controle visuel, désinfection des outils,...) et I’assainissement
des parties infectées voire I’arrachage des plants puis leur incinération sont les seuls moyens
de la prévenir ou la contenir (FREDON PACA, 2018; GIE-FPSO, 2014).

1.2-2. Tavelure (Venturia inaequalis)

La maladie de la tavelure est causée par le champignon ascomycéte appelé Venturia inaequalis.
Ce type de champignon se caractérise par la production d’asques, une structure de reproduction
en forme de sac. Son cycle de développement est représenté sur la figure 2. A I’automne il se
reproduit sexuellement a I’intérieur des feuilles pour former des pseudotheces. C’est sous cette
forme que le champignon passe I’hiver dans la liticre de feuilles aux pieds des arbres. Au
printemps des ascospores sont libérées et vont étre disséminées par 1’eau et le vent. Elles vont
infecter les jeunes feuilles en pénétrant sous la cuticule. Aprés plusieurs semaines de
développement du mycélium, des conidies sont produites et vont pouvoir a leur tour infecter de
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nouveaux organes et recommencer a se développer et produire de nouvelles conidies (Didelot
et al., 2018; Bowen et al., 2011; Carisse et al., 2006).

Des symptomes sont observables sur les feuilles avec 1’apparition de taches de couleur marron
arborant un aspect duveteux qui correspond a la sporulation du champignon. Les fleurs peuvent
elles aussi présenter des taches qui entraineront leur dessechement. Mais c’est surtout sur les
fruits qu’apparaissent les symptdmes les plus dommageables pour la commercialisation avec la
formation de crofites noiratres ligneuses. En effet ces tiches, malgré 1’absence de mycotoxine,
empéchent la commercialisation des pommes et peuvent donc entrainer une importante perte
¢conomique qui peut aller jusqu’a 100% de la production qui ne peut étre commercialisée en
tant que fruit frais en ’absence de traitement (Belete et al., 2017; Léveill¢, 2011)
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Figure 2 : Cycle de développement du champignon Venturia inaequalis (Bowen et al., 2011)

La tavelure est présente partout ou il y a des cultures de pommier. Il existe des fongicides
permettant de lutter contre cette maladie, mais pour raisonner et réduire leur utilisation il est
important de faire de la prophylaxie. Il est par exemple possible de réduire I’inoculum primaire
en ramassant tout simplement les feuilles tombées au sol a la fin de ’automne. Ou encore de
choisir des variétés moins sensibles (Didelot et al., 2018). Pour mieux comprendre la différence
existant entre les variétés, il faut s’intéresser au fonctionnement des défenses des plantes.

1.3- Les défenses des plantes

Face au contact d’un agent pathogene, les plantes peuvent avoir deux types d’interactions. Il
peut s’agir soit d’une relation non-hote ou aucune maladie ne se déclenchera avec en général
I’absence totale de symptdme du fait d’une résistance complete d’une espece végétale vis-a-vis
d’un bioagresseur. Soit, nous sommes dans une relation hote ou nous pouvons observer une
interaction incompatible (la résistance qualitative) ou une interaction compatible (la résistance
quantitative) entre I’espece végétale et 1’agent pathogene (Laloi, 2016).

1.3-1. Résistance qualitative et résistance quantitative

Dans le premier cas, il s’agit d’une reconnaissance spécifique du pathogene par la plante. Cela
suit le principe de la réaction géne pour géne. Le concept est le suivant (figure 3, a gauche), la
protéine produite par un géne majeur d’avirulence (Avr) du pathogeéne est reconnue par la
protéine d’un géne majeur de résistance (R) de la plante. La reconnaissance est spécifique entre
le géne d’avirulence et le géne de résistance, cela fonctionne comme une paire (Flor, 1971). Il
s’en suit une réaction d’hypersensibilité avec un arrét complet de I’infection, on parle alors de
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résistance totale. Cependant, ce type de réaction étant trés spécifique, la mutation du gene
d’avirulence peut entrainer une non reconnaissance du pathogene par le geéne de résistance
(Léveille, 2016).
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Figure 3 : Schéma représentatif des réactions de la résistance qualitative (a gauche) et de la résistance quantitative (a
droite) (Roby and Raffaele, 2016)

Dans le deuxiéme cas, la résistance est qualifiée de partielle (figure 3, a droite). Les défenses
mises en place par la plante ne sont pas aussi efficaces que dans le cas d’une résistance totale.
Cette résistance est en général polygénique (Laloi, 2016). Les plantes présentent une variabilité
de réaction allant de partiellement résistantes a sensibles. Elles sont dites résistantes lorsque les
réponses immunitaires mises en place limitent le développement du pathogeéne. La sévérité de
la maladie est réduite avec peu d’apparition de symptome et pas ou peu d’impact sur la plante,
elle est tolérante (Cooper, 1983). Si la plante est dite sensible, I’interaction peut mener a sa
mort. Pour lutter contre 1’attaque du bioagresseur, elle dispose de deux types de défense, les
défenses constitutives et les défenses induites.

1.3-2. Défenses constitutives et induites

Les défenses constitutives également nommées défenses passives correspondent aux défenses
qui sont présentes au niveau basal. Ce qui signifie qu’elles sont toujours présentes dans la plante
avec ou sans bioagresseur. Elles font partie des ¢léments de base produits en permanence. Il
s’agit de barrieres physiques avec notamment la cuticule et les autres barrieres structurales
existantes (poils, épines...) mais aussi d’éléments chimiques (composés phénoliques,
alcaloides...) (Benhamou and Rey, 2012). Il s’agit donc des premicres défenses de la plante
que rencontrent les bioagresseurs. Si ces derniers réussissent a passer ces barrieres, ce sont alors
les défenses induites qui entrent en jeu.

Elles sont appelées ainsi car leur mise en place est induite par la présence du bioagresseur. Elles
correspondent aux défenses mises en place aprés la reconnaissance du pathogeéne. Nous
retrouvons dans ces défenses trois types de mécanismes : (i) la signalisation a partir du point
d’entrée du pathogeéne pour permettre a I’ensemble de la plante de se préparer et ainsi limiter la
vitesse de propagation (ii) la mise en place de barriere chimique avec la production de
molécules toxiques et (iii) le renforcement des barriéres physiques avec un épaississement et
une rigidification des parois des cellules pour limiter I’entrée du pathogéne. Ces mécanismes
sont gérés par de nombreux génes de défenses. Nous pouvons pour la premiére catégorie citer
des geénes impliqués dans la voie de 1’acide salicylique, phytohormones de défense, tel que
EDSI1 (enhanced disease susceptibility protein 1) ou le facteur de transcription WRKY 30. Pour
les barrieres chimiques, il s’agit par exemple de geénes codant pour des protéines PR
(Pathogenesis related) et pour les barriéres physiques de génes codant pour des molécules tel
que la callose (Marolleau et al., 2013).

Dans le cas ou la perception ou reconnaissance du bioagresseur ne se fait pas correctement, ces
défenses peuvent ne pas se mettre en place convenablement mais cela peut également étre di a
une mauvaise signalisation ou une mauvaise mise en place des défenses. L’absence ou le
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mauvais fonctionnement d’un des éléments de la réponse immunitaire est a 1’origine de la
sensibilité de la plante. Pour les rendre plus résistant il faudrait donc pouvoir améliorer cette
réponse. C’est ce qui est tenté avec les stimulateurs de défenses des plantes.

1.3-3. Stimulateur de défense des plantes

Le réseau mixte technologique, Elicitra, qui travaille sur la compréhension, le développement
et la promotion des stratégies de défenses des plantes nous donne la définition suivante des
SDP : « Toute substance ou tout micro-organisme vivant non pathogeéne qui, appliqué sur une
plante, est capable de promouvoir un état de résistance significativement plus élevé par rapport
a une plante non traitée, face a des stress biotiques. » (Elicitra, 2019). Les SDP peuvent étre
¢galement appelés stimulateurs de défense naturelles (SDN). La définition des SDN englobe la
capacité d’induire une résistance aux stress biotiques mais également les stimulateurs pouvant
induire une résistance aux stress abiotiques comme les carences ou le froid (Faessel et al., 2014).

Ces éliciteurs peuvent agir de deux manieres. Soit par un effet direct en déclenchant les défenses
immédiatement, soit un effet potentialisateur en préparant la plante a déclencher ses défenses
pour une future attaque. Dans tous les cas, ils n’ont pas d’effet direct sur le pathogene, ils ne
doivent pas étre biocides. Cela les classerait comme pesticides et non pas comme produit de
biocontrdle (Marolleau et al., 2013).

Dans cette étude, nous nous intéressons principalement au Bion®, un produit de ’entreprise
Syngenta. La molécule active est un analogue de ’acide salicylique, I’acibenzolar-S-Méthyl
(Syngenta, 2019). Cet acide a une action similaire aux composés allélopathiques et il active les
réponses de défense des plantes (Tripathi, 2010).

Les SDP sont reconnus comme un atout et une piste de travail dans le contexte actuel de
diminution des produits phytopharmaceutiques. Cependant leur efficacité peut étre encore assez
variable en vergers, faute de connaissances approfondies sur leur action et leur condition
d’efficacité optimales. Des substances ayant démontré une efficacité intéressante en laboratoire
ne le seront pas forcément au champ en raison des variations environnementales ou encore du
stade de développement des plantes (Pajot and Fayot, 2019)

1.4- Le projet PREDIRE

C’est dans ce cadre que I’équipe ResPom de I’Institut de Recherche en Horticulture et Semences
(IRHS) a proposé le projet PREDIRE (PREDIiction of REsistance in apple) en 2016. Pour
réduire le nombre de traitements phytopharmaceutiques, les travaux de recherche de 1’équipe
reposent sur deux principaux enjeux : la résistance génétique et 1’utilisation de stimulateurs de
défense des plantes (SDP) efficace en verger.

L’hypothese de départ du projet est que le niveau constitutif des défenses basales est a I’origine
de la capacité de défense de la plante pour résister et contrdler les attaques des bioagresseurs,
ce phénomene a déja été démontré chez le riz vis-a-vis de I’agent pathogéne Magnaporthe
oryzae (Vergne et al., 2010). L’ utilisation des SDPs permettrait é¢galement d’améliorer cette
capacité. Pour explorer cette hypothése, (i) le niveau d’expression constitutif de geénes de
défense doit étre évalué par RT-qPCR sur un grand pool génétique de pommiers, ainsi que (ii)
la variabilité génétique héréditaire jusqu’a la détection de eQTLs par GWAS et enfin (iii) la
corrélation avec la résistance aux bioagresseurs et 1’efficacité des SDPs.

La méthode appliquée lors du projet se découpe en quatre phases :

1- Caractériser environ 50 familles de geénes impliquées dans la défense du pommier

2- Dessiner et valider des amorces robustes pour 15 a 20 genes de défenses sur une
trentaine de variétés de pommiers sélectionnées pour représenter la diversité de
résistance aux bioagresseurs étudiés
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3- Evaluer la variabilité génétique au niveau constitutif de 3 génes de défenses qui pourront
étre analysés par étude de génétique d’association sur environ 400 variétés

4- Analyser le niveau de corrélation entre I’expression constitutive des geénes et la
résistance au feu bactérien (Erwinnia amylovora) et a la tavelure (Venturia inaequalis)
ou a I’efficacité des SDPs sur la trentaine de variétés et sur les 400 variétés.(Durel et al.,
2016)

Le projet PREDIRE a commencé en 2017 donc lors de mon arrivée dans 1’équipe, les étapes de
caractérisation bio-informatique et de dessin des amorces €taient déja réalisées. Une premicre
caractérisation de 1’expression constitutive de 13 geénes de défense prédéfinis a été entreprise
en 2017 (stage de William Billaud) et 2018 (stage de Louise Lejus) sur une trentaine de variétés
de pommiers issus de la Core Collection INRA (Lassois et al., 2016). Cependant, la nécessité
de validation statistique des résultats obtenus sur ce premier sous-ensemble, a poussé 1’équipe
a répéter cette étape de caractérisation sur un nouveau lot de variétés. Ma mission principale a
donc été de caractériser I’expression constitutive de ces mémes genes de défenses sur un
ensemble de 29 variétés de pommiers issus de la méme collection. Ma deuxiéme mission a été
d’analyser ’expression de ces 13 geénes pour sélectionner les 3 geénes les plus intéressants et de
caractériser leurs expressions sur I’ensemble de la Core Collection. En parallele, j’ai également
suivi et noté un test pathologique de sensibilit¢ au feu bactérien en serre sur la trentaine de
variétés de base.

