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Introduction :

L'amélioration forestiere a pour objectif de créer et sélectionner des arbres de haute qualité
agronomique, adaptés a divers environnements et tolérants aux stress biotiques. Avec la
mondialisation, les échanges internationaux ont augmenté, accroissant la propagation des
phytopathogénes (Anagnostakis, 2001). Le critéere de tolérance aux maladies a donc une forte
importance aujourd’hui et particulierement dans le domaine forestier ou les variétés développées
doivent étre efficaces sur le long terme. Il est nécessaire de produire des variétés durables, capables
de résister et de croitre correctement jusqu’a la récolte qui a lieu entre 15 ans et 150 ans aprés la
plantation suivant les essences (CNPF). Les programmes d’amélioration conduits a INRAE concernent
de nombreuses essences : peuplier, pin, douglas, méleze, fréne commun et bien d’autres.

En France, les trois espéces de frénes indigénes, Fraxinus excelsior, Fraxinus angustifolia et Fraxinus
ornus (Wallander, 2008) se placent ensemble comme 5eme essence feuillue de France ex aequo avec le
charme et le chéne pubescent en termes de volume de bois sur pied, et occupent 5,5 millions d’hectares
(IGN, 2023). Le fréne commun, Fraxinus excelsior, est I'espece cultivée par les forestiers et la seule pour
laquelle il existe un programme d’amélioration. Elle est appréciée pour son bois blanc teignable, solide,
durable et souple (Leclercq, 1975 ; Nepveu, 1992). Il est notamment utilisé dans la fabrication de meubles
et de manches d’outils pour sa capacité d’absorption des chocs (Boshier et al., 2005).

Malheureusement, F. excelsior est aujourd’hui menacé par la chalarose, une maladie causée
par I'ascomycete Hymenoscyphus fraxineus. Le dépérissement des frénes a été décrit en Europe de
I’est dans les années 90 et 2000 (Przybyt, 2002), et le champignon responsable n’a été identifié qu’en
2006 en Pologne (Kowalski, 2006), puis son origine asiatique a été découverte encore 6 ans plus tard
(zhao et al., 2012). D’abord nommé Chalara fraxinea, le pathogéne a depuis été reclassé et renommé
Hymenoscyphus fraxineus (Baral et al., 2014). En 2023, le dépérissement est tel que 17% des frénes
frangais présentaient plus de 25% de branches mortes dans leur houppier (IGN, 2023).

Les ascospores du champignon, transportées par le vent, infectent les frénes en été. Le mycete
provoque des nécroses foliaires, puis des nécroses corticales sur les rameaux qui entrainent le
dépérissement du houppier. Il infecte aussi le collet, provoquant une nécrose en forme de flamme qui
meéne rapidement a la mort de I'arbre, dés qu’elle circonscrit le collet (Przybyt 2002 ; Kowalski et
Lukomska, 2005 ; Husson et al., 2012 ; Skovsgaard et al., 2010). Les frénes les plus jeunes et les plus
petits sont plus fortement affectés par les symptomes (Marcais et al. 2017). Hymenoscyphus fraxineus
passe ensuite I’hiver sur le rachis des feuilles tombées au sol. Les apothécies forment les ascospores
au début de I'été suivant (Gross et al., 2012 ; Kowalski & Holdenrieder, 2009 ; Queloz et al., 2011).

Face a ce déclin, les programmes d’amélioration se concentrent sur la sélection de frénes peu
sensibles a la chalarose. Le mécanisme permettant aux frénes d’étre peu sensibles n’est pas tres bien
connu, il n’est pas possible de définir s’il s’agit de résistance ou de tolérance. Dans le présent article,
le mot choisi pour parler d’une faible sensibilité a la chalarose est le terme « tolérance ».

Les généticiens forestiers, et en particulier ceux d’'INRAE, ont commencé par étudier la part
des facteurs génétiques dans la sensibilité a la maladie, ce que I'on appelle I'héritabilité au sens large
(H?), puis sa transmissibilité d’une génération a la suivante, I’héritabilité stricte (h?). Les premiéres
estimations de ces parametres laissaient entrevoir la possibilité de créer des vergers a graines
regroupant des géniteurs sélectionnés pour leur moindre sensibilité (Mufioz et al., 2016). Cependant,
une nouvelle estimation de I’héritabilité stricte I’a établie a 0,2 (Dowkiw et Tumino, communication
personnelle). Cette valeur, plus faible que la précédente, rend la production de frénes tolérants a la
chalarose par graines trop aléatoire.

La multiplication végétative résout ce probleme en produisant des plants génétiquement
identiques au pied-meére sélectionné, donc exprimant les mémes qualités a environnement égal.
Cependant, les plantations clonales manquent de variabilité génétique, ce qui les rend vulnérables aux
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Figure 1 : A) Répartition des ages chronologique et ontogénétique au niveau de l'arbre. (Production
personnelle d’aprés Crabbé, 1998) B) Représentation de la juvénilité ontogénétique retrouvée a la base
d’un rameau suite au débourrement d’un bourgeon (Production personnelle d’apres Krenke, 1940 ; Franclet,
1983 ; Monteuuis et Bon, 1998)
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stress biotiques et abiotiques inattendus (Namkoong, 1984 ; Roberds et Bishir, 1997). Il est donc
indispensable de multiplier le plus de génotypes possible afin de déployer des variétés multiclonales.
Il existe différents modes de multiplication végétative, dont les plus utilisés en production de
plants ligneux sont la greffe et le bouturage. La greffe fonctionne bien sur le fréne mais présente des
inconvénients : elle est plus coliteuse que le bouturage car elle nécessite un porte-greffe, et produit
un arbre avec un collet et des racines de génotype différent. Cela pose probléme pour les essais
clonaux car il devient impossible d'évaluer la sensibilité au collet du génotype testé. De plus, un
programme d’amélioration spécifique aux porte-greffes serait nécessaire pour la création variétale.

Le bouturage serait donc la méthode de multiplication la plus adéquate. Il peut étre réalisé ex
vitro ou in vitro. Pour rendre la technique utilisable par un maximum de pépiniéristes, le bouturage ex
vitro est privilégié car il ne nécessite pas de matériel spécifique et est bon marché, comparé au
bouturage in vitro.

F. excelsior est malheureusement connu pour étre récalcitrant au bouturage. Nous avons tenté
de synthétiser les quelques études sur le bouturage du fréne mais elles ont produit des résultats
hétérogenes, des taux d’enracinement tres bas, ou des résultats difficiles a reproduire (tableau 1).
L’age du pied-mere apparait cependant comme un facteur de réussite : le taux d’enracinement des
boutures diminue avec I'augmentation de I'dge des plants non taillés. Silveira et Cottignies (1994) ont
obtenu moins de 6% d’enracinement avec des boutures de plants de 4 a 7 ans tandis que Sallé-Tourné
(1988) et Stutz et al. (1983) ont atteint respectivement 60 et 71% avec des pieds-meéres de 2 ans.

Tableau 1 : Synthése bibliographique des taux de réussite de bouturage ex vitro de Fraxinus excelsior.
* = variations selon les dates de prélevements de boutures, les hormones exogenes appliquées, le type de bouture
ou les conditions de culture.

Référence Nature du pied-meére Taux d'enracinement
Stutz et al., 1983 Semis agés de 2 ans 71%
Rejets de souche de 2 ans, sur souches de 6 ans 61%

Rejets de souche de 5 ans, sur souches de 50-70 ans

58%

Sallé-Tourné, 1988

Semis agés de 3 ans

0a45,5% *

Semis agés de 2 ans

53,5% a 60% *

Rejets de souche lignifiés 0%
Silveira & Cottignies, 1994 | Plants agésde 4 a 7 ans 0ab6%*
Jinks, 1995 Arbres matures en haie 16 a 66% *
Douglas, 2001 Taillis 30a46% *

Jeunes semis ou issus de bouturage in vitro 503 92% *

Douglas et al., 2017

Plants agés de 6 ans taillés régulierement en haie

53,5294,38% *

(issus de bouturage in vitro)

Les ligneux ne sont pas caractérisés par un age, mais par plusieurs ages, tels que I'age
chronologique (temps écoulé depuis la création du plant) et I'dge ontogénétique (avancée vers la
maturité sexuelle) (Crabbé, 1998) (fig. 1, A). Ces ages ne sont pas homogenes sur un arbre, les derniers
bourgeons formés sont plus jeunes chronologiquement parlant, mais sont ontogénétiquement parlant
plus agés que des bourgeons situés a la base de I'arbre (Monteuuis et Bon, 1998). En effet, ces derniers
ont été formés lorsque I'arbre était plus jeune (selon les trois ages), et ils ont conservé cette juvénilité
ontogénétique, bien que, le temps passant, leur age chronologique a augmenté. Cette répartition de
haut en bas n’est pas linéaire, il existe des points plus juvéniles au sein de zones plus matures. Un
bourgeon qui vient de débourrer est ontogénétiquement plus juvénile que la branche qui le porte,
grace a la période de dormance qu’il a subi avant de se développer (fig. 1, B) (Krenke, 1940 ; Franclet,
1983 ; Crabbé, 1998 ; Monteuuis et Bon, 1998).

C'est la juvénilité ontogénétique qui influe la réussite du bouturage car c’est elle qui est liée
aux capacités morphogénétiques, telles que la capacité rhizogéne (Nozeran, 1978 ; Nozeran, 1985).
Ainsi, le terme « juvénile » employé au cours de cet article fait référence a la juvénilité ontogénétique.
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1) Perte d’expression des
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Exemple : aptitude au bouturage

Maintien de
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N

2) Acquisition de
nouvelles capacités
morphogénétiques
Exemple : floraison

3) Retour a I'état initial
Formation de graine a partir
d’une fleur

Figure 2 : Schéma du concept de mouvement morphogénétique. Schéma réalisé par C. Richard, repris de G.
Galopin, adapté de Nozeran, 1978, Nozeran et al., 1982 et Nozeran, 1985.
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L’évolution de la juvénilité au cours de la vie de I'arbre peut se voir sous forme d’un cycle
(fig. 2), il s’agit du concept de mouvement morphogénétique (Nozeran, 1978 ; Nozeran et al., 1982 ;
Nozeran, 1985). Suite a la germination, une plantule juvénile émerge de la graine, et posséde toutes
ses capacités morphogénétiques. Au cours de son développement, des les premiers jours, la plantule
perd petit a petit ses capacités, telles que I'aptitude au bouturage (Nozeran et al., 1982). Une fois la
plante plus développée, elle réacquiert de nouvelles capacités, comme la floraison, qui vont lui
permettre de se reproduire de facon sexuée. A l'issue de la floraison et de la fécondation, une graine
est formée : ainsi un élément juvénile a été formé a partir d’un organe mature et il y a un retour au
début du cycle (Nozeran et al., 1982).

Il est possible de retrouver les capacités morphogénétiques initiales, en particulier I'aptitude
au bouturage, sans passer par la formation de graine. Ce retour a la juvénilité s’appelle la
rejuvénilisation (Franclet, 1983 ; Franclet et al., 1987 ; Nozeran et al., 1982). Il s’agit d’'un phénomene
naturel, que I'on retrouve lors de la formation de drageons par exemple (Nozeran et al., 1982) Ce
phénoméne peut étre déclenché ou amplifié par un recépage des plants, provoquant le
développement de bourgeons dormants formés t6t dans la vie de la plante et donc restés a un état
tres juvénile. La juvénilité de ces bourgeons est d’autant plus forte que la période de dormance a été
longue, car le méristéme, en se réduisant avec le temps, recouvre par la méme occasion des propriétés
propres a la juvénilité (Nozeran et al., 1982 ; Monteuuis et Bon, 1998). Une fois la juvénilité retrouvée,
il faut I’entretenir tres régulierement a I'aide de pincements (taille en vert), sinon la plante va la perdre
a nouveau au cours de sa croissance libre. Il est plus aisé de maintenir la juvénilité que de rejuvéniliser
une plante, c’est pourquoi I'assiduité dans les pincements doit étre absolue.

Ce concept a été appliqué a la production de boutures par Galopin et al. en 1996. Cette
méthode développée sur Hydrangea macrophylla se nomme le microbouturage et a été adaptée a
d’autres ligneux tels que Mandevilla sanderi et Ostrya carpinifolia (Boutebtoub, 2009 ; Galopin et al.,
2010). Les plants sont recépés afin de produire des pousses juvéniles, puis bouturés, et les boutures
enracinées deviennent des micropied-méres pour la production de boutures. Les pincements
d’entretien de la juvénilité des micropied-meres sont effectués en laissant un ou plusieurs métameres
de chaque pousse sur le plant. Un métamere est une unité de croissance, il est composé d’un entre-
nceud, d’un nceud, d’un ou plusieurs bourgeons axillaires et feuilles (White, 1979 ; Barlow, 1989). Chez
le fréne, le métamere porte deux feuilles et deux bourgeons axillaires.

Cette méthode de retour et de maintien de la juvénilité a permis de bouturer efficacement
pour une production en pépiniere d’Hydrangea et bien d’autres. Il a été décidé de tester cette
méthode sur Fraxinus excelsior. Cette piste de travail avait été explorée en 2023 a I'INRAE d’Orléans
et avait produit des résultats encourageants sur le maintien de la juvénilité de jeunes semis (Richard,
rapport de M1) et sur la rejuvénilisation de plants clonaux a I'aide de recépage (Richard, non publié).

L’étape préliminaire avait été de définir un caractére morphologique facilement observable
permettant de quantifier I'état de juvénilité d’un fréne. Une observation de semis, confirmée par la
bibliographie, avait permis de définir que le nombre de folioles par feuille des frénes était plus faible
chez des sujets juvéniles que chez des sujets adultes. En effet, les premieres vraies feuilles des semis
comptaient un ou trois folioles, puis ce nombre augmentait au fur et a mesure jusqu’a atteindre
environ onze a treize folioles par feuille chez les adultes (Collin et al., 1994 ; Tapper, 1992 ; Wardle,
1961). Wardle, en 1961, indiquait que les feuilles pouvaient atteindre neuf a onze folioles des la
deuxieme année pour les plants les plus vigoureux.

