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Abréviations

AC : atmosphere controlée

Ctrl : controle

CT : triénes conjugueés

Ctols : trienols conjugués

DMSO : dimethyl sulfoxide

DPA : diphénylamine

Eth : éthylene

FN : froid normal

JA : acide jasmonique

MeJA : méthyl-jasmonate

MHO : 6-methyle-5-hepten-2-one
MF : matiére fraiche

Mt : millions de tonnes

PPO : polyphénol oxidase

POX : peroxydase

ROS : reactive oxygen species (Formes toxiques d’oxygene)
TA : température ambiante

Th : thermothérapie

ULO : ultra low oxygen

1-MCP : 1-méthylcyclopréne



Figure 1. Pommes de la variété ‘Granny Smith’ présentant des symptdmes d’échaudure

superficielle (fleches) (d’aprés Marc, 2016)
Année de production 2015, conservation en froid normal (FN), directement aprés transfert a température

ambiante (TA).



1. Introduction bibliographique
1.1.Présentation du projet et problématique du stage

1.1.1. Contextes scientifique et socio-économique de la problématique

La pomme est le troisieme fruit le plus consommé dans le monde aprés les agrumes et la
banane [1]. Sa production annuelle en 2014/2015 atteint pres de 70 millions de tonnes (Mt) assurée
pour moitié¢ par la chine (37,8 millions), loin devant I’'Union Européenne (13,3 millions). La France,
est le troisieme pays européen producteur de pommes derriére la Pologne et 1’Italie avec 1,55 Mt
produites sur ’année 2014/2015 et se positionne comme 8éme pays producteur dans le monde [2].
La France exporte une grande partie de sa production (606 000 tonnes) principalement vers le
Royaume-Uni et I’Espagne et importe des pommes en contre saison (183 000 tonnes) [2].

En France, la pomme est le fruit le plus apprécié par les ménages avec un niveau moyen
d’achat sur I’année 2014/2015 de prés de 18 kg par foyer [2]. Ces pommes sont a destination du
marché du frais (pomme de table) et de I’industrie de la transformation (compote, purée et jus).
Plusieurs variétés de pomme sont produites en France dont les trois principales sont ‘Golden’,
‘Gala’ et ‘Granny Smith’. D’autres variétés dites ‘du terroir frangais’ sont également produites
telles que ‘Reine des Reinettes’, ‘Elstar’, ‘Canada grise’, ‘Belchard Chantecler’ et ‘Belle de
Boskoop’ [2]. Fermes, juteuses, croquantes, colorées, fibreuses, granuleuses, ces variétés
constituent un large panel gustatif qui permet de répondre aux exigences des consommateurs.

La pomme est un fruit climatérique, c'est-a-dire que sa maturation est dépendante de
I’éthyléne. Aujourd’hui, la maitrise des conditions de stockage (température, humidité relative,
conditions atmosphériques : dioxygene et dioxyde de carbone) limite la sénescence des fruits et
I’apparition de maladies. Toutefois, pour lutter contre les maladies et les désordres physiologiques
qui peuvent apparaitre en conservation, un certain nombre de produits phytosanitaires sont utilisés.
Récemment, I’interdiction du diphénylamine (DPA), une substance chimique active aux propriétés
anti-oxydantes, a provoquer la réémergence de désordres physiologiques liés a un stress oxydatif
telle que I’échaudure superficielle.

L’échaudure superficielle (figure 1) est un désordre physiologique qui apparait sur quelques
variétés sensibles dont ‘Granny Smith’. Suite a un brunissement de 1’épiderme du fruit, elle
déprécie la qualité visuelle du produit et le fragilise, le rendant ainsi plus sensible aux blessures et
aux attaques par des pathogenes. Les fruits ne peuvent donc plus étre vendus au marché du frais
mais seulement au marché de la transformation ou jetés, ce qui engendre des pertes économiques
importantes pour les producteurs. Actuellement, le 1-méthylcyclopropéne (1-MCP), inhibiteur de la

voie de signalisation de 1’éthyléne et donc de la maturation des fruits en conservation, permet






également de réduire ’apparition de la maladie. Cependant, le cott prohibitif du 1-MCP limite son
utilisation (Jung et Watkins, 2008). Aujourd’hui, avec la conjoncture qui tend a réduire ’utilisation
de produit phytosanitaire et le manque de méthode alternative pour lutter efficacement contre
I’échaudure superficielle, la filiere de la pomme en France risque d’étre fortement impactée. Ainsi,
face a cet enjeu économique majeur pour la filiere, la compréhension des mécanismes mis en jeu

dans I’apparition de cette maladie permettrait a terme d’identifier des leviers d’action possible.

1.1.2. Obijectif du projet SCALD
Quelques ¢tudes ont relié¢ I'apparition de I’échaudure superficielle a un stress oxydatif induit par
I’oxydation de I’a-farnéséne dans I’épiderme du fruit (Lurie et Watkins 2012). Cependant, les voies
métaboliques impliquées dans 1’apparition de 1’échaudure restent encore mal connues. C’est dans ce
contexte qu’ont été initiés deux projets, Prédifruit 2013-2015 (MPIA Angers Technopole) et
SCALD 2015-2017 (RFI Objectif Vegétal, Région Pays de la Loire) portés par 1’équipe QualiPom
de ’'UMR IRHS en collaboration avec la Station d’expérimentation de la Moriniére. Ces projets
visent a mieux comprendre les mécanismes menant a 1’apparition de 1’échaudure superficielle et
d’en identifier les déterminants moléculaires. Un outil d’aide a la décision (OAD) pourra étre
propos¢ afin de prédire I’apparition de I’échaudure a partir de marqueurs moléculaires précoces.
Des analyses transcriptomiques réalisées sur la variété ‘Granny Smith’ en 2013 et 2014 ont permis
de mettre en evidence des voies métaboliques et des genes candidats potentiellement impliqués dans
I’apparition de 1’échaudure, notamment, des genes impliqués dans les voies de signalisation et de
biosynthése du méthyl jasmonate. Une troisiéme année d’expérimentation en 2015 a été réalisée
pour tester I’'impact de traitements chimiques ou physiques inhibiteurs de 1’apparition des

symptdmes de 1’échaudure.

1.2.Etat de la littérature
1.2.1. L’échaudure superficielle de la pomme

1.2.1.1.Symptdmes
L’¢chaudure superficielle aussi appelée échaudure de stockage, de prématurité ou
« superficial scald » est un désordre physiologique lié a un stress oxydatif qui apparait pendant ou
aprés une longue période de conservation au froid (supérieure a 4 mois). Les symptémes sont
caractérisés par un brunissement de 1’épiderme sans affecter la chair des fruits (figure 1). lls
apparaissent sur la partie verte ou peu colorée du fruit selon la variété et uniqguement dans les
cellules contenant des chloroplastes. Une fois les fruits transférés a température ambiante (20°C),

les symptdmes progressent et peuvent affecter la partie colorée de 1’épiderme, I’hypoderme et le






cortex adjacent. Les tissus échaudés ont également un aspect rugueux dd a une perte en eau
importante (Emongor et al, 1994 ; Lurie et Watkins, 2012).

1.2.1.2.Facteurs de variabilité

1.2.1.2.1. Effet du génotype
La sensibilité¢ a I’échaudure superficielle n’est pas la méme suivant les variétés. Certaines
sont sensibles telles que ‘Granny Smith’, ‘Cortland’ ‘Fuji’ ou encore ‘Delicious’ alors que d’autres
sont resistantes telles que ‘Empire’, ‘Gala’, ‘Pink Lady’ et ‘Golden Delicious’ (Lurie et Watkins,
2012). Barden et Bramlage (1994) ont montré chez les variétés ‘Cortland’ et ‘Delicious’ que la
sensibilité a I’échaudure serait liée a une faible activité du systéme antioxydant avant la récolte qui

ne permettrait pas de répondre au stress oxydant engendré par la mise en conservation au froid.

1.2.1.2.2. Effet de I’environnement

Les conditions pedoclimatiques au cours de la période de croissance et de développement
des fruits telles que I’humidité, la température ou encore 1’ensoleillement ont une grande influence
sur ’apparition de I’échaudure ainsi que la durée du stockage (Emongor et al., 1994). L’apparition
de la maladie est généralement plus importante lorsque les pommes subissent une période de
sécheresse et de fortes températures quelques semaines avant la récolte. A I’inverse, une période
plus froide et humide tend a diminuer 1’échaudure (Filder, 1956). Des études montrent également
que le nombre d’heure ou de jour dans le mois qui précéde la récolte durant lesquels la température
nocturne est inférieure a 10°C est corrélé a une diminution des risques d’apparition de 1’échaudure.
Cependant, des variations sont observées suivant les régions et les cultivars (Kupferman, 2001).
Albrigo et Childers (1970) mettent également en évidence que I’échaudure superficielle est réduite

sur les portions de fruits exposées a la lumiere.

1.2.1.2.3. Effets du management des vergers

Certains facteurs liés a la conduite des vergers comme la maturité des fruits liée a la date de
récolte ou encore la nutrition minérale des arbres avant la récolte ont une grande influence sur
I’apparition de la maladie pendant le stockage (Emongor et al., 1994). La maturité des pommes
pour une date de récolte optimale est déterminée par des indices tels que la régression de I’amidon
(noté de 1 a 10), la couleur des pépins (vert a brun) ou le pourcentage d’acidité (Crouch et Taylor,
2013). Lorsque les fruits sont récoltés précocement ils tendent a étre plus séverement touchés par
I’échaudure. En revanche, une récolte plus tardive limite la durée de conservation au froid, mais
I’apparition de ’échaudure est réduite (Erkan et Pekmezcii, 2004). La sensibilité a la maladie serait

alors due a une faible efficacité du systeme antioxydant si les fruits sont récoltés trop précocement
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Figure 2. Représentation schématique de la voie de biosynthése et d’oxydation de I’a-farnésene
chez les pommes (d’apreés Whitaker, 2004).

