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INTRODUCTION 

I – Présentation de l’entreprise 

 L’INRAE, institut national de recherche pour l’agriculture, l’alimentation et 

l’environnement est le premier institut national de recherche agronomique au monde spécialisé 

dans les domaines scientifiques de l’agriculture l’alimentation et l’environnement. 

Anciennement INRA, cet institut a fusionné avec l’IRSTEA (spécialisé en agriculture et 

environnement) en janvier 2020 pour former l’INRAE. Aujourd’hui, on peut compter une 

communauté de 12 000 personnes, avec 18 centres de recherches comprenant un peu plus de 

200 unités de recherche et une quarantaine d’unités expérimentales. L’institut est aussi 

partenaire de 33 sites universitaires et possède un réseau international lui permettant de 

collaborer avec des équipes de recherches à travers le monde. En Pays de la Loire, le centre 

INRAE est le 2e organisme de recherche publique. En partenariat avec l’Université d’Angers 

ainsi que l’institut-Agro Rennes-Angers et l’ESA (Ecole Supérieure des Agricultures), il 

comprend une communauté de plus de 1000 personnes. Ses 13 unités de recherche s’appuient 

sur 4 unités d’appui, 2 structures fédératives de recherche, des plateformes et plateaux 

techniques, des centres de ressources biologiques et une unité expérimentale constituée de 70 

hectares de vergers. Il entretient également des liens étroits avec le GEVES (Groupe d’étude et 

de contrôle des variétés et des semences).  

Parmi les unités de recherches, on retrouve l’IRHS (institut de Recherche en Horticulture et 

Semences) qui est une unité mixte de recherche INRAE, Institut-Agro Rennes-Angers, et 

l’Université d’Angers. L’IRHS est constituée de 260 personnes, rassemblant des expertises de 

généticiens/génomiciens, phytopathologistes, physiologistes/éco physiologistes, biochimistes, 

modélisateurs, bioinformaticiens, et biophysiciens s’intéressant à la qualité et la santé des 

espèces horticoles et la production de semences. L’IRHS est organisé en 4 axes de recherches 

(Figure 1), et comprend 14 équipes de recherche constituées autour de leur projet scientifique.  

Mon stage de fin d’étude prend place au sein de l’équipe Ecofun (Ecologie évolutive chez les 

champignons), qui s’inscrit dans l’axe de recherche 2 de l’IRHS « Mécanismes et stratégies de 

biocontrôle et autres méthodes alternatives aux produits chimiques ». Cette équipe comprend 6 

salariés permanents (enseignants-chercheurs, chercheurs, et technicien de laboratoire) et 1 

personne en CDD (ingénieur). Les travaux de cette équipe portent sur la santé des plantes et 

plus particulièrement sur les agents pathogènes des arbres fruitiers.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Cycle biologique de Venturia inaequalis sur pommier (Agrios, Plant Pathology, p. 506, Copyright 
Elsevier, 2004) 

Figure 1 : Présentation des axes de recherches et des équipes de l’IRHS 
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Leurs recherches sont principalement centrées sur Venturia inaequalis, l’agent pathogène de la 

tavelure du pommier. L’adaptation de ce champignon aux facteurs de résistances du pommier 

est étudiée, ainsi que l’étude génomique de son pouvoir pathogène. Enfin, des recherches sont 

aussi menées sur des méthodes de lutte durable contre la tavelure. C’est sur ce dernier point que 

mon stage prend place : l’évaluation de l’efficacité d’une nouvelle technique de biocontrôle 

appliquée à la tavelure du pommier. 

II - Etat de la bibliographie   

A - Venturia inaequalis agent de la tavelure sur pommier  

 Venturia inaequalis est un champignon phytopathogène appartenant au genre Venturia 

du phylum Ascomycète de la classe des dothideomycètes (MacHardy et al., 2001).  Il est 

responsable de la tavelure du pommier, la plus importante maladie sur pommier dans le monde. 