Suite a cette premiere observation, deux essais avaient été menés en 2023.
Le premier testait trois modalités de pincements récurrents sur de jeunes semis de quelques semaines
issus de germination in vitro et cultivés en chambre de culture. Les plants avaient été pincés dés que
possible de facon a récolter une bouture de deux métameres et a laisser un, deux ou trois métameéres
sur le pied-mere, selon les modalités. 68 a 93% des boutures se sont enracinées, sans différence
significative entre les modalités. Ce taux d’enracinement tres élevé était encourageant et semblait
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confirmer I’'hypothése que des boutures juvéniles de F. excelsior étaient capables de s’enraciner. Bien
gu’aucune différence significative n’ait pu étre mise en avant entre I'enracinement des boutures des
trois modalités, il avait été observé, dés la premiere taille, un nombre de folioles par feuilles plus faible
chez les plants pincés a 1 ou 2 métameéres plutot qu’a 3 métameres. Cependant, la limite de cet essai
est que les plants bouturés étaient des jeunes semis et non des plants rejuvénilisés, or a terme I'objectif
est bien de cloner des arbres adultes sélectionnés pour leur tolérance a la chalarose. De plus, aucune
différence significative dans I'enracinement n’avait pu étre mise en avant, ni aucune corrélation entre
I’enracinement et le nombre de folioles, ceci étant peut-étre di a I'absence de controle de la variabilité
génétique des plants qui avait pu masquer les effets des pincements.

Le deuxiéme essai testait trois modalités de recépage, a 3, 6 et 9 cm du collet, sur des plants
clonaux, issus du bouturage in vitro d’'un génotype en 2021 et élevés en chambre de culture. Des
boutures de deux métameres avaient été prélevées en pingant dés que possible les plants en laissant
un métamere sur le pied-mere. Le recépage a 3 cm au-dessus du collet avait permis la production de
boutures avec une capacité rhizogene significativement meilleure (22 % d’enracinement) qu’un
recépage a 6 ou 9 cm (respectivement 8,9% et 4,2% d’enracinement). Cependant, cet essai avait été
réalisé sur un seul génotype et est donc difficilement généralisable.

Les essais 2023 ont permis de montrer que le recépage ou les pincements pouvaient avoir un
effet bénéfique sur le nombre de folioles par feuille et/ou sur I'enracinement ; mais que le fréne
semblait maturer et perdre sa capacité rhizogéne tres rapidement, d’ol I'importance de tailler court
(recépage bas et pincements tres réguliers). De plus, ces essais ont montré que le nombre de folioles
n’est pas une mesure suffisante pour prédire I'enracinement d’une bouture (pas de corrélation
trouvée). Il est nécessaire de définir d’autres prédicteurs de I’enracinement et de la juvénilité.

Afin d’améliorer la prédiction en 2024, d’autres caractéristiques de la juvénilité ont été
identifiées dans la bibliographie. Une sélection a été réalisée en fonction de la pertinence des
indicateurs sur le fréne, et des possibilités techniques d’'INRAE (tableau 2). Ces indicateurs de la
juvénilité ont été rassemblés en deux approches : biochimique et morphologique.

Tableau 2 : Indicateurs de la juvénilité identifiés dans la bibliographie et dans les essais précédents et sélectionnés
pour les essais de 2024.

Approche Caractére Juvénile Mature Valeur Références
mesurée/
calculée
Morphologique | Caractéres Moins de Plus de folioles Comptage de Basheer-
foliaires folioles par par feuille pour le | folioles Salimia, 2007 ;
feuille pour le fréne Taille de la Galopin et al.,
fréne Surface foliaire feuille 1996 ; Wardle,
Surface foliaire 1961 ; essais
2023
Croissance = Organogénese Organogénese Plastochrone Mazalewski,
Organogénese rapide et lente et Longueur des 1978 ;
+ Allongement | allongement allongement entre-noeuds Meilan, 1997 ;
important court Basheer-
Salimia, 2007
Biochimique Teneur en Faible, au jour Plus importante, Dosage HPLC Da Costa et
sucres solubles | de prélevement | au jour de al., 2013 ;
/ nhon de la bouture, prélevement de la Druege, 2009 ;
structuraux dans tous les bouture, dans Haissig, 1989 ;
tissus tous les tissus Ling et Zhong,
2012
Teneur en eau Forte Faible Pesée avant et | Basheer-
relative apres Salimia, 2007
lyophilisation
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Au-dela de la bibliographie, il a été décidé d’ajouter une approche spectrométrique par des
mesures de spectres proche et moyen infrarouge. Bien qu’aucune référence ne relie capacité
rhizogene et spectre infrarouge chez le fréne, cette technique en plein développement a INRAE permet
de prédire de nombreux caracteres chez les plantes, y compris la tolérance a la chalarose chez F.
excelsior (Villari et al., 2018 ; Belmokhtar et al., 2023) méme si des validations sont encore nécessaires.

Les hypothéses a vérifier ont été : (1) il est possible de prédire la probabilité d’enracinement
d’une bouture grace a une caractérisation morphologique et/ou biochimique et/ou la prise de spectre
proche et moyen infrarouge; (2) la génétique d’un plant au niveau famille influe sur des caractéres
morphologiques, biochimiques et spectrométriques, sur le nombre et la capacité rhizogéne des
boutures produites ; (3) le type de pincement appliqué influe sur des caracteres morphologiques,
biochimiques et spectrométriques (caractéristiques de juvénilité), sur la durabilité du plant, sur le
nombre et la capacité rhizogene des boutures produites; (4) la quantité de sucres solubles contenue
dans les tissus de la boutures peut étre estimée par une étude des spectres infrarouges. Ce dernier
objectif est un objectif technique qui vise a alléger le nombre de manipulations dans la perspective de
futurs essais. Cela permettrait d’éviter les étapes d’extractions et de dosages des sucres, qui sont
coliteuses en matériel et en temps.

Cette fois, la diversité génétique du matériel végétal a été prise en compte et de deux manieres :
(i) en appliguant des modalités de pincements et de recépage prédéfinies a du matériel génétiquement
varié mais dont I'apparentement est connu (expérimentation plein champ); (ii) en travaillant a
génotype constant, sur un clone, qui s’est vu appliquer diverses modalités de pincements réguliers
(expérimentation en serre)
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Figure 3 : Expérimentation plein champ. Un plant aprés recépage a 5 cm. Photographie prise le 24/04/2024
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Figure 4 : Expérimentation plein champ. Pincement a un métamere des plants testés. Production personnelle.
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Figure 5 : Expérimentation plein champ. Pie
par pincements a un métamére. Photographie prise le 05/07/2024 par Chloé RICHARD.

d-meére de la famille 6x8 apreés 34 jours de récolte des boutures
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1 Matériel et méthodes :

1.1 Expérimentation plein champ :

1.1.1 Matériel végétal :

En 2018, des graines de F. excelsior récoltées sur divers arbres du Verger a Graines des
Ecoulouettes (Pépinieres Lemonnier a Ecouves, 61) avaient été semées a I'INRAE Val de Loire
d’Orléans. Les 420 frénes qui en ont été issus ont été plantés en pleine terre en pépiniere. Ceux-ci ont
été plantés en cing lignes, ou les trois premieres lignes et demi sont les plants issus d’un arbre mere
appelé numéro 45, et la derniere ligne et demi partagées entre les plants issus de I'arbre mere numéro
6 et d’un autre, dont aucune descendance n’est incluse dans I'essai. Au sein de chaque descendance
maternelle, les plants ont été plantés de facon aléatoire. Le plan de plantation est disponible en
annexe 1. Afin d’éviter les dégats dus a la faune sauvage (chevreuils, sangliers, lievres...), la parcelle a
été cloturée. Les plants n’avaient jamais été taillés. Ils ont été fertilisés une fois par an avec de I'engrais
libération longue ProTurf 21-5-6+2,5Ca0+2,5MgO d’ICL.

Le 25 avril 2024, tous les plants de la parcelle ont été recépés a 5 cm au-dessus du collet (fig. 3)
a I'aide d’un sécateur électrique. Les axes secondaires dépassant les 5 cm ont eux aussi été coupés.
Cette hauteur de recépage était la méme que celle utilisée par Douglas et al. en 2013, pour I'entretien
des pied-meres de frénes issus de bouturage in vitro avec lesquelles des taux d’enracinement de 50 a
100% avaient été atteints.

En 2019, tous les plants de la parcelle avaient été génotypés et une recherche de paternité a
été effectuée. Ainsi, il a été possible d’identifier trois familles de plein-freres de 11 plants chacune.
Deux des trois familles étaient issues du méme arbre mére (tableau 3).

1.1.2 Dispositif expérimental :

Afin de comparer la croissance des trois familles aprés un recépage, trois plants par famille ont
été choisis comme « témoins », recépés mais non pincés. Les 8 autres plants, dits « testés », ont été
recépés et pincés afin de prélever des boutures (table 3).

Tableau 3 : Effectifs de I'expérimentation plein champ.

Croisement - Famille

Effectifs de I’essai

Arbre meére

Arbre péere

Témoin non pincé

Pincé a 1 métamere

6 8 3 8
45 31 3 8
45 21 3 8

Les plants témoins ont été suivis de la fagon suivante : deux axes de chaque plant ont été
choisis et notés parmi les nouvelles pousses développées suite au recépage. Une fois par semaine, la
longueur et le nombre de métameéres de ces axes ont été notés, et un spectre proche infrarouge a été
pris sur une feuille de I'avant-dernier métameére. L'étude de cette empreinte infrarouge avait pour
objectif de tester s’il était possible de percevoir la perte de juvénilité d’'un plant au cours de sa
croissance a travers le spectre infrarouge de I'une de ses feuilles.

Les plants testés ont été observés deux fois par semaine. Chaque fois qu’une pousse atteignait
trois métameres, elle était coupée avec une épinette de fagon a laisser un métamere sur le plant et a
récupérer une bouture de deux métameres (fig. 4). Ce type de pincement était appelé ici le pincement
a un métamere. Un pied-meére en fin d’expérimentation est présenté en figure 5.
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Figure 6 : Expérimentation en serre. Pied-meére avant (A) et
24/04/2024 par Chloé RICHARD.
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Figure 7 : Expérimentation en serre. Modalités de pincements appliquées : pincements a un métamere et

pincements a deux métameéres. Production personnelle.

Figure 8 : Expérimentation en serre. Pied-meéres apres 31 jo

ot

urs de récolte des boutures. A) Pied-meére pincé a un

métamere. B) Pied-meére pincé a deux métameres. Photographies prises le 27/07/2024 par Chloé RICHARD.
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1.2 Expérimentation en serre :

1.2.1 Matériel végétal :

Un génotype de F. excelsior qui avait été sélectionné dans une plantation expérimentale a
Fontenois (70), a été multiplié par greffe puis bouturé in vitro a I'Institut Fir Pflanzenkultur a Schnega,
Allemagne, en 20212, Les vingt plants ainsi obtenus avaient été acclimatés a INRAE début 2022. Ils ont
été plantés en pot de 2,5L, ont poussé en serre ou en extérieur sous ombriére, sans étre taillés. En
mars 2023, les plants avaient été recépés a 3, 6 ou 9 cm et des boutures avaient été régulierement
prélevées de mars a juin (données non publiées). A la fin de cet essai, 14 plants avaient survécu.

Ces 14 plants ont été utilisés pour les essais de 2024. Aprés avoir passé I'hiver et le début du
printemps en extérieur sous ombriere. lls ont été rentrés en serre le 23 avril 2024 et rempotés en pot
de 3L dans du terreau Klasmann-Deilmann BP-Substrat 276GF.

La serre était une serre verre non chauffée, équipée d’une ventilation et d’'un cooling qui se
déclenchaient au-dela de 25°C. Les pots étaient arrosés de facon a maintenir le terreau a saturation. Une
fois par semaine, la conductivité du substrat de chaque pot était mesurée a I'aide d’un conductimeétre
Groline Soil Test de Hanna Instrument. Pour maintenir la conductivité entre 0,8 et 1,2 uS/cm, les plants
ont été fertilisés au besoin avec de I’'Universol Green (23/6/10 + 2,7Mg0) a 2g/L.

Les plants ont été recépés a 3 cm le 24 avril 2024 (fig. 6). Les axes secondaires ont eux aussi
été coupés a 3 cm, s’ils dépassaient cette hauteur. Le recépage a 3 cm a été choisi a partir des résultats
de I'essai de 2023, menés sur les mémes plants, ou les pied-meres recépés a 3 cm avaient produits des
boutures a taux d’enracinement significativement plus élevé (22% d’enracinement) que les pied-meéres
recépésa 6 oua9cm (8,9% et 4,2% respectivement).

1.2.2 Dispositif expérimental :

Deux modalités de pincements récurrents ont été testées. La moitié de I'effectif (7 plants) a
été pincée a un métamere, c’est-a-dire qu’une pousse dépassant les trois métameres a vraies feuilles
était coupée en laissant 1 métamere sur le plant, de fagon a produire un explant de deux métameres.
L'autre moitié de I'effectif (7 plants) a été pincée de facon a laisser deux métameres sur le plant en
produisant un explant de deux métameres également (fig. 7). Les plants ont été observés deux fois par
semaine et les boutures ont été prélevées lors de ces observations, dés qu’une pousse atteignait une
taille suffisante. Un plant pincé a un métamere et un pincé a deux métameéres sont présentés en
figure 8.

Les plants ayant été précédemment utilisés pour un essai de recépage, les anciennes modalités
ont été équitablement réparties entre les deux nouvelles modalités de pincement (table 4). Les plants
ont été disposés sur un tablard en serre de fagon a répartir les modalités sur la surface disponible (fig. 9
et fig. 10).

Tableau 4 : Effectifs de I'expérimentation en serre.

Modalité de pincement 2024
Modalité de recépage 2023 Effectifs totaux 1 métamere 2 métameres
3cm 6 3 3
6 cm 5 2 3
9cm 3 2 1
Total 14 7 7

1 Cela ne sous-entend pas que la technique du bouturage soit maitrisée dans ce laboratoire, puisque seul ce
génotype, parmi les 10 confiés par INRAE, a été cloné avec succées au bout de trois années d’essais.
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Figure 9 : Expérimentation en serre. Disposition des plants sur le tablard en serre. Production personnelle.