L’o-farnéséne est synthétisé a partir de trois molécules d’Acetyl-CoA qui forment le 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA). Le HMG-CoA est réduit par I’enzyme hydroxymethylglutaryl-CoA
reductase (HMGR) en acide mélavonique (MVA). L’isopentenyl diphosphate (IPDP) est condensé avec une
molécule de GDP par [’enzyme farnesyl diphosphate synthase (FDS) pour former le farnesyl diphosphate
(FDP) qui ensuite est transformé en a-farnéséne par I’ a-farnesene synthase (AFS). Al et A2 sont des étapes

d’auto-oxydation de I’a-farnésene en trienes conjugués (CT) et 6-methyle-5-hepten-2-one (MHO).



(Anet, 1972). Mainla (2013) et Lysiak (2013) ont pu déterminer respectivement chez les variétés
‘Talvenauding’ et ‘Ligol’ que ’apport en calcium (CaCl,) avant la récolte par vaporisation sur les
feuilles permet de réduire I’apparition de 1’échaudure. De plus, les rapports élevés de K/Ca, N/Ca,
P/Ca et Mg/Ca au moment de la récolte sont corrélés a une augmentation de I’apparition de
I’échaudure. Des études montrent également que 1’application tardive de fertilisants azotés dans le

verger augmente la sensibilité de plusieurs cultivars a I’échaudure (Emongor et al., 1994).

1.2.2. Déterminisme moléculaire de I’échaudure superficielle : I’hypothése a-farnésene

A ce jour, I’auto-oxydation de I’a-farnéséne est I’hypothése la plus acceptée pour expliquer
I’apparition de 1’échaudure superficielle chez la pomme (Busatto et al., 2014).

La réduction de la maladie observée aprés la ventilation des lieux de stockage a mis en
¢vidence I’implication d’un composé volatile qui s’accumulerait au cours du stockage (Lurie et
Watkins, 2012). Suite a ces observations, 1’acyclique sesquiterpéne a-farnesene (3,7,11-
triméthyl,1,3,6,10-dodécatétraene) a été étudié pour son implication potentielle dans 1’apparition de
I’échaudure. L’accumulation de I’a-farnesene est négligeable durant les premiers stades de
développement du fruit puis augmente parallélement a la concentration de 1’éthyléne lorsque les
fruits sont récoltés et placés au froid (Lurie et Watkins, 2012). Il existe une corrélation étroite entre
la syntheése de I’a-farnéséne et la production d’éthyléne produit lors de la maturation du fruit (Pesis
et al., 2009). Une étude montre que I’éthyléne peut induire I’expression du génes MdAFS1 (a-
farnéséne synthase 1) impliqué dans la voie de biosynthése de I’a-farnéséne (Busatto et al., 2014).
Cependant, Pesis et al., (2009) ont montré que I’a-farnéséne reste synthétisé dans des lignées
mutées dans la voie de biosynthése de 1’éthyléne ce qui suggere que d’autres mécanismes sont
impligués dans sa syntheése.

Des études ont mis en évidence que certains antioxydants et de faibles concentrations en
dioxygeéne pendant le stockage limitent I’apparition de la maladie. Suite a ces observations,
I’hypothese de I’implication des trienes conjugués (CT), produits issus de 1’auto-oxydation de I’ a-
farnésene, a été avancée (Lurie et Watkins, 2012). Les triénes conjugués sont majoritairement
produits a partir de 1’isomére E,E-o-farnéséne (figure 2). Chez ‘Granny Smith’, aprés une
conservation au froid, les trienols conjugues (CTols) représentent entre 96 et 99% des CT extraits
(Whitaker, 2004). Rowan et al., (2001), ont mis en évidence que les CTols induisent les symptémes
de I’échaudure lorsqu’ils sont appliqués de maniére exogéne sur la peau de ‘Granny Smith’.
Cependant, Whitaker et al., (2000) rapportent chez plusieurs lignées hybrides ‘White
Angel’x‘Rome Beauty’ que I’accumulation d’a-farnésene et des CTols ne sont pas indispensables

pour ’apparition de la maladie lorsque le systéme antioxydant du fruit est déficient.






En revanche, les radicaux libres générés lors de 1’oxydation de 1’a-farnésene peuvent amplifier les
symptomes de I’échaudure.

Les CTols peuvent également étre auto-oxydé en 6-methyle-5-hepten-2-one (MHO) (figure
2). Cependant, le MHO ne permet pas d’induire directement les symptdmes de I’échaudure (Rowan
et al.,, 2001 ; Ju et Curry, 2002) et sa concentration est trop faible pour étre ’agent causal de
I’échaudure (Lurie et Watkins, 2012). Cette réaction génére la formation de radicaux libres qui
provoquent un brunissement au niveau des cellules, caractéristique des symptomes de 1’échaudure.
Ce n’est donc pas la présence du MHO qui serait impliqué dans I’apparition de 1’échaudure mais la
production du MHO via la formation de radicaux libres qui amplifieraient les symptomes de
I’échaudure (Lurie et Watkins, 2012).

1.2.2.1. Luttes chimiques et physiques
1.2.2.1.1. La lutte chimique : diphénylamine (DPA) et 1-methylcyclopropéne (1-MCP)

Le diphénylamine (DPA) a longtemps été utilisé par les industries de la pomme pour ces
propriétés anti-oxydantes qui permettent de contréler ’apparition de 1’échaudure superficielle au
cours du stockage au froid en bloquant 1’auto-oxydation de I’a-farnéséne (Jung et Watkins, 2008).
Cependant, le DPA a été retire de la vente en juin 2012 dans les pays membres de 1I’Union
Européenne, a cause des résidus issus de sa dégradation telle que la nitrosamine identifiée pour
avoir un effet cancérigene (Jakszyn, Gonzalez, 2006). Désormais, la limite maximale de résidus du
DPA a été fixée a4 0,1 mg.kg™ contre 5 mg.kg™ précédemment [3].

Le 1-methylcyclopropéne (1-MCP) est une substance chimique, analogue de I’éthyléne, qui
permet de controler la maturité des fruits, de maintenir la qualité¢ et d’étendre la période de
conservation au froid (Blankenship et Dole, 2003). Des études menées par Fan et al., (1999) ont mis
en évidence la réduction de I’apparition de 1’échaudure par I’application du 1-MCP en bloguant
I’effet de 1’éthyléne. Le 1-MCP permet de retarder I’apparition de la maladie jusqu’a 180 jours de

conservation en atmosphére contrélée [4], mais son co(t reste élevé.
1.2.2.1.2. Les luttes physiques

1.2.2.1.2.1. La conservation en chambre froide : FN, AC, ULO
La conservation en froid normal (FN) consiste a maintenir les fruits a basse température
(autour de 0,5°C suivant les variétés). En atmospheére contr6lée (AC et ULO), la conservation se fait
a trés basse température (0,5°C) avec des teneurs en oxygéne faibles et en dioxyde de carbone
élevées (2% O, - 2% CO, en AC, et 0,7 & 1% O, - 0,8 & 1% CO; en ULO). L’apparition de

I’échaudure superficielle est importante lorsque les pommes sont conservees en FN, réduite en AC
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Figure 3. Représentation de la voie de biosynthese des shikimates (A) et des phénylpropanoides (B)
chez la pomme (d’apres Tohge et al., 2013) :

La biosynthese des Shikimates, initiée a partir du phosphoenolpyruvate (PEP) et du D-erythrose4-
phosphate, est décrite avec les métabolites intermédiaires et les génes caractérisés. La voie de biosynthése
des phénylpropanoides est représentée avec les métabolites intermédiaires (cercle) et les étapes
enzymatiques (fleche).

DAHPS, 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate7-phosphatesynthase ; DQS, 3-dehydroquinatesynthase ;
DHQD/SD, 3-dehydroquinatedehydratase ; SK, shikimate kinase ; ESPS,3-phosphoshikimatel-
carboxyvinyltransferase ; CS, chorismatesynthase ; CM, chorismatemutase ; PAT, prephenate
aminotransferase ; ADT, arogenatedehydratas ; PAL, phenylalanine ammonia-lyase ; C4H, cinnamate-4-
hydroxylase ; 4CL, 4-coumarateCoAligase ; CAD, cinnamoyl-alcoholdehydrogenase ; F5H,ferulate5-
hydroxylase ; C3H, coumarate 3-hydroxylase ; ALDH, aldehydedehydrogenase ; CCR, cinnamoyl-
CoAreductase ; HCT, hydroxycinnamoyl-CoenzymeA shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase ;
CCoAOMT, caffeoyl/CoA-3-O-metheltransferase ; CHS, chalconesynthese ; CHI, chalcone isomerase ;
F3H,flavanone3-hydroxylase ; F30H, flavonoid-30-hydroxylase ; F3GT, flavonoid-3-O-glycosyltransferase ;
FS,flavonesynthase ; FOMT, flavonoid O-methyltransferase ; FCGT, flavone-C-glycosyltransferase ; FLS,
flavonolsynthese ; F3GT,flavonoid-3-O-glycosyltransferase ; DFR, dihydroflavonolreductase ; ANS,
Anthocyanidinsynthese ; AGT, Flavonoid-O-glycosyltransferase ; AAT, anthocyaninacyltransferase ; BAN,

oxidoreductase|dihydroflavonolreductaselike ; LAC, laccase.



et atteint un niveau trés faible en ULO (Lurie et Watkins, 2012). Sabbin-Amin et al., (2011) ont
montré que lorsque les fruits sont conservés au froid a une trés faible concentration d’oxygene (<

1%), la faible quantité de ROS dans les fruits est corrélée a une faible apparition de 1’échaudure.