Dans ce mémoire, je vais vous présenter les démarches du projet qui m’ont amené a essayer de
répondre a la problématique suivante : dans quelle mesure 1’expression constitutive de genes
de défenses peut-clle permettre de prédire ’efficacité du Bion® et le niveau de résistance de
variétés de pommiers ? La premicre partie portera donc sur les méthodes appliquées pour
obtenir les informations sur la résistance des variétés au feu bactérien et a la tavelure et celles
permettant d’obtenir les informations d’expressions des genes pour finir avec les analyses qui
ont ét¢ menées. Dans la deuxiéme partie nous verrons les résultats obtenus lors des tests de
résistance, 1’expression constitutive observée pour les différents génes puis les résultats des
analyses de corrélation entre I’efficacit¢ du Bion®, le niveau de résistance aux deux
bioagresseurs et 1’expression relative des genes étudiés. Puis nous finirons avec I’analyse de
ces résultats et les conclusions que nous pouvons en tirer ainsi que les perspectives pour la suite
du projet.

2. Matériel et Méthodes
2.1- Matériel végétal

L’ensemble des analyses de biologie moléculaire et du phénotypage est réalis¢ sur la Core
Collection (CC) de variétés de pommier de I’IRHS. Cette collection est constituée d’environ
400 génotypes. L’ensemble de ces génotypes sont plantés dans le verger de [’unité
expérimentale Horti d’ Angers sur le site de la Rétuzicre.

Trente-deux génotypes, appartenant a la Core Collection, ont été sélectionnés suivant leur
niveau de résistance a la tavelure et au feu bactérien (données acquises au cours de la thése de
Diane Leforestier, 2015)). L’objectif étant d’avoir une représentation de la diversité du niveau
de résistance aux deux pathogenes. Pour faciliter la compréhension de la suite du mémoire, ces
32 génotypes seront nommés « population A » et les numéros d’accessions seront utilisés pour
les analyses (la correspondance avec les noms de variétés est en annexe I). La population A a
été utilisée pour les premieres analyses statistiques portant sur la variabilité de 1’expression
constitutive des genes de défenses et la sélection des trois geénes les plus pertinents mais aussi
pour 1’évaluation de I’efficacité du Bion®.
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Pour renforcer les analyses statistiques, une extension de 29 génotypes a été utilisée. Ces
génotypes ont €té choisis parmi les 400 de la CC. Plus précisément parmi les génotypes de la
CC dont les échantillons de feuilles ont été prélevés a la méme date que la population A.
L’ensemble des génotypes de la population A et les 29 génotypes de I’extension seront nommés
dans la suite du rapport « population B ».

Pour les différents tests, génétique et phénotypique, le travail se fait sur des plants greftés élevés
en serre. Les greffons, prélevés sur les génotypes d’intéréts au verger, sont greffés sur le porte-
greffe MM 106 pour sa vigueur. Les conditions de croissance en serre sont : 24°C la journée /
22°C la nuit avec un taux d’humidité de 70% suffisant pour la croissance. Il faut environ 4
semaines pour obtenir des plantes d’environ 15-20 cm en croissance.

2.2- Phénotypage
2.2-1. Feu bactérien

Les tests avec Erwinia amylovora ont été réalisés en serre sécurisée de type S2 par rapport au
statut de maladie a traiter comme une maladie de quarantaine. La période idéale pour réaliser
ce type d’essai est la fin du printemps.

Pour le matériel végétal, avant le début de I’essai nous réalisons un tri et une sélection des plants
pour avoir des copies biologiques saines et proches au niveau du développement physiologique.

Deux jours avant I’inoculation, nous appliquons les deux modalités de traitement : Bion® et
eau. Pour le SDP deux dosages différents ont été utilisés entre les deux essais (2018 et 2019).
Pour le premier, le Bion® a été appliqué en demi-dose (0,2 g/L). Cela n’a pas suffi a protéger
correctement les plants tout en gardant une variabilit¢ de résistance observable entre les
génotypes. C’est pourquoi pour le deuxieme essai I’équipe 1’a donc appliqué en « pleine » dose
(dose recommandée par Syngenta), soit 0,4 g/L.

La préparation de I’inoculum se fait a partir de la souche CFPB1430 conservée dans la banque
de bactérie de 'IRHS. Une semaine avant 1’inoculation, les bactéries sont mises en culture.
Elles sont repiquées la veille de I’inoculation pour étre en phase exponentielle de croissance. Et
nous préparons le jour méme une suspension de concentration 108 UFC/mL.

Pour réaliser I’inoculation, nous avons utilisé des ciseaux trempés dans I’inoculum pour couper
les deux plus jeunes feuilles développées des plants. Nous retrempons bien les ciseaux entre
chaque coupe, pour étre sir d’apporter une charge d’inoculum suffisante dans la blessure
réalisée. Les conditions de maintien ne doivent pas excéder 30°C et ’humidité doit étre entre
70% et 80%.

Nous réalisons des notations a trois dates J+7, J+14 et J+21. Nous avons relevé la longueur
totale de la pousse et la longueur de la nécrose. Dans le cas ou cette derniére ne touche que la
nervure des feuilles coupées, nous avons noté NN pour Nécrose Nervure et si ¢’est la nervure
et le pétiole on note NNP pour Nécrose Nervure Pétiole. Ces notations sont converties
respectivement en 0,5 et 1 pour les analyses et nous ajoutons 1 a toutes les autres valeurs sauf
pour celles égales a 0 que nous maintenons a 0.

2.2-2. Tavelure

Pour les essais avec la tavelure, nous avons utilisé la souche EU-B04. 11 s’agit d’une souche
d’agressivité moyenne. Elle permet de ne pas masquer la variabilité avec la modalité eau si la
souche attaque trop fortement tous les génotypes et a I’inverse de voir quand méme des
symptdmes avec le traitement au Bion® qui pourraient étre inexistant si la souche est faiblement
agressive. Le meilleur moment pour réaliser ce type d’essai est au début du printemps pour
¢viter d’avoir des températures trop élevées.
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Pour le matériel végétal un tri et une sélection sont également faits comme pour les tests de
résistances au feu bactérien.

De la méme maniere, nous avons appliqué deux jours avant inoculation les modalités de
traitement eau et Bion®. La encore deux dosages différents ont été utilisés entre les deux tests
(2017 et 2018). Pour le premier, 1’équipe a appliqué le SDP en pleine dose (0,4g/L) mais cela
a été trop efficace. Il y a eu peu de symptomes et de sporulation. Pour la deuxi¢me, le Bion® a
été appliqué en demi-dose (0,2g/L).

La préparation de I’inoculum se fait le jour de I’inoculation. Nous préparons une solution de
suspension de spores de Venturia inaequalis qui ont été cultivés sur des feuilles de pommier.
La encore la souche nous provient de ’IRHS, plus précisément de 1’équipe EcoFun. Nous
récupérons les spores en placant les feuilles dans des shakers avec de I’eau distillée. Nous
ajustons ensuite la solution obtenue de maniére a avoir une concentration de 250 000
spores/mL. Nous inoculons en fin de journée en pulvérisant cette solution sur les plants. Lors
de I’inoculation et pendant deux jours les végétaux sont sous baches pour garder un niveau
¢levé d’humidité pour I’installation du champignon. Les conditions, durant cette étape, sont de

15°C a 16°C et une humidité de 100% sous les baches.

Les conditions de maintien sont ensuite de 18°C avec 70% a 80% d’humidité. Nous notons a
trois dates J+14, J+21 et J+28. Nous évaluons tout d’abord la réaction du génotype suivant une
grille de notation des symptomes d’aprés Chevalier et al., 1991 visible sur la figure 4. Nous
évaluons également I’importance de la sporulation en estimant un pourcentage de couverture
de la feuille qui est retranscrit sur une échelle de 0 a 7 avec 0 I’absence de sporulation et 7 entre
75% et 100% de la feuille couverte (figure 5).

Note |Description des réactions
0 Aucune réaction ni sporulation ne sont visibles sur les feuilles. La plante est résistante a la
race testée.

1 Une réaction est visible sous forme de pigire d'épingle due a un affaissement des cellules
autour de I'impact de la tavelure. Aucune sporulation n'est visible. La plante est résistante.
Aucune sporulation n'est visible macroscopiquement, les feuilles réagissent, elles se
crispent voire se nécrosent. La plante est résistante.

On observe une réaction des feuilles qui se gaufrent ou se crispent, avec une légére
sporulation qui est séchante. La plante est considéré comme résistante.

sporulation qui tend plus ou moins a s'étendre. La plante est considérée comme

3b |moyennement sensible, elle réagit mais ne bloque pas totalement le développement de la
tavelure.

Aucune réaction visible, la tavelure se développe de maniére importante sur le limbe. Cette
plante est sensible.

3a

Figure 4 : Echelle de notation des symptomes de réaction d'apres Chevalier et al., 1991

1% 5% 10% 25% 50% 75% 100%
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Figure 5 : Echelle de notation de l'importance de la sporulation par pourcentage de couverture de la feuille (document
adapté de la version de Croxall et al., 1952)

2.3- Expressions constitutives
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2.3-1. Extraction et transcription inverse

Sur les plants greffés en croissance, 1’équipe a prélevé les deux plus jeunes feuilles déroulées.
Elles ont été coupées en deux pour avoir deux échantillons avec une moitié¢ de chaque feuille.
Un tube forme I’échantillon principal et le deuxiéme servira de « back-up » (échantillon de
secours). Au fur et & mesure du prélévement, ils ont été plongés dans 1’azote liquide pour
stopper les réactions biologiques des morceaux de feuilles. Ils sont ensuite maintenus a -80°C
pour leur conservation.

Tous les génotypes ont été prélevés en 2 copies biologiques, sauf ceux de la population A qui
ont été prélevés en 3 copies biologiques. Plusieurs séries de prélévements ont été nécessaires
du fait du grand nombre de génotypes. La figure 6 récapitule le nombre de génotypes qui ont
été prélevés lors de la méme série en un ou deux réplicats biologiques. Les valeurs entre deux
séries représentent le nombre de génotypes dont un réplicat a été prélevé lors de ’une des séries
et ’autre réplicat lors de I’autre série.

SERIE1 | SERIE3 | SERIES | SERIE6 | SERIE7
11/03/16 17/03/16 21/03/16 01/04/16 28/09/16
2 19 6 1 2

SERIE1

11/03/16

SERIE 3

17/03/16 1

SERIES
21/03/16

SERIE 6 25

Bl --- - 1

SERIE7 65 2 copies,
28/09/16 3 1 cople

Figure 6: Tableau récapitulatif des prélévements de répliquas biologiques en fonction des dates de prélevement (source :
Elisa Ravon)

Pour I’extraction de I’ARN (annexe II, protocole d’extraction), des billes d’acier ont été
ajoutées au préalable dans les tubes de prélévements. La premiére étape consiste au broyage
des feuilles par agitation des tubes encore congelés. Ensuite 1’équipe s’est servi du kit
d’extraction NucleoSpin® RNA Plant pour récupérer uniquement I’ARN.

L’étape suivante est la transcription inverse (annexe III, protocole RT-PCR). Des enzymes
transcriptases inverses permettent de reconstituer de I’ADN complémentaire (ADNc) a partir
de I’ARN extrait. On I’utilise pour évaluer I’expression des genes car il est plus stable que
I’ARN, plus facile a analyser (stockage, copie et s€équengage) et amplifiable (ENS Lyon, n.d.).