Figure 10 : Expérimentation en serre. Pied-mere sur le tablard de la serre. Photographies prises le 27/06/2024
par Chloé RICHARD.
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1.3 Meéthodes et notations communes aux deux expérimentations :
1.3.1  Mesure du plastochrone chez les plants témoins :

La croissance d’un plant est caractérisée par 'organogénése (la formation des différents
organes de la plantes) et par I'allongement (agrandissement des organes). L'organogénése a été
décrite par le plastochrone apparent. Celui-ci a été calculé a posteriori grace au comptage du nombre
de métameéres. Le plastochrone est le temps entre la formation de deux paires de feuilles successives
(Askenasy, 1880; Schmidt, 1924 ; Esau, 1965; Meicenheimer, 2014). Ici, il est question de
plastochrone apparent car il a été mesuré morphologiquement et non lors de la formation des
primordia foliaires dans le bourgeon.

Un métamére était comptabilisé a partir du moment ou les feuilles se décollaient de I'apex.
Les rameaux proleptiques induits par un recépage sont couramment caractérisés par des premiers
métameres écailleux (sans feuilles mais avec des écailles), suivis de métameres a cataphylles, c’est-a-
dire portant des feuilles modifiées, et ensuite des métameres a vraies feuilles. Les métameres écailleux
ne présentent pas d’entre-nceuds allongés (Caraglio et Barthélémy, 1997). Les métameres a
cataphylles ont été comptabilisés de la méme fagon que les métaméres a vraies feuilles : du moment
qgu’il y avait présence d’une surface photosynthétiquement active (un limbe) ceci était considéré
comme une feuille. Seuls les métameres écailleux, ne portant pas de feuilles ont été écartés des
notations et n’ont pas été comptabilisés. Ce suivi a permis de calculer le plastochrone comme dans cet
exemple : 10 métameres ont été formés en 30 jours, ce qui correspond a un plastochrone apparent de
30/10 = 3 jours.

1.3.2  Mesure de I'allongement chez les plants témoins :

L'allongement des plants témoins a été calculé grace a la mesure hebdomadaire de la longueur
des axes. La longueur des axes a été mesurée de la base de I'axe jusqu’a I'apex, en excluant les feuilles.
A la fin de I'essai, une valeur moyenne d’allongement a été calculé par famille, en cm/j.

1.3.3  Notations des boutures et prélevement des échantillons :

A chaque pincement, une bouture a été prélevée et un numéro unique lui a été assigné. Des
boutures ont été choisies aléatoirement pour étre notées, et les autres ont simplement été comptées
pour chaque plant via le numéro unique assigné, puis jetées.

Les boutures sélectionnées ont été emballées dans un sac en papier kraft et placées dans une
glaciere. Une fois toutes les boutures prélevées, le tout a été rapporté au bureau, ou la température
était plus stable qu’a I'extérieur.

Les deux feuilles du métamere basal de la bouture ont été coupées et gardées. L'une a fait
I'objet des mesures morphologiques suivantes : le nombre de métameres (nb_folioles), la longueur
sans le pétiole (longueur_feuille) et la largeur (largeur_feuille) de 'une des deux feuilles ont été
mesurées. La longueur (longueur_foliole) et la largeur (largeur_foliole) de la foliole terminale ont été
mesurées également.

Un spectre proche infrarouge a été réalisé sur cette méme feuille. L'entre-nceud au bas de la
bouture (échantillon de tige) a été coupé et un spectre proche infrarouge a été pris. L’échantillon de
tige a ensuite été placé dans un tube de 7 mL en plastique et plongé immédiatement dans de la glace.
La préparation de la bouture (retirer les feuilles et couper I'entre-nceud au bas de la bouture) est
résumée dans la figure 11 et des photographies de boutures sont présentées en figure 12.

La notation morphologique sur la bouture consistait a compter le nombre de folioles par feuille
de I'apex (nb_folioles_apex) et a relever la longueur (longueur_tige) et les diameétres basaux de la tige.
La section de tige étant ovale, deux diametres, fin (diametre) et large (diametre_large), ont été
mesurés.
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Figure 11 : Préparation des boutures, récupération des échantillons de feuilles et de tiges et synthese des

mesures effectuées. Communs aux deux expérimentations. Production personnelle.

A) - B)

Figure 12 : A) Un explant de I'expérimentation en serre avant préparation. B) Une bouture préparée de

I'expérimentation en serre. Photographies prises le 04/06/2024 par Chloé RICHARD.
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1.3.4 Spectrométrie proche infrarouge portable :

Les analyses de spectrométrie proche infrarouge portable ont été réalisées en collaboration
et avec les équipements de la plateforme Phénobois. La spectrométrie proche infrarouge (PIR) n’est
pas explicative, elle ne permet pas de quantifier précisément des groupes de molécules. Cependant,
son efficacité dans la mise en place de modele de prédiction est trés bonne, du fait de la complexité
du spectre et de la redondance des informations qu’il contient. De plus, elle est peu colteuse et peut
se faire a I'aide d’un appareil de terrain, ce qui la rend utilisable chez les pépiniéristes. Les mesures sur
tissus frais ont donc été faites a I'aide de I'appareil portable MicroNIR relié a un ordinateur avec le
logiciel MicroNIR PRO. La gamme spectrale était de 908 a 1676 nm avec un pas de 6,2 nm.

Pour les mesures sur les feuilles des boutures, trois scans par feuille ont été réalisés sur les
faces supérieures des trois dernieres folioles. Le spectralon, utilisé pour réaliser le blanc de I'appareil,
a été placé derriere les folioles pour standardiser les mesures. Les spectres pris sur les feuilles des
plants témoins ont été réalisés sans détacher les feuilles du plant.

Pour la mesure sur la section de tige de bouture, une tranche de 0,5 mm d’épaisseur environ
a été prélevée du coté proximal de I'’échantillon de tige. Cette tranche a été déposée sur le spectralon
et trois scans ont été réalisés du méme c6té de la section.

1.3.5 Préparation des échantillons et matiere seche

Les échantillons de tige et de feuilles issus des boutures ont été emmenés au laboratoire et les
feuilles ont été congelées a -80°C. Les tiges ont été pesées, découpées en trongcons de 2 mm environ,
et congelées a -80°C. Les échantillons ont été lyophilisés pendant 50h a 0,770 mbar. Les tiges
lyophilisées ont été pesées afin de connaitre leur teneur en eau initiale (taux_humidite).

1.3.6  Spectrométrie proche et moyen infrarouge de laboratoire (PIR et MIR)

Les analyses de spectrométrie infrarouge de laboratoire ont été réalisées en collaboration et
avec les équipements de la plateforme Phénobois. Les feuilles fraiches analysées avec I'appareil de
spectrométrie PIR portable ont été de nouveau analysées en PIR, cette fois avec un appareil de
laboratoire et sous forme de poudre. Cela permet des mesures plus standardisées et plus complétes
avec une gamme spectrale plus large que sur le terrain. La prédiction est donc potentiellement
meilleure. Afin de compléter I'analyse infrarouge, des spectres MIR ont été réalisés.

Les feuilles ont été broyées au broyeur a bille MM 400 de Retsch pendant 1 min a 30 Hz a I'aide
d’une bille Retsch de 7 mm de diameétre, dans un tube Eppendorf de 5 mL. Juste aprées broyage, les
échantillons ont été placés dans la méme salle que les spectrométres. Les mesures ont été réalisées le
lendemain afin de laisser le temps aux échantillons de s’équilibrer a 'ambiance de la piece (température
controlée de 20°C et hygrométrie contrélée de 37%). Les échantillons pesant plus de 20 mg ont été
analysés en PIR et MIR, et ceux avec une masse inférieure ont seulement été analysés en MIR, qui
nécessite moins de matiéere que le PIR. Pour la PIR, les échantillons ont été placés dans des vials en
verre de Perkin-Elmer et la mesure a été prise au travers de ce vial. Les spectres PIR ont été réalisés
avec le spectrometre infrarouge a transformée de Fourrier Frontier de Perkin-Elmer équipé de
I'accessoire NIRA pour la prise de spectres proche infrarouge. Sa gamme spectrale était de 1000 a 2500 nm
(10 000 & 4 000 cm™® en nombre d’onde) avec un pas de 0,2 nm (2 cm™ en nombre d ‘onde). Soixante-
guatre scans ont été réalisés par échantillon. Les spectres MIR ont été pris avec le spectrometre
infrarouge a transformée de Fourrier Spectrum 400 de Perkin-Elmer équipé de l'accessoire
Universal-ATR permettant la prise de spectres moyen infrarouge sur des échantillons en poudre. Sa
gamme spectrale était de 2 500 & 15 385 nm (2 500 a 650 cm™ en nombre d’onde) avec un pas de
0,2 nm (2 cm™ en nombre d‘onde). Quatre scans ont été réalisés par échantillon.
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M : mortes prématurément

Figure 14 : Echelle de notation de I’enracinement des boutures pour les deux expérimentations. Photographies
prises par Chloé RICHARD.
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1.3.7 Dosage des sucres solubles

Les dosages de sucres solubles ont été réalisés en collaboration et avec les équipements de la
plateforme Phénobois. Le protocole d’extraction des sucres solubles a partir d’échantillons végétaux a
été établi par Nathalie Boizot, adapté de Bonhomme et al., 2010. Le principe a consisté en des
extractions éthanoliques a chaud successives, suivies d’une purification sur colonne charbon actif/
poly(vinylpolypyrrolidone) pour éliminer les polyphénols extraits en méme temps que les sucres.

En amont de I'extraction, des colonnes de purification ont été préparées. 200 mL de charbon
actif ont été mélangés avec 200 mL d’éthanol a 80%, et laissé a sédimenter 16h a 4°C. Le méme procédé
a été appliqué en remplacant le charbon actif par du poly(vinylpolypyrrolidone), ou PVPP. Le
lendemain, aprés remise en suspension des solutions, 800 L de solution de PVPP ont été ajoutés dans
un corps de seringue de 2 mL. Une fois le liquide écoulé, 400 uL de solution de charbon actif ont été
ajoutés. Les colonnes ont été stockées a 4°C avec le bout trempant dans de |’éthanol 80%.

Les fragments de tiges ont été broyés au broyeur a bille MM 400 de Retsch. Environ
exactement 30 mg d’échantillon de tige ont été introduit dans un tube Eppendorf 2 mL. Si I'échantillon
pesait moins de 30 mg, la totalité de I'échantillon a été analysée.

Une premiére extraction a été réalisée en ajoutant a chaque échantillon 1mL d’éthanol 80% et
1 mL de solution a 0,75 mg/mL de galactose/éthanol 80%. Le galactose, absent des échantillons, a servi
de témoin interne. Le tout a été incubé 30 min a 80°C avec une agitation de 900 rpm au ThermoMixer.
Aprés centrifugation 5 min a 21 000 g, le surnageant a été transféré dans une colonne de purification.
Le liquide s’est écoulé par gravité dans le tube collecteur. Une deuxiéme extraction a été effectuée en
remettant le culot en suspension avec 1 mL d’éthanol 80% et en incubant a nouveau a 80°C a 900 rpm
pendant 15 min. Le surnageant a été versé sur la colonne apres centrifugation. Enfin, une derniere
extraction a été réalisée de la méme facon. Une fois que le surnageant a été completement élué, les
tubes collecteurs ont été mis a concentrer a I'évaporateur sous-vide Thermoscientific SpeedVac
SPD120 pendant 20 heures. Les tubes ont été bouchés et stockés a 4°C.

Les résidus secs ont été dilués dans 100 uL d’eau ultra pure pour les échantillons de masse
seche initiale inférieure a 10 mg, et dans 200 uL d’eau ultra pure pour les autres. Aprés une agitation
de 30 minutes a 900 rpm, tout le liquide a été transféré sur une colonne de filtration Interchim SPIN
850 en PVDF, de porosité 0,45 um. Le tout a été centrifugé 2 min 30 a 10 000 rpm pour faire passer le
liguide au travers. 100 puL ont ensuite été déposés dans un vial en verre équipé d’un réducteur de
volume. Les échantillons ont été analysés en HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) avec la
chaine HPLC VWR-HITACHI Chromaster couplée au détecteur DEDL afin de doser les sucres solubles
présents. Les parametres utilisés sont décrits en annexe 2. Les sucres présents et dosés dans
I’échantillon ont été le stachyose, raffinose, saccharose, glucose, fructose, myo-inositol et le mannitol.
Le galactose ajouté lors de I'extraction était absent des échantillons de tige, il a servi de témoin interne
pour évaluer les pertes lors de I'extraction et corriger les doses de sucres mesurées. Afin de convertir
I'aire des pics obtenus en masse de sucre, une solution mix des huit sucres a été préparée. Cette solution
contenait 2 ug/pL de chaque sucre dosé. Pour obtenir des gammes étalons, 5, 10, 20, 30 et 40 uL de
solution ont été injectés dans I’'HPLC afin de doser respectivement 10, 20, 60 et 80 pg de chaque sucre.

1.3.8 Test d’enracinement des boutures

La bouture a été insérée dans un godet de vermiculite humide en plaque (fig. 13) dans une
mini serre Stewart Premium. La mini serre a ensuite été placée en chambre de culture a 20°C, avec un
éclairage d’environ 90 pumol/m?/s, 16h par jour. Une vaporisation manuelle d’eau a été réalisée
régulierement dans chaque mini-serre. Cinquante jours apres la plantation des boutures, celle-ci ont
été déterrées et observées. Une note d’enracinement a été attribuée a chaque bouture : A pour les
boutures n’ayant produit ni cal ni racine, B pour celles présentant un cal de cicatrisation (petit cal), C
pour les cals de prolifération (cal massif), et D pour la présence d’au moins une racine (fig. 14). Les
boutures dépérissant avant la fin des 50 jours ont été retirées des mini-serres afin de limiter la
propagation de ravageurs et maladies et ont été notées M pour la classe d’enracinement.
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1.4 Traitement et analyses des données

Les effectifs de pied-meres étaient faibles, le nombre de boutures dans certaines classes
d’enracinement I'étaient également, et les données ne suivaient pas la loi normale, il a donc été décidé
de ne travailler qu’avec des tests non paramétriques. Les données ont été analysées en utilisant le
logiciel R Statistical Software (v4.4.1, R Core Team, 2021). La manipulation des tableaux (filtres,
opérations) a été réalisée a 'aide des packages du « tidyverse » (v2.0.0, Wickam et al., 2019). Les
packages complémentaires utilisés sont cités pour chaque analyse.