1.2.2.1.2.2. Ventilation et traitement a la chaleur

Brooks et al., (1923) ont montré que la ventilation des chambres froides permet de réduire
I’apparition de 1’échaudure superficielle. Cette technique permet d’éliminer des composés tel que
I’a-farnéséne (Coureau et al., 2013). Une étude réalisée sur ‘Granny Smith’ par Lurie et al., (1991)
a pu mettre en évidence qu’un traitement a la chaleur de quatre jours a 38°C sur les pommes avant
la mise au froid permet de réduire I’apparition de 1’échaudure superficielle en diminuant
I’accumulation de I’a-farnéseéne et des CTols. Cependant, I’efficacité du traitement est réduite apres
5 ou 6 mois de conservation. Ce traitement pourrait ainsi se substituer a un traitement chimique

pour des durées de conservation courte (Lurie et al., 1991).
1.2.3. Déterminisme moléculaire : nouvelles pistes

1.2.3.1. Un brunissement induit par I’oxydation des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont derivés de la voie de biosynthese des shikimates et du
métabolisme des phénylpropanoides (Tohge et al., 2013) (figure 3). Chez la pomme, les composés
phénoliques sont regroupés en six classes : catéchines, procyanidines, proanthocyanines, acide
hydroxicinnamique (acide chlorogénique), dihydrochalcone et flavonols. Les flavonols et les
proanthocyanines sont trouves essentiellement dans la peau tandis que les autres sont présents dans
tout le fruit (Verdu et al., 2014). Les composeés phénoliques agissent comme substrats pour un
grand nombre d’oxydoréductases telles que la polyphénoloxydase (PPO) ou les peroxydases (POX)
(Robards et al., 1999). L’acide chlorogénique et les catéchines sont les principaux substrats des
PPO (Song et al., 2007). L’oxydation enzymatique des composés phénoliques avec la PPO forme
des quinones qui polymérisent pour générer un pigment brun (Robards et al., 1999). Des récentes
études ont montré que 1’oxydation de I’acide chlorogénique par la PPO aurait un réle prépondérant
dans I’apparition des symptomes de brunissement des pommes (Busatto et al., 2014). Toutefois,
ceci suppose que les PPO, localisées dans la membrane des chloroplastes, puissent entrer en contact

avec leurs substrats qui sont majoritairement localisés dans la vacuole. (Robards et al., 1999).

1.2.3.2.Hypothése du stress oxydatif général
La conservation des fruits au froid apres la récolte pendant une période prolongée peut engendrer un
stress oxydatif di a la production et I’accumulation de formes toxiques d’oxygene (ROS) (Suzuki et

Mittler, 2006). En effet, le stress au froid altere des processus associés aux membranes telles que la
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Figure 4. Représentation schématique de la voie de biosynthése de 1’acide jasmonique (d’apres

Balbi et Devoto, 2007) :

lacide jasmonique (JA) est synthétisé a partir d 'une molécule d’acide linolénique au niveau de la membrane
du chloroplaste par les enzymes 13-lipoxygenase (13-LOX), allene oxide synthase (AOS) et allene oxide
cyclase (AOC) et au niveau du peroxysome par les enzymes 12-oxo-phytodienoic acid reductase3 (OPR3),
acyl-CoA oxidase (ACX), multifunctional protein (MFP) et 3-ketoacyl-CoA thiolase (KAT). Les composés
intermédiaires (en rectangle) sont le 13-hydroperoxylinolenic acid (13-HPOT), le 3-ox0-2-(2'-pentenyl)
cyclopentane-1-octanoic acid (OPC-8:0), le 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA) et enfin jasmonic acid (JA).
JA peut ensuite étre métabolisé en différents composés suivant les modifications chimiques : méthyl
Jjasmonate (MeJA), acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylic (JA-ACC), acide aminé isoleucine (JA-lle),
acide jasmonique-sulfonated derivative of the 12-hydroxy- (12-HSOA4-JA), acide jasmonique-glucosylé

derivé du 12-hydroxy (12-O-GlcJA), glycosylation dérivée de I’acide jasmonique (JA-O-GIc).



photosynthése ou la respiration. Les électrons sont alors transférés a une molécule d’oxygene pour
former des ROS tels que les radicaux superoxyde (.02), I’hydroxyl (.OH) et du péroxyde
d’hydrogéne (H,0;). Les ROS dénaturent les protéines et provoquent la perte d’intégrité des
membranes des organites par la peroxydation des lipides (Bolwell et Wotjtaszek, 1997). Une étude
réalisée par Purvis et Gegogeine (2003) propose que I’apparition de 1’échaudure soit induite lors de
la mise au froid par la dégradation de la chaine de transport d’¢lectrons au niveau des mitochondries
qui engendrerait la formation de radicaux libre (ROS). Le stress oxydatif généré induirait une
dégradation de la membrane des organites et mettrait en contact les PPO et les composés
phénoliques. L’oxydation de I’a-farnéséne et des triénols conjugués ne serait qu’une conséquence

de ce stress oxydatif mais participerait a amplifier les symptomes de 1’échaudure (Whitaker, 2004).
1.2.4. Interaction avec les voies de signalisation du MeJA

Des résultats préliminaires obtenus dans le cadre du projet Prédifruit en 2014 et 2015 ont
mis en évidence des genes impliqués dans les voies de signalisation du MeJA et leurs implications
potentielles dans I’apparition de I’échaudure superficielle de la pomme.

Le MeJA est un composé dérivé du 1’acide jasmonique (JA) qui est fortement étudié pour
son implication dans les processus liés a I’induction a distance du systéme de défense chez les
plantes notamment lors d’un stress oxydant provoqué par un stress biotique (Wasternack, 2007). La
voie de biosynthese du MeJA (figure 4) est liée a la voie de ’acide mélavonique (MVA) a partir de
laquelle I’a-farnéséne est synthétisé (Ninnemet et al., 2013). Des études ont montré qu’aprés un
traitement au MeJA les genes impliqués dans la voie de biosynthese des JA (Sasaki et al., 2001) et
la voie de biosynthese des phénylpropanoides (Heredia et cisneros-Zevallos, 2009) sont induits.
Rudelle et Mattheis (2002) ont montré chez la variété ‘Fuji’ que la quantité d’anthocyane et d’acide
chlorogénique augmentait aprés un traitement au MeJA. L’action du MeJA sur I’apparition des

symptdmes restent toutefois inconnue.

Obijectifs du stage

L’objectif du stage est d’identifier des genes et des voies métaboliques impliqués dans
I’apparition de 1’échaudure superficielle a partir de ’analyse des transcriptomes de lots de pommes
ayant subis des traitements post-récolte et des conditions de conservation différents et susceptibles
d’influer sur D’apparition de la maladie. L’¢étude s’intéresse plus particuliecrement a I’effet du
meéthyl-jasmonate sur le transcriptome de la pelure des fruits et I’apparition de la maladie. Des
analyses biochimiques préliminaires ont également été réalisées afin d’étudier la capacité anti-
oxydante des échantillons et I’activité d’enzymes susceptibles d’étre impliqués dans I’apparition des

symptémes.



Tableau 1. Traitements post-récolte des fruits

Traitements Lieux Concentrations  Durée/température Méthodes
d’application
Ctrl X X X X
DPA IRHS Angers 8g.I" 1 min trempage
IRHS Angers ~ MeJA1mM X aspersion
MeJA DMSO 0.1%
DMSO (Contrdle | |RHS Angers 0.1% X aspersion
MeJA)
1-MCP La Moriniére 1g.m® chambre froide pulvérisation
Th La Moriniére X 2 minutes/48°C trempage

Ctrl, contr6le ; DPA, diphénylamine ; MeJA, méthyl-jasmonate ; DMSO, diméthyl sulfoxide ; 1-MCP, 1-

méthylcyclopropene ; Th, thermothérapie. Pour faciliter /’entrée du MeJA exogéne dans les cellules, il est

appliqué avec du DMSO (tensioactif qui perméabilise les membranes cellulaires afin de stimuler le

relargage ou [l’entrée d’une molécule (Vu, 2008)). Un traitement au DMSO a donc été ajouté comme

condition contréle du traitement au MeJA.



2. Materiel et méthodes
2.1.Plan expérimental

2.1.1. Matériel végétal

L’étude a été menée sur des pommes de la variété ‘Granny Smith’. Seize lots de 130 a 150
fruits ont été recoltés le 6 octobre 2015, sur deux parcelles différentes P24 et P31 (répétitions
biologiques) de la station d’expérimentation fruitiére de La Morinicre (37). Les arbres de la parcelle
P24 ont été plantés en 2002 sur le porte greffe Pajam® 1, ceux de la parcelle P31 ont été plantés en
2013 sur le porte greffe M9 Emla. Les fruits ont été récoltés au stade dit « précoce », déterminé en
fonction de la valeur de I’indice de régression (IR) de I’amidon (IR ~3) (Crouch et Taylor, 2013).
24 heures aprés récolte, des lots de fruits ont été traités au diphénylamine (DPA), méthyle-
jasmonate (MeJA), dimethyl sulfoxide (DMSO) ou par thermothérapie (tableau 1), puis mis en
conservation en FN (2°C) 24 heures apres traitement. Les fruits traités au 1-MCP ont d’abord été
mis en FN a la station d’expérimentation de La Moriniére directement apres recolte et traités 2 jours
apres. En plus des traitements chimiques, des lots de fruits ont été conserves a la station de La
Moriniere en « ultra low oxygen » (ULO : 0.5°C, 1,5% O,, 1% CO;). Un systéeme de piégeage de
I’éthyléne, encore en phase de test, a également été utilise en ULO (ULO-Ethylene). Pour

I’ensemble des traitements, les fruits ont été conservés pendant 5 mois.

2.1.2. Echantillonnage
Un premier échantillonnage a été réalisé 24 heures apres traitement (48 heures apres la
récolte) sauf pour les traitements 1-MCP et thermothérapie. Une seconde série d’échantillonnage a
été effectuée en sortie de conservation directement (t00) ou aprés 24 heures (t24) et 7 jours (7)) a
température ambiante (« shelf-life, 18°C »). Les échantillons ont été prélevés sur 20 fruits par lot en
sélectionnant 1/8 de fruits sur chacune des faces opposées par fruit. Les pelures et la chaire des
fruits ont été congelées séparément directement dans I’azote liquide, broyées puis un aliquot a été

conservé a -80°C.

2.1.3. Phénotypage des symptomes d’échaudure superficielle
Le phénotypage a été réalisé aprés 5 mois de conservation sur 100 fruits par condition,
directement (t00), et aprés 24 heures (t24) et 7 jours (t7j) a température ambiante. Le phénotypage
repose sur le nombre de pommes qui développe des symptomes de 1I’échaudure et sur la surface
moyenne du fruit couverte par ces symptomes suivant 1’échelle de notation suivante : 1 (>0-25%), 2
(25-50%), 3 (50-75%), 4 (75-100%).