Cette maladie a un impact économique négatif dû aux pertes de rendement, et aux utilisations 

de fongicides (Bowen et al., 2011). Ce champignon est hétérothallique (Keitt 1952 ; Jha et al., 

2009); c’est à dire qu’il nécessite des souches de signes sexuels opposés pour la reproduction 

sexuée, et les gamètes mâle et femelle sont formés sur des thalles différents.  Vi (Venturia 

inaequalis) est originaire d’Asie centrale, le centre d’origine du pommier sauvage Malus x 

sieversii (Ledeb) M. Roem, le principal géniteur du pommier cultivé (Malus x domestica 

Borkh) (Gladieux et al., 2010). Vi s’est répandu autour du globe grâce à la domestication et le 

commerce de son hôte, le pommier cultivé (Malus x domestica), l’une des cultures fruitières les 

plus importantes (Gladieux 2010). 

En 2023, la production Française de pommes est estimée à 1 581 000 tonnes, dépassant de 8% 

la moyenne des récoltes 2018-2022 (Agreste). La surface agricole de cette culture est de 40 901 

ha (Agreste), et l’Hexagone se place en troisième meilleur producteur Européen de pomme 

derrière la Pologne et l’Italie (FranceAgrimer).  

B - Cycle biologique et pathogénie de Venturia inaequalis  

1 - Cycle biologique 

 Le cycle de Vi comprend deux phases. La première est une phase saprophytique dans 

les feuilles mortes au sol, au cours de laquelle s’effectue la reproduction sexuée de l’automne 

au printemps. La seconde est une phase parasitaire sur les feuilles et les fruits du printemps à 

l’automne, au cours de laquelle s’effectue la reproduction asexuée (Figure 2). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Proportion d'ascospores de Venturia inaequalis résultant en une infection en 
fonction du temps d'humectation et de la température pendant l'infection (Philion et al., 

2020)
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La phase saprophytique débute par le développement des hyphes du stroma sous la cuticule des 

feuilles mortes au sol. Lorsque deux hyphes de deux souches de Vi de signes sexuels opposés 

se rencontrent, un appariement a lieu entre les noyaux mâles de l’anthéridie (gamétange mâle) 

et les noyaux femelles de l’ascogone (gamétange femelle). La rencontre des deux hyphes 

entraîne la formation d’un mycélium secondaire étant à l’origine de la structure de 

reproduction : l’asque. Ensuite, la fusion se produit entre ces noyaux dans l’asque, donnant un 

zygote. L’asque s’allonge ensuite et le noyau subit une étape de méiose et de mitose donnant 

huit noyaux haploïdes qui deviendront les ascospores. Le développement des asques et des 

ascospores se produit dans le pseudothèce, un organe de reproduction formé par les hyphes au 

milieu du stroma (Jha et al., 2009). 

Vi  hiverne donc principalement sous forme de pseudothèces dans la litière foliaire morte au sol  

(Bowen et al., 2011). La maturation des pseudothèces se fait progressivement selon la 

température pendant 2 à 4 mois après le débourrement. Lorsque les pseudothèces sont matures, 

les ascospores (spores issues de reproduction sexuée) sont projetées lors des épisodes pluvieux 

et dispersées par le vent. Une fois que les ascospores atteignent les feuilles de l’hôte, l’infection 

primaire de la phase parasitaire prend place (Bowen et al., 2011). Le risque d’infection est plus 

élevé sur les jeunes feuilles et fruits qui sont plus sensibles (Xu et Robinson 2005), tandis que 

les feuilles qui vieillissent deviennent de plus en plus résistantes (c’est la résistance 

ontogénique) (Gusberti 2013). De plus, pour que la contamination ait lieu, le feuillage doit être 

humecté pendant une durée minimum variant selon la température ambiante (avec un optimum 

entre 15 et 22 °C) (Philion et al., 2020) (Figure 3). Les premières étapes de l’infection sont la 

germination du tube germinatif issue des ascospores, l’adhésion et la pénétration de la cuticule. 