Croissance des plants témoins

L'allongement et le plastochrone apparent de chaque famille des plants témoins de
I’expérimentation plein champ ont été comparés a I'aide de tests de Kruskal-Wallis. Les différences ont
été considérées comme significatives au seuil d’erreur de 5%. La médiane par famille a également été
calculée (médiane de 6 valeurs d’accroissement et de plastochrone, puisque deux axes par plant ont
été notés et que chaque famille comptait trois plants témoins).

Calcul de la masse de sucres solubles

L'injection de la solution mix a permis d’obtenir des gammes étalons. Les aires des pics
correspondants a chaque sucre ont été obtenues sur le chromatogramme. Un exemple de
chromatogramme est donné en annexe 3. L’équation de droite de la gamme étalon a été utilisée pour
calculer la masse de sucre injectée pour chaque échantillon a partir de I'aire des pics selon la formule
suivante (1) :

(1)

Ou « mi » est la masse de sucre injectée en pg, « A » est I'aire du pic, « b » 'ordonnée a l'origine de la
droite d’étalonnage et « a » la pente de cette droite d’étalonnage.

Cette masse de sucre contenue dans le volume d’injection a ensuite été rapportée par gramme
de matiere seéche de I'échantillon, selon cette équation (2) :

__ mi* Vrep

=—— (2)
Vinj * me

Ou « m » est la masse de sucre en ug par mg de masse seche de I’échantillon, « mi » la masse de sucre
injectée en g, « Vrep » le volume d’eau utilisée pour la solubilisation des sucres extraits, « Vinj » le
volume de la solution de sucre injecté dans I’'HPLC et « me » la masse initiale de I'échantillon utilisée
pour I'extraction.

Pour les échantillons ou la valeur mesurée de galactose était inférieure a la valeur théorique,
alors la masse de chaque sucre dosé a été corrigée selon la formule suivante (3) :

_mx GalT 3
me= GalD ®)

OU « mc » est la masse de sucre corrigée en pug par mg de matiére seche de I'échantillon, « m » la
masse de sucre non corrigée, « GalT » la masse de galactose théorique dans le volume injecté et
« GalD » la masse de galactose dosée dans le volume injecté obtenu par la formule 1.
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Approche morphologique

Les corrélations entre variables morphologiques ont été calculés et représentés a I'aide du
package « corrplot » (v0.92, Wei et Simko, 2021). Certaines variables fortement corrélées ont été
retirées pour faciliter les analyses suivantes.

Les boxplots de chaque variable ont été tracés en fonction des trois facteurs étudiés (familles
pour l'expérimentation plein champ, pincements pour I'expérimentation en serre, et classes
d’enracinement pour les deux). La comparaison entre modalités de facteurs a été effectuée par des
tests de Kruskal-Wallis et de Dunn, ou de Wilcoxon pour la comparaison des deux modalités de
pincement. Les p-value des tests de Dunn ont été corrigées selon la méthode de Holm pour les
comparaisons multiples deux a deux, et les différences ont été considérées comme significatives au
seuil d’erreur de 5%. Les tests de Kruskal-Wallis et de Wilcoxon ont été réalisés avec un package de
base et ceux de Dunn avec le package « FSA » (v0.9.5, Ogle et al., 2023).

Des Analyses Factorielles Discriminantes (AFD) ont été réalisées sur I'ensemble des données
morphologiques en discriminant par facteurs. L'AFD est une méthode descriptive, mais a la différence
de I'’Analyse en Composantes Principales (ACP), il s’agit d’'une méthode supervisée qui cherche a
maximiser les différences intergroupes. Elle est utilisée lorsque les groupes sont connus a |’avance, ce
qui est le cas dans ces études. L’AFD crée des axes discriminants dont le nombre maximal est k-1, ou k
est le nombre de groupe dans le facteur étudié. Dans le cas de I'étude des deux modalités de
pincements de I'expérimentation en serre, les AFD ne présentent donc qu’un seul axe discriminant,
représenté en abscisse sur les graphiques. L'axe des ordonnées a été créé pour répartir les points
aléatoirement sur cet axe et ainsi améliorer la lisibilité des graphiques. Il ne doit donc pas étre pris en
compte lors de linterprétation des graphiques d’AFD ayant pour groupes discriminants les
pincements. Les AFD ont été réalisées a I'aide du package « ade4 » (v1.7.22, Thioulouse et al., 2018).

Approche biochimique

La médiane de chaque sucre soluble a été calculée pour chaque modalité des trois facteurs
étudiés et ont toutes été représentées dans un diagramme en barres empilées. La teneur en eau a été
représentée a part, par un boxplot. Les différences entre modalités de facteurs dans les teneurs en
sucres et en eau ont été évalués de la méme facon que pour I'approche morphologique avec les tests
de Kruskal-Wallis ou de Wilcoxon et de Dunn.

Des AFD sur les teneurs en sucres solubles et en eau ont été réalisées de la méme fagon que
pour I'approche morphologique.

Tous les graphiques des approches morphologiques et biochimiques ont été tracés avec le
package « ggplot2 » (v3.5.1, Wickham, 2016), additionné dans certains cas du package « ggrepel »
(v0.9.5, Slowikowski, 2024).

Approche spectrométrique

Les spectres PIR récoltés au laboratoire et sur le terrain ont été traités avec sept
prétraitements mathématiques. Ceux-ci ont servi a éliminer les bruits de fond, les perturbations
environnementales et a faire ressortir certaines particularités des spectres afin de mieux les
discriminer. Apres cette étape, huit modalités spectrales ont ainsi été obtenues: « raw », les
spectres bruts sans transformation, « snv » les données normalisées centrées-réduites pour
minimiser d’éventuelles variations indésirables entre spectres, « msc » la méthode de correction
multiplicative de la réflexion diffuse (multiplicative signal correction), « dt » I'opération de detrend
qui permet d’enlever la tendance d’augmentation d’absorbance lorsque les nombres d’ondes
diminuent, « derl » dérivée premiere des données brutes, « der2 » dérivée seconde des données
brutes, « snv_derl » dérivée premiere des données normalisées et « snv_der2 » dérivée seconde
des données normalisées (Bertrand et Dufour, 2006). Les huit modalités spectrales des spectres PIR
pris avec I'appareil portable sur les feuilles fraiches des boutures de I'’expérimentation plein champ
sont présentés en annexe 4.
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Des Analyses en Composantes Principales (ACP) pour chaque facteur ont été réalisées sur les
huit modalités spectrales, a I'aide du package « ade4 » (v1.7.22, Thioulouse et al., 2018). Les individus
hors normes ont été retirés.

A la suite des ACP, des modeles de prédiction ont été testés avec la méthode de la Partial Least
Square pour les classes (PLS-DA). La prédiction de I’enracinement a été testée sur toutes les classes
d’enracinement (M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation,
C = cal de prolifération, D = racine), et également sur les classes de survie, en fusionnant les classes A,
B, C et D en une classe boutures arrivées a terme nommée T. La qualité de cette prédiction a été
évaluée a 'aide d’une validation croisée et de I'édition d’une matrice de confusion. Tout d’abord, le
jeu de données a été divisé aléatoirement entre un ensemble de données d’entrainement et un
ensemble de données de test. La validation croisée sur les données d’entrainement a permis de
calculer I’erreur moyenne de classification du modele et de choisir le couple prétraitement et nombre
de variables latentes de la PLS-DA qui minimisait cette erreur. Ces parametres ont été utilisés pour la
mise en place du modele de prédiction. Ce modele a produit deux matrices de confusion, une sur les
données d’entrainement et une sur les données test. Ces matrices ont donné le résultat de la
classification des données effectuée par la PLS-DA, ainsi que la précision de cette classification
(comprise entre 0 et 1) et le coefficient Kappa associé. Ce coefficient compare la classification effectuée
par le modele a une classification au hasard. Un coefficient Kappa de 0 correspond a une répartition
proche du hasard, et un Kappa de 1 correspond a une matrice sans aucune erreur. La matrice de
confusion des données test a permis de vérifier la précision réelle du modéle sur des données qui n’ont
pas servi a sa création.

Des régressions Partial Least Square (PLS-R) ont été réalisées afin d’évaluer la prédiction de la
composition en sucres de la matiere seche de la tige des boutures par la spectrométrie. Apres
séparation du jeu de données en données d’entrainement et de test, la validation croisée a permis
d’évaluer le modeéle par le calcul du coefficient de régression (R?) et de I'erreur quadratique moyenne
de prédiction (Root Mean Square Error of Prediction, RMSEP). Le couple prétraitement des spectres et
nombre de composantes de la PLS-R a été choisi de facon a maximiser le R? et a minimiser la RMSEP
d’entrainement. Le modéle créé a ensuite été testé sur I’'ensemble test, ce qui a donné le R? de test.
La validation de la précision des modeéles de prédiction a été réalisée a partir des R? d’entrainement et
de test, pour lesquels il a été défini la valeur seuil de 0,7 au-dela de laquelle la prédiction a été
considérée comme significative, dans cette démarche exploratoire. Le package utilisé pour les PLS-DA
et PLS-R a été « caret » (v6.0.94, Kuhn, 2008).

Les spectres MIR ont été restreints a la gamme spectrale de 5555 a 12 500 nm (1800 3 800 cm™?)

car il s’agit de la zone la plus riche en informations. Ils ont ensuite été analysés de la méme fagon que
les spectres de PIR (Prétraitements, ACP, PLS-DA et PLS-R).
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2 Résultats:

63,7% des boutures notées de I'expérimentation plein champ et 82,2% des boutures en serre
ont été dégradées avant la fin des 50 jours d’enracinement par des larves de Bradysia impatiens
(identification par barcoding). La classe d’enracinement des boutures mortes prématurément (M) a
pris beaucoup d’ampleur. Ainsi les effectifs des autres classes ont été considérablement réduits,
affectant les résultats des expérimentations. Quelques boutures ont également été touchées par des
contaminations fongiques, qui restent néanmoins minoritaires.

2.1 Expérimentation plein champ :

2.1.1 Influence de la famille sur les mesures morphologiques, biochimiques et
spectrométriques
2.1.1.1  Production de bouture et croissance

Les premiéres boutures ont été prélevées le 24 mai 2024 et les derniéres le 27 juin 2024.

Au long des 34 jours de I'expérimentation plein champ, 462 boutures ont été prélevées. Parmi
celles-ci, 179 boutures sélectionnées par échantillonnage aléatoire ont été notées. Au seuil d’erreur
de 5%, le nombre de boutures produites par pied-mere n’est pas significativement différent entre les
trois familles (test de Kruskal-Wallis, p-value = 0,84). En médiane, un pied-mére a produit 18 boutures
en 34 jours (Tableau 5).

L’étude des plants témoins a conclu qu’il n’y avait pas non plus de différence significative
d’allongement ou de plastochrone apparent entre les familles (test de Krukal-Wallis : p-value = 0,64 et
p-value = 0,32). En médiane, les axes des plants s’allongeaient de 1 cm/j, et un nouveau métameére
était formé (apparition d’'une nouvelle paire de feuille) au bout de 6,6 jours (Tableau 6).

Tableau 5 : Nombre de boutures produites au cours de I'expérimentation plein champ (durée : 34 jours).

Nombre médian de | Nombre total de boutures|Nombre total de
Famille boutures par pied-mére produites boutures notées
45x21 14,5 154 55
45x31 22,5 168 59
6x8 18 140 65
Total 18 462 179

Tableau 6 : Allongement et plastochrone médian des plants témoins de I'expérimentation plein champ.

Famille Allongement médian (cm/j) | Plastochrone médian (j)

45x21 1,3 5,7
45x31 1 6,6
6x8 0,9 8,2
Total 1 6,6
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Figure 15 : Expérimentation plein champ. Corrélations entre les mesures morphologiques.
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Figure 16 : Expérimentation plein champ. Boxplots des mesures morphologiques présentant des différences
significatives entre familles (6x8, 45x31, 45x21). Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests de
Kruskal-Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres. A) Longueur de la tige de la bouture en cm (longueur_tige).
B) Diamétre basal fin de la tige de la bouture en cm (diametre).
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Figure 17 : Expérimentation plein champ. AFD des données morphologiques discriminées selon la famille.
A) Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I’AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des familles
(6x8, 45x31, 45x21). B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.1.1.2 Approche morphologique :

De nombreuses corrélations significatives ont été observées entre caracteres morphologiques,
et particulierement la longueur de la feuille avec sa largeur, et la longueur de la foliole avec sa largeur.
Ces quatre mesures étant tres proches, seules les longueurs de la feuille et de la foliole ont été gardées
pour la suite des analyses (fig. 15).

Au seuil d’erreur de 5%, les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn ont montré que les tiges des
boutures de la famille 6x8 étaient significativement moins longues et avec un diametre basal fin plus
petite que les deux autres familles (fig. 16). Les autres données morphologiques n’ont pas montré de
différence significative.

Cependant, l'effet « famille » du plant n’affecte pas suffisamment les caractéristiques
morphologiques relevées au cours de cette expérimentation pour que cela apparaisse dans une AFD
(fig. 17, A). L'ellipse de la famille 45x31 est contenue presque entierement dans celle de la famille
45x21, indiquant des caractéristiques morphologiques similaires. Les variables ayant un poids
important dans le placement des points de I’AFD sont la longueur de la tige de la bouture et la longueur
de la feuille basale de la bouture (fig. 17, B)

D’apres I'AFD, il n’y a pas d’effet « famille » fort et significatif sur les variables morphologiques
qui nécessiterait d’étre pris en compte dans la suite des analyses. L’étude des classes d’enracinement
a donc été réalisée sur le jeu de données complet, familles confondues.
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Figure 18 : Expérimentation plein champ. Quantités médianes de sucres solubles (mg/g de matiere seche) dosées
par HPLC dans les tiges prélevées sous les boutures en fonction des familles des pied-meéres : 6x8, 45x31 et 45x21.
Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres
(p-values corrigées par la méthode de Holm). L’absence de lettre indique la non-significativité des différences au
seuil d’erreur de 5%.
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Figure 19 : Expérimentation plein champ. Boxplot de la teneur en eau dans les tiges des boutures en fonction des
familles des pied-meres : 6x8, 45x31 et 45x21. Aucune différence significative observée au seuil d’erreur de 5%
(test de Kruskal-Wallis).
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Figure 20 : Expérimentation plein champ. AFD des données biochimiques discriminées selon la famille.
A) Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I’AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des familles
(6x8, 45x31, 45x21). B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.1.1.3 Approche biochimique :

Le sucre soluble majoritaire dans les boutures de I'expérimentation plein champ était le
mannitol. Le myo-inositol et le raffinose étaient présents en plus petite quantité dans les échantillons
(fig. 18).