Figure 5. Gel de migration des ARN totaux des échantillons de fruits conservés 5 mois au froid.
Pour chaque échantillon 400ng d’ARN ont été mélangés avec du tampon de charge 6X loading dye (Life
technologie, USA), dénaturés 10 minutes a 65°C puis mis 1 minute sur glace avant d’étre déposés sur un gel
TAEIX-DEPC a 1,2% d’agarose. Le gel a été révélé au MIDORI GREEN. Ladder, RNA Ladder 0.5-10kb
(Life technologie, USA).

Ctrl, controle ; DPA, diphénylamine ; MeJA, méthyl-jasmonate ; DMSO, diméthyl sulfoxide ; P24 : parcelle
24 ; P31 : parcelle 31. Les échantillons aprés 5 mois de conservation directement (t00), 24h apres (t24) et 7

jours apres (t7j) transfert a température ambiante.



2.2.Analyse du transcriptome

2.2.1. Puce a ADN AryANE_v2

L'analyse du transcriptome des pelures de fruit a été réalisée avec la puce a ADN
AryANE_v2 (Agilent, code 70465). La puce comprend une sonde sens (S) et une sonde
complémentaire anti-sens (AS) pour chacune des 60 000 séquences codantes annotées lors du
premier séquencage du génome du pommier (Velasco et al., 2010). Les séquences des sondes
(oligoméres de 60 bases) utilisées ont été décrites par Celton, Gaillard et al., (2014). L’annotation
des séquences repose principalement sur leur niveau de similarité avec les séquences d’Arabidopsis
thaliana. Les lames de la version Agilent comprennent 4 puces (4-plex) de 150 000 sondes. Les
sondes NA correspondent a des sondes non prédites par analyses bioinformatiques mais identifiées
par RNAseq et rajoutées a la puce AryANE_v2. Aucune information n’est connue sur les transcrits

hybridés par les sondes.

2.2.2. Extraction des ARN totaux des pelures de fruits

Les ARN totaux ont été extraits a partir de 1 g MF de poudre re-broyé au mortier dans
I’azote liquide, en utilisant le kit NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-Nagel, USA) en suivant le
protocole décrit par Rienth et al. (2014) avec les modifications suivantes : un deuxieme lavage au
chloroforme a été ajouté apres I’extraction avec le tampon PR, puis les acides nucléiques sont
précipités a -20°C pendant la nuit (jusqu’a 48h) en ajoutant 5 volumes d’éthanol 96% froid et 0,4
volume d’acétate de sodium 3M pH 5,2. Apres centrifugation (10000g/10min/15°C), les culots ont
¢été rincés avec 1 volume d’éthanol 96% froid et repris dans le tampon de lyse RAP modifi¢ du kit
NucleoSpin®RNA Plant. 1,5% de CTAB a été additionné au tampon de lyse RAP du kit et les
volumes ont éte doublés par rapport aux recommandations du fabricant.

Les concentrations en ARN ont été estimées au spectrophotomeétre a 260 nm (Nanodrop ND-
1000). L’absorbance a également été mesurée a 230 et 280 nm afin de Vérifié la pureté de
I’échantillon. Le rapport 260/280 permet d’estimer la contamination protéique alors que le rapport
260/230 estime la contamination des sucres et polyphénols (ces rapports doivent étre proches ou
supérieurs a 2). L’intégrité des ARN extraits a ensuite été vérifiée par sur gel d’agarose par
électrophorése (figure 5) et conservés au congélateur a -80°C.

Une vérification supplémentaire de la qualité des ARN extraits a été réalisée pour certains
échantillons avec le kit d’analyse Experion™ RNA (Bio-Rad, USA). Il permet de calculer un
indicateur de qualité des ARN « RNA quality indicator » (RQI supérieur a 8), de calculer un ratio
28S/18S de quantit¢é d’ARN ribosomaux (indice de dégradation) et de générer un gel

d’électrophorese virtuel pour chaque échantillon.
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Figure 6. Principe de I’amplification des ARN (Kit AMBION MessageAmpll aARN).

(1-2) La transcriptase inverse (RT) permet la synthese des ADNc simple brin grace a une amorce oligo(dT)-
T7. (3) La RNaseH digére I’hétéroduplex et génére des amorces sur lesquelles I’ADN polymérase se fixe
pour synthétiser le second brin d’ADNc. (4) Les ADNc sont purifiés a [’aide du Kit AMBION DNAclear™ .
(5) Tous les ADNc contiennent a une extrémité un oligo T7 permettant la fixation de I’ADN polymérase T7
pour la synthese des ARN antisens (ARNa). (6) Les ARNa sont ensuite purifiés a l’aide du Kit AMBION
MEGAclear™.
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Figure 7. Plan d’hybridation en « dye-Switch » des échantillons avant conservation. Les échantillons
correspondant a deux répétitions biologiques (P24 et P31) sont hybridés sur 2 « arrays » différentes avec
inversion des fluorochromes Cy5 (rouge) et Cy3 (vert): Ctrl, contrdle ; DPA, diphénylamine ; MeJA, méthyl-
jasmonate ; DMSO, diméthyl sulfoxide ; P24 : parcelle 24 ; P31 : parcelle 31.



2.2.3. Amplification et marquage des ARN messagers (ARNmM)

Pour chaque échantillon les ARNm ont été amplifiés a I'aide du Kit AMBION
MessageAmpll aARN Amplification#1751 (Life technologie, USA) & partir de 200 a 400 ng d’ARN
totaux selon les recommandations du fabricant, en quart de volume. Le principe d’amplification des
ARNmM est décrit figure 6. Les ADNc ont été purifiés & I’aide du Kit AMBION DNAclear™ et les
ARNa avec le Kit AMBION MEGAclear™ (Life technologie, USA). Les concentrations ont été
estimées au spectrophotométre a 260 nm (Nanodrop ND-1000). Le facteur d’amplification doit étre
au minimum de 50 et la quantité d’ARNa obtenue doit étre supéricure a 5 g. Les échantillons ont
ensuite été vérifiés sur gel (500 ng d’ARNa déposé, TAE1X-DEPC, 1,2 % d’agarose, migration 40
minutes a 100V, révélation au MIDORI GREEN). La taille moyenne attendue est environ 1500 pb.
5 ug d’ARNa sont ensuite marqués avec les fluorochromes dCTP-Cy3 ou dCTP-Cy5 (Interchim,
Montlucon, France) par rétro-transcription avec 200 u de Superscript Il RT (Invitrogene) et des
amorces de type « random nonamers » en suivant les instructions du fabricant. Les ADNc marqués
sont purifiés a 1’aide du Kit Qiaquick QIAGEN® (QIAGEN®, USA). L’estimation de la quantité
d’ADNc marqué et de la concentration en cyanine incorporée est effectuée au spectrophotometre
(Nanodrop ND-1000). Le rendement d’incorporation deS cyanines doit é&tre supérieur a
0.80 pmol.ng® d’ADNc. Les échantillons d’ADNc ont ensuite 6té vérifiés par un gel
d’¢électrophorese (15 pmol d’ADNc marqué, TAE1X-DEPC, 1,2% d’agarose, migration 40 minutes
a 100V, révélation au MIDORI GREEN).

Les cibles sont ensuite mélangées deux a deux en suivant le plan d’hybridation présenté
figure 7, en mélangeant un échantillon marqué au dCTP-Cy3 a un échantillon marqué au dCTP-
Cy5. Ce mélange est normalisé par la quantité de fluorochrome incorporé (30 pmol de chaque
échantillon). Le ratio des concentrations en DNAc des deux échantillons doit étre inférieur a 2. Les
mélanges de cibles sont précipités a I’éthanol 95 % en présence de 10 ug d’acrylamide et 80 mM
d’acétate de sodium pH 5,2 puis rincés a 1’éthanol 70 %, séchés et conservés au congélateur -20°C a

I’abri de la lumiére.

2.2.4. Hybridation et acquisition des données
L’hybridation des cibles a été réalisée avec le kit Gene Expression Hybridization selon les
instructions du fabricant (Agilent technologie, USA). Briévement, les cibles sont suspendues dans
du tampon de fragmentation 25X (volume total de 110uL), dénaturées pendant 30 min a 60°C a
’abri de la lumiére puis refroidies 1 min sur glace. Le tampon d’hybridation 2x Hi-RPM (55L) est
ajouté et 100 pl du mélange sont ensuite déposés sur une des puces de la lame. L hybridation a été

faite a 42°C pendant 17h dans le four a hybridation. La lame a ensuite été lavée a 31°C dans deux
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solutions de lavage successives en présence de 12,5 mM d’ozone scavenger (Agilent technologie,
USA), rapidement séchée et insérée dans le scanner a I’abri de la lumiére.

Un scanner MS 200 Microarray scanner (Roche Nimblegen) est utilisé pour ’acquisition
des signaux lumineux. Un pré-scan rapide a une résolution de 10 um a été réalisé a 532 nm
(Cy3) et a 635 nm (Cy5) simultanément pour évaluer la qualité de I’hybridation, I’importance du
bruit de fond et définir la zone d’étalonnage des capteurs pour régler leur sensibilité et éviter la
saturation. La lame est ensuite scannée a haute sensibilité a 532 nm et 635 nm & une résolution
de 2 um. Les deux images générées ont été analysées par le logiciel Agilent Feature Extraction

pour générer des fichiers numériques.

2.2.5. Analyse statistiques des données

La normalisation des données et les analyses statistiques ont été réalisées comme décrit
par Celton et al (2014) en utilisant le logiciel R selon le script rédigé par Sandra Pelletier
(Equipe Biolnfo, INRA, Angers). Briévement, les données ont été normalisées par la méthode de
Lowess, et I’analyse différentielle de 1’expression a été faite en utilisant les fonctions ImFit
(linéarisation des données), eBayes (test-t de Student) et kerfdr (test de Benjamini-Hochberg)
avec le package R LIMMA (Bioconductor project). Afin d’estimer le niveau d’expression des
transcrits, la valeur du bruit de fond a été retirée aux valeurs d’intensité normalisées. Le bruit de
fond a été calculé en utilisant la moyenne plus deux écarts types des 40 000 sondes presentant la
plus faible intensité de fluorescence. Un fichier Excel est alors généré avec pour chaque sonde de

la puce le résultat de ’analyse différentielle et I’annotation de la s€quence correspondante.