L’adhésion et la pénétration sont initiées par un appressorium (structure fongique permettant la 

pénétration de l’hôte), qui se développe ultérieurement en stroma (structures multicouches 

pseudo-parenchymateuses) permettant la prise de nutriments dans l’espace sub-cuticulaire 

(Bowen et al., 2011). Les stromae se différencient ensuite en conidiophores portant à leurs 

extrémités les conidies (spores issues de reproduction asexuée), qui sont à l’origine des 

symptômes typiques de la tavelure. Les conidies sont disséminées par le vent et la pluie, et 

initient l’infection secondaire (MacHardy et al., 2011). Les conidies de Vi, de même que pour 

les ascospores, nécessitent que le feuillage soit humecté pendant une durée minimum variant 

selon la température ambiante (Philion et al., 2020). À la chute des feuilles en automne, la phase 

de reproduction sexuée se remet en place et un nouveau cycle peut commencer.  



  

Figure 4 : Symptômes de tavelure sur feuille de variété Golden 
Delicious (Beaucouzé 17/05/23, Pierre Normand) 
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2 - Facteurs de pathogénie 

 La réussite de l’infection par Vi repose sur des procédés cellulaires et moléculaires 

spécifiques. En effet, l’attachement des conidies/ascospores sur la surface hydrophobe (cutine) 

des feuilles/fruits du pommier, repose sur l’appressorium qui produit une substance 

mucilagineuse (Smereka et al., 1987). Pour la pénétration de la cuticule, Vi sécrète des enzymes 

hydrolytiques (Jha et al., 2009). En effet, il a été démontré que des cutinases extracellulaires 

sont produites par des conidies germées et du mycélium de Vi (Köller et al., 1991). De plus, 

d’autres enzymes dégradant la paroi des cellules (Cell Wall Degrading Enzymes) ont été 

identifiées comme des endo-exo polygalacturonases, esterases, β-D-glucosidase, facilitant la 

pénétration (Valsangiagomo et al., 1992 ; Kollar 1998). Vi, possédant une phase biotrophe, va 

détourner les nutriments de son hôte sans provoquer de dégâts conséquents (Bowen et al., 

2011). Ainsi, comme d’autres champignons phytopathogènes biotrophes, il y aura la création 

d’un puits à nutriments au niveau du site d’infection, et une modification du taux d’hormones 

sur ce site (Walters et McRoberts 2006). En effet, il a été mis en évidence des changements de 

flux de cytokinines pendant l’infection de Vi sur pommier, potentiellement à l’origine de cette 

nutrition biotrophe (Ashby 2000). Sachant que la production de β-glucosidase a été démontrée 

chez Vi au moment de l’infection, il est possible d’émettre l’hypothèse que cette enzyme serait 

à l’origine du clivage de la zéatine-O-glucoside et ainsi du relâchement de zéatine (Ashby 

2000). Ce mécanisme serait à l’origine d’accumulation de cytokinines biologiquement actives 

au niveau de l’entrée du pathogène, résultant en un « puits à nutriments » en translocant les 

photoassimilats de l’hôte. 

C – Symptômes et méthodes de lutte 

1 - Symptômes  

 La tavelure n’entraîne jamais la mort du pommier, mais peut entraîner de fortes pertes 

économiques car la moindre infection sur le fruit détériore l’aspect visuel de ce dernier et le 

rend impropre à la commercialisation. Les symptômes de la tavelure peuvent apparaître sur les 

feuilles, fruits, pétioles, sépales, fleurs, jeunes pousses et bourgeons (MacHardy et al., 2011). 

De plus, les symptômes évoluent en fonction de la saison et de l’âge des organes de l’hôte. Au 

printemps sur les feuilles, ils se caractérisent par des petites taches diffuses circulaires veloutées 

de quelques millimètres de diamètre (4-6 mm) et de couleur marron noire sur la face supérieure 

du limbe le long des nervures principales et secondaires, puis les feuilles se dessèchent, 

nécrosent et tombent (Bowen et al., 2011) (Figure 4). 
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En été, les feuilles présentent un aspect flétri et boursouflé. A l’automne puis au printemps, les 

bourgeons (à bois et à fleurs) peuvent présenter des taches localisées à la partie libre des écailles, 

correspondant au développement du stroma par Vi. La tavelure peut aussi toucher les fleurs, 

entraînant dans certains cas leur desséchement et leur chute, limitant ainsi le futur rendement. 