Les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn ont montré que les quantités de sucres solubles totaux
étaient équivalents entre familles. Des différences significatives de quantités au seuil d’erreur de 5%
ont néanmoins été observées pour certains sucres (fig. 18). Les tiges des boutures issues de la famille
45x31 présentaient moins de stachyose, de raffinose et de myo-inositol, et une plus grande quantité
de glucose que celles issues de la famille 6x8. Aucune différence dans les teneurs en eau des boutures
des trois familles n’a été observée (fig. 19).

Des zones de la représentation de I’AFD sont occupées par des points d’'une seule famille (fig.
20, A). Les variables ayant le plus influencé le placement des points sont le mannitol, le myo-inositol,
le raffinose et le glucose (fig. 20, B). Néanmoins, la majorité des points sont compris dans les ellipses
de confiance a 95% des trois familles. Comme pour les données morphologiques, I'’AFD sur les mesures
biochimiques n’a pas montré de fortes différences entre familles. Le jeu de données biochimique a
donc été utilisé entierement, toutes familles confondues dans I’étude des classes d’enracinement.
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Figure 21 : Expérimentation plein champ. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres PIR de laboratoire (proche
infrarouge). Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale :
prétraitement snv_der2. Ellipses de confiance a 95%.
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Figure 22 : Expérimentation plein champ. PLS-DA sur les spectres PIR de laboratoire, pour la prédiction des familles
des pied-meres : 6x8, 45x31, 45x21. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures.
A) Validation croisée. B) Parametres du meilleur modéle de prédiction obtenus par la validation croisée.
C) Matrice de confusion sur le jeu de données d’entrainement, calculée grdce au meilleur modéle. D) Matrice de
confusion sur le jeu de données de test, calculée grdce au meilleur modéle.
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2.1.1.4 Approche spectrométrique :

Aucune ACP sur les données brutes ou prétraitées de spectrométrie proche et moyen
infrarouge n’a séparé fortement les trois familles. La figure 21 présente en exemple I'une de ces ACP,
sur les spectres PIR. En conséquence, le jeu de données complet, familles confondues, et tous les
prétraitements de spectres ont été utilisés pour I'analyse de I’enracinement des boutures.

En revanche, les analyses PLS-DA sur ces mémes spectres MIR et PIR ont tout de méme permis
de discriminer les familles. Les trois types de spectres PIR, acquis par I’équipement portable sur feuilles
et tige et laboratoire sur feuilles, conduisent a des résultats similaires. L’analyse en PLS-DA des spectres
PIR de laboratoire est donnée en figure 22. L’erreur moyenne de classification de la validation croisée
diminue avec I'augmentation des variables latentes, jusqu’a atteindre la valeur minimale de 0,33 avec
16 variables latentes et le prétraitement « snv ». La précision de la matrice de confusion sur le jeu
d’entrainement est trés élevée (0,9), alors que celle sur le jeu de test est moins convaincante (0,6) (fig.
22).

L’étude des spectres MIR a produit une meilleure matrice de confusion que les spectres PIR,
avec une précision élevée (>0,9) et un coefficient Kappa supérieur a 0,8 pour le jeu de données
d’entrainement comme pour le jeu de test (fig. 23). Cette prédiction trés précise a été obtenue en
choisissant le prétraitement des spectres « msc » qui maximisait les différences dues aux familles.
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Figure 23 : Expérimentation plein champ. PLS-DA sur les spectres MIR de laboratoire, pour la prédiction des
familles des pied-méres : 6x8, 45x31, 45x21. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des
boutures. A) Validation croisée. B) Parametres du meilleur modéle de prédiction obtenus par la validation croisée.
C) Matrice de confusion sur le jeu de données d’entrainement, calculée grdce au meilleur modéle. D) Matrice de
confusion sur le jeu de données de test, calculée grdce au meilleur modele.
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2.1.2 Prédiction de I'enracinement des boutures
2.1.2.1 Effectifs et influence de la famille sur I'enracinement :

Le pourcentage de boutures racinées est calculé sur les boutures arrivées a terme car il est
impossible de savoir ce que seraient devenues les boutures mortes prématurément en I'absence du
ravageur (Tableau 7). Le meilleur taux d’enracinement est atteint par la famille 45x31, avec 27,8%
d’enracinement des boutures arrivées a terme, mais aucune influence significative de la famille n’a été
mise en avant par le test du Khi? (p-value = 0,9).

Tableau 7 : Expérimentation plein champ. Enracinement des boutures. M = mortes prématurément, A = pas de
cal ni de racine, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine.

Famille Boutures mortes Boutures arrivées a terme (T) Nombre Pourcentage de
prématurément (M) total de boutures arrivées a
M A B C D bouture terme racinées
6x8 42 5 4 8 6 65 26
45x31 41 3 4 6 5 59 27,8
45x21 31 6 6 6 6 55 25
Total 114 14 14 20 17 179
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Figure 24 : Expérimentation plein champ. Boxplots des mesures morphologiques présentant des différences
significatives entre les classes d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B
=cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine. Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests
de Kruskal-Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres. A) Longueur de la feuille basale de la bouture en cm
(longueur_feuille). B) Longueur de la foliole terminale de la feuille basale de la bouture en cm (longueur_foliole)
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Figure 25 : Expérimentation plein champ. AFD des données morphologiques discriminées selon I'enracinement.
A) Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I'AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de
prolifération, D = racine. B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.1.2.2 Approche morphologique :

L’analyse variable par variable par les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn ont permis de mettre
en avant des différences entre classes d’enracinement. Au seuil d’erreur de 5%, les boutures mortes
prématurément (M) avaient des feuilles moins longues que les boutures n’ayant formé ni cal ni racine
(A), et que celles ayant formé un cal de prolifération (C) (fig. 24, A). Elles avaient également une foliole
terminale moins longue que ces mémes boutures et que celles ayant formé des racines (D) (fig. 24, B).

L’AFD des données morphologiques n’a pas discriminé toutes les classes d’enracinement les
unes des autres. L’ellipse des boutures ayant formé un cal de prolifération (C) est incluse dans celles
n’ayant formé ni cal ni racine (A) (fig. 25, A). La méme observation peut étre faite sur les boutures
ayant produit des racines (D) et celles ayant formé un cal de cicatrisation (B). Les boutures mortes
prématurément se distinguent des autres classes. La variable la plus responsable de cet éloignement
semble étre le diameétre large de la tige (fig. 25, B). Les autres variables ayant un poids fort dans I’AFD
sont la longueur et le nombre de folioles de la feuille basale de la bouture, la longueur de la foliole
terminale de cette méme feuille.
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Figure 26 : Expérimentation plein champ. Quantités médianes de sucres solubles (mg/g de matiére seche) dosées par HPLC
dans les tiges prélevées sous les boutures en fonction des classes d'enracinement de celles-ci : M = mortes prématurément,
A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine. Les groupes formés au seuil
d’erreur de 5% avec les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres (p-values corrigées par la méthode
de Holm). L’absence de lettre indique la non-significativité des différences au seuil d’erreur de 5%.
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Figure 27 : Expérimentation plein champ. Boxplot de la teneur en eau dans les tiges des boutures en fonction des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération,
D =racine. Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests de Kruskal-Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres.
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Figure 28 : Expérimentation plein champ. AFD des données biochimiques discriminées selon I’enracinement.
A) Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I'AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de
prolifération, D = racine. B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.1.2.3  Approche biochimique :

L’analyse individuelle de chaque sucre révéele des différences significatives au seuil de 5% entre
les classes d’enracinement. Les boutures mortes prématurément (M) avaient une quantité plus faible
de stachyose que les boutures arrivées a terme (A, B, C et D) (fig. 26). Elles possédaient également
moins de saccharose et de raffinose que les boutures ayant formé un cal de prolifération (C) ou des
racines (D), et présentaient a l'inverse une quantité plus élevée de fructose que les boutures ayant
formé un cal de prolifération (C). La teneur en eau de ces boutures mortes prématurément était
significativement plus élevée que celles des boutures arrivées a terme (fig. 27).

L’AFD des données biochimiques ne montre pas de différence entre les classes d’enracinement
des boutures arrivées a terme (A, B, C, et D) (fig. 28). Néanmoins, les boutures mortes prématurément
(M) se distinguent a nouveau des boutures arrivées a terme.
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Figure 29 : Expérimentation plein champ. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de PIR (proche infrarouge) portable.
Spectres mesurés sur les feuilles fraiches du bas des boutures. Modalité spectrale : prétraitement snv. Ellipses de
confiance a 95% tracées autour des classes de survie des boutures : M = mortes prématurément, T = arrivées a terme.
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Figure 30 : Expérimentation plein champ. PLS-DA sur les spectres de PIR (proche infrarouge) portable, pour la
prédiction des classes de survie des boutures : M = mortes prématurément, T = arrivées a terme. Spectres mesurés
sur les feuilles fraiches du bas des boutures. A) Validation croisée. B) Parametres du meilleur modele de prédiction
obtenus par la validation croisée. C) Matrice de confusion sur le jeu de données d’entrainement, calculée grdce
au meilleur modéle. D) Matrice de confusion sur le jeu de données de test, calculée grdce au meilleur modele.
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2.1.2.4 Approche spectrométrique :

Aucune ACP ou PLS-DA en spectrométrie PIR n’a été capable de différencier les classes
d’enracinement des boutures arrivées a terme. En revanche, en regroupant les 4 classes de boutures
arrivées a terme, une séparation en ACP et PLS-DA a été observée entre les boutures mortes
prématurément et toutes les boutures arrivées a terme. Les spectres PIR de tige acquis avec I'appareil
portable ont présenté des différences moins visibles entre ces classes de survie que les autres
méthodes spectrométrie PIR.

La figure 29 présente une des ACP séparant les deux groupes d’enracinement, obtenue avec le
PIR portable sur feuille et le prétraitement « snv ». Les ellipses de confiance des deux groupes se
recouvrent en partie, indiquant une confusion des caractéristiques spectrométriques. Néanmoins, les
centres des groupes sont distincts, et de nombreux points ne sont compris que dans une ellipse. Cette
distinction des groupes est confirmée par la PLS-DA (fig. 30) effectuée sur ces mémes données,
prétraitées cette fois avec «derl». La validation croisée d’entrainement atteint la valeur
minimale d’erreur moyenne de classification (0,16) lorsque 14 variables latentes sont prises en
compte. Les matrices de confusion parviennent a classer les boutures avec une précision de 0,9 (kappa
=0,79) sur le jeu d’entrainement, et une précision de 0,76 (kappa = 0,5) sur le jeu de test.

Les acquisitions en MIR ont également permis de distinguer les boutures mortes
prématurément des boutures arrivées a terme en ACP (fig. 31) et PLS-DA (fig. 32Figure 32). Les quatre
classes d’enracinement des boutures arrivées a terme sont restées inséparables. Les valeurs de kappa
et de précision sont plus faibles, mais valident tout de méme la capacité de la MIR a discriminer les
boutures mortes prématurément (précision de 0,78 et Kappa de 0,34 sur le jeu de test).
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Figure 31 : Expérimentation plein champ. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de MIR (moyen infrarouge).
Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale : prétraitement
snv_der?2. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes d’enracinement : M = mortes prématurément,
T =arrivées a terme.
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Figure 32 : Expérimentation plein champ. PLS-DA sur les spectres de MIR (moyen infrarouge), pour la prédiction
des classes de survie des boutures : M = mortes prématurément, T = arrivées a terme. Spectres mesurés sur les
feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. A) Validation croisée. B) Paramétres du meilleur modeéle de
prédiction obtenus par la validation croisée. C) Matrice de confusion sur le jeu de données d’entrainement,
calculée grdce au meilleur modele. D) Matrice de confusion sur le jeu de données de test, calculée grdace au
meilleur modéle.
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2.2 Expérimentation en serre :

2.2.1 Influence des pincements sur les mesures morphologiques, biochimiques et
spectrométriques

Les premiéres boutures ont été récoltées le 27 mai 2024 et les derniéres le 27 juin 2024, soit
une expérimentation d’'une durée de 31 jours. Quelques jours apres le début de I'expérimentation,
deux plants appartenant a la modalité pincement a 1 métamere ont flétrit sans raison apparente,
entrainant ainsi I’arrét de leur croissance. Deux plants de cette méme modalité ont été touchés par
des acariens.

2.2.1.1 Production de boutures

Au total, 84 boutures ont été récoltées au cours de ces 31 jours, et 73 ont été échantillonnées
et notées. Le nombre moyen de boutures produites par pied-meére est difficile a estimer pour les plants
pincés a un métamere, car seulement trois d’entre eux ont pu croitre de fagon optimale. En médiane,
ces trois plants ont produit chacun 9 boutures au cours des 31 jours. La médiane sur les sept plants de
la modalité est de 4 boutures (Tableau 8). Les tests de Kruskal-Wallis ont montré qu’il n’y avait pas de
différence significative de nombre de boutures produites entre les plants des deux modalités de
pincement, que tous les plants soient considérés ou seulement ceux dont la croissance au cours de
I'essai a été optimale (respectivement p-value = 0,17 et p-value = 0,4).

Tableau 8 : Boutures produites au cours de l'expérimentation en serre (durée : 31 jours).