2.3.Analyses biochimigues

2.3.1. Test DPPH

L activité anti-oxydante globale des échantillons a été mesurée par la réduction du DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), un radical libre dont la couleur change apres réduction : Le
protocole a été adapté a partir de celui décrit par Brand-Williams et al. (1995) de la maniere
suivante : 300 mg MF de poudre de pelures de pommes conservées au congélateur -80°C ont été
extraits avec 1mL de méthanol & 0,1% d’acide acétique, agité 15 min a 10 Hz. Le surnagent a été
récupéré apres 5 min de centrifugation a 13 000g a température ambiante.
Dans une microplaque, 30 uL de DPPH a 3,2 mM ou DPPH 1,6 mM (d2) ont été ajoutés a 30 uL
d’extrait brut dans un volume final de 300 pL (volume ajusté au méthanol a 0,1% d’acide
acetique). Du trolox (acide (z)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylique) a 2 mM

a été utilisé comme contréle positif dans chaque microplaque. Pour chaque extrait et le témoin
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Tableau 2. Solution pour le dosage de lactivité des polyphénols oxydases (PPO) et des
peroxydases (POX)

Concentrations initiales Test PPO (uL) Test POX (uL)
Extrait enzymatique 2,5mg MF.ml* 60 60
Tampon Na-Acétate pH4,5 100 mM
ou Na-Phosphate pH7,5
4-MC 12,4 mg MF.ml*
‘i 3,5 mg MF.ml* 30 30
ou Ac. Cholorogénique 0 Mg MF.
H202 250 mM X 10
Volume final X 140 150




positif trolox, les réactions ont été faites en duplicata sur une gamme de dilution de 2 en 2 (non
dilué, d2, d4, d8, d16, d32) pendant 40 min a température ambiante. L’absorbance a été mesurée
a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995) et ’EC50 de chaque extrait a été calculée. L’ EC50

correspond a la concentration en extrait permettant de réduire 50% du DPPH.

2.3.2. Activité des polyphénols oxydases (PPO) et des peroxydases
2.3.2.1.  Extraction et dosage des protéines

Les enzymes ont été extraites a partir d’un protocole décrit par Venisse et al, (2001) avec
les modifications suivantes: 2,59 MF de poudre de pelures de pommes conservées au
congélateur -80°C ont été extraits avec 1 ml de tampon d’extraction a pH 5,5 (1 mM PEG,
0,01% triton, 8% PVPP, 1 mM PMSF et 50 mM de tampon d’acétate de sodium a pH 5.5).
L’extraction a été réalisée a pH 5,5 car I’activité de la polyphénol oxydase (PPO) est faible a ce
pH (Rocha et Marais, 2001). Les extraits ont été centrifugés 20 min a 16 000 g a 4°C, les
surnageant récupérés et centrifugés de nouveau 10 min a 16 000 g a 4°C. Les extraits sont
conserves dans du glycérol 10 % au congélateur -20°C.

La quantité totale de protéines des extraits a ensuite été dosée en microplaque par la
méthode de Bradford (1976). 250ul de réactif de Bradford (Sigma-Aldrich, USA)) ont été
ajoutés a 5Sul d’extrait (triplicatas) et 1’absorbance mesurée a 595 nm (uQuant BioTEK
instruments, USA). La concentration en protéines des échantillons a été calculée par rapport a
une gamme de 6 dilutions de 2 en 2 a partir d’une solution de sérum d’albumine de bovin a

2 mg.mL™.

2.3.2.2.  Activité enzymatiques

L’activité des PPO a été dosés a pH 4,5 (tampon acétate de sodium, 100 mM) et pH 7,5
(tampon phosphate de sodium, 50 mM) avec comme substrat 1’acide chlorogénique (substrat
spécifique de certaines PPO) ou le 4-méthycatéchol (4-MC, substrat généraux des PPO). Le
dosage a été réalisé en microplaque selon le protocole décrit par Sanchez-Ferrer (1988) (tableau
2). Les réactions ont été initiées par 1’addition de I’acide chlorogénique ou du 4-MC
préalablement réchauffés a 25 °C. L’absorbance a été mesurée a 405 nm toutes les 50 s pendant
15 min et Iactivité calculée sur la partie linéaire de la cinétique.

L’activité des peroxydases a été dosée en ajoutant du peroxyde d’hydrogéne (H,0; a 250
mM) dans le mélange réactionnel lors de I’initiation de la réaction (tableau 2). L’absorbance a
été mesurée a 470 nm toute les 50 s pendant 15 min. Les activités enzymatiques sont exprimées

en uDO.min.mg™ de protéines.
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Figure 8. Incidence des symptomes d’échaudure en fonction des traitements post récolte et de la

conservation.

Nombre de fruits présentant des symptdmes en % du nombre total de fruits aprés 5 mois de conservation au
froid (t00), 24 heures (t24) et 7 jours (t7]) apres la sortie de conservation. Les fruits ont été récoltés sur deux
parcelles P24 (A) et P31 (B). FN, froid normal ; ULO, «ultra low oxygen » ; ULO-Eth, « Ultra low
oxygen » et piégeage de [’éthylene ; Ctrl, contrdle ; DPA, diphénylamine ; MeJA, méthyl-jasmonate et
DMSO ; DMSO, dimethyl sulfoxide ; 1-MCP, 1-méthylcyclopropene ; Th, thermothérapie.

Figure 9. Couleur des fruits aprés 5 mois de conservation et 24 heures a température ambiante

Fruits non traités (A), traités au DMSO (A) ou au MeJA (B).



3. Résultats
3.1.Effet des traitements et du mode de conservation sur la qualité des fruits

3.1.1. Incidence des symptdmes d’échaudure

Le pourcentage des pommes échaudées apres 5 mois de conservation au froid a été
déterminé pour mettre en évidence I’effet des différents traitements et des conditions de stockage
sur ’apparition des symptomes (figure 8).

Les lots de pommes témoins conservés en froid normal (FN, Ctrl) présentent un pourcentage
d’échaudure entre 16% et 68% en sortie de conservation qui augmente a 40% et 65% aprés 24
heures a température ambiante (TA) et atteint entre 51% et 71% apres 7 jours respectivement pour
les parcelles 24 et 31. On remarque une différence importante du pourcentage de fruits échaudés
entre les deux parcelles qui est réduite apres 24 heures et 7 jours a TA. Les lots de pommes traitées
au 1-MCP et au DPA ne développent pas ou trés peu de symptdmes méme apres 7 jours a TA. En
sortie de conservation entre 12 et 17% de fruits échaudés sont observés sur les lots de pommes
traités en thermothérapie (Th). Le pourcentage de fruits atteints augmente aprés 7 jours a TA
jusqu’a 38% et 62% respectivement pour les parcelles 24 et 31, mais reste inférieur aux témoins
FN. En sorti de conservation et aprés 24 heures a TA, les lots traités au MeJA présentent moins de
fruits échaudés que ceux traités au DMSO (témoin negatifs du MeJA) avec respectivement entre
17% a 28% et 36% a 52%. Aprés 7 jours a TA, la tendance s’inverse avec entre 72% et 78% pour
MeJA et 47% et 57% pour DMSO. Les lots de pommes de la parcelle 24 conservés en ULO
présentent un pourcentage de fruits échaudés de 52% en sortie de conservation qui augmente a 85%
aprés 24 heures a TA pour atteindre presque 100% a 7 jours. Une réduction du pourcentage de
pommes échaudées est observée en ULO-Eth comparé a la condition ULO mais le pourcentage

reste supérieur au contréle FN aprés a 7 jours a TA.

3.1.2. Modifications de la couleur des fruits
Un jaunissement a été observé sur les lots de pommes traités au méthyl jasmonate apres 5
mois de conservation comparé aux lots de pommes témoins traitées avec du DMSO (figure 9). Les
lots de pomme qui ont subi les traitements DPA, 1-MCP, thermothérapie et les conservations en

ULO et ULO-Eth ont gardé la coloration verte similaire a celle des lots contréles non traités

3.2.Analyse du transcriptome des pelures de fruits
L’ensemble des lots de pommes (Ctrl, DMSO, MeJA, DPA, 1-MCP, thermothérapie, ULO
et ULO-Eth) des deux parcelles (P24 et P31) ont été échantillonnés et phénotypés. Ensuite les ARN
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Tableau 3. Nombre de sondes différentiellement exprimées 24h aprés un traitement au MeJA

Nombres de sondes Total exp?iu nr1ées expsr?;sées
Sens 1975 965 1011
Anti-sens 427 167 260
NA 188 84 104
Total 2590 1215 1375

(Nombre totale de sondes = 133 709. p-value <0.01)

Tableau 4. Génes induits ou réprimés dans la pelure des fruits 24h apres un traitement au MeJA

Identifiant Malus
domestica

Description*

Fonction*

p-value Log(ratio)