Pour finir on réalise une PCR pour vérifier la présence de I’ADNc et 1’absence d’ADN
génomique (ADNg) pour éviter les interférences dans les résultats futurs. Aprés I’amplification,
nous faisons migrer les échantillons par électrophorése sur un gel d’agarose a 1%. Pour
confirmer notre attente, nous devons observer uniquement une bande par échantillon qui
correspond a notre ADNc.

2.3-2. Sélection des génes et dessin des amorces

Au départ du projet, 50 familles de genes de défenses ont été sélectionnées. Vingt-huit familles
ont été ¢tudiées au préalable par I’équipe ResPom lors de la conception de la qPFD®. 11 s’agit
d’une puce a faible densité quantitative. Elle permet de tester les réactions de défense par
rapport a I’utilisation d’un SDP suivant les cinq grandes voies de défenses (Perraut, 2011). Les
genes liés a la signalisation ont été écartés du test par la suite, ces génes étant connus pour étre
induits apres 1’attaque de I’agent pathogene et non a 1’état constitutif dans la plante. Certaines
familles ont également été étudiées avec les autres projets de recherche de 1’équipe. Toutes ces
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familles de génes ont été analysées par I’équipe Bidefi, de 'IRHS. A partir de la dernicre
version du génome, ils ont analysé les séquences des différentes familles sur les s€équengages
des génotypes réalisés par Duan et al. (2017), mais aussi identifié¢ les zones non polymorphes
pour faciliter le dessin d’amorces le plus spécifique possible. Il s’agit de zones dépourvues de
SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Elles sont donc invariables entre les génotypes. Pour
valider les séquences a cibler des familles peu connues, un travail de phylogénie des séquences
a ¢té réalisé¢ par 1’équipe. Ils sont passés par une étude bibliographique pour trouver des
séquences similaires dont le role a été validé fonctionnellement sur d’autres espéces. Ainsi la
séquence, de la famille de géne, la plus proche de celles fonctionnelles de la littérature a été
choisie pour la suite du projet (exemple de la famille Bet vl en annexe IV pour la séquence de
géne MD16G1160700).

Une fois les séquences choisies, le dessin des amorces a €té réalisé avec le logiciel PrimerQuest
Tool® (Owczarzy et al., 2008). Elles ont été dessinées au niveau des zones non polymorphes
pour réduire le risque de mauvaises hybridations sur la grande diversité de variétés étudiées.
Un premier controle de spécificité a ét¢ fait avec le logiciel Multalin (Corpet, 1988) pour
vérifier que I’amorce ne s’accroche pas a d’autres séquences de la famille de genes. Nous avons
ensuite testé ces amorces en mesurant leur efficacité et leur spécificité avec le thermocycleur
qPCR (annexe V : protocole de test des amorces). On les a testés sur un pool des génotypes a
¢tudier avec différentes concentrations. Nous utilisons le logiciel CFX Maestro fourni avec le
thermocycleur. Il nous permet d’obtenir 1’efficacité avec la courbe standard. La valeur
d’efficacité doit étre comprise entre 80% et 110% avec un R? supérieur a 0,96 pour confirmer
un bon alignement des points de la gamme. Pour la spécificité, nous nous intéressons a la courbe
de fusion qui doit présenter un seul pic.

Aprées toutes ces étapes nous avons obtenu un lot de 11 genes de défenses visibles dans le
tableau 1 ci-dessous (tableau complet avec les amorces utilisées en annexe VI).

Tableau 1 : Récapitulatif des genes de défenses validés pour les analyses (activités tirées de l'article Marolleau et al., 2013)

Mécanisme de défenses Voie de défenses Nom du gene

Classe III chitinase (PR-8)

PR protéines

PR-10
Assimilée a une PR protéine Agglutinine (Agg)
Voie des phénylpropanoides Polyphenol oxidase (PPO)

Barriére chimique

. Hydroxymethyl glutarate-CoA reductase (HMGR)
Meétabolisme

Voie des isoprénoides

secondaire Farnesyl pyrophosphate synthase (FPPS)
Voie de la cystéine Cystéine lyase (CSL)
Stress oxydant Ascorbate peroxidase (APOX)
Cinnamyl alcool dehydrogenase (CAD)
Barriére physique Modification pariétale Callose synthase (CalS)

Extensine

2.3-3. Expression des genes

Pour mesurer I’expression constitutive de ces genes, nous avons réalisé¢ des réactions de
polymérisation en chaine en temps réel (QPCR). Il s’agit d’une amplification exponentielle de
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I’ADNc que I’on suit en temps réel grace a des sondes fluorescentes. Nous utilisons pour cela
des plaques de 96 puits ou nous plagons 15uL de mix et 3ul. d’ADNc dilué au 1/20éme. Le
mix est constitué de Mesa blue qPCR Master Mix, des amorces et d’eau extra pure. Les
quantités varient en fonction de la concentration de I’amorce nécessaire pour avoir la meilleure
efficacité. Le cycle d’amplification que nous utilisons est le suivant : 1. 95°C 5 min, 2. 95°C
0,03 min, 3. 60°C 1 min, 4. retour a I’étape 2 pour 39 fois, 5. 55°C 0,05 min, 6. 95°C
0,5°C/cycle. Chaque échantillon biologique est disposé sur la plaque en triplicat ou duplicat
technique. Sur chaque plaque, nous plagons des génotypes identiques pour servir de pont entre
les différentes plaques.

En plus de nos 11 geénes d’intérét, nous faisons passer en qPCR des geénes de référence
¢galement appelé géne de ménage. Il s’agit de geénes qui s’expriment chez tous les végétaux car
nécessaire a la survie de la cellule (ENS Lyon, n.d.). Ils vont nous permettre par la suite de
normaliser I’expression des autres génes. Nous utilisons 3 genes : ’actine (Actine), la tubuline
alpha chaine (TuA) et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).

A la fin du cycle nous obtenons des données de quantification du cycle Cq. Il correspond au
nombre de cycle nécessaire pour détecter un méme niveau de fluorescence entre les échantillons
(Oswald, 2015).

2.4- Analyses statistiques
2.4-1. Analyses de I’expression constitutive

A partir de ces données nous appliquons la méthode AACt tiré de I’article de Vandesompele et
al. (2002), en utilisant nos données de Cq comme données de Ct (Cycle Threshold).

AACt = (Ctéchantillon - Ctgéne de référence) - (thalibrateur - Ctgéne de référence)

La premicre étape porte sur la vérification des genes de ménage, nous calculons des moyennes
géométriques a partir de toutes les variations par paire des genes de ménage. Pour chaque
échantillon la moyenne doit étre comprise entre 0,3 et 3. Si ce n’est pas le cas, cela peut signifier
que nous avons eu un probléme d’amplification d’un ou plusieurs génes de ménage pour cet
¢chantillon. Dans ce cas nous cherchons un autre génotype ou les valeurs des autres génes de
référence sont similaires a celles viables observées pour notre échantillon. Nous utilisons la
valeur du gene de référence de cet échantillon dont les autres génes sont proches pour avoir une
donnée de Cq viable pour le premier échantillon. Pour ce qui est des valeurs des échantillons
nous utilisons la moyenne des Cq des copies techniques si elles ne sont pas ¢loignées de plus
ou moins 2 unités de Cq. Nous réalisons ¢galement sous R un ajustement des données de Cq
pour supprimer I’effet « plaque » qui correspond a la variabilité engendrée par la manipulation
(préparation, temps d’attente et amplification) entre les différentes plaques. Nous utilisons le
modele « Cq ~ effet plaque + résidus ». Nous récupérons les résidus qui correspondent a tous
les autres éléments autres que I’effet plaque qui expliquent la variabilité du géne. Puis nous
appliquons ces résidus a nos moyennes.

Une fois les données nettoyées et préparées, nous ajustons les données par rapport a un génotype
calibrateur. Nous avons utilisé la variét¢ Eri Segara (X00700) pour le sous-échantillon et
I’extension. Et pour la Core Collection nous avons utilisé un pool de I’ensemble des génotypes
dilué au 1/20°™. Les données sont ensuite normalisées par rapport aux génes de référence.

A partir de la valeur obtenue avec la méthode AACt nous calculons une quantification relative
(QR) pour obtenir une expression relative du géne d’intérét.

QR — Z—AACt
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Pour permettre une meilleure lecture des résultats, les analyses qui suivent sont réalisées a partir
du log> du QR.

Pour les analyses, nous réalisons des représentations graphiques de la variabilité des génotypes
(« ggplot2 », Wickham, 2016). Nous 1’évaluons également avec une analyse de variance
(ANOVA) suivant le modele « Expression relative du géne ~ génotype + résidus », pour évaluer
si la variabilité des génotypes explique significativement la variabilité d’expression. Nous
calculons I’héritabilité (hZ,), avec « n » le nombre de copies moyens par génotype (package R
« heritability » de Kruijer et al., 2015) et « ¢ » la variance. De maniére a évaluer la part du
facteur génotype dans la variabilité de I’expression du géne. Nous avons également calculé le
coefficient de variation génotypique (CVg) pour analyser I’étendue de la variation autour des
moyennes d’expression (moyenne arithmétique).

2
hz _ Ugénotypique
SL — 2
0.2 + Orésiduel
génotypique n
Ogénotypique
CVg =100 * ( g

moyenne d'expression
2.4-2. Analyses du phénotypage avec le stimulateur de défense des plantes

Pour les analyses a partir des données de phénotypage, nous calculons tout d’abord les aires
sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC). Pour la tavelure nous utilisons les
notations de sporulations pour le calculer avec la formule suivante :

0 + SpoJ14 SpoJ21 + Spoj14 SpoJ21 + Spoj28
( poJ *14)+<p1 zp] *7)+(p] Zp] *7)

Et pour le feu bactérien, c’est presque la méme formule et on utilise le ratio longueur de nécrose
sur longueur totale.

AUDPCiapeture =

0 + RatioJ7 RatioJ14 + Ratio]7
— 1)+ 7)

2 2
(Ratio]Zl + RatioJ14 7)
*k

2

A partir de ces AUDPCs on calcule la différence entre la modalité eau et la modalité Bion® et
¢galement ’efficacité du Bion®.

AUDPCfeu = (

AUDPC eau — AUDPC Bion®
%k
AUDPC eau

Nous avons ¢galement réalisé des analyses exploratoires sous Excel pour analyser la variabilité
de la sensibilité en fonction des génotypes.

ef ficacité du Bion® = 100

2.4-3. Corrélation entre I’expression et le phénotype de la Core Collection

Pour calculer les corrélations, nous utilisons sous R la fonction « cor.test » (Best and Roberts,
1975; Hollander et al., 2013) avec la méthode de Pearson. Nous utilisons les données
d’expression relative en logo et les AUDPCs.

Pour la Core Collection, nous avons sélectionné un test tavelure et un test feu bactérien sur les
nombreux réalisés au cours des derniéres années. Les critéres de choix ont été la souche, le
nombre de génotypes présents et le nombre de copies de ces génotypes. Nous utilisons pour la
tavelure un test d’automne 2016 avec la souche EU-B04 (Ia méme souche que pour les tests
avec SDP) et pour le feu bactérien le test de 2013. Du fait de ’ajout d’une extension de
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génotypes les analyses avec le sous-échantillon de la Core Collection sont également menées
sur ces tests de résistance.

3. Résultats

3.1- Analyse de la variabilité d’expression constitutive des génes de la population A et
de Pefficacité du Bion®

3.1-1. Phénotype de résistance au feu bactérien et a la tavelure de la population A avec
I’application de Bion®

Deux génotypes de cette population sont absents des tests : le génotype X00395 est absent du
premier test tavelure et du premier test feu bactérien et le génotype X07198 est absent du
premier test feu bactérien. Des témoins ont été¢ ajoutés aux tests sur le feu bactérien : trois
témoins sensibles (X00922, X00972 et X04712) et un témoin résistant (X02369). Pour les tests
de résistance a la tavelure, nous avons utilisé¢ deux témoins sensibles (X00972 et X04712). Les
tests de phénotypage montrent une diversit¢ de réaction de la part des génotypes. C’est
particuliérement visible avec le test de résistance a la tavelure (figure 8).