Nombre médian de | Nombre total de boutures | Nombre total de

Pincement boutures par pied-mére produites boutures notées
1 métamere 4 33 26
2 métameres 7 51 47
Total 5,5 84 73
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Figure 33 : Expérimentation en serre. Corrélations entre les mesures morphologiques.
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Figure 34 : Expérimentation en serre. Boxplots des mesures morphologiques présentant des différences significatives entre les
modalités de pincement des pied-meres : 1 ou 2 métameres. Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests de Kruskal-
Wallis et de Dunn sont indiqués par des lettres. A) Longueur de la feuille basale de la bouture en cm (longueur _feuille). B) Nombre

de folioles de la feuille basale de la bouture (nb_foliole). C) Diamétre basal maximal de la tige de la bouture (diametre_large).
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Figure 35 : Expérimentation en serre. AFD des données morphologiques discriminées selon le pincement
appliqué. A) Représentation des individus sur I’axe discriminant de I’AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées
autour des modalités de pincement (pincement a 1 métameére et pincement a 2 métameres). B) Cercle de
corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.2.1.2 Approche morphologique :

Des corrélations entre mesures morphologiques ont également été observées dans
I’expérimentation en serre (fig. 33). A nouveau, la largeur et la longueur des feuilles ainsi que la largeur
et la longueur de la foliole terminale sont fortement corrélées. Dans la suite des analyses, la largeur
des feuilles et celle de la foliole terminale ne seront donc pas utilisés.

Des différences significatives au seuil d’erreur de 5% ont été observées entre les deux
modalités de pincement. Les boutures issues des plants pincés a un métamere avaient des feuilles
basales moins longues et un nombre de folioles plus faible que celles issues des plants pincés a deux
métameres (fig. 34, A et B). Le diametre large de la tige de ces boutures était également plus faible
(fig. 34, C). Le diametre fin, qui est pourtant I'une des variables les plus discriminante en AFD ne
présente pas de différence significative entre modalités d’apres le test de Wilcoxon.

Les individus des deux modalités de pincement sont séparés sur I’AFD (fig. 35, A). Les variables
les plus discriminantes sont le diametre fin de la tige et le nombre de folioles de la feuille basale de la
bouture (fig. 35, B). Malgré l'influence apparente des modalités de pincement sur les mesures
morphologiques, les données ont tout de méme été utilisées dans leur ensemble pour I'étude de
I’enracinement afin de ne pas réduire les effectifs déja faibles.
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Figure 36 : Expérimentation en serre. Quantités médianes de sucres solubles (mg/g de matiere seche) dosées par HPLC
dans les tiges prélevées sous les boutures en fonction des modalités de pincement des pied-meres : 1 ou 2 métameres. Les
groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec le test de Kruskal-Wallis sont indiqués par des lettres (p-values corrigées par
la méthode de Holm). L’absence de lettre indique la non-significativité des différences au seuil d’erreur de 5%.
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Figure 37 : Expérimentation en serre. Boxplot de la teneur en eau dans les tiges des boutures en fonction des
modalités de pincement des pied-méres : 1 ou 2 métameres. Aucune différence significative observée au seuil

d’erreur de 5% (test de Kruskal-Wallis).
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Figure 38 : Expérimentation en serre. AFD des données biochimiques mesurées discriminées selon le pincement
appliqué. A) Représentation des individus sur I'axe discriminant de I’AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées
autour des modalités de pincement (pincement a 1 métamére et pincement a 2 métameres). B) Cercle de
corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.2.1.3 Approche biochimique :

N

Au seuil d’erreur de 5%, les boutures prélevées sur les plants pincés a un métamere
présentaient des taux de fructose significativement plus élevés que celles prélevées sur les plants
taillés a deux métameres (fig. 36). Aucune différence dans les quantités des autres sucres solubles,
dans les quantités totales de sucres solubles, et dans la teneur en eau entre les deux modalités de
pincement n’a été observée (fig. 37).

Les données biochimiques ont permis a I’AFD de séparer les modalités de pincement (fig. 38,
A). Le mannitol et le glucose sont les sucres ayant le plus participé a la discrimination de I'AFD (fig. 38,
B). Comme pour les données morphologiques, malgré I'influence des pincements sur les mesures
biochimiques, le jeu de données a été analysé dans sa totalité par la suite a cause des faibles effectifs.
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Figure 39 : Expérimentation en serre. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de PIR (proche infrarouge)
laboratoire. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale :
prétraitement snv_der2. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des modalités de pincement.

. Meilleur modéle :
s g Prétraitement : snv
B - — Nombre de variables latentes : 15
= T — Erreur moyenne de classification
@ _
il § - —— dert minimale : 0,18
o der2
e ~ —— snv_der1
g snv_der2
c 8 4
0>J_ o
o]
2 i
I'r' T T T T
5 10 15 20 25
Variables latentes
A) B)
Entrainement Test
Référence Référence
Im. | 2m. 1m. 2m.
c [y
o | 1m. 14 0 o [ 1m. 1 0
4 =]
= Q
ge) ©
£lam | o0 £l2m.| 4
Précision: 1 Précision : 0,7333
Kappa:1 Kappa : 0,25
Q) D)

Figure 40 : Expérimentation en serre. PLS-DA sur les spectres de PIR (proche infrarouge) laboratoire, pour la
prédiction des modalités de pincement des pied-méres : 1 m. = pincement a 1 métamere, 2 m. = pincement a 2
métameéres. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. A) Validation croisée.
B) Parametres du meilleur modeéle de prédiction obtenus par la validation croisée. C) Matrice de confusion sur le
jeu de données d’entrainement, calculée grdce au meilleur modéle. D) Matrice de confusion sur le jeu de données
de test, calculée grdce au meilleur modele.
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2.2.1.4 Approche spectrométrique :

Comme pour I'expérimentation plein champ, les trois méthodes de PIR ont produit des ACP et
PLS-DA similaires, avec les spectres PIR portable sur tiges présentant les PLS-DA et les ACP séparant le
moins les groupes. L’ACP des spectres PIR de laboratoire montre que les deux modalités de pincement
ne sont pas totalement confondues mais restent proches, quel que soit le prétraitement (fig. 39).

La PLS-DA effectuée a la suite de cette ACP a montré une trés bonne séparation des deux
modalités de pincement sur le jeu d’entrainement: la valeur minimale d’erreur moyenne de
classification de la validation croisée est de 0,18 et est atteinte avec 15 variables latentes et le
prétraitement « snv » (fig. 40). La matrice de confusion d’entrainement ne montre aucune erreur de
classification (précision et kappa de 1). La matrice de confusion de test classe en revanche quasiment
toutes les boutures dans la modalité deux métameres (précision de 0,73 et Kappa de 0,25) mais cela
est certainement di aux faibles effectifs déséquilibrés entre classes.

Les analyses des spectres en MIR sont cohérentes avec les spectres PIR. Les modalités de
pincement ne sont pas séparées en ACP mais le sont en PLS-DA (fig. 41 et fig. 42). Contrairement au
PIR, la matrice de confusion du jeu de données test est aussi précise que celle du jeu de données
d’entrainement (Précision du jeu de données d’entrainement = 0,96 ; du jeu de données test = 1).
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Figure 41 : Expérimentation en serre. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de MIR (moyen infrarouge).
Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale : prétraitement
snv. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des modalités de pincement : 1 = pincement a un métamere, 2 =
pincement a deux métameéres.
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Figure 42 : Expérimentation en serre. PLS-DA sur les spectres de MIR (moyen infrarouge) laboratoire, pour la
prédiction des modalités de pincement des pied- méres : 1 m. = pincement a 1 métamere, 2 m. = pincement a 2
métameéres. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. A) Validation croisée.
B) Parametres du meilleur modeéle de prédiction obtenus par la validation croisée. C) Matrice de confusion sur le
jeu de données d’entrainement, calculée grdce au meilleur modéle. D) Matrice de confusion sur le jeu de données
de test, calculée grdce au meilleur modéle.
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2.2.2 Prédiction de I'enracinement des boutures
2.2.2.1 Effectifs et influence du pincement sur I'enracinement :

82,2% des boutures ont été dégradées avant les 50 jours d’enracinement. Les effectifs de cet
essai étaient donc trés faibles et les analyses de données n’ont pas pu toutes étre effectuées. Les
boutures arrivées a terme prélevées sur les plants pincés a deux métameres se sont enracinées a 25%,
tandis qu’aucune bouture issue des plants pincés a un métamere ne s’est enracinée (Tableau 9). Le test
du Khi2 a montré que le pincement n’avait pas eu d’effet sur I'’enracinement des boutures (p-value =
0,181)

Tableau 9 : Expérimentation en serre. Enracinement des boutures. M = mortes prématurément, A = pas de cal ni
de racine, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine.

Pincement Boutures mortes Boutures arrivées a terme Nombre total Pourcentage de
prématurément de bouture boutures arrivées
M A B C D a terme racinées
1 métamere 21 4 0 1 0 26 0
2 métameres 39 1 3 2 2 47 25
Total 60 5 3 3 2 73
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Figure 43 : Expérimentation en serre. Boxplot du nombre de folioles des feuilles de I’apex de la bouture en fonction
des classes d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation,
C = cal de prolifération, D = racine. Les groupes formés au seuil d’erreur de 5% avec les tests de Kruskal-Wallis et

de Dunn sont indiqués par des lettres.
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Figure 44 : Expérimentation en serre. AFD des données morphologiques discriminées selon I'enracinement. A)
Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I’AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal
de prolifération, D = racine. B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de

I'AFD.
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2.2.2.2 Approche morphologique :

Au seuil d’erreur de 5%, les boutures mortes prématurément (M) avaient plus de folioles sur
les feuilles de I'apex que les boutures n’ayant formé ni cal ni racine (A) (fig. 43). Aucune autre
différence significative n’a été observée entre les autres classes d’enracinement et sur les autres
mesures morphologiques.

Les effectifs des classes d’enracinement des boutures arrivées a terme étant tres faibles, les
ellipses de confiance a 95% des graphiques des individus de I’AFD n’ont pas pu étre tracées, seuls les
points ont été représentés.

Sur I’AFD, les boutures mortes prématurément (M) sont confondues avec celles ayant formé
un cal de prolifération (C) mais semblent se distinguer des autres classes d’enracinement (fig. 44, A). Il
est difficile d’affirmer cette séparation a cause des faibles effectifs. Toutes les mesures
morphologiques ont un poids équivalent dans la discrimination de I’AFD (fig. 44, B).
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Figure 45 : Expérimentation en serre. Quantités médianes de sucres solubles (mg/g de matiére seche) dosées par HPLC
dans les tiges prélevées sous les boutures en fonction des classes d'enracinement de celles-ci : M = mortes prématurément,
A =pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine. Aucune différence significative
observée au seuil d’erreur de 5% (test de Kruskal-Wallis, p-values corrigées par la méthode de Holm).
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Figure 46 : Expérimentation en serre. Boxplot de la teneur en eau dans les tiges des boutures en fonction des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de
prolifération, D = racine. Aucune différence significative observée au seuil d’erreur de 5% (test de Kruskal-Wallis).
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Figure 47 : Expérimentation en serre. AFD des données biochimiques discriminées selon I’enracinement.
A) Représentation des individus sur les axes 1 et 2 de I'AFD. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes
d’enracinement : M = mortes prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de
prolifération, D = racine. B) Cercle de corrélation montrant le poids des variables dans la discrimination de I’AFD.
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2.2.2.3 Approche biochimique

Bien que les boutures arrivées a terme sans produire de cal ni de racine (A) semblaient
présenter des taux de sucres beaucoup plus bas que les autres classes d’enracinement, les tests de
Kruskal-Wallis n’ont montré aucune différence significative au seuil d’erreur de 5% dans les quantités
de sucres solubles totaux et individuels entre toutes les classes d’enracinement (fig. 45). Il n’y avait pas
non plus de différence significative dans les teneurs en eau des boutures entre les classes
d’enracinement (fig. 46).

L'AFD sur les données biochimiques semble a nouveau séparer les boutures mortes
prématurément (M) des autres classes d’enracinement (A, B, C, D) (fig. 47, A). Les données participant
le plus a la discrimination sont la teneur en eau, les quantités de myo-inositol, de raffinose et de
stachyose (fig. 47, B).
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Figure 48 : Expérimentation en serre. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de PIR (proche infrarouge)
laboratoire. Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale :
prétraitement snv_der2. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes d’enracinement : M = mortes
prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine.
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Figure 49 : Expérimentation en serre. Dimensions 1 et 2 de I’ACP sur les spectres de MIR (moyen infrarouge).
Spectres mesurés sur les feuilles lyophilisées et broyées du bas des boutures. Modalité spectrale :
prétraitement derl. Ellipses de confiance a 95% tracées autour des classes d’enracinement : M = mortes
prématurément, A = pas de cal ni de racine formé, B = cal de cicatrisation, C = cal de prolifération, D = racine.
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2.2.2.4 Approche spectrométrique :

A cause des tres faibles effectifs des boutures arrivées a terme, les PLS-DA n’ont pas été
réalisées puisqu’elles étaient peu fiables. Seules les ACP sont présentées.

Aucune séparation des groupes par les ACP n’a été observée sur les spectres PIR portable tige.
En revanche, sur les ACP des spectres PIR portable feuille et PIR de laboratoire feuille, les deux
boutures racinées (D) sont éloignées de toutes les autres modalités, notamment avec le prétraitement
« snv_der2 » (fig. 48).

La séparation des boutures racinées (D) en ACP est également visible en spectrométrie MIR
(fig. 49). La meilleure séparation est obtenue avec le prétraitement « derl ». Les autres classes
d’enracinement sont indissociables, comme en PIR.
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2.3 Prédiction des sucres par la spectrométrie :

Les R? des PLS-R sur les données de test ne sont pas montré car ils sont tous en dessous de 0,7
pour I'expérimentation plein champ, ou peu fiables pour I'expérimentation en serre a cause du faible
effectif. Les R? sur le jeu d’entrainement sont présentés dans le tableau 10.

Les prédictions des sucres pour I'expérimentation plein champ ne sont pas satisfaisantes. Seul
le glucose est correctement prédit par la MIR avec un R? d’entrainement de 0,79.

Les prédictions des sucres pour I'expérimentation en serre sont bien meilleures. Le mannitol
et le glucose sont correctement prédits par les spectres de toute gamme et équipement sur les feuilles.
Le stachyose est prédit par toutes les méthodes de spectrométrie PIR, le saccharose par la
spectrométrie PIR laboratoire, la quantité totale de sucres par les spectrométries PIR et MIR
laboratoires, et la quantité de sucres a 6 carbones par toutes les méthodes.