Biosynthése des shikimates et dérivés des phénylalanines

MDP0000478750  Polyphenol oxidase (PPO) Oxydation des polyphénols <0,001 2,20
MDP0000699845  Polyphenol oxidase (PPO) Oxydation des polyphénols 0,003 2,17
MDP0000749719  2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate Biosynthése/ac. aminé aromatique  <0,001 2,10
aldolase (DAHPS)
MDP0000145064  2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate Biosynthése/acides aminés <0,001 2,08
aldolase (DAHPS) aromatiques
MDP0000716496  4-coumarate-CoA ligase (4-CL) Biosynthése/phénylpropanoides/JA 0,001 1,81
MDP0000226045  Polyphenol oxidase (PPO) Oxydation des polyphénols 0,002 1,71
MDP0000140609  Myb domain protein 12 (MYB12) Synthése flavonoides 0,002 1,56
MDP0000244469  Chorismate synthase (CS) Biosynthése/ac. aminé aromatique 0,001 1,55
MDP0000199192  Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) Synthése des dihydroflavonols 0,001 1,51
MDP0000372674  Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) Synthése des dihydroflavonols 0,003 1,40
MDP0000189326  Shikimate 5-dehydrogenase (SD) Biosynthése/ac. aminé aromatique 0,010 1,10
MDP0000257119  Chalcone synthase (CHS) Synthése Chalcone 0,003 0,93
MDP0000208899  Chalcone synthase (CHS) Synthése Chalcone 0,008 0,70
Biosynthese des isopropanoides/voie de I'acide mévalonique
MDP0000295452  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 6,84
MDP0000225361  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 6,19
MDP0000120176  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 6,14
MDP0000203143  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 6,11
MDP0000161084  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 4,91
MDP0000735507  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 4,29
MDP0000276976  Terpene synthase (TPS) isopropanoide/sesquiterpéne <0,001 2,56
MDP0000132723  Isopentenyl-diphosphate isomerase (IPP) isopropanoide/MVA/MEP <0,001 4,09
MDP0000322688  Myrcene/ocimene synthase isopropanoide/monoterpene 0,009 3,14
MDP0000924612  Farnesyl diphosphate synthase 1 (FDS1) isopropanoide/MVA 0,001 2,31
MDP0000265913  Farnesyl diphosphate synthase 1 (FDS1) isopropanoide/MVA 0,001 2,30
MDP0000661951  Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase  isopropanoide/MVA <0,001 1,57
(HMG-CoA)
MDP0000138071  Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase  isopropanoide/MVA <0,001 1,53
MDP0000135982  Mevalonate di-P decarboxylase (MDD) isopropanoide/MVA 0,006 1,47
MDP0000894066  Terpene synthase 3 (TPS3) isopropanoide/terpéne 0,003 1,10
MDP0000025413  Mevalonate kinase (MK) isopropanoide/MVA 0,008 0,91



totaux des lots de pommes traités au DPA, Ctrl, MeJA et DMSO avant et apres conservation ont éteé
extraits pour les deux parcelles mais en raison de problémes techniques seul le transcriptome avant
conservation a été obtenu. Seuls les résultats de 1’analyse transcriptomique pour les lots traités au

MeJA et DMSO sont présentés ci-dessous.

3.2.1. Analyse différentielle de I’effet d’un traitement au MeJA avant conservation
Une analyse différentielle de I’expression des génes des conditions MeJA vs DMSO avant la
conservation a permis d’identifier 2590 sondes différentiellement exprimées. 1215 transcrits sont
surexprimés et 1375 sont sous exprimées apres application du MeJA sur les pommes (tableau 3).

Seules les sondes « sens » ont été considérées pour la suite de I’analyse.

3.2.2. Geénes liés a la voie de biosynthése des shikimates et des dérivées de la phénylalanine

Parmi les génes surexprimes apres le traitement au MeJA, quatre d’entre eux codent pour
des enzymes impliquées dans la voie des shikimates (tableau 4), la 2-dehydro-3-
deoxyphosphoheptonate aldolase (DAHPS), la shikimate 5-dehydrogenase (SD) et la chorismate
synthase (CS). Cinq génes codant pour des enzymes impliquées dans la synthese des
phénylpropanoides sont significativement surexprimés, la 4-coumarate-CoA ligase (OPCL1/4CL),
la chalcone synthase (CHS) et la dihydroflavonol 4-reductase (DFR). Un facteur de transcription
Myb domain protein 12 (MYB12) impliqué dans la biosynthese des flavonoides est
significativement surexprimé. Trois génes codant pour des polyphénols oxydases (PPO) capables

d’oxyder les composés phénoliques sont significativement surexprimés.

3.2.3. Génes impliqués dans la voie de biosynthese des isopropanoides par la voie de I’acide
mélavonique

De nombreux genes impliqués dans la voie de biosynthése des isopropanoides sont trés
fortement surexprimés apres un traitement au MeJA (tableau 4). Deux voies sont impliquées dans la
biosynthése des isopropanoides : la voie de I’acide mélavonique (MVA) qui conduit a la synthese
des sesquiterpénes (cytosol) et des squalénes (réticulum endoplasmique) et la voie du méthyl
erythriol phosphate (MEP) qui aboutit a la synthese des monoterpenes, diterpenes et caroténoides
(chloroplaste). Sept génes codant pour des enzymes impliquées dans la voie MV A sont fortement
surexprimés : 1’acetyl-CoA Thiolase 2 (AACT), I’hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMG-
CoA), la mevalonate kinase (MK), la farnesyl diphosphate synthase 1 (FPS) et la melavonate
diphosphate decarboxylase . Un gene codant pour une enzyme impliquée dans la voie MEP est
fortement surexprimé : la myrcene/ocimene synthase. L’expression du géne codant pour une

enzyme impliquée dans les deux voies MEP et MV A, I’isopentenyl-diphosphate isomerase 1 (IPP),
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Tableau 4. Génes induits ou réprimés dans 1’épiderme des fruits aprés un traitement au MeJA avant
la conservation au froid (suite)

Identifiant Malus Description* Fonction* p-value Log(ratio)

Biosynthése de I'acide jasmonique/méthyljasmonate

MDP0000713234  Jasmonate carboxyl methyltransferase Biosynthése/MeJA <0,001 2,61
JTM
MDP0000941692 Sasmgnate carboxyl methyltransferase Biosynthése/MeJA <0,001 2,59
(JTM)
MDP0000146677  Lipoxygenase 1 (LOX1) Biosynthese/JA 0,005 1,89
MDP0000423544  Lipoxygenase 1 (LOX1) Biosynthese/JA 0,004 1,85
MDP0000178268  Lipoxygenase 2 (LOX1) Biosynthese/JA 0,008 1,78
MDP0000312397  Lipoxygenase 1 (LOX2) Biosynthese/JA 0,007 1,72
MDP0000399594  OPDA-reductase 3 (OPR3) Biosynthese/JA 0,010 1,53
MDP0000132456  Allene oxide synthase (AOS) Biosynthese/JA 0,002 1,29
MDP0000273180 OPDA-reductase 3 (OPR3) Biosynthese/JA 0,002 1,24
MDP0000158694  OPDA-reductase 2 (OPR2) Biosynthése/JA 0,003 1,02
MDP0000119756  OPDA-reductase 2 (OPR2) Biosynthese/JA 0,009 1,00
MDP0000690110  OPDA-reductase 2 (OPR2) Biosynthese/JA 0,008 0,89
MDP0000235454  Acetyl-CoA Thiolase 2 (AACT2) TCA / org transformation <0,001 1,54
Biosynthese de I'éthyléne
MDP0000453114  Ethylene forming enzyme (EFE) Biosynthese/Eth 0,002 3,40
MDP0000251295  Ethylene forming enzyme (EFE) Biosynthése/Eth 0,002 3,39
MDP0000689946  Ethylene response factor 2 (ERF2) Facteur de transcription <0,001 2,93
MDP0000447570  Ethylene response factor 1 (ERF1) Facteur de transcription 0,001 2,75
MDP0000127134  Ethylene response factor 1 (ERF1) Facteur de transcription <0,001 2,50
MDP0000242413  Ethylene response sensor (ERS) Récepteur 0,003 2,41
MDP0000235313  Ethylene response factor 1 (ERF1) Facteur de transcription <0,001 2,17
MDP0000752656  Ethylene response sensor (ERS) Récepteur 0,001 1,91
MDP0000805422  Ethylene response factor 2 (ERF2) Facteur de transcription 0,002 1,71
MDP0000231172  Ethylene insensitive 4 (EIN4) Phosphorelay 0,002 1,67
MDP0000302747  Ethylene insensitive 2 (EIN2) Phosphorelay 0,004 -1,11
MDP0000517262  Ethylene response factor 106 (ERF106)  Facteur de transcription 0,001 -1,36
Voies métaboliques liées a la photosynthése et a la respiration
MDP0000249767  Cytochrome P450 complex Mitochondrie/transport d'électron  <0,001 3,98
MDP0000151003  Cytochrome P450 complex Mitochondrie/transport d'électron  <0,001 3,32
MDP0000166668  Carbonic anhydrase 2 (CA2) TCA / org transformation <0,001 2,51
MDP0000259706  Light harvesting complex gene 1 (LHC1) Photosystéeme 0,01 -1,69
MDP0000943426  Light harvesting complex gene 5 (LHC5) Photosystéeme 0,01 -1,78
MDP0000193128  Light harvesting complex gene 4 (LHC4) Photosystéeme <0,001 -1,78
MDP0000259047  Phyb activation tagged suppressor (PHY B) Mitochondrie/transport d'électron  <0,001 -1,80
MDP0000153663  Light harvesting complex gene 4 (LHC4) Photosystéme <0,001 -2,00
MDP0000160559  Cytochrome P450 complex Mitochondrie/transport d'électron  <0,001 -2,30
MDP0000531454  Cytochrome P450 complex Mitochondrie/transport d'électron 0,01 -3,59

*La description des génes et les fonctions associées ont principalement été déterminées sur la base de leur similarité

avec les génes d’Arabidopsis thaliana décrits dans TAIR.



est induite. Sept genes codant pour des terpene synthase (TPS), enzymes impliquées dans la
biosynthese des sesquiterpénes, sont significativement surexprimés avec des log ratios tres élevés
entre 2,56 et 6,84. Un géne codant une terpéne synthase 3 (TPS3), impliquée dans la biosynthése

des terpenes, est significativement surexprime.

3.2.4. Geénes impliqués dans la voie de biosynthese des JA
Apres application du MeJA, la voie de biosynthése des JA est induite (tableau 4). Les génes
codant pour les enzymes lipoxygenase 1 et 2 (LOX), OPDA-reductase 2 et 3 (OPR), allene oxide
synthase (AOS) et 4-coumarate-CoA ligase (4-CL) sont significativement induits. Le géne codant
pour ’enzyme jasmonate carboxyl methyltransferase (JTM) qui conduit a la synthése du MeJA est
également significativement induit. La 4-coumarate-CoA ligase est impliquée dans la voie de
biosynthése des jasmonates et des phénylpropanoides.