Pour le feu bactérien, si on compare les résultats obtenus avec les différentes concentrations du
Bion® nous pouvons observer que 1’étendue des valeurs d’AUDPC est plus importante pour
2019 avec une concentration de 0,4g/L. (figure 7) que pour 2018 avec une concentration de
0,2g/L (annexe VII). Pour le test de cette année, les valeurs d’AUDPC avec 1’application du
Bion® vont de 0,52 a 16,05 et elles vont de 0,03 a 10,40 pour le test de 2018. Nous observons
la méme tendance avec 1’application de 1’eau avec 0,74 a 16,92 de valeur d’AUDPC pour le
test de 2019 et 0,09 a 12,10 pour le test de 2018.

Sinous nous intéressons aux écarts-types du test de 2019, les valeurs dans le cas de 1’application
du Bion® présente une plus grande échelle de valeurs que I’écart des valeurs de copies du méme
génotype avec ’application de 1’eau. Nous pouvons également observer une variabilité¢ de la
différence « Eau-Bion® ». La figure 7 montre que pour certains génotypes, malgré un méme
niveau de sensibilité apres traitement a 1’eau, la sensibilité aprés traitement au Bion® est
variable. Par exemple le génotype X02953 qui a une différence de 0,97 pour une réaction avec
I’eau de 13,97 et le génotype X08609 qui a une différence de 10,14 pour une réaction avec I’eau
de 13,85. Autre point visible sur le graphique de la figure 7, nous pouvons voir que certains
génotypes sont plus sensibles avec le Bion® qu’avec la modalité eau, cependant leur différence
est faible de -1,04 a -0,04. Pour ce qui est de 1’efficacité du SDP, les résultats vont de -14% a
81%.
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Figure 7 : Graphique de l'AUDPC du ratio longueur de nécrose sur longueur total du test feu bactérien (2019) avec
l"application de la modalité eau (bleu), avec l'application du Bion® a 0,4g/L (jaune) et la différence Eau-Bion® (vert)

Les résultats du test de résistance a la tavelure de 2018 sont visibles sur la figure 8. Nous
pouvons observer que 22 génotypes sont résistants a la souche EUB-04 (AUDPC inférieur a
10) dont 8 ont une valeur d’AUDPC €gal a 0 avec I’application du Bion® (en jaune). Si nous
regardons les résultats du test de 2017, visible en annexe VI, avec une concentration en Bion®
deux fois plus importantes (0,4g/L) nous pouvons voir qu’il y avait 27 génotypes résistant, dont
20 avec une valeur d’AUDPC de 0. Les valeurs d’AUDPC vont de 0 a 121,33 pour ’eau et 0 a
54,25 pour le Bion® lors du test de 2018 et elles vont de 0 a 131,25 pour I’eau et 0 4 67,2 pour
le Bion® lors du test de 2017.

La différence « Eau-Bion® » va de -2,1 a 93,1 de valeur d’AUDPC. Nous pouvons également
noter que les écarts-types visibles en barre d’erreur sont plus importants avec I’application de
I’eau que les écarts-types avec I’application du Bion®. Pour ce qui est de I’efficacité, les
pourcentages vont de 0% a 100%.
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Figure 8 : Graphique de I'AUDPC de la sporulation du test tavelure (2018) avec l’application de la modalité eau (bleu),
l'application de la modalité Bion® 0,2g/L (jaune) et la différence Eau-Bion® (vert)
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3.1-2. Expression constitutive des génes de défenses de la population A

Les graphiques des figures 9, 10 et 11 et de I’annexe VIII représentent la variabilité
d’expression relative des 11 génes de défenses en fonction des génotypes du sous-échantillon.
Chaque couleur représente un génotype et chaque point de la méme couleur représente les
valeurs d’expression des différents réplicats biologiques de ce génotype. Les rectangles gris
représentent un intervalle de 2,5 d’expression en log2(-AACt?).

Nous pouvons observer graphiquement 3 types de variations :

1- Des geénes dont I’expression est peu variable entre les différents génotypes, c’est le cas
des génes APOX (figure 9), HMGR, FPPS et CalS (annexe VIII)

2- Des génes dont la variabilité d’expression est intermédiaire, c’est le cas de CSL (figure
10), CAD et Extensine (annexe VIII)

3- Des genes dont I’expression est trés variable, c’est le cas des genes Agg (figure 11),
PRS, PR10 et PPO (annexe VIII)

Il est a noter également que certains génotypes ont une importante variation intra-génotype avec
des écarts importants entre les différents réplicats biologiques. C’est ce que nous pouvons voir
par exemple avec le cinquieme génotype X01180 avec I’expression relative du géne APOX sur
la figure 9.

t)

*—4
L
-
&

e

Expression relative AROX (log2{2°-AA
: s
o8 |
e p

xooss2

Figure 9 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du gene APOX (log2(-44Ct?)) pour les génotypes du sous-
échantillon
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Figure 10 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du gene CSL (log2(-44Ct?)) pour les génotypes du sous-
échantillon
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Figure 11 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du gene Agg (log2(-44Ct?)) pour les génotypes du sous-
échantillon

Le tableau 2 présente un récapitulatif des résultats obtenus lors des analyses de 1’expression
constitutive des genes sur la population A. L’analyse de variance (ANOVA) permet d’évaluer
I’influence du facteur « génotype » sur la variabilité de 1’expression constitutive des genes de
défenses. Les résultats de cette analyse montrent que le facteur « génotype » expliquent de
maniere significative la variabilité de I’expression des génes PR10, Agg, HMGR, FPPS, CSL,
APOX, CAD et CalS. La part du facteur « génotype » dans la variation de 1’expression
constitutive est exprimée au travers de 1’héritabilité. La valeur d”héritabilité est élevée pour les
genes PR10, FPPS, CSL et APOX et elle est faible pour PR8 et Extensine. Les valeurs de
coefficients de variation génétique indiquent que les génes PR10 et CAD ont les plus
importantes ampleurs de variation d’expression autour de leur moyenne d’expression qui sont
de 0,04 et -0,02 respectivement. Le géne PRS, malgré la variation d’expression observée sur les
graphiques précédents, a une valeur d’héritabilité nulle. La variation de son expression
constitutive semble plus expliquée par les résidus du modele de 1’analyse de variance que par
les génotypes, ce qui rend le calcul du CVg impossible.
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Tableau 2 : Récapitulatif des résultats d'analyse de l'expression des genes (sous-échantillon)
Code significativité 0 “***’0.001 “**0.01 **0.05 " 0.1 * 1

PR8 PR10 Agg PPO HMGR | FPPS CSL | APOX | CAD CalS |Extensine

Significativité de la variabilité
(p-value de I'ANOVA)

Héritabilité 0,00 0,70 0,37 0,30 0,40 0,64 0,54 | 0,51 0,39 0,43 0,15
Coefficient de variation
génotypique

Moyenne d'expression 0,54 0,04 -1,79 -2,35 0,50 1,63 -1,04 | -0,45 | -0,02 0,83 -1,77

NA |2243,90| -46,99 | -25,54 | 63,07 | 33,48 | -57,03 [-108,41]|-3325,65| 31,13 | -15,95

3.1-3. Corrélation entre ’expression constitutive des génes de défenses de la population
A et Pefficacité du Bion®

Nous avons analysé la corrélation entre la différence d’AUDPC (Eau-Bion®) et les expressions
relatives au niveau constitutif des génes d’intérét et entre 1’efficacité du Bion® et ces mémes
expressions. Les résultats sont visibles dans le tableau 3. Les valeurs en gras sont des
corrélations significatives. Ce sont les corrélations en rouge qui nous intéressent
principalement. Etant des corrélations positives cela signifie que plus la différence entre 1’eau
et le Bion® ou ’efficacité du Bion® est importante, plus I’expression constitutive du gene est
importante. A I’inverse une corrélation négative signifie que plus la différence ou I’efficacité
sont importantes moins le géne est exprimé au niveau constitutif.

Les genes CalS et Agg présentent des valeurs de corrélation significative pour le feu bactérien
avec une corrélation de 0,52 entre I’expression de CalS et I’efficacité du Bion® et de 0,40 pour
Agg entre 1’expression et la différence « Eau-Bion®. Pour la tavelure, la valeur de corrélation
la plus €levée est la valeur de corrélation entre 1’expression du géne CSL et la différence « Eau-
Bion® ». Il est intéressant de noter que les corrélations entre les expressions des genes de
défenses et les niveaux de résistance vis-a-vis des deux bioagresseurs ne suivent pas forcément
la méme tendance de corrélation. Par exemple les valeurs de corrélation du géne HMGR sont
négatives avec le feu bactérien et positives avec la tavelure.

Tableau 3 : Corrélation entre l'expression constitutive des genes d'intérét et la résistance au feu bactérien et a la tavelure
avec [ utilisation du Bion®

PR8 PR10 Agg PPO HMGR

Corrélation [ 0o o -0,14| 0,11| 0,40 -0,05
feu bactérien

FPPS CSL | APOX CAD CalS |Extensine
0,27 0,05/ 0,03 -0,05| 0,39 0,18

(2019) Efficacité -0,12| 0,03 0,28 0,23] 0,12 0,04 -0,01} 0,52 0,16
Corrélation Eau-Bion® 0,29| 0,19 -0,06|-0,07 -0,19
tavelure

(2018) Efficacité 0,12 0,06 0,13 0,05 0,02

Si nous comparons les corrélations des tests présentés dans le tableau 3 avec celles des deux
autres tests de résistances au bioagresseurs (annexe VII), nous pouvons voir un nombre plus
important de corrélations significatives et des valeurs de corrélation en général plus importantes
dans les premiers tests. Il y a par exemple une importante différence entre les deux tests tavelure
pour la corrélation entre 1’expression constitutive de PPO et 1’ efficacité du Bion® variant de -
0,40 avec le test de 2017 a -0,10 avec le test de 2018. Nous pouvons observer un plus grand
nombre de valeurs de corrélation positive intéressantes (0,37 pour Agg avec I’efficacité sur feu
bactérien, 0,46 pour HMGR avec I’efficacité sur tavelure, 0,42 pour FPPS avec I’efficacité sur
feu bactérien, 0,47 pour CAD avec I’efficacité sur tavelure et 0,47 pour Extensine avec la
différence sur feu bactérien).

3.1-4. Validation du travail de design des amorces
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Nous avons également analysé I’impact du design des amorces dans les zones non polymorphes
a partir du pool des génotypes du sous-échantillon.

Prenons I’exemple de PR10, il s’agit d’une famille de génes importante avec une quarantaine
de séquences. Les amorces de la qPFD ont été dessinées sur la version du génome de Golden
delicious. Elles ciblaient plusieurs séquences de la famille du géne. Sur le nouveau génome, la
principale séquence ciblée par ce couple est MD13G1161100. Si nous regardons les résultats
du test de ce couple d’amorces sur le pool (tableau 4), nous pouvons voir que, malgré une valeur
de R? correct et 1 seul pic d’amplification, I’efficacité est de seulement 67 %.

Tableau 4 : Récapitulatif des caractéristiques des amorces testées pour le gene d'intérét PR10

Géne ciblé Amorce direcete Amorce inverse Spécificité | Efficacité R?
PR10 (qPFD) MD13G1161100 CCTGCTAGGTTGTACAATGCTCT GTCAATTCCATCAACCTTGTGCT 1seul pic 67,60% 0,987
PR10 (couple 2) MD16G1160700 GCAAACTACTCATACGCCTACACT | GTGGTAGTGGCTGATACTCTTGATG | 1seul pic 89,70% 0,997
PR10 (couple 3) MD16G1160700 GAACGAGTACACCTCTGAGATTCC GGCCACCGTCTCCTTCAA 1seul pic 97,80% 0,997

Cette valeur étant trop faible, plusieurs couples d’amorce ont été dessinés pour la famille. Par
rapport a I’étude bibliographique et a la conception de 1’arbre phyllogénétique (annexe IV), la
séquence MD16G1160700 a été choisie comme cible étant proche de deux références
fonctionnelles. Les deux couples étudiés ont donné un résultat d’efficacité plus intéressant que
les amorces de la qPFD avec 89% et 97%.