Tableau 10 : R? sur les données d’entrainement des PLS-R de prédictions des sucres solubles contenus dans les
tiges sous les boutures par différentes méthodes de spectrométrie infrarouge et sur différents types
d’échantillons. En rouge, les R? considérés comme satisfaisants car supérieurs a 0,7. PIR : Proche Infrarouge, MIR :
Moyen infrarouge, Sucres a 6C : Sucres a 6 carbones (mannitol, glucose, fructose et myo-inositol).

Gamme PIR MIR
Equipement Portable Laboratoire Laboratoire
Echantillon Feuilles fraiches Section de tige Feuilles broyées Feuilles broyées
Entrainement R? R? R? R?
Mannitol 0,183 0,012 0,465 0,310
Glucose 0,650 0,316 0,626 0,790
Q. | Fructose 0,204 0,245 0,499 0,550
% Myo-inositol 0,174 0,195 0,573 0,400
6 Sucres a 6C 0,622 0,011 0,539 0,440
QE) Saccharose 0,244 0,153 0,267 0,250
o | Raffinose 0,119 0,333 0,261 0,140
Stachyose 0,400 0,496 0,501 0,550
Sucres 0,541 0,015 0,022 0,025
Mannitol 0,956 0,072 0,824 0,780
Glucose 0,996 0,601 0,771 0,840
Fructose 0,070 0,581 0,635 0,580
o | Myo-inositol 0,229 0,531 0,606 0,600
qt) Sucres a 6C 0,972 0,869 0,941 0,870
| Saccharose 0,131 0,495 0,746 0,540
Raffinose 0,268 0,132 0,661 0,090
Stachyose 0,725 0,759 0,813 0,470
Sucres 0,639 0,327 0,779 0,830
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3 Discussion

Le bouturage du fréne commun est un enjeu essentiel dans la lutte contre la chalarose. Il
permettrait d’améliorer la fiabilité des essais d’évaluation de sensibilité a la chalarose (répétitions
biologiques a génotype constant) et de faciliter la diffusion des génotypes a faible sensibilité en les
multipliant a I'identique. Malheureusement, le fréne commun est récalcitrant au bouturage. Une seule
équipe, menée par G.Douglas est parvenue a de bons résultats avec des taux d’enracinement
atteignant jusqu’a 94% d’enracinement (Douglas, 2001 ; Douglas et al., 2017). La méthode employée
consistait a créer le pied-mére par bouturage in vitro puis a le tailler a 5 cm une fois par an et a prélever
les boutures deux fois dans I'année. Malheureusement, a ce jour, aucune autre équipe n’a réussi a
reproduire cette méthode avec succes, pas méme le successeur de G. Douglas. L'un des freins majeurs
est I'étape d’enracinement in vitro des explants. Elle est trés complexe et sensible a de nombreux
facteurs intrinseques et extrinseques. L'INRAE d’Orléans (Ardon, France) n’a pas réussi cette étape, et
sur les 10 génotypes envoyés a un partenaire spécialisé, I'Institut Fur Pflanzenkultur (Schnega,
Allemagne), un seul a été enraciné apres 3 années.

Les objectifs de cette étude étaient (1) de prédire la probabilité d’enracinement d’une bouture
grace a une caractérisation morphologique et/ou biochimique et/ou la prise de spectre proche et
moyen infrarouge ; (2) d’évaluer l'influence de la génétique d’un plant au niveau famille sur des
caractéres morphologiques, biochimiques et spectrométriques, sur le nombre et la capacité rhizogene
des boutures produites ; (3) d’évaluer l'influence de deux modalités de pincement sur des caracteres
morphologiques, biochimiques et spectrométriques (caractéristiques de juvénilité), sur la durabilité du
plant, sur le nombre et la capacité rhizogene des boutures produites ; (4) d’estimer les quantités de
sucres solubles contenues dans les tissus des boutures par une étude des spectres infrarouges.

3.1 Estimation des quantités de sucres solubles contenues dans les tissus des
boutures par une étude des spectres infrarouges

Nos expérimentations ont montré que, dans certains cas, la spectrométrie infrarouge pourrait
se substituer a des dosages par HPLC. La prédiction de la quantité de sucre n’a été satisfaisante que
sur les plants clonaux de I'expérimentation en serre, ce qui indique que la prédiction ne serait peut-
étre pas possible sur tous les génotypes, ou dans tous les modes de culture, I'environnement en serre
étant standardisé contrairement, au plein champ. La prédiction nécessiterait peut-étre un modéle
spécifique pour chaque génotype ou famille, et par mode de culture. Il serait intéressant d’effectuer
de nouvelles PLS-R de prédiction des sucres en séparant les données de I’expérimentation plein champ
par famille, et de voir si cela améliore les prédictions, bien qu’il ne semble pas y avoir d’effet fort de la
famille sur les jeux de données. Le fructose, le myo-inositol et le raffinose n’ont été prédits par aucune
méthode. Le dosage des sucres par spectrométrie a déja été mis en place sur des biomasses végétales
(Sills et Gossett, 2012), et dans les industries agroalimentaires (Bertrand et Dufour, 2006).
L'identification de sucres sur les végétaux se fait surtout par la prise de spectres MIR avec une
assignation des bandes d’absorbance due a des liaisons chimiques caractéristiques, plutét que par la
mise en place de modeles de prédiction (Dima et al., 2023).

Il est encourageant de souligner que d’autres sucres ont été trés bien prédits, avec certains R?
d’entrainement supérieurs a 0,9, et ce par plusieurs techniques de spectrométrie. Les spectres PIR de
laboratoire sont les seuls a prédire la quantité de saccharose. Dans un objectif de réduire au minimum
I’équipement nécessaire et le temps de manipulation, la spectrométrie PIR portable sur feuilles
fraiches serait une alternative intéressante puisqu’elle prédit les taux de mannitol, glucose, sucres a 6
carbones, et stachyose avec un R? trés élevé.

Ces résultats sont a nuancer, puisque les R* des modeéles de prédiction ont été obtenus sur des
données d’entrainement et non de test. Les R? sur les jeux de données de test étaient trés faibles (tous
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inférieurs a 0,7), certainement a cause des faibles effectifs. Ces R? d’entrainement constituent une
preuve de concept : il est possible de prédire la quantité de certains sucres solubles dans les tissus
d’une bouture par de la spectrométrie infrarouge.

De plus, les mesures de spectrométrie et les dosages HPLC n’ont pas tous été réalisés sur les
mémes tissus pour des contraintes de quantités d’échantillons : il est difficile de récupérer la poudre
de I'échantillon apres un passage en spectrométrie MIR et un minimum de 10mg d’échantillon est
nécessaire pour une extraction de sucres pour I’'HPLC. Les spectres PIR portables sur les tiges fraiches
sont ceux qui prédisent le moins bien les sucres, bien qu’il s’agisse de la méme matrice que les dosages
HPLC. Ceci est d(i a la trop grande variabilité dans la dimension des sections de tiges. En effectuant le
dosage de référence HPLC sur les feuilles, comme les méthodes de spectrométrie, les résultats de
prédiction pourraient encore étre améliorés.

Au final, afin de préciser la fiabilité, il serait intéressant de refaire une expérimentation centrée
sur la prédiction des quantités de sucres, avec des effectifs suffisant a la réalisation d’une PLS-R, pour
des plants de différents génotypes, et, dans la mesure du possible, en dosant en HPLC les sucres a
prédire dans les mémes tissus que ceux utilisés pour la spectrométrie.

3.2 Enracinement des boutures :

La forte mortalité des boutures des deux expérimentations semble avoir été causée par un
état physiologique défaillant de la bouture, puisque la mortalité de la bouture a pu étre prédite
notamment par la spectrométrie infrarouge ; et par la présence de Bradysia impatiens dont les larves
ont consommé les boutures. Bradysia impatiens est une sciaride connues pour les ravages causés par
ses larves notamment sur les semis en serre. Ces sciarides avaient élu domicile dans le substrat
d’autres plantes présentes dans la chambre de culture, et leur nombre devenu trop important (malgré
la présence de plaques collantes dans la chambre de culture) a d{ les pousser a pondre dans la
vermiculite, un substrat normalement inhospitalier. Dés I'identification de ce ravageur, des plaques
collantes ont été installées également a I'intérieur des mini-serres, ce qui a considérablement réduit
le nombre d’adultes et limité les nouvelles pontes. Dans la perspective de nouveaux essais de
bouturage, il serait essentiel d’effectuer un vide sanitaire de la chambre de culture, de n’y installer si
possible que les boutures, de placer des plagues collantes en prévention et de surveiller la présence
éventuelle de larve ou d’adulte. En cas de présence du ravageur, des nématodes entomopathogenes
et des acariens prédateurs pourraient étre utilisés (Acharya et al., 2019). Quelques boutures ont été
dégradées par des contaminations fongiques non identifiées dont les dégats n’ont pas pris beaucoup
d’ampleur grace a une élimination systématique des boutures touchées. Ces contaminations
pourraient étre réduites par I'application de fongicides, mais ces produits ont parfois des influences
sur I'enracinement des boutures, c’est pourquoi il avait été choisi de n’appliquer aucun traitement
(Yeboah et al., 2010).

3.3 Prédiction de I’enracinement et de la mortalité des boutures

L'objectif majeur de cette étude était de prédire I'enracinement des boutures par des
approches morphologique, biochimique et spectrométrique. Malheureusement, aucune
caractéristique mesurée n’a permis de discriminer avec précision les boutures ayant racinées des
autres. Cependant, pour l'expérimentation en serre, les ACP effectuées sur les données
spectrométriques de PIR portables sur feuilles, PIR laboratoire et MIR ont montré une séparation
marquée des deux boutures racinées par rapport a toutes les autres classes d’enracinement. |l serait
intéressant de réitérer I'expérimentation, avec des effectifs plus grands, et des conditions sanitaires
mieux contrdlées afin de confirmer ou infirmer cette observation encourageante.

Le résultat étonnant de cette étude est la prédiction de la survie des boutures. De nombreuses
caractéristiques ont montré des différences entre les boutures mortes prématurément (M) et celles
arrivées a terme. Dans I'expérimentation plein champ, les boutures mortes prématurément avaient
des folioles et feuilles basales moins longues ; et dans I'expérimentation en serre elles avaient a I'apex
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des feuilles avec plus de folioles. Il semblerait que les boutures avec ces caractéristiques auraient des
chances plus faibles de survie, ou en tout cas une plus grande sensibilité au ravageur principal
rencontré, Bradysia impatiens. Un faible nombre de folioles est une caractéristique de juvénilité chez
le fréne (Wardle, 1961 ; essais 2023), et les boutures juvéniles ayant un meilleur taux d’enracinement
et donc de survie (Morgan et McWilliams, 1976 ; Libby et Hood, 1976 ; Galopin et al., 1996 ; Pizarro et
Diaz-Sala, 2019), nos observations sont cohérentes. Cette importance du nombre de folioles a I'apex
est a nuancer puisqu’observée uniquement sur I'expérimentation en serre, qui présentait de faibles
effectifs. Les longueurs de la feuille et de la foliole terminale rendent compte de la surface foliaire, qui
est un facteur déterminant dans I'enracinement des boutures. Il a notamment été montré sur Prunus
africana (Tchoundjeu et al., 2002) et Terminalia spinosa (Newton et al., 1992) que les boutures avec
des feuilles peu ou pas réduites s’enracinaient mieux que celles dont les feuilles avaient été fortement
réduites. Sur Rosa hybrida, |a surface foliaire initiale de la bouture était un indicateur de la croissance
des racines puisqu’elle était linéairement reliée a la masse seéche des racines aprés 10 semaines de
plantation (Costa et Challa, 2002). La surface foliaire de la bouture prélevée dépend du stade de récolte
de la bouture : ces observations montrent qu’il faudrait essayer, en plus du comptage de métamere,
de rajouter un seuil de longueur de feuille minimale pour effectuer le prélevement, afin de laisser le
temps aux feuilles de se développer. Le seuil choisi pourrait étre autour de 6,3 cm, la médiane des
boutures enracinées de I'expérimentation plein champ.

Dans I'expérimentation plein champ, une teneur en eau des tiges élevée était corrélée a une
mort prématurée. Il s’agit d’'un paramétre essentiel a la formation de racines, comme chez Acer
saccharum dont la teneur en eau optimale des boutures est comprise entre 55 et 75% (Tousignant et
al., 2003). Les dosages des sucres ont montré que ces boutures mortes prématurément avaient une
plus grande concentration en fructose et des concentrations plus faibles en stachyose, raffinose et
saccharose. Les sucres sont des régulateurs de I'induction et de la formation de racines adventives
(Druege, 2009), et sont impliqués dans des réseaux de signalisation, en lien avec les hormones
végétales telles que les auxines (Da Costa et al., 2013). Le fructose a des rdles contradictoires selon la
littérature. Il est connu pour réprimer a faible concentration la formation des racines primaires
d’Arabidopsis (Zhong et al., 2020). Mais il est également utilisé comme source d’énergie pour la
formation de racines adventives (Ahkami et al., 2009 ; Druege et al., 2019). Dans notre cas, le fructose
semble plutét étre un frein a la survie, et donc a I'enracinement des boutures. La présence de
saccharose participe a la formation de racines adventives en fournissant de |'énergie, aprés clivage en
fructose et glucose, pour la cicatrisation et la division cellulaire (Ahkami et al., 2009 ; Druege et al.,
2019), ce qui s’accorde avec nos observations. Chez le cultivar d’Olea europaea ‘Abequina’, une
corrélation négative entre concentration initiales de raffinose et taux d’enracinement a été observée,
tandis qu’aucune corrélation n’avait pu étre mise en évidence pour le stachyose (Denaxa et al., 2012),
ce qui contredit nos observations. D’autres sucres, que nos résultats n’ont pas mis en avant, peuvent
également avoir un effet sur la formation des racines chez les Oleacées, comme le glucose et le
mannitol qui favorisent I'enracinement des boutures d’Olea europaea (Denaxa et al., 2012). Chez le
fréne commun il avait été observé que les boutures avec un taux initial de mannitol faible, ou
décroissant rapidement aprés le prélevement s’enracinaient mieux (Douglas, 2002).