Enfin, la tavelure entraîne également des taches sur le fruit dès le mois de mai, pouvant se 

développer en croûtes noirâtres et liégeuses, déformant ainsi l’épiderme du fruit (Jah et al., 

2009). 

2 - Méthodes de lutte  

2.1 - Utilisation de fongicides  

 L’utilisation de fongicides aujourd’hui est la méthode la plus répandue dans le monde 

pour lutter contre la tavelure du pommier, nécessitant l’application d’une quinzaine/vingtaine 

de traitements par an (Gladieux 2010). L’utilisation massive et répétée de fongicides a des 

conséquences très néfastes pour l’environnement (pollution, résidus..). De plus, l’un des 

problèmes majeurs est l’apparition de résistances ou d’une réduction de la sensibilité aux 

fongicides à cible unique (Cordero-Limon et al., 2021). Par exemple, le myclobutanil 

(Systhane) est l’un des fongicides le plus utilisé dans le monde ; c’est un fongicide uni-site 

inhibiteur de déméthylation (C-14 déméthylase) de la synthèse des stérols, pour lequel des 

résistances ont été observées depuis 1991 (Chapman et al., 2011). Les champignons, soumis à 

des pressions de sélection, peuvent muter à un seul gène à l’origine de l’apparition de résistance 

à un fongicide uni-site (résistance chromosomique mono-génique). De plus, Cordero-Limon et 

al. (2021) ont démontré une résistance croisée (mécanisme conférant une résistance à tous les 

fongicides agissant sur la même cible) entre le myclobutanil (Systhane) et le tebuconazole 

(Horizon Arbo) (un autre DMIs). L’apparition de résistance chez les microorganismes est 

fréquente car ces derniers effectuent beaucoup de mitoses, entraînant plus de mutations 

accidentelles. De plus, Vi sporule beaucoup, ce qui augmente encore plus la probabilité 

d’apparition de résistance. En effet, il a été démontré que des populations de pathogènes 

possédant un haut potentiel évolutif étaient plus susceptibles de développer des résistances 

(McDonald et Linde 2002). Comme par exemple les pathogènes ayant un système de 

reproduction mixte, une grande taille de population effective, un potentiel élevé de flux de 

génotypes, et un haut taux de mutation, ce qui est le cas de Vi (McDonald et Linde 2002).  
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2.2 - La prophylaxie  

 La prophylaxie vise à prévenir l’apparition ou la propagation des ennemis de cultures. 

Dans notre cas, elle consiste à réduire l’inoculum primaire présent dans les feuilles mortes au 

sol. Il est donc conseillé de broyer la litière foliaire morte au sol (contenant les pseudothèces et 

les asques) pour limiter le développement de la maladie (Parveaud et al., 2014). De plus, 

effectuer une taille régulière pour s’assurer d’une bonne pénétration de la lumière du soleil, 

choisir un bon site offrant plus de six heures de soleil par jour, espacer les arbres adéquatement, 

sont des bonnes pratiques à réaliser afin de minimiser l’humidité dans l’environnement du 

pommier et ainsi prévenir la maladie (Jha et al., 2009). 

2.3 - Résistance variétale 

 La sélection variétale permet de développer de nouvelles variétés cultivées de plantes. 