Si nous observons les alignements des séquences avec les amorces, nous pouvons voir que les
amorces de la qPFD (figure 12) n’ont pas de SNP avec le génome de Golden delicious. Mais si
on regarde la méme séquence avec les ZNP, nous pouvons voir que la séquence de 1’amorce
directe se situe dans une zone polymorphe (indiquée par des N). A I’inverse, si nous regardons
les nouveaux couples avec la séquence qu’ils ciblent (figure 12), toutes les amorces sont
completement alignées sur des zones non polymorphes.
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Figure 12 : Alignements des amorces de la qPFD pour PR10 avec la séquence du géne ciblé et la séquence ciblée avec les
zones non polymorphes
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Figure 13 : Alignements des amorces designées 2 et 3 pour PR10 avec la séquence du gene ciblé et la séquence ciblée avec
les zones non polymorphes

3.2- Analyse de I’expression constitutive des génes de défenses de la population B avec
le niveau de résistance aux bioagresseurs

3.2-1. Expression constitutive des génes de défenses sur la population B

Afin de préciser les résultats d’expression constitutive des genes, une nouvelle analyse a été
menée sur la population B. Nous pouvons de nouveau observer sur les figures 14, 15 et 16, les
3 types de variations d’expression. Cependant nous pouvons observer une évolution de certains
genes dans une autre catégorie.

Nous retrouvons dans les genes peu variables : APOX (figure 14), HMGR et CalS (annexe 1X).
Le geéne FPPS (annexe 1X), quant a lui présente un peu plus de variabilité. Il rejoint dans la
catégorie intermédiaire CSL (figure 15) et CAD (annexe IX). Nous pouvons observer plus de
genes tres variables avec Agg (figure 16), PR8, PR10, PPO et Extensine (annexe [X).

La encore, certains génotypes présentent une variabilité d’expression importante entre leurs
différents réplicats biologiques.
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Figure 14 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du géene APOX (log2(-44Ct?)) pour les génotypes du
sous-échantillon plus [’extension
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Expression relative CSL (log2{2*-AACt))

Figure 15 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du gene CSL (log2(-A4Ct?)) pour les génotypes du sous-
échantillon plus [’extension
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Figure 16 : Graphique de l'expression relative au niveau constitutif du géne Agg (log2(-44Ct?)) pour les génotypes du sous-
échantillon plus [’extension

Pour les analyses statistiques (tableau 5), plus de génes ont une variabilité d’expression
significativement expliquée par le facteur « génotype » (PR10, Agg, PPO, HMGR, FPPS, CSL,
APOX, CAD, CalS, Extensine). De plus, les valeurs de p-value sont plus petites que pour la
population A, ce qui signifie que le facteur « génotype » de la population B explique plus
significativement la variabilité d’expression avec 1’ajout de génotype que la population A. Pour
I’héritabilité, nous retrouvons PR10 avec un part génétique importante dans la variabilité de
I’expression. Ensuite pour certains génes 1’ajout des 29 génotypes a permis d’augmenter leur
valeur (Agg +0,37 et Extensine +0,54) alors que pour d’autres cela I’a diminué (APOX -0,1,
CAD -0,08 et CalS -0,19). De maniere générale, la valeur du coefficient de variation est plus
importante chez les différents génes. A I’exception de PR10 et CAD dont la dispersion a
fortement diminué. Pour PRS, les valeurs des analyses statistiques n’ont pas évolué a part pour
la moyenne de 1’expression.
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Tableau 5 : Récapitulatif des résultats d'analyse de ['expression des genes (sous-échantillon + extension)
Code significativité 0 “***°0.001 “**’0.01 **0.05 " 0.1 * 1

PR8 PR10 Agg PPO HMGR | FPPS CSL APOX CAD CalS |Extensine

Significativité de la variabilité
(p-value de 'ANOVA)

Héritabilité 0,00 0,80 0,74 0,43 0,52 0,70 0,70 0,41 0,31 0,62 0,69
Coefficient de variation
génotypique

Moyenne d'expression 0,85 1,00 -1,24 -1,49 0,42 1,76 -0,31 -0,20 0,51 0,90 -0,30

NA 179,54 | -156,86 | -51,25 | 121,26 | 40,19 | -218,97 | -158,75| 128,79 | 49,42 | -216,47

3.2-2. Corrélation entre ’expression constitutive des génes de défenses de la population
B avec le niveau de résistance aux bioagresseurs

Cette fois ci les corrélations (tableau 6) sont réalisées avec les tests de résistance de la Core
Collection. Les corrélations surlignées en rouge sont cette fois-ci des corrélations négatives, car
nous avons réalisé I’analyse avec les AUDPC des tests qui correspondent a une évaluation de
du développement du pathogene. De ce fait lorsque les valeurs d’AUDPC sont €levé ¢a signifie
que le pathogeéne a eu un développement important et donc que le génotype est sensible. Dans
le tableau, lorsqu’il y a une corrélation négative cela signifie que plus ’AUDPC est bas plus
I’expression du gene est €levée. Donc plus le génotype est résistant plus le gene est exprimé.
Nous pouvons observer trois valeurs significatives. Il y a une valeur de corrélation négative de
-0,26 pour APOX avec le feu bactérien. Il s’agit de la plus élevée des valeurs négatives. Pour
les valeurs positives nous en avons deux qui sont significatives de 0,31 pour Agg et 0,27 pour
FPPS avec la tavelure.

Tableau 6 : Corrélation entre l'expression constitutive des genes d'intérét et la résistance au feu bactérien et a la tavelure

PR8 PR10 Agg PPO HMGR | FPPS CSL APOX CAD CalS |Extensine
|Corré|ation Feu bactérien -0,13 -0,07 -0,01 -0,18 0,05 -0,08 -0,26 0,08 -0,03 0,01

[Corrélation Tavelure 012 [ o003 030 o013 | 013 | 027 | 008 | 004 ] 017 | 017 | o1

4. Discussion
4.1- Variabilité du niveau de résistance aprés application de Bion®

Tout d’abord la diversité de résistance observée lors des différents tests confirme la variabilité
attendue entre les 32 génotypes.

La réduction de la dose de Bion® entre le test de 2017 et le test de 2018 de résistance a la
tavelure a été¢ concluante en permettant d’avoir des valeurs d’AUDPC plus importantes et un
nombre de génotypes résistants en baisse (couverture de la sporulation maximum inférieure ou
égale a 10% de la feuille au cours du test). Pour le feu bactérien, malgré une augmentation de
la concentration du Bion® entre le test de 2018 et le test de 2019, nous avons pu observer que
les valeurs d’AUDPC sont plus ¢€levées avec une plus forte concentration du SDP. Or, nous
nous attendions a obtenir une réduction de ces valeurs. Ces résultats s’expliquent par les
conditions environnementales durant le test de 2019. En effet, nous savons que des températures
supérieures a 21°C sont favorables au développement et a la croissance de la bactérie (Brisset,
2016) et lors du test de cette année une période de forte chaleur a eu lieu ce qui a favorisé le
développement du pathogéne par rapport a ’année dernie¢re. Pour pouvoir tester pleinement
I’impact du dosage du stimulateur sur la résistance au feu bactérien, il serait nécessaire de
répéter le test avec des conditions environnementales plus proches de celles ayant eu lieu lors
du test de 2018.

Il est important de noter la variabilité assez importante qui existe entre les copies de certains
génotypes. Ceci, méme si la réduction liée au traitement au Bion® est significative par rapport
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au traitement a I’eau. Pour certains des génotypes nous avons pu observer une valeur d’écart-
type plus importante que la valeur moyenne d’AUDPC. Il est possible que I’inoculation ai été
hétérogene entre les individus et nous avons vu avec d’autres tests réalisés durant mon stage
qu’il peut exister un gradient d’hétérogénéité dans les serres. Il serait intéressant d’approfondir
I’analyse sur ce point pour évaluer s’il existe ou non un biais a ce niveau pour ces tests. Nous
pouvons également pour les prochains tests mettre en place un dispositif expérimental prenant
en compte le gradient d’hétérogénéité tel qu’un dispositif en split-plot. Ensuite ce phénoméne
peut étre également di a une différence de développement des plants et donc un état
physiologique différent au moment de I’application du Bion® et/ou de I’inoculation du
pathogene. Par exemple nous savons que la tavelure s’attaque surtout a de jeunes organes en
développement. Ceci s’explique par la présence d’une résistance ontogénique chez les feuilles
plus agées (8 a 10 jours de développement en conditions contrélées). En atteignant un certain
age les feuilles développent une résistance a I’inoculation et elles la perdent en automne
(Soufflet-Freslon, 2008). De ce fait, si le plant que nous avons inoculé présente des feuilles
assez agées et pas de jeunes feuilles suffisamment développées pour correctement recevoir
I’inoculum cela peut engendrer une variabilité¢ entre les copies d’un méme génotype. Pour
limiter cet effet, il est important de prévoir suffisamment de plants greffés par génotype pour
pouvoir choisir ceux qui se sont développés au maximum de la méme manicre pour le test.
Cependant, cela reste limit¢é pour certains génotypes présentant des difficultés de
développement.

Pour la majorité des génotypes nous avons pu observer une diminution du développement des
maladies avec ’utilisation du Bion®. Et surtout nous avons pu observer que certains génotypes,
ayant le méme niveau de résistance avec ’application d’eau, présentent une réaction différente
a l’utilisation du SDP. Nous pouvons donc supposer qu’il existe un ou plusieurs facteurs
intrinseéques aux génotypes qui engendrent cette différence de réponse. Par exemple nous
pouvons envisager que la réponse immunitaire totale amene au méme résultat mais qu’une des
voies de défenses peut étre completement éteinte chez 1’un des génotypes et ne s’exprime pas
suffisamment chez I’autre. Le Bion® permettrait alors de développer la réponse faible en
stimulant la plante avant 1’attaque du bioagresseur mais ne permet pas la correction de la voie
éteinte a la suite d’un défaut dans le patrimoine génétique du génotype.

Il s’agit maintenant de savoir si I’expression au niveau constitutif des génes que nous avons
¢étudiés peut amener un début d’explication par rapport a cette variabilit¢é comme cela est
suppos¢ dans 1’énoncé de I’hypothese du projet PREDIRE.

4.2- Variabilité du niveau d’expression constitutive d’un panel de génes de défenses

Par rapport au nombre important de génotypes étudiés dans la Core Collection et a la variabilité
génétique importante du pommier, le choix des amorces s’avere étre un point trés important.
En effet les amorces doivent s’hybrider sur I’ensemble des 400 génotypes pour que nous
puissions avoir le maximum d’information. Nous pouvons voir avec le couple d’amorce pour
le gene PR10 de la qPFD que I’utilisation d’une amorce se trouvant dans une zone polymorphe
réduit de maniére importante I’efficacité de cette derniere sur le pool génétique. Nous pouvons
supposer que si nous l’utilisions sur les échantillons d’ADNc des génotypes, certains ne
répondraient pas du tout et d’autres pourraient donner des résultats non fiables. Surtout que
nous n’avons aucun moyen de savoir ce qu’il en sera vis-a-vis de 1’expression obtenue. De plus
si nous considérons les deux couples dessinés pour le projet, on peut la encore voir une
différence d’efficacité de presque 10% méme si les deux sont corrects (tableau 4). Donc méme
en se placant dans des zones non polymorphes il est important de tester plusieurs couples pour
pouvoir obtenir des résultats les plus fiables possibles.
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Pour ce qui est des RT-qPCR, il existe bien une variation d’expression de geénes de défenses au
niveau constitutif entre les génotypes. Plusieurs génes ont une variabilité significative et
intéressante pour le projet avec un coefficient de variation élevé et une héritabilité supérieure a
0,5. Nous pouvons notamment retenir les génes PR10, Agg, HMGR, FPPS et CSL ayant un
réle dans la mise en place des barrieres chimiques et les génes CalS et Extensine pour les
barrieres physiques. De plus, il est intéressant de noter que I’augmentation du nombre de
génotypes a permis d’augmenter les valeurs d’analyse sur la variabilité et de faire ressortir plus
de genes. Cependant cette augmentation est ¢levée pour les genes Agg et Extensine qui avait
une héritabilité inférieure a 0,5 avec les analyses de la population A.