L'approche en spectrométrie proche infrarouge, portable ou non, sur feuilles fraiches ou
broyées, et en moyen infrarouge ont également permis de prédire la mortalité des boutures de
I’expérimentation plein champ avec précision (PIR portable sur feuilles : précision de 0,9 pour le jeu de
données d’entrainement et de 0,76 pour le jeu de données de test). La spectrométrie PIR portable sur
tige a fourni les résultats les moins intéressants.

Les trois approches ont montré leur capacité a prédire la mortalité des boutures. La
spectrométrie a également montré des tendances encourageantes pour la prédiction des boutures
racinées (expérimentation en serre). Concernant la prédiction de la mortalité, la question clé est de
savoir s'il s’agit de la détection d’un état physiologique conduisant inévitablement a la mort de la
bouture ; ou d’une détection de sa sensibilité a Bradysia impatiens, avec la possibilité que la bouture
aurait pu s'enraciner dans un environnement plus sain.
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3.4 Evaluation de l'influence de la génétique d’un plant au niveau famille sur des
caracteres morphologiques, biochimiques et spectrométriques, sur le nombre et
la capacité rhizogene des boutures produites

L'absence de différence de nombre de boutures produites, des classes d’enracinement de
celles-ci et de croissance entre les trois familles des plants de I'expérimentation plein champ est une
bonne nouvelle pour le bouturage. En effet, les frénes multipliés a terme seront sélectionnés pour leur
faible sensibilité a la chalarose et non selon leur aptitude au bouturage. Il est donc essentiel que
I'itinéraire technique de production de boutures soit applicable a un maximum de génotypes.
Néanmoins, cet essai ne permet pas de conclure que la génétique du plant n’a pas d’effet sur le
bouturage, puisque seulement trois familles, dont deux sont issues du méme arbre meére, et toutes les
graines issues du méme verger a graines, ont été testés. De plus, I'influence de certains genes sur la
capacité rhizogéne a été démontrée chez de nombreux ligneux tels que les peupliers (Sun et al., 2019)
ou les catalpas (Wang et al., 2019), et I'aptitude au bouturage variable selon les cultivars de certains
ligneux est bien connues et souvent problématique pour la production, comme pour I'olivier (Denaxa
et al,, 2012) et le rosier (Monder, 2019).

Concernant les mesures morphologiques, biochimiques et spectrométriques, celles-ci n’ont
pas été influencées fortement par la famille des plants d’un point de vue global, bien qu’il existe des
différences entre familles sur certaines variables et que les PLS-DA de spectrométrie soient capables
de les discriminer. Il est essentiel de faire d’autres essai pour évaluer l'influence de variabilités
génétiques plus fortes sur ces prédicteurs et donc de tester si cela pourrait influencer la prédiction de
I’enracinement.

3.5 Evaluation de l'influence de deux modalités de pincement sur des caracteres
morphologiques, biochimiques et spectrométriques (caractéristiques de
juvénilité), sur la durabilité du plant, sur le nombre et |la capacité rhizogene des
boutures produites

Au cours de I'expérimentation en serre, deux plants ont flétri, deux ont été attaqués par des
acariens, et tous les quatre appartenaient a la modalité de pincements a un métamere. L'un des plants
flétris I’était avant le début des pincements. Cette tendance doit étre confirmée par d’autres essais,
mais il semblerait que le pincement a un métamere, tres récurrent, ai pu fragiliser ces trois plants,
tandis que le pincement a deux métameéres semble plus durable.

Les deux modalités de pincement n’ont influencé ni le nombre de boutures produites, ni leur
classe d’enracinement sur les 31 jours de I'essai. Cependant, il est probable que des différences
puissent étre observées en conduisant I'expérimentation plus longtemps et avec de plus grands
effectifs de boutures arrivées a terme. Le pincement a deux métameéres laisse plus de bourgeons
axillaires sur le plant, donc plus d’axes potentiels, et laisse plus de temps entre chaque coupe, ce qui
peut entrainer une rematuration du plant plus rapide et donc un risque de perte de capacité rhizogene
plus élevé que pour le pincement a un métamére.

Les données morphologiques, biochimiques et spectrométriques ont été influencées par les
modalités de pincement. De ceci découle deux choses: (i) L'étude des caractéristiques des boutures
propres a I'enracinement a pu étre influencée par ces différences entre modalités, d’autant plus que toutes
les boutures racinées étaient issues de plants pincés a deux métameres. Il aurait donc fallu faire les analyses
avec toutes les données, et les refaire ensuite en scindant par pincement. Cela n’a pas été fait par manque
de temps et d’effectifs. (ii) si des caractéristiques morphologiques, biochimiques et spectrométriques
définies comme prédicteurs de I'enracinement sont influencées par les pincements, alors, bien que celan’a
pas été mis en avant ici (certainement a cause de la mortalité des boutures), la modalité de pincement
pourrait influencer I'enracinement des boutures. Ceci confirme notre hypothese de départ, appuyée par
de la littérature chez plusieurs especes (Galopin et al., 1996 ; Boutebtoub, 2009 ; Galopin et al., 2010)
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La longueur de la feuille basale de la bouture est une des caractéristiques des boutures mortes
prématurément influencées par le pincement. Le pincement a un métamere a pour effet de réduire la
longueur de la feuille. Les boutures arrivées a terme avaient des feuilles plus grandes que celles mortes
prématurément, mais il est probable qu’il existe un optimum et non une relation linéaire entre taille
des feuilles et capacité d’enracinement. La quantité de fructose est également influencée par le
pincement : un pincement a un métameére provoque la production de fructose dans les tiges. Cette
variation du fructose dans les tiges provoquées par le pincement est en contradiction avec les résultats
sur Mandevilla sanderi, pour lequel aucune différence de concentration de fructose n’était observée
entre les plantes pincées ou non (Boutebtoub, 2009). A I'inverse, cette méme étude avait montré des
différences de concentration en saccharose, que nous n’observons pas ici.

La modalité de pincement a un métameére a produit des boutures avec un nombre de folioles
des feuilles basales plus faible que le pincement a deux métameres et il avait déja été prouvé en 2023
gu’un pincement plus drastique produisait des feuilles avec moins de folioles. Or, les boutures mortes
prématurément avaient des feuilles a 'apex avec plus de folioles que les boutures arrivées a terme.
Les nombres de folioles des feuilles basales et apicales sont fortement corrélés, il serait donc possible
de voir un effet du pincement sur ce nombre.

Les modifications morphologiques, biochimiques et spectrométriques provoquées par les
pincements confirment la pertinence de I'adaptation de la méthode du micro-pied-mere a Fraxinus
excelsior.

4 Perspectives

Les approches morphologique, biochimique et spectrométrique qui ont été utilisées dans ces
expérimentation pourraient étre améliorées de différentes facons.

L'objectif des mesures des feuilles basales des boutures était de calculer la surface foliaire a I'aide
d’un modéle préalablement créé. Cependant, le modeéle créé n’a pas fourni des résultats satisfaisants
(surface foliaire négative pour certaines boutures). Pourtant, des relations allométriques entre la
longueur des feuilles et la surface foliaire ont bien été montrée chez les Oléacées (Shi et al., 2019). Il
faudrait échantillonner de nombreuses feuilles (une centaine n’ont pas suffi), mesurer la longueur de la
feuille et de la foliole terminale ainsi que la surface foliaire afin de créer un modele plus fiable.

L’approche biochimique pourrait étre élargie avec des dosages d’auxine et/ou d’autres
hormones végétales. Ceux-ci n’ont pas été effectués cette année en raison de contraintes techniques.
Les résultats fournis pourraient étre d’'une avancée majeure. En effet, les hormones ont un role
déterminant dans I'établissement des racines, et en particulier les auxines (Garrido et al., 2002 ; Da
Costa et al., 2013 ; Lakehal et al., 2019). Une bonne rhizogenése est le résultat d’un équilibre complexe
notamment entre les sucres et les hormones. Le suivi de la quantité d’auxine endogene permettra de
savoir si le non enracinement des boutures est d( a déficit d’auxine ou non, et donc si I'ajout d’auxine
exogene pourrait étre une solution. Si c’est le cas, des essais pourront étre menés en s’assurant au
préalable que la quantité d’hormone endogéne est bien fixée par l'itinéraire appliqué sur les pied-
meres.

L’approche spectrométrique pourra quant a elle étre allégée en supprimant la prise de spectre
PIR portable sur les tiges. Cette méthode a été la moins informative et la moins standardisée : section
de tiges de différentes surfaces, recouvrant donc plus ou moins la fenétre d’acquisition de spectres,
épaisseur de la coupe peu précise... Les spectres PIR portable ou de laboratoire ayant fourni des
résultats similaires, la PIR portable sur feuilles fraiches pourrait suffire. L'intérét de cette méthode est
majeur puisqu’elle pourrait étre appliquée chez les producteurs de jeunes plants : a terme, un Outil
d’Aide a la Décision pourrait étre créé. Cet OAD fournirait, sur la base des spectres PIR, une probabilité
d’enracinement des boutures et des conseils pour I'entretien des pied-meres. Par exemple, si
Iitinéraire technique retenu a la fin de ces recherches comprend le micro bouturage et donc une taille
répétée, quelques feuilles peuvent étre scannées a chaque coupe pour voir s’il est économiquement
intéressant d’utiliser du substrat pour planter ces boutures, ou s’il vaut mieux attendre la taille
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suivante. Si un autre itinéraire sans taille récurrente est mis en place, alors cet OAD pourrait permettre
de choisir le moment de prélévement optimal des boutures.

La prédiction de I'enracinement pourrait étre enrichie d’'une approche épigénétique. L’horloge
épigénétique permet d’évaluer un age rendant compte du vieillissement réel d’un organisme, au-dela
de son age chronologique (Fisher, 2018). La maturation des cellules entraine en effet des modifications
épigénétiques (Pizarro et Diaz-Sala, 2019). Cette méthode pourrait permettre d’évaluer précisément
la juvénilité des plants, et donc leur faculté d’enracinement. Les facteurs épigénétiques jouent
également un réle direct dans la mise en place de racines adventives en contrdlant la dédifférentiation
des cellules en cellules pluripotentes et leur re-différenciation en cellules racinaires (Jing et al., 2020).

Au-dela des trois approches de prédiction et caractérisation, de nombreuses perspectives sont
a explorer pour améliorer les taux d’enracinement des boutures.

Tout d’abord, les conditions environnementales lors de I'enracinement des boutures
pourraient étre améliorées. Au lieu de mini-serres, les boutures pourraient étre placées dans des
tunnels équipés de fog system. Ce systeme a montré son efficacité sur I’enracinement des boutures de
nombreuses especes (Harrison-Murray et al., 1988 ; Harrison-Murray et Thompson, 1988 ; Cornu et
Verger, 1992 ; Mateja et al., 2017, Tetsumura et al., 2017).

Ensuite, I'effet de la génétique pourrait étre exploré a une autre échelle, en comparant deux
génotypes issus de populations différentes. Ainsi, la variabilité génétique intra-groupe sera nulle,
tandis qu’elle sera maximale en inter-groupes. Cela permettra d’évaluer I'effet provoqué par une forte
variabilité génétique.

Enfin, les modalités de pincements a un et deux métameres pourraient étre testées a nouveau,
avec des effectifs plus grands et sur une durée d’expérimentation plus longue. Le recépage a 3 cm avait
montré un effet bénéfique trés marqué sur I’'enracinement des plants en 2023. La taille d’entretien, le
pincement, reste donc a optimiser pour la mise en place d’un itinéraire technique complet de
production de pied-méres. Il est également essentiel de tester des méthodes de rejuvénilisation sur
des arbres agés puisque I'objectif final est de multiplier des arbres sélectionnés pour leur tolérance a
la chalarose. L’effet de rejuvénilisation et le taux de reprise suite a un recépage devraient donc étre
évalués sur des arbres de différents ages. D’autres méthodes pourraient également étre
expérimentées, telles que le marcottage ou le bouturage de racine.
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Annexe 1 : Plan de plantation de I'expérimentation plein champ.
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Annexe 2 : Parametres de I’'HPLC pour le dosage des sucres solubles.
Les échantillons ont été analysés avec la chaine HPLC VWR-HITACHI Chromaster couplée au
détecteur DEDL. Les données ont été acquises et traitées avec le logiciel dOpenLAB CDS version

EZChrom.

Les conditions chromatographiques ont été les suivantes :

. Méthode : sucres07_colonneREZEX_Pb
. Durée d’analyses : 28 minutes
. Colonne : RezexTM RPM-Monosaccharide Pb+2 (8%) 300x7.8 mm (n° série H19-362730 —
Phénomenex).
. Température de la colonne : 85°C
. Eluant : eau ultra-pure
. Débit : 0,6 ml/min
. Volume d’injection : 10 pl (soit 25 pg de mannitol)
. Paramétrages du détecteur DEDL :
Temperature : 60°C
Gain:5
Offset: 0
Filter: 6s,

Sampling time: 100ms-10Hz
Pressure: 3,5 bars

L'identification des sucres a été réalisée par comparaison avec les temps de rétention de sucres
de référence (Sigma). La quantification des sucres a été réalisée par étalonnage externe : I'injection
des sucres de référence a 10, 20, 40, 60 et 80 ug a permis de réaliser des courbes de calibration afin
de convertir les surfaces de pic en quantité de sucres présents dans les échantillons végétaux.

Annexe 3 : Chromatogramme obtenu par le dosage en HPLC sur un échantillon de tige.
En ordonnée, 'intensité de la détection en mV et en abscisse le temps de rétention en minutes. Le
sucre assigné et le temps de rétention sont indiqué sur chaque pic. Le premier pic observé entre 1 et
3 minutes de temps de rétention correspond au front d’injection.
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Annexe 4 : Effets des huit modalités spectrales sur les spectres PIR mesurés avec I'appareil

portable sur les feuilles fraiches des boutures de I'expérimentation plein champ.
En ordonnée, I'absorbance de I’échantillon pour la modalité « raw », et une unité arbitraire calculée
a partir de I'absorbance. En abscisse, la longueur d’onde en nm.
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