3.2.5. Geénes impliqués dans la voie de biosynthése de 1’éthyléne
Des génes impliqués dans la voie de biosynthése et de signalisation de I’éthyléne sont
différentiellement exprimés aprés un traitement au MeJA (tableau 4). Trois génes codant pour des
récepteurs de 1’éthyléne sont significativement induits tels que ethylene response sensor (ERS) et
ethylene insensitive 4 (EIN4). Cing facteurs de transcription sont significativement induits comme
ethylene response facteur 1 et 2 (ERF1-2). Deux génes codant pour ethylene forming enzyme (EFE)
impliquée dans la voie de biosynthése de 1’éthyléne sont induits. En revanche, ethylene insensitive

(EIN2) et ethylene response facteur 106 (ERF106) sont significativement sous-exprimés.

3.2.6. Genes impliqués dans les voies métaboliques liées a la photosynthese (PS) / respiration
Des genes impliqués dans les voies metaboliques liées a la PS/respiration sont
différentiellement exprimés apres un traitement au MeJA (tableau 4). Deux genes impliqués dans le
transport des électrons au niveau des mitochondries, Cytochrome P450 complex, sont
significativement induits alors que trois autres genes impliqués le transport des électrons,
cytochrome P450 complex et PHYB, sont significativement réprimés. Un géne impliqué dans le
cycle de Calvin (CA2) est significativement induit. Quatre genes impliqués dans la photosynthese

sont significativement réprimés comme light harvesting complex gene 1-4 et 5 (LHC1-4 et5).

3.3.Effet des traitements sur les activités anti-oxydantes dans 1’épiderme du fruit
Afin d’évaluer I’effet des traitements sur la balance oxydant/antioxydant de 1’épiderme des

fruits, deux types de tests ont été mis au point.
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Tableau 5. Coefficient de régression linéaire (R?) de la quantité de DPPH réduite en fonction de la
concentration de I’extrait brut testé

6 points (ND ad32) 5 points (d2 a d32) 4 points (d4 a d32)
Ctrl CO_t48 0,60 0,73 0,90
DPA CO_t48 0,01 0,60 0,81
CTrl C5_t00 0,06 0,34 0,84
DPA C5_t00 0,02 0,88 0,99

Tests réalisés sur une gamme de 6 dilutions de chaque extrait brut : non dilué (ND), d2, d4, d8, d16 et d32.
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Figure 10. Activiteé anti-oxydante globale des échantillons évaluée par le test DPPH.

Concentration des échantillons (mg MF.mL™) nécessaire pour réduire 50 % du DPPH (EC50) pour les
échantillons de la parcelle P24 avant conservation (CO_t48) et apres 5 mois de conservation (C5_t00), 24h
aprés (C5_t24) et 7 jours apres (C5_t7j).



3.3.1. Activites anti-oxydantes globales : test de réduction du DPPH

L’activité anti-oxydante globale des échantillons a été mesurée par la réduction du DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) et comparé¢ a I’effet du trolox, un puissant antioxydant. L’activité
est mesurée par le calcul de I’EC50, concentration en échantillon nécessaire pour réduire 50% du
DPPH. Les tests préliminaires réalisés sur les échantillons d’une seule parcelle ont permis de
déterminer la gamme de concentration a tester (tableau 5) : Six dilutions de deux en deux a partir de
d4 pour chaque échantillon.

L’EC50 des échantillons est en moyenne de 5,08 mg MF.mL™, beaucoup plus élevée que celle du
trolox & 0,02 mg.mL™ (figure 10). Le nombre de réplicas techniques doit étre augmenté et les

échantillons de la deuxiéme parcelle doivent étre testés pour conclure.

3.3.2. Activités anti-oxydantes spécifiques : oxydation par les polyphénol oxydase (PPO) et
peroxydation (POX)

Deux activites enzymatiques (PPO, POX) ont éte dosees dans I’épiderme des fruits en présence de
deux substrats (4-méthycatechol ou acide chlorogenique) a deux pH (4,5 et 7,5).
A pH 4,5, I’activité PPO mesurée est trés faible avec une moyenne de 0,52 uDO.min".mg™ de
protéine pour le 4-méthylcatéchol et de 1,14 uDO.min.mg™ de protéine pour I’acide
chlorogénique. A pH 7.5 I’activité n’a pu étre enregistrée. De méme 1’activité peroxydase n’a pu
étre determinée pour aucun des substrats. En effet, une phase linéaire n’a pu étre observée lors
des réactions. Deux hypothéses sont envisagées, soit il n’y a pas d’activité, soit les réactions ont
¢été trés rapide et ’activité enzymatique n’a pu étre enregistrée en phase linéaire. Dans le cadre

de cette deuxieme hypotheése, il s’agit maintenant de tester les extraits bruts dilués.
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4. Discussion

4.1. Incidence des symptomes d’échaudure et efficacité des traitements

Apres une période de conservation de cing mois, les lots de pommes traités au DPA et
1-MCP ne présentent aucun symptéme d’échaudure ou trés peu pour le DPA. Ces deux traitements
ont été tres efficaces pour stopper I'apparition de 1’échaudure ce qui est cohérent avec les études
menées par Jung et Watkins (2008). En revanche, la conservation en ULO n’a pas diminué
I’incidence des symptomes comme attendu (Lurie et Watkins, 2012). Cependant, les fruits échaudés
semblent étre moins sévérement atteints (résultats non présentés). De méme, la thermothérapie n’a
pas inhibé I’apparition des symptomes comme le montre Lurie et al., (1991). Cela peut étre

expliqué par une année a tres forte pression pour 1I’échaudure en 2015.

4.2. Les voies métaboliques induites par le MeJA

L’analyse comparative des transcriptomes a permis d’identifier des génes induits impliqués
dans presque toutes les étapes de la voie de biosynthese de JA (LOX1 et 2, OPR2 et 3, AOS et 4-
CL). L’induction de la voie de biosynthése du JA par le MeJA a déja été rapporté chez Arabidopsis
thaliana (Sasaki et al., 2001 ; Pauwels et al., 2008). Les résultats obtenus semblent également
montrer, en particulier I’induction de génes codant pour des jasmonate carboxyl methyltransferases
(JTM), que le MeJA induirait sa propre voie de biosyntheése.

L’induction des geénes impliqués dans la voie de biosynthese et dans la voie de signalisation
de I’éthyléne suggere que le MeJA a un effet sur la production d’éthyléne. Czapski et Saniewski
(1992) ont montré chez Lycopersicon esculentum (tomate) que I’activité de I’ « ethylene forming
enzyme » (EFE) qui catalyse la derniére étape de la biosynthése de 1’éthyléne ainsi que la
production d’éthyléne est stimulée apres un traitement au MeJA.

Le MeJA induit des génes codant des enzymes impliquées dans la voie de biosynthése des
phénylpropanoides (4-CL, CHS et DFR) et de leurs précurseurs les shikimates (DAHPS, SD et CS)
(Tohge et al., 2013). Cela suggére une induction de la biosynthése des phénylpropanoides comme
cela a déja été montré chez Arabidopsis thaliana (Pauwels et al., 2008). L’induction de I’expression
du facteur de transcription MYB12 impliqué dans la biosynthése des flavonoides suggére plus
précisément I’induction de la biosynthése des flavonols. Plusieurs génes codant potentiellement
pour des polyphénols oxydases (PPO), capables d’oxyder les composés phénoliques, sont
également induits par application du MeJA sur les fruits.

Le MeJA induit I’expression de génes impliqués dans presque toutes les étapes de la voie
MVA (FDS, HGM-CoA, MDD, MK, IPP) et la voie MEP (IPP) conduisant a la synthése des

précurseurs des terpenes et sesquiterpénes. De plus, I’induction de I’expression des genes codant
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Figure 11. Schéma de I’interaction des voies métaboliques induites par le MeJA conduisant a la
formation de pigments bruns, symptomes de 1I’échaudure (d’aprés Marc, 2016)

Les fleches en pointillées correspondent a des transports de métabolites d’un compartiment cellulaire a un
autre. Les fleches pleines correspondent a la synthese d’un métabolique. Les enzymes sont représentées en
gras et les métabolites en non gras.

L’acide jasmonigue (JA), lipoxygenase (13-LOX), allene oxide synthase (AOS), oxo-phytodienoic acid
reductase3 (OPR3), acyl-CoA oxidase (ACX). jasmonate carboxyl methyltransferase (JTM), méthyl
jasmonate (MeJA), 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate7-phosphate synthase (DAHPS), 3-
dehydroquinatedehydratase (DHQD/SD), chorismatesynthase (CS), 4-coumarateCoAligase (4CL),
chalconesynthese (CHS), DFR, dihydroflavonolreductase (DFR), DAHPS, 3-deoxy-D-arabino-
heptulosonate7-phosphate (DAHPS), acide mélavonique (MVA), méthyl erythriol phosphate (MEP), acetyl-
CoA Thiolase 2 (AACT), hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMG-CoA), mevalonate kinase (MK), la
farnesyl diphosphate synthase 1 (FDS), farnesyl diphosphate (FPP) [’isopentenyl-diphosphate isomerase 1
(IPP), terpéne synthase (TPS), terpéne synthase 3(TPS3), reactive oxygen species (ROS), polyphénol
oxydase (PPO), ethylene forming enzyme (EFE), light harvesting complex gene (LHC).



des TPS, myrcene/ocimene synthase et TPS3 impliqués dans la voie de biosynthese des terpénoides
suggeére que la synthése des sesquiterpenes (dont 1’a-farnéséne) et des monoterpenes est induite
apres application de MeJA. L’induction de la voie MVA et MEP par le MeJA a déja été rapporté
par Yang et al., (2012) chez Salvia miltiorrhiza (sauge).

La répression des geénes liés a I’activité photosynthétique (LHC1, LHC4, LHCS) suggere
que le MeJA a un effet inhibiteur sur la photosynthese. La réduction de la photosynthése par le
MeJA a été montrée par Cheong et Do Choi (2003) chez Arabidopsis thaliana. Cing génes liés au
transport des électrons au niveau des mitochondries ont été identifiés aprés traitement au MeJA :
PHYB (réprimé) et Cytochrome P450 complex (deux induits et deux réprimés). Ces résultats sont
cohérents avec ceux obtenus par Zhang et Xing (2008) chez Arabidopsis thaliana montrant qu’un
traitement au MeJA altére la photosynthése et la dynamique des mitochondries, dont le transport
des électrons.