C’est une méthode alternative efficace aux pesticides, respectueuse de l’environnement et de la 

santé publique. Cette méthode peut être efficace à condition d’implanter une résistance durable 

chez la variété de pommier, et non pas une résistance reposant sur un seul gène où un 

contournement de résistance peut rapidement arriver (Pattochi 2020). L’effet d’un gène de  

résistance n’est pas infini ; on peut par exemple citer le gène de résistance Rlm1 au phoma du 

colza (causé par Leptosphaeria maculans) qui a été contourné en seulement 3 ans en France 

(Rouxel et al., 2003). La plupart des variétés de pommiers résistants à la tavelure aujourd’hui 

portent un seul gène de résistance majeur, le gène Rvi6 (Vf), et des isolats de Vi virulents se sont 

développés en Europe et aussi aux Etats-Unis (Pattochi 2020). 17 autres gènes majeurs de 

résistances ont été identifiés chez le pommier (Bus et al., 2011), ainsi que 11 facteurs de 

résistance quantitative (QTLs). Il a été montré dans des essais expérimentaux que les QTLs 

peuvent également être contournés par Vi. 

Une stratégie efficace pour générer des résistances durables est appelée le pyramidage ; elle 

consiste à associer plusieurs facteurs de résistance au sein d’une même variété, tout cela assisté 

par marqueurs moléculaire (SAM : sélection assistée par marqueurs). Cela permet de cumuler 

les QTLs avec les gènes majeurs et ainsi limiter le contournement (Pattochi 2020).  

2.4 - Les stimulateurs de défense des plantes (SDP) 

 L’utilisation de stimulateurs de défense des plantes (SDP) est également une méthode 

pouvant freiner le développement des maladies et diminuer l’utilisation massive de pesticides. 

Ces éliciteurs sont des produits de synthèse, extraits biologiques ou encore des 

microorganismes vivants non pathogènes, capables d’induire les défenses des plantes traitées  
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(Marolleau et al., 2017). À l’inverse des pesticides, les SDP agissent seulement sur la plante et 

n’ont pas d’activité biocide. La plante perçoit ces molécules comme un signal d’agression et 

initie ensuite des réactions de défense. Le signal d’infection peut être initié par des éliciteurs 

généraux mimant un PAMP, ou DAMP (Pathogen/Damage-Associated Molecular Patterns), 

par des analogues hormonaux qui viennent agir directement sur la voie de signalisation 

hormonale (Marolleau et al., 2017), ou encore par des microorganismes non pathogènes sur 

leur hôte, mais que ce dernier reconnaît néanmoins (Padmathilake et Fernando 2022). 

L’acibenzolar-S-méthyl (ASM) est un analogue de l’acide salicylique, commercialisé sous le 

nom de « Bion® », et est utilisé en tant que SDP sur plusieurs espèces végétales (Warneys et 

al., 2018). Il a été démontré que l’ASM agit sur le pommier en permettant l’activation de NPR1, 

la mise en place d’une SAR (résistance systémique acquise) et donc la production de PR 

protéines, induisant ainsi une protection contre Vi (Marolleau et al., 2017 ; Gaucher et al., 

2020). Cette molécule sera utilisée durant mon stage en tant que témoin positif, et nous la 

nommerons Bion.  

Padmathilake et Fernando (2022) ont démontré qu’une inoculation d’une souche peu virulente 

de Leptosphaeria biglobosa, peut stimuler les défenses du colza contre une infection d’une 

souche virulente de Leptosphaeria maculans. En effet, L. biglobosa entraîne une inhibition de 

la croissance de L. maculans sur les cotylédons du colza lorsqu’ils sont co-inoculés ou lorsque 

L. biglobosa est inoculé 1 jour avant L. maculans. De plus, L. biglobosa entraîne une sur-

expression de certains gènes de défense comme CHI, RbohD et  PR1 (liste non exhaustive). 