Apres analyse des résultats, les valeurs de coefficient de variation ne sont pas utilisables pour
analyser notre jeu de données. Nous le voyons aux valeurs tres élevées di @ une moyenne
d’expression proche de 0 (par exemple PR10 sur la population A avec une moyenne de 0,04 et
un CVg de 2243,90) ou encore au valeur négative. Ceci s’explique par le choix du calibrateur
lors du calcul des expressions a partir des données de Cq. Nous avons utilis€ un méme génotype
comme calibrateur (X00700) pour tous les génes or pour pouvoir utiliser le CVg nous aurions
da choisir le génotype le moins exprimeé pour toujours placer notre valeur 0 au plus faible. Ainsi
nous aurions eu uniquement des données positive et des moyennes non proches de 0.

Ensuite la encore, nous avons pu observer de la variabilité intra-génotype (entre les différentes
copies biologiques d’un génotype). Celle-ci peut s’expliquer par la quantité trés importante
d’échantillons a traiter dans ce projet. Les nombreuses étapes de préparation peuvent entrainer
de la variabilité¢ entre les échantillons. En effet, entre le stade physiologique au moment des
prélévements, les extractions, la RT et la qPCR, des petites variations au cours d’une de ces
¢tapes ont pu entrainer un €cart d’expression entre les copies biologiques surtout que ces étapes
ont été réalisées par plusieurs personnes et sur plusieurs jours. Il existe donc forcément malgré
I’utilisation de protocoles identiques des effets manipulateurs et d’environnement.

4.3- Corrélation entre les niveaux de résistance, d’efficacité du Bion® et d’expression
constitutive de génes de défenses

4.3-1. Corrélation entre ’expression constitutive des génes d’intérét et D’efficacité du
Bion®

Si nous nous intéressons maintenant a la corrélation entre 1’expression des genes au niveau
constitutif et la différence eau-Bion® ou I’efficacité du Bion®, nous n’avons observé que peu
de corrélation significative et elles le sont uniquement avec le feu bactérien. Les expressions
du gene Agg et du gene CalS sont significativement corrélées a 1’efficacité¢ du Bion®

La meilleure corrélation est entre I’expression de CalS et I’efficacité du Bion®. Ce géne semble
prometteur et ce lien semble logique. En effet, nous savons que la bactérie pénétre dans les
cellules et se propage par les vaisseaux conducteurs. Or, le géne CalS joue un rdle dans la
modification pariétale avec I’accumulation de callose dans les parois, ce qui crée une barriere
physique au développement de la bactérie (de Bernonville, 2009; Musetti et al., 2010). Nos
résultats tendent a montrer que les plantes qui expriment de manic¢re importante ce géne au
niveau constitutif présentent une meilleure efficacité du Bion®. Nous pouvons supposer que la
stimulation engendrée par le Bion® augmente encore plus I’expression du gene CalS lors de
I’induction, ce qui permet a la plante de synthétiser encore plus de callose ou bien plus
rapidement qu’une plante dont I’expression est moins importante de base. Cela permettrait donc
de limiter la progression du pathogene plus efficacement. Cependant il est vrai que la valeur de
corrélation est suffisamment élevée (supérieur a 0,5) pour pouvoir parler de corrélation, mais
elle n’est pas non plus trés importante par rapport au celle de 80% qui a pu étre évaluée sur le
riz (Vergne et al., 2010). Aux vues des résultats obtenus entre nos deux tests de résistance au
feu bactérien et a la variabilité des corrélations, il serait néanmoins nécessaire de répéter le test
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avec la méme concentration de Bion®. Ceci pour pouvoir évaluer la répétabilité de ces résultats
et pouvoir avancer dans la réflexion de maniére objective.

Avec les analyses de corrélations entre 1’expression constitutive et les tests de résistance a la
tavelure, nous avons pu observer que malgré une augmentation des valeurs d’AUDPC avec la
concentration plus faible de Bion® les corrélations s’aveérent moins intéressantes en positif
comme en négatif (valeur inférieure ou ¢égale a 0,32). En effet les corrélations significatives et
dont les valeurs sont les plus élevées ont été calculées avec le premier test, celui ou le Bion® a
¢té appliqué avec la concentration 0,4g/L. Ce phénomene a également été¢ percu pendant nos
analyses. En effet aux vues des résultats de corrélations faibles nous avons retiré de 1’analyse
les génotypes résistants que nous avions supposeés tirer les résultats vers le bas. Cependant cela
n’a pas été concluant, au contraire les résultats obtenus ont été encore plus faibles. Il semblerait
que la corrélation entre le niveau de résistance et I’expression constitutive des genes soit plus
expliquée par les variabilités dans les génotypes résistants que par celles dans les génotypes
sensibles.

4.3-2. Corrélation entre ’expression constitutive des génes d’intérét et la résistance au
feu bactérien et a la tavelure

Pour ce qui est des analyses entre 1’expression des génes et la résistance aux bioagresseurs,
nous n’avons pas observé de valeurs de corrélation permettant de conclure a une corrélation.
Elles sont toutes assez basses en négatif comme en positif avec des valeurs inférieures ou égales
a 0,31 et cela méme si nous avons quelques valeurs significatives.

La seule valeur allant vers notre hypothese de prédiction (résistance élevée lorsque 1’expression
est élevée) est celle obtenue pour le géne APOX avec le feu bactérien. Cependant si nous
regardons les résultats de I’expression ce gene s’avere peu variable entre les génotypes et avec
I’augmentation du nombre de génotypes I’étendue de la variation est plus importante mais
I’héritabilité a diminué.

Pour la résistance a la tavelure nous n’avons pas observé de corrélation avec la résistance mais
certaines valeurs tendent vers une corrélation avec la sensibilité. L’expression des génes Agg
et FPPS pourrait étre plus importante quand la sensibilité a la tavelure du pathogene est élevée.

Aux vues des résultats lors des analyses nous avons voulu tester 1’utilisation de groupes de
sensibilité comme cela a été fait pour les analyses chez le riz entre I’expression constitutive des
genes de défenses et la résistance au champignon Magnaporthe oryzae. L’ objectif étant de voir
si en regroupant 1’information sur la résistance en groupe nous pouvions clarifier le possible
lien avec l’expression constitutive des genes en visualisant une tendance similaire entre
I’augmentation de la résistance et 1’augmentation de 1’expression du geéne. Cela n’a pas été
concluant et confirme I’absence de corrélation nette entre le niveau de résistance et I’expression
constitutive des genes.

Dans tous les cas les valeurs de corrélation sont trop faibles pour pouvoir réellement conclure
a une corrélation entre 1’expression au niveau constitutif et le niveau de résistance au feu
bactérien ou a la tavelure. Les résultats obtenus sur ces populations ne nous permettent donc
pas de valider notre hypothése de départ sur le panel de génes étudiés.

5. Conclusion et perspectives

L’objectif du projet PREDIRE dans lequel s’insére mon stage est de voir s’il existe une
variabilit¢ de I’expression constitutive de genes de défenses du pommier qui permettrait
d’expliquer et de prédire la variabilité de résistance observable face aux bioagresseurs et
I’efficacité de stimulateur de défenses des plantes. Pour avancer sur cette réflexion, mon travail
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a porté sur 1’étude de deux populations de génotypes par rapport a I’efficacité¢ du Bion® pour
la population A et par rapport a la résistance au feu bactérien et a la tavelure pour la population
B. Les résultats obtenus sont mitigés avec une corrélation prometteuse pour ’efficacité du
Bion® mais pas de résultats concluant pour les corrélations avec le niveau de résistance sur le
panel de génes étudiés.

Nous avons pu observer une variabilité d’expression au niveau constitutif pour certains des 11
geénes de défenses étudiés et une variabilité dans 1’efficacité du Bion® pour des génotypes ayant
le méme niveau de résistance a la tavelure et au feu bactérien avec 1’application d’eau. Ces
variabilités ont posé des bases pertinentes et prometteuses pour la suite des analyses avec les
corrélations.

Nous avons ensuite obtenu une corrélation prometteuse entre le niveau d’expression du geéne
CalS, impliqué dans la synthése de la callose et 1’efficacité du Bion® face au pathogene Erwinia
amylovora responsable du feu bactérien. Cependant, ces résultats ont été obtenus sur le test
2019 ou le développement du pathogene a été renforcé par une vague chaleur. Ils sont donc a
confirmer avec un autre test avec des conditions environnementales plus controlées. Pour les
autres analyses de corrélation, les résultats obtenus ne nous permettent pas de valider notre
hypothese de départ. Cependant cela ne signifie pas que notre hypothese est fausse. En effet
nos analyses ont porté uniquement sur 11 génes de défenses, il en existe bien plus. Ensuite pour
chacun de ces geénes nous avons pu voir qu’il existe plusieurs séquences dans le génome du
pommier. Nous avons donc pu choisir des s€quences qui ne sont pas corrélées, ce qui ne signifie
pas qu’aucune des séquences de la famille ne 1’est. Il est a noter également que la fonctionnalité
de ces séquences n’est pas toujours vérifiée et nécessiterait de faire 1’objet d’un autre projet
pour la caractériser.

Ensuite nous avons pu observer que [’augmentation du nombre de génotypes dans les analyses
a modifié€ certaines tendances. Nous pouvons donc supposer que cela sera également le cas avec
I’ensemble des génotypes de la Core Collection. De ce fait nous avons sélectionné trois genes
par rapport a des résultats préliminaires non présentés dans ce mémoire pour les étudier sur la
Core Collection. I1 s’agit du gene PR10 présentant la variabilité d’expression la plus élevée, et
des genes Agg et PPO sur lesquels 1’équipe ResPom travaille dans d’autres projets. Ces genes
ont déja été passés en qPCR et les résultats sont en cours d’analyse.

Des résultats concluants dans la suite des analyses, ou sur d’autres génes, serait une plus-value
vraiment intéressante pour la filiére pomme surtout dans le contexte actuel de la réduction des
produits phytopharmaceutiques. En effet, cela pourrait permettre d’orienter la sélection et de
faciliter le tri au niveau des descendants avec une simple analyse de 1’expression d’un ou
plusieurs genes et donc de sélectionner des génotypes productifs capables de lutter seuls contre
certains pathogeénes. Nous pouvons également imaginer une sélection tournée vers des
génotypes répondant le plus efficacement possible a certain stimulateur de défenses et ainsi
rendre 1’utilisation de ces derniers plus efficaces en verger avec des arbres trés réceptifs a ces
produits. Dans tous les cas, cela permettra de réduire la consommation en produits
phytopharmaceutiques de la filiére et de ce fait rendra la production de pomme plus durable.
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Annexes

Annexe I : Numéro d’accession et nom des génotypes du sous-échantillon, de I’extension
et des témoins des tests

Sous-échantillon de 32 génotypes
X00352 [Pomme Blanche d'Eté
X00700 |Eri Sagarra
X00942 |Pomme Orange Extension de 29 génotypes
X01180 |Reinette de Multhaupt X00404 Camuesa Verde
X01212 |Chataignier X00600 Choureau
X01349 |Roxbury Russet X01705 Bastien
X01363 |Calville d'Aolt X01853 Charles Ross
X01560 |Gascogne Scarlet X01982 Calville de Mleiev
X01894 |Romarin Blanc X02646 Beacon
X02302 |Reinette Bergamotte X08239 Entzea Sagarra
X02621 |Discovery X08244 Pouzaraque
X02953 |Rose Douce X08245 Baguette Violette
X04681 |Fiesta X08253 Lambron
X04712 |Gala X08381 Cagarlaou
X06194 |Barbe X08414 Rouget
X07195 |Pomme Cloche X08415 Teton de Demoiselle
X07198 |Reinette de Champagne X08488 Ruban
X07199 |Rose de Berne X08515 Melba
X07200 |Transparente Blanche X08699 Belle-Fleur de Saint-Benoit
X08149 |Minnesota Crunch X08732 Reinette de Bordeaux
X08226 |Vedette du Béarn X08738 Reinette de Pluvigné
X08236 |Saint Michel X08751 Vernade
X08246 |Gueule de Mouton X08933 Baguette d'Eté
X08384 |Carmignole Musquée X08972 Merveille de Vitry
X08398 |Margil X08981 P1633799.E
X08412 |Reinette Thouin X09090 La Longue
X08609 |Reinette Marbrée de Luzoir X09134 Vigne Royale
X08719 |George Carpenter X09153 Pomme de Puits
X08734 |Reinette de Geer X09167 Pomme de Dolomieu
X08742 |Reinette Simirenko X09252 Cabarelle
X09433 |Maiapfel X09389 Calville Rouge des Vignes
X09437 |Gewurtzluiken X09936 Indo

Témoins pour les tests de résistance
X00922 Idared

X00972 Golden

X02369 Evereste
X04712 Gala
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Annexe II : Protocole d’extraction d’ARN

Institut de Recherche en Horticulture et Semences Ref - IRHS-MO-{type
Centre INRA Angers-Nantes, 42 rue Georges Worel, 49071 Beaucouze d'activité)-0001
== [P
\r s Version - A

'IRI{S ?,m Extraction d’ARN de feuilles de pommier | .

avec le kit NucleoSpin® RNA Plant de MN |10/03/2017
Page:1lsurl

R IRHS-T-0001 | Wersion: & | Dmie de cremtion: 24/05/2015
Broyer les échantillons 2 fois 253 secondes a 30Hz, repasser 4 1"azote et le faire une seconde fois s nécessaire.