4.3.Le traitement au MeJA avance la maturité du fruit

Apres avoir été transférés a température ambiante, les fruits traités au MeJA avaient une
couleur jaune comparés aux fruits traités au DMSO qui restaient de couleur verte. Les données
transcriptomiques montrent également I’induction de la voie de biosynthese et de signalisation de
I’éthyléne par le MeJA avant la mise au froid, or I’éthyléne est I’hormone majeure impliquée dans
la maturation des fruits climatériques (Janssen et al., 2008).

Chez ‘Golden delicious’, aprés induction par le MeJA, 1’éthyléne bloque la photosynthese
en induisant la dégradation de la chlorophylle et induit la synthese des caroténoides connus pour
faire passer la couleur du fruit de vert a jaune au cours de la maturation (Ampomah-dwamena,
2012 ; Pérez et al., 1993 ; Fan et Mathieis, 1998). Nos données transcriptomiques montrent qu’un
gene codant pour I’isopentenyl diphosphate (IPP), impliqué dans la syntheése des caroténoides par la
voie du MEP (Ampomah-dwamena, 2012), est fortement induit par le traitement MeJA. En
revanche, les geénes liés a ’activité photosynthétique sont réprimés. L’application de MeJA sur
‘Granny Smith’ induirait donc la synthése de 1’éthyléne, accélérant ainsi la maturation et le

changement de couleur des fruits récoltés précocement.

4.4.Action du MeJA sur l'apparition des symptdmes de 1’échaudure : une hypothese explicative
L’analyse du transcriptome de fruits traités au MeJA et les résultats de phénotypage
permettent de proposer un modele conceptuel pour le développement du brunissement des fruits
(figure 11). L’hypothése avancée pour expliquer la dynamique d’apparition des symptomes de
I’échaudure apres conservation repose sur I’équilibre entre la quantité de ROS générés par la mise

au froid et la quantité d’antioxydants présents dans les tissus.
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Lorsque les pommes récoltées prématurément et non traitées sont mises en chambre froide,
la production de ROS augmente (Suzuki et Mittler, 2006). Or, chez des fruits immatures, 1’efficacité
du systéme antioxydant est faible (Anet, 1972) et les ROS s’accumuleraient alors dans les cellules.
Ainsi au cours de la conservation au froid, ces ROS dégraderaient les membranes par peroxydation
des lipides libérant ainsi les composés phénoliques contenus dans la vacuole et les PPO intégrées
dans la membrane des chloroplastes (Robards et al., 1999). Cependant, les faibles températures
ralentissant le métabolisme et en particulier I’activité des PPO, aucun symptome ne serait alors
observe, sauf dans les cas les plus séveres. En sortie de conservation, lorsque les pommes sont
transférées a température ambiante, la vitesse des réactions enzymatiques et chimiques augmentant,
les PPO interagiraient avec les composés phénoliques, formant ainsi des quinones qui une fois
polymérisées formeraient des pigments bruns, symptémes de I’échaudure superficielle (Busatto et
al., 2014). Les ROS pourraient également contribuer a 1’auto-oxydation de 1’a-farnésene générant
des CT et des MHO, eux-mémes composés oxydants, et participer a I’apparition de 1’échaudure.

Lorsque les pommes récoltées prématurément et traitées au MeJA sont mises en chambre
froide, la production et I’accumulation de ROS augmenteraient également. Cependant le traitement
au MeJA induisant la synthése de 1’éthyléne et donc la maturation des fruits avant leurs mises en
conservation, I’efficacité de leur systéme antioxydant serait alors plus élevée que pour les fruits non
traités (Barden et Bramlage, 1994). L’effet antioxydant de I’application du MeJA pourrait
également étre amplifié par une production accrue de composés phénoliques, connus pour leurs
effets antioxydants (Heim et al., 2002), comme le suggére I’induction de la voie des shikimates et
des phénylpropanoides suite a ’application de MeJA. Dans ces conditions 1’équilibre ROS versus
systéme antioxydant serait en faveur du systéeme antioxydant, ce qui expliquerait le peu de
symptdmes observés en sortie de conservation et 24 heures apres par rapport aux fruits non traités
au MeJA. En revanche, 7 jours apres transfert a température ambiante, 1’incidence de 1’échaudure
est plus importante pour les pommes traitées au MeJA par rapport au contrble. Cette inversion
pourrait étre expliquée par une sénescence précoce des pommes traitées au MeJA conduisant a une
accumulation de ROS participant a la régulation des processus physiologigques aboutissant a la mort
cellulaire programmée (Qin et al., 2009). Cette plus grande accumulation de ROS entrainerait d’une
part une degradation plus rapide des structures subcellulaires, libérant plus rapidement les PPO.
D’autre part, comme le traitement au MeJA a induit les génes impliqués dans la synthése des
composés phénoliques, ils sont potentiellement plus accumulés. Il y aurait donc plus de substrats
oxyder par les PPO et donc plus de pigment brun accumulés. Les ROS contribueraient également a
I’auto-oxydation de 1’a-farnésene, augmentant ainsi la quantité globale de ROS. Ainsi, la quantité

de composés phénoliques aux propriétés anti-oxydantes qui semble avoir un effet protecteur en
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conservation deviendrait un amplificateur des symptomes de I’échaudure aprés 7 jours a

température ambiante via une activité globale accrue des PPO.

5. Conclusion

Les résultats obtenus ont permis de mettre en avant des voies métaboliques potentiellement
impliquées dans I’apparition de I’échaudure superficielle chez la pomme. L’analyse du
transcriptome du lot de pommes ayant subi un traitement au MeJA montre que 1’équilibre entre la
quantité de radicaux libres générés par la mise au froid et la quantité d’antioxydants présents dans
les tissus pourraient étre a 1’origine de 1’apparition de la maladie. La voie de signalisation des
jasmonates étant impliquée dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques chez les plantes
(Wasternack, 2007), cette balance oxydant/antioxydant pourrait étre un systéme d’intégration d’un
stress et également de I’évolution du fruit vers la sénescence (Busatto et al., 2014).

6. Perspectives

A court terme, il s’agit d’hybrider les puces a ADN pour les échantillons obtenus apres
conservation afin de vérifier notamment les hypotheses avancées sur la sénescence précoce des
fruits traités au MeJA. L’ensemble des données transcriptomiques Sera également validé par
RTgPCR sur quelques génes cibles. Puis, I’analyse du statut oxydant des échantillons sera
poursuivi: (1) mesurer I’activité anti-oxydante globale (DPPH), (2) mesurer P’activité des
polyphénols oxydase et des peroxydases, (3) doser les polyphénols.

A plus long terme, une quatriéme année d’expérimentation est envisagée pour valider les
résultats obtenus. Des traitements supplémentaires par rapport a 2015 pourrait étre ajoutés pour
valider I’implication des processus antioxydants dans la lutte contre de 1’échaudure : (1) traiter avec
un antioxydant puissant tel que la sieboldine (Dugé de Bernonville, 2010), (2) utiliser des
inhibiteurs d’enzymes impliquées dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides telles que la
PAL, ou plus spécifiqguement un inhibiteur de la PPO tel que le chlorite de sodium (Lu et al., 2006).

Dans I’objectif de la création d’un outil de prédiction de I’apparition de la maladie dés la
récolte, la corrélation entre la quantit¢ d’antioxydants présents dans les tissus de pommes
(transcriptomique et biochimie) avant la mise au froid et I’apparition de la maladie pourrait étre

étudiée.
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RESUME

La pomme est un fruit climatérique dont les caractéristiques qualitatives résultant des
processus de maturation doivent étre préservées tout au long du stockage au froid. Cependant, en
cours de conservation, des désordres physiologiques peuvent apparaitre telle que 1’échaudure
superficielle de la pomme, phénomene encore mal connus.

Afin d’identifier des genes et des voies métaboliques impliqués dans 1’apparition de
I’échaudure superficielle différent traitements post-récolte et conditions de conservation
susceptibles d’influer sur I’apparition de la maladie ont été testés sur les fruits récoltés en 2015.
Apres 5 mois de conservation, les traitements au 1-MCP et DPA ont diminué presque totalement
I’incidence de 1’échaudure, contrairement aux traitements MeJA ou conservation en ULO.
L’analyse du transcriptome de fruits 24h apres un traitement au MeJA montre 1’induction de génes
impliqués dans les voies de signalisation et biosynthése de 1’éthyléne, biosynthése des terpénoides
dont I’a-farnésene, des composés phénoliques et des PPO.

Un modele conceptuel est proposé : 1’équilibre entre la quantité de radicaux libres générés
par la mise au froid et la quantité¢ d’antioxydants présents dans les tissus seraient 1’¢lément clés pour
expliquer I’apparition de I’échaudure superficielle chez la pomme.

Mots clés: Malus x domestica, échaudure superficielle, stress oxydatif, polyphénol oxydase,
analyse transcriptomique
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ABSTRACT

Apple is a climacteric fruit whose quality traits result from the maturation process and
must be preserved during the cold storage period. However superficial scald, a physiological
storage disorders still poorly understood, may occur during this period.

In order to identify genes and metabolic pathways involved in the apparition of superficial
scald, different post-harvest treatments and storage conditions were tested on fruits harvested in
2015. After 5 months of cold storage, on the opposite to MeJA treatment or ULO storage
conditions, 1-MCP and DPA treatments had inhibited almost completely the apparition of scald.
Analysis of fruit transcriptome 24h after MeJA treatment shows the induction of genes involved in
signaling pathways and biosynthesis of ethylene, biosynthesis of terpenoids including o-farnesene,
phenolic compounds and PPO.

Finely, we propose that the balance between the amount of free radicals generated by cold
stress and the amount of antioxidants present in the fruit tissues might be the key elements to
explain the appearance of superficial scald in apples.

Keywords: Malus x domestica, superficial scald, oxidative stress, polyphenol oxidase,
transcriptome analysis