2.5 - Lutte biologique  

 La lutte biologique correspond à l’utilisation de macro-micros auxiliaires contre des 

bioagresseurs de cultures, et fait l’objet d’études depuis plus de 50 ans dans le cadre de la lutte 

contre la tavelure (Carisse et al., 2000). On peut citer l’utilisation du coelomycète 

Microsphaeropsis ochracea, qui présente des caractéristiques intéressantes en termes de lutte 

contre la tavelure. En effet, Carisse et al. (2000) ont démontré qu’une application de M. 

ochracea sur des feuilles naturellement tavelées qui ont hiverné sur le sol d’un verger entraînait 

une réduction de la production d’ascospores allant de 81 à 96%. Cependant, sur des essais de 

terrain à grand échelle, la réduction de la production d’ascospores était seulement de 75%. C’est 

pourquoi l’utilisation de ce champignon antagoniste en lutte biologique doit être considérée 

comme un assainissement, une pratique d’hygiène dans les vergers, et non pas comme 

remplacement des fongicides pendant la phase d’infection primaire.  
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On retrouve aussi le basidiomycète Athelia bombacina inhibant le développement des 

pseudothèces de Vi (Young et Andrews 1990). Cependant, dans des essais aux champs, 

l’inhibition a été obtenue seulement avec une grande biomasse de ce champignon (1 kilo à l’état 

frais / hectare) (MacHardy et al., 2001). 

Même si la lutte biologique semble très encourageante et efficace, très peu de produits ont été 

commercialisés jusque-là. En effet, les antagonistes qui contrôlent un agent pathogène sont 

rarement efficaces sur le terrain. Cela est dû au pathogène, à l’hôte, à l’antagoniste, à 

l’environnement et à toutes les interactions qui se produisent entre eux (Lahlali et al., 2022). 

D - Recherche de nouvelles méthodes de lutte 

1 - Résultats initiaux EcoFun 

1.1 - Les formes spéciales de Venturia 

 Le pyracantha est un arbuste de la famille des Rosacées, pouvant présenter des 

symptômes de tavelure comme le pommier, mais son agent pathogène a été initialement 

identifié comme une autre espèce Spiloceae pyracantha. Il a été démontré que S. pyracantha et 

Vi présentent une grande similitude génétique ; en effet, les régions ITS (internal transcriber 

spacer) de ces deux espèces révèlent une forte homologie (Le Cam et al., 2002). De plus, Vi est 

constitué de différentes populations ayant divergé génétiquement plus ou moins récemment 

(Gladieux et al., 2010). Le développement de ces populations dans des habitats différents a 

conduit à des spécialisations d’hôtes, résultat de la pression de sélection. Ainsi, des tests croisés 

de pouvoir pathogène ont dévoilé que ces espèces présentent une stricte spécificité d’hôte ; S. 

pyracantha infectant le pyracantha et non le pommier, et V.  inaequalis, infectant le pommier 

et non le pyracantha (Le Cam et al., 2002). Enfin, des pseudothèces fertiles entre ces espèces 

ont été obtenus en condition in-vitro (Le Cam et al., 2002). Ces résultats ont amené à la 

conclusion que S. pyracantha et V. inaequalis sont deux formes spéciales de la même espèce, 

nommées respectivement V. inaequalis f.sp. pyracanthae, et V. inaequalis f.sp. pomi (Le Cam 

et al., 2002 ; Gladieux et al., 2010). Pour la suite de ce mémoire, nous nommerons les souches 

de V. inaequalis f.sp. pyracanthae PYR et les souches de V. inaequalis f.sp. pomi POMI. 

1.2 - Hybrides (PYR x POMI) non pathogènes sur pommier 

 Les ascospores issues des pseudothèces fertiles de différents croisements POMI x PYR 

ont été isolées en laboratoire. Plus de 200 hybrides ont ensuite été inoculés sur pommier  
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et pyracantha en conditions contrôlées. Il a été démontré que les hybrides sont pathogènes sur 

pyracantha et non pathogènes sur pommier (Caffier et al., 2022).  

1.3 - Effet protecteur de PYR sur pommier quant à une infection par POMI 

 L’équipe Ecofun a également proposé l’hypothèse qu’une pulvérisation d’une souche 

PYR avant l’inoculation d’une souche POMI peut provoquer une baisse de symptômes de 

tavelure. Cette baisse pourrait s’expliquer par les mécanismes suivants ; soit les souches PYR 

jouent le rôle de bio-surfactant à la surface des feuilles de pommier et ainsi inhibent le 

développement des souches POMI par compétition, soit les souches PYR induisent une 

résistance chez le pommier de façon semblable à L. biglobosa sur le colza (cf partie C.2.4).  