Préparation du buffer de lyze des cellules, faire un pré-mux avec T00uL de RAP + PVP40 4 % (s0it 400 me pour 10 ml) + -
mercapto 1 % (7 pl pour 700 pL), bien resuspendre 111
ATTENTION : la swte du protocole s”'effectue a températurs ambiante et sous sorbonne

Pour 1 échanhillon

ajouter T00pL du melange ci-dessus et vortexer coté « fond » et cité « bouchon » jusqu’a décongélation
Laisser sur le portor mcuber pendant 15 minutes puis vortex a fond

Centrifuger 1 min a 5000g

Récupérer la phase agquense (~650 pL) et la déposer sur colonne violette annotée sur colonne et sur le cté
Centrifiger 1 min a 11000 g

Ajouter 650 pL d’éthanol T)® et homogénéiser par pipettage (au moins 10 fois)

Transférer le tout sur les colonnes blenes + tubes collectenrs préparés en 2 fois

Centrifuger 1 min 4 11000 g
Ajouter 350 pL de MDB (Membrane Desalting Buffer)
Centrifiger 1 min a 11000 g

Préparer le mix tDNase, faire un pré-mix en prévoyant par échantillon - 10 pL: de rDNase + 20 pLL de Reaction
Buffer for rDNase
Ajouter 95 pl. du mix rDnase bien au centre de la colomne et incuber 30 min a température ambiante

Rincer la colonne avec 200 pL. de RAW? (inactivation de l1a tDNase)
Centrifuger 1 min a 11 000 g

Ajouter 600 pL de Buffer RA3

Centrifuger 1 min a 11 000 g

Ajouter 250 pL de buffer RA3

Centrifuger 1 min a 11 000 g

Placer les colennes sur les tubes pour 1'élution (1.5ml)

Eluer les ARNs avec 30 pL d’ean BNase free forrnie dans le kit (a 55°C)

Laisser incuber 1 min

Centrifoger 1 min a 11 000 g

Pour concentrer on récupére 1" éluat et on le repasse sur la colonne avec une centri 1min a 11 000g
Jeter 1a colonne

Deser les ARNz au Nanodrop (400-2000 og/pL attendu)

ﬁédige' ourévisé le : Verifié le : Approuve le
Par Par Par:
Visa Visa : Visa :
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(tavelure et feu bactérien) et efficacité des stimulateurs de défense des plantes

Annexe III : Protocole de transcription inverse et PCR de vérification

i Mode opératoire E&f: FB-MO-BAL-02
I'II' i Ih Version 1
| date - 21/01/09
UMR PaVe RTetPCR page 112

1. Documents de référence
1. Liste de diffusion et si nécessaire niveau de confidentialire
3. Hygiene et sécurite

4. Principe de la méthode
Synthése des premiers brins d°ADN complémentaires sux brns d°AFN et amplification

Matériels nécessaires

* Deux bain-marie & 42°C et 3 73°C ou thermocyeleur pour Ia BT

* Thermoeyeleur pour la PCE.

» Ean ultrapure sténile (UPS) en petits flacons (30 ml), 4 conserver a 4°C. Ouverhwre d'un flacon an
TN par Semame

* Barrettes et capuchons, embouts jaumes et blanes sténhsés 2 foas

th

6. Réactifs (chimiques et biologiques)
= gNTF (2.5 mM chacun) (set de Promega, référence 171240}
Qsp 100 pl 2.5 ul de chaque dNTP (dATF, dCTP, dGTP, dTTP} a 100 mM
90 pl d'ean UPS

* Amorces
Solutions meres a 100 pM : dilver X nmoles lyophilisées dans 1030 pl d"ean UPS
Solutions & 10 M : diluer au dixisme les solutions méres dans de 'ean UPS (gsp 100 ul)
Conserver 4 —20°C (voire 4 —20°C pour les SM)

* Oligo dT15
Solution 3 0.3 pe/ul aliquotés en tubes de 50 ul {oligo Burogentec)

Contraintes de la méthode

* Conditions ENAse-free jusqu’a synthese du bron d"ADNe (port de gants. fubes ef embouts sténlisés 2
foas)

8. Contenu du mode opératoire
Reverse Transeription (RT)
1) Accrochage de la quene polyT -
Préparer 1im thermocyeleur & 75°C (pgm 3 mn a 73°C, = a 4°C) ou mm bain-marie a 73°C, puis
préparer le mix suivant pour n+1 achantillons
Qsp 101l : 9 pl d'ean UPS
1 pl olige dT13
Peépartir le mix dans des bamettes stérles (10 pl'abe) et rajouter dans chaque tube 4 ul I'AFRN
{solutioms a 0.5 pg/ul). Bien mélancer. cenimfiiger qgs secondes. Incuber 5 mm a 75°C, pus 5 mn
dans la glace. Pendant ce temps, passer au point 2.
) Transcription
Préparer wn thermocyeleur a4 42°C (pgm 75 mm & 42°C, = a 4°C) ou un bain-marie a 42°C puis
préparer le mix suivant pour n+1 echantillens :
Qsp 161l : 43l d’ean UPS
6 pl de buffer M-MLV RTase (3X)
5 pl de dNTP RNAse free (2.5 mM chacum)
0.7 wl de M-MLV RTase (Promega, 200 TVal)

Feédactewrs : M.N. Brisset, I. Pontais, C. Hemntz, . Cesbron
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Etude du niveau constitutif des défenses basales du pommier en tant que facteur prédictif de résistance

(tavelure et feu bactérien) et efficacité des stimulateurs de défense des plantes

T Mode opératoire Fif: FE-MO-BML03
I.Iu" I ! m Varsion 1
¥ ) .
UNME. PaVe RT et PCR g:; -iéfﬂl-m

Reépartir le mix dans les barrettes venant du point 1 (16 pliube, 30 pl final). Bien mélanger,
centrifuger gq secondes. Incuber 75 mm 4 42°C

3) Faire des dilutions au 1/4 des produits BT dans des tubes PCE. (300 wul) avec par exemple 10 pl de
produits BT pour 30 pl d"ean UPS (dépend du nb de genes a émdier par la ste)

4) Stocker les produits ET/4 et Ie reste des produitz BT a -20°C

PCR
1) Préparer le mix suivant pour n+1 échanhillons :
Qsp38 pl: | 255 pl d'ean ultrapure sténle ouqgspl9pl: | 12,8 pl d'ean ultrapure

£ pl de buffer Tag (330 4 il de buffer Taq (3X)
24 pl de MeCl: 25 mM 1.2 wl de MgCl: 25 mM
1yl de dWNTP (2.5 mM chacun) 0.5 ul de INTP
0.5 pl de I"amorce directe {10 phd) 0.25 pl de I"amorce directe
(1.3 pl de I'amoree reverse (10 pbd) 025 pl de 1" amorce reverse
0.1 pl de Taq (GoTaq Flexi Promega) 0,05 pl de Tag

Beépartir le mix dans des tubes PCE. barrettes ou plagues, et rajouter I ADNc oa I'ADN
-2 {ou 1) pl de produits BT ou de suspensions bacténiennes {en meélangeant bien avec la
pipette). NB : les suspensions bactériennes doivent avoir une concentration comprise entre 107
et 10" (pas plus) et doivent éire préparées & partir de cultures fiaiches ; elles sont soit utilisées
mmédiatement. ou congelées pour PCE. ulténenres ; ime bowillaison pendan: 10 mn s d'um
passage dans la glace peut favoriser Ia libération de I" ADN.
- ou encore en agitant dans le puits PCE 1a pointe d'un cdne jaime avant préalablement effleurse
la culture bactériemme. NB : ne pas en mefire trop sinon inhibition possible de la PCE.
2) Lancer la PCE avec le programme type suivant :
5 mm & 95°C (dénaturation totale)
ncycles de 43 sec a 93°C (dénaturation).
45 sec a X°C (hybndation des amorces),
1 mn 15 sec a 72°C (élongation)
15 mm a 72°C (elongation finale)
wali*C
NB : T° optimales d’hybridation des amorees EF : 53°C (ne pas dépasser 55°C) ; des amorces Spb ou T7 ;

56°C
Conserver les produits PCE a 4°C jusqu’a leur séparation sur gel

Rédacteurs - M M. Brisset, | Pontais, C. Heinfz, 5. Cesbron
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Annexe IV : arbre phylogénétique de la famille Bet vl, Mal d1 (PR-10)

MDI13G1088200_Protein
mimmmwmmjmm
MD11G1160200_Protein
MD13G1023300_Protein
0.99 MD 13G1023200_Protein
095 | | = MDI16G1024900_Protein
2{IMD16G 1025800_Protein
03p MDI16G 1026200_Protein
061 MD16G1024400_Protein
MD16G1025300_Protein
16G 1024700_Protein
MD16G1025600_Protein
L MDI16G1026000_Protein
MD16G1024300_Protein
MD13G1023000_Protein
03MDO0G 1063600_Protein
MD13G1022900_Protein
MD 13G1022700_Protein
MD16G1024100_Protein
MD 16G1024000_Protein
Mnrjgcru'rmn_n

—lABD78554, |_pathogenesis-related_protein_10.1_Vitis_pseudoreticul

MDI13G1161700_Protein
oy MDI16G1160800_Protein
0.9 0.91 1 {MD13G1161600_Protein
IMD16G1 161000_Protein

MDO03G 1292500_Protein
MDI6G1160300_Protein
MD 16G1 160600 _Protein
K13030.1_ribonuckase-like_PR-10a_Malis_domestica
MDI16G1160700_Protein
AAK13029.1 _ribonuclease-like_PR-10c_Malus_domestica
MDI13G1161400_Protein
0.~ MD13G1160900_Protein

MD13G1161100_Protein
olde.86  MD16G 1160500_Protein
MD16G1161100_Protein
MD16G1161400_Protein
MDI16G 1160400 _Protein

MDI13G1161300_Protein
MD16G1159900_Protein
MD16G1160000_Protein
MDI16G1160010_Protein
AAKI13028.1_ribonuclease-like_PR-10d_Malus_domestica
MDI16G1160100_Protein
MD13G1161190_Protein
MDI13G1161200_Protein
MD 13G1160800_Protein
MD13G 1160500_Protein
MD 13G1 160600 _Protein

K13027.1 _ribonuclease-like PR-10b_Malus_domestica
MD13G1160490_Protein
MD 13G1 160700_Protein

0.94

0.98

0.75

0.9

0.93 0.