2 - Le projet ENFIN ! 

 Ces résultats sont à la base du projet ENFIN !, déposé par le laboratoire EcoFun de 

l’IRHS. Proposé dans un appel à projet dans le cadre du Plan Ecophyto II+, ce projet développe 

un nouveau concept de lutte biologique sur pommier vis-à-vis de Vi, et a pour but d’offrir aux 

agriculteurs une stratégie de lutte réduisant l’utilisation de fongicides. Cette stratégie est basée 

sur deux inventions brevetées. 

2.1 - Invention 1 : Détournement sexuel  

 L’invention 1 du projet ENFIN !, en raison de l’absence de pathogénie des hybrides 

(POMI x PYR) sur pommier, vise à cibler la phase de reproduction sexuée de Vi. Une 

application massive de souches PYR à l’automne en verger sur les feuilles sénescentes de 

pommier conduira les souches POMI à se croiser avec les souches PYR, ce qui conduira à des 

descendants non pathogènes sur pommier. Cette stratégie, semblable à celle du mâle stérile chez 

les insectes, résulterait en une diminution des populations de Vi pathogènes sur pommier, étant 

donné leur caractère téléomorphe.  

2.2 - Invention 2 : Effet protecteur souche PYR 

L’invention 2 du projet ENFIN !, repose sur la protection du pommier contre Vi par 

application préalable de souches non pathogènes sur pommier et appartenant à la même espèce 

(souches PYR).  Il est proposé de pulvériser des souches PYR sur les feuilles de pommiers lors 

des projections d’ascospores de POMI au printemps, et en été lors des infections primaires et 

secondaires.  
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E - Objectif du stage  

1 - Mes tâches  

Concernant l’invention 1 : Deux partenaires techniques sont en collaboration avec 

Ecofun: l’IFPC (Institut Français des Productions Cidricoles) et le CTIFL (Centre technique 

interprofessionnel des fruits et légumes). L’expérimentation en verger est le cœur de leur 

métier. L’unité expérimentale de Sées (IFPC) dans l’Orne, le centre de Lanxade (CTIFL) en 

Dordogne, le centre de La Morinière (CTIFL) en Maine et Loire, et l’Unité Expérimentale 

Horticole de l’INRAE à Beaucouzé sont donc impliqués dans le projet ENFIN ! Des 

inoculations de souches PYR et d’eau ont été réalisées à l’automne 2022 sur des feuilles de 

pommiers tavelées, dans différents vergers : à Beaucouzé (variété «  Gala »), Sées (variétés 

« Petit Jaune » et « Judeline »), Lanxade (variété « Golden »), et La Morinière (variété 

« Golden »). Après incubation hivernale en palox, les feuilles ont été envoyées au laboratoire 

Ecofun pour analyse. Mes objectifs seront de déterminer par biologie moléculaire, si les souches 

PYR inoculées à l’automne 2022 se sont bien installées de façon saprophytique sur la litière 

foliaire. Ensuite déterminer si les souches PYR ont pu se croiser avec les souches POMI déjà 

présentes sur les feuilles. Enfin par des tests de pouvoir pathogène en conditions contrôlées, 

évaluer l’efficacité des traitements PYR réalisés à l’automne 2022 en comparant les quantités 

de maladies obtenues sur différentes variétés de pommier à partir des ascospores issues des lots 

de feuilles inoculées avec PYR ou eau, des différents sites. Concernant l’invention 2, l’objectif 

est de tester l’hypothèse qu’une application préalable de PYR peut induire une protection chez 

le pommier. Pour cela, des analyses seront réalisés à l’aide d’une puce à faible densité 

quantitative pour déterminer si l’application de souches PYR induit l’activation des voies de 

défenses chez le pommier. Puis, des tests d’efficacité en conditions contrôlées seront réalisés, 

en comparant les quantités de maladies obtenues sur différentes variétés de pommier, suite à 

des inoculations de souches PYR suivies d’inoculation d’un mélange de souches POMI pour 

deux formes d’inoculum (ascospores/conidies).  

 

 

 

 

 



Tableau 1 : Description des vergers de pommiers 

 

Tableau 2 : Description des souches PYR (Venturia inaequalis f.sp pyracanthae) utilisées 

Forme 
spéciale 

Nom de la 
souche 

Origine Date 
échantillonnage 

Signe sexuel 

 PYR 1381 F    FranceFF 01/07/98 a 
PYR 1383 FFrance 01/08/98 a 
PYR 1387 FFrance 01/08/98 alpha 
PYR 2299 FFrance 01/12/04 alpha 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sites/Organismes Variétés Nb applications 
PYR et EAU 

Dates d’application Pourcentage de 
pousses tavelées 

à l’automne 2022 
Beaucouzé  

(UEH INRAE) 
Gala 6 18/11/22. 25/11/22. 

29/11/22. 1/12/23. 9/1/23. 
13/12/23 

100 

Lanxade 
(CTIFL) 

Golden 7 18/11/22. 25/11/23. 2/12/23. 
9/12/23. 14/12/23. 3/01/23. 

10/01/23 

92 

La Morinière 
(CTIFL) 

Golden 6 18/11/22. 25/11/22. 9/12/22. 
14/12/22. 20/12/22. 

22/12/22. 

17 

Sées 
(IFPC) 

 

Judeline 7 21/11/22. 25/11/22. 
28/11/22. 06/12/22. 

19/12/22. 21/12/23. 03/01/23 

98 

Petit Jaune 60 

Figure 5 : Dispositif des litières foliaires de pommier sous grilles et palox utilisé 
pour l’incubation hivernale (La Morinière, automne 2022, Anne Duval-Chaboussou) 
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MATERIELS ET METHODES 

I – Invention 1 : Détournement sexuel  

A – Travaux réalisés au verger préalablement à mon stage 

1 - Description des vergers  

 La localisation des différents vergers ainsi que les variétés de pommiers associées sont 

représentées dans le tableau 1. Nous utilisons des variétés de pommier à couteau (« Golden 

Delicious » et « Gala ») ainsi que des variétés de pommier à cidre (« Judeline » et « Petit 

Jaune »). Ces variétés sont considérées comme sensibles à la tavelure. Les vergers sont non 

traités contre la tavelure ou très peu traités, la présence de tavelure à l’automne 2022 diffère 

entre les différents vergers (tableau 1). 

2 – Traitement de la litière foliaire à l’automne 2022 

 A l’automne 2022, des feuilles mortes tombées au sol des différents vergers ont été 

mises sous grilles (Figure 5), puis inoculées par de l’eau ou des souches PYR à 500 000 

spores/ml. Selon les vergers, il y a eu 6 ou 7 inoculations entre mi-novembre et mi-janvier 

(tableau 1). L’inoculation des souches PYR a été réalisée avec un mélange de 4 souches 

monoconidiennes de collection sélectionnées pour leur bonne capacité de multiplication in vitro 

et leur aptitude à se croiser avec des souches POMI (tableau 2). Deux souches PYR sont de 

signe sexuel a, et deux autres de signe sexuel alpha, dans l’objectif que ces souches se croisent 

avec les souches POMI déjà présentes au verger. Les feuilles ont ensuite été mises dans des 

palox afin d’éviter la dégradation des feuilles au sol (Figure 5). Les feuilles ont ensuite subi une 

incubation hivernale à proximité de chacun des vergers.  

3 – Maturation des ascospores et logiciel RIMpro 

 La maturation et les projections d’ascospores étant progressive de mars à juin, nous 

avons utilisé le logiciel RIMpro pour définir la date d’arrêt de l’incubation extérieure et l’envoi 

des feuilles au laboratoire Ecofun. Le