0.6

Arbre réalisé avec le logiciel en ligne Phylogeny® (géré par Sebastien Santini - CNRS/AMU IGS UMR7256, référence :
Dereeper et al., 2010, 2008)

L’équipe a utilisé le programme d’alignement multiple MUSCLE. La construction est basée sur la méthode de maximum de
vraisemblance entre les séquences. Les séquences encadrées en bleu correspondent aux séquences fonctionnelles tirées de la
recherche bibliographique effectuée
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Annexe V : Protocole de test des amorces

il Mode opératoire Féf - FB-MO-BM-08
-I:|I-,||| ] |I|" m Version 2
U . ; - 01/02/2017
UME. PaVe Mise au point des amorces pour qPCR g:;ﬁ; Sl T

1. ©Objet et domaine d*application

Mise au point des couples d’amerces pour la quantification d’expression de génes

"

Documents de réference

3, Liste de diffusion et si nécessaire niveau de confidentialité
4. Hygiene et sécurite
5. Principe de la méthode

Béalizer des courbes étalons a partir d une série de dilutions d'un meélange d’ADNc, en faisant varier les

conditions d’amplification (température d’hybridation. [amerces], [MgCl:]) afin d’obtenir une efficacite

optimale, comprize entre 85 et 100%, pour le couple d amorces testé. I "efficacité est calculée orice a la

valeur de la pente de la droite constroate par les valeurs de Ct des différents points de la pamme

(efficacité = 10CVPeme)1).

6. Martériels nécessaires

= MyiQ™ Real Time PCR. Detection System ou CFX96 (Bio-Rad)

* ICyeler IQ Optical System Software 3.1 ou CFX Manager (Bio-Fad)

 Barrettes ou plagues (ABgene) ; capuchons plats (ABgene) ou films plastiques {Bio-Rad)

= Cones a filtre

7. Reéacrfs (chimigques et biologiques)
» Eau ultrapure filtrée (UF5) : Eurobio gqualité biologie moléculaire
» Amorces : sclutions méres a 100 pM : diluer X nmoles lyophilisées dans 10X pl d'ean UPS
soletions a 10 pM : dilver au dixiéme les solutions meres dans de eau UPS (gsp 100ul)
conserver a —20°C

= Kit PCR Quantirative - qQPCR Master Mix Plus for SYBRE Green I assays with fluorescein ou
MESA Blue 2x PCR Master Mix Plus for SYBRE Green I assays with fluorescein
(Eurogentec) comprenant I'UNG. une Tag Hot Start. les dNTPs. de la fluorescéine, do MgCla et Ie
SYBE green {conservation a long terme a -20°C. a 4°C 1 mois maximum apres décongelation)

» Pool d " ADNe pur : (congélatenr -20°C, alignote)

8. Contraintes de la méthode
* Port de gants conseillé afin de limiter les contaminations et les traces de doigts sur les capuchons.
= Soyez trés précis dans vos pipetages !
* La mise au point pent demander plusieurs essais, il est donc préféerable d’aliquoter de faibles volumes
de dilutions d’amorces

9. Contenu du mode opératoire.

Deétermination de la température optimale d hvbridation des amorces
NB : 11 est préférable de faire une PCR gradient afin de déterminer la température d hybridation cptimale
des amorces. Pour cela réaliser une PCR: gradient sur le ICycler (test de § températures possible)

PCR gradient
1) Préparer le mix suivant pour n+1 échantillons (9 =i barrette de 8 puits) :
qsp 19 pl : 12.8 ul d’eaw vitrapure
4 il de buffer Taq (3X)
1.2 pl de MgClz 25 mM
0.5 pl de dNTP

0.25 ul de 'amorce directe
0.25 ul de I'amorce reverse
0.05 ul de Taq

Rédactenrs : M. Gaucher, T. Dugé. M N. Brisset
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il Aode opératoire Réf: FB-MO-BM-08

i Im Version 2

il ; . - 010272017
UMR PaVe Mise au point des amorces pour qPCR gi;'ﬂ LA

2) Deéposer 1 ul d’ADNc (ov ADN) dans chaque puit de la barrette {ow plague ou tube PCE) et répartir
le mix PCE. a raison de 19 ul'puit.

3) Placer la barrette dans 1'appareil ICvycler (TA 112 ANA THEE. 012). Choisir Register User (FB).
protocoles library (sradient). view protocole pour voir le gradient en cours, edit pour modifier
(step 2 : T°C basse-T°C haute, exemple 50-60°C). Le gradient s’effectue du puoit A (T°C hante) vers
le puit H (T°C basse).

4) Lancer la PCR avec le programme type suivant :

5 mn 4 95°C (dénamration totale)
o cycles de 45 zec a 95°C (dénaturation),
45 sec a X°C (hybnidation des amorces),
1 mn 15 sec a 72°C (élongation)
15 mn a 72°C (élongation finale)
wa 15°C
5) Veérifier le résultat de la PCR par séparation sur gel d’ agarose 2%.

Détermination de la concentration optimale en amorce, a la tempéranire d hyvbridation sélectionnée
NB : Dans une optique d'économie tester dans un premier temps | concentration d’amorces (200 aM) en
duplicat sur des dilutions en série d'un mélanpe d’ADNe.

1) Realiser des dilutions en série au quart d'vn pool d’ADNc comprenant les points suivants :
1716, 1/64, 1/256, 171024, 1/4096 (prévoir au moins 40 pl de chaque dilution par plague gPCR).
2} Préparer les mux conrespondant a chaque concentration de chagque couvple d’amorces pour o+2 puits.
(3 dilutions x 2 puits (duplicat) ov x 3 puits (friplicat) + 2 ou 3 NTC = 12 ou 18 puits, soit des mix
pour 14 ou 20 puits). V=12 pl/ puit

Concentrations amorces
100 nM 200 nM 300 nM 400 ni
duplicat |triplicat| duplicat | triplicat] duplicat | triplicat| duplicat | triplicat
nb puits 14 puits | 20 puits] 14 puits | 20 puits| 14 puits | 20 puits| 14 puits | 20 puits

e |Master mix ()| 525 75 52,5 75 52,5 75 52,5 75
&u- amorce di () 21 3 4,2 6 6,3 9 8.4 12
% amorce re (ul) 2.1 3 4,2 6 6,3 9 8.4 12

eau UPS (ul) 111.,3 159 107,1 153 102,9 147 88,7 141

3) Deposer 3 pl de chacune des dilutions d"ADNc dans les puits correspondants (en ligne de plague
gPCR par diluticn) et 3 pL d’ean pour le témoin négatif.

4) Lancer la PCR en programmant correctement le logiciel :
* Programme avec courbe de fusion (ex : Meza Blue fusion)

* choisir un plan de plague « efficacité d’amorce » pour I'appareil MyIQ (pas nécessaire sur CFX)

Exploitatfion des résulfafs

= Vérifier la qualité des réplicats et des dilutions en affichant les cowrbes d'amplification. Pour les
dilutions, une différence de 2 Ct est attendue entre chaque difution.

* Pour chagque couple d’amorces, sélectionner les puits correspondant aux différentes dilutions
d’ADNc et vérifier I'efficacité, la valewr de la pente et le coefficient de comrélation du modéle
linéaire créé par le logiciel (plus il est proche de 1, meilleure est la comélation ; en pratique on
considére que le modéle est bon a partir de 0.980). L'efficacité doit étre comprise entre 83 et
100%. II est souvent nécessaire d’éliminer les points correspondant a la dilution 1/16 en raison de
la présence d’inhibitenrs de PCR (efficacité =100%).

*» Dans Melt Curve. il est nécessaire de vérifier 1'absence de dimeéres et la présence d'va seul
amplicon.

Reédactenrs : M. Gaucher, T. Dugé, M N. Brisset
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Annexe VII : Graphiques des tests de résistances a la tavelure (2017) et au feu bactérien
(2018) et corrélation avec I’expression constitutive des génes d’intéreét
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Graphique de I'AUDPC du ratio longueur de nécrose sur longueur total du test feu bactérien (2018) avec [’application de la
modalité eau (bleu), avec l'application du Bion® a 0,2g/L (jaune) et la différence Eau-Bion® (vert)
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GENOTYPES

Graphique de l'AUDPC de la sporulation du test tavelure (2017) avec I’application de la modalité eau (bleu), l'application
de la modalité Bion® 0,4g/L (jaune) et la différence Eau-Bion® (vert)

PR | PR10 | Agg | PPO | HMGR| FPPS

Corrélation Eau-Bion 0,13| -0,09 , -
feu bactérien
(2018) Efficacité -0,03( 0,10 0,07
Corrélati -

orrélation | o o
tavelure
(2017) Efficacité 0,24

Tableau des corrélations entre les expressions relatives au niveau constitutif des genes d’intérét par rapport a la différence
entre la modalité eau et la modalité Bion® et [’efficacité du Bion® lors du test feu bactérien de 2018 et lors du test tavelure
de 2017
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Annexe VIII : Graphiques de variabilité des autres génes d’intérét sur la population A
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Annexe IX  : Graphiques de variabilité des autres génes d’intérét sur la population B
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Titre anglais :

Study of the constitutive level of basal apple defenses as a predictor of resistance (scab and fire blight) and efficacy
of plant defense stimulators

Résumé (1600 caractéres maximum) :

La pomme est I'un des fruits le plus consommeé et produit au monde et en France c’est la premiére production de
fruits frais du pays. Depuis quelques années la consommation de pomme est en légére hausse mais sa culture
fait débat. En effet, pour protéger les vergers et répondre aux critéres de commercialisation, la pomme est le fruit
le plus traité. Dans le contexte actuel, la réduction de I'utilisation des produits phytopharmaceutiques est un enjeu
majeur. C’est dans ce cadre, que I'équipe ResPom, de I'Institut de Recherche en Horticulture et Semences (IRHS)
a développé le projet PREDIRE (PREDIiction of REsistance in apple) en 2016. L’hypothése de départ est que le
niveau constitutif des défenses basales est a l'origine de la capacité de défense de la plante pour résister et
controler les attaques des bioagresseurs et de I'efficacité de stimulateur de défense des plantes (SDP). L’étude
présentée dans ce mémoire correspond a plusieurs phases de travail réalisées pour explorer cette hypothése.
Pour commencer, I'expression constitutive d’'un panel de 11 génes de défense a été évaluée sur une population
de 32 génotypes sélectionnés pour leur diversité de résistance a la tavelure et au feu bactérien. Cette population
a également servi a I'évaluation de I'efficacité du Bion® face a ces mémes bioagresseurs. Ensuite pour renforcer
les analyses, I'expression constitutive du panel a été évaluée sur une extension de 29 génotypes. Nous avons
ainsi pu analyser la corrélation entre I'expression constitutive des génes de défenses et la résistance aux
bioagresseurs et I'efficacité du Bion®.

Abstract (1600 caractéres maximum) :

The apple is one of the most consumed and produced fruit in the world and in France it is the first production of
fresh fruit of the country. In recent years apple consumption has risen slightly but its culture is debated. Indeed, to
protect the orchards and respect the marketing criteria, the apple is the most processed fruit. In the current context,
reducing the use of plant protection products is a major issue. It is within this framework that the ResPom team of
the Institut de Rechercher en Horticlture et Semences (IRHS) proposed the PREDIRE project (PREDIction of
REsistance in apple) in 2016. The starting hypothesis is that the level basal defenses are responsible for the
plant's ability to resist and control pest attacks and plant defender stimulator (PPS) efficiency. The study presented
in this dissertation corresponds to several phases of work carried out to explore this hypothesis. To begin, the
constitutive expression of a panel of 11 defense genes was evaluated on a population of 32 genotypes selected
for their diversity of resistance to scab and fire blight. This population was also used to evaluate the effectiveness
of Bion® against these same pests. Then to strengthen the analyses, the constitutive expression of the panel was
evaluated on an extension of 29 genotypes. We were able to analyze the correlation between the constitutive
expression of defense genes and pest resistance and the effectiveness of Bion®.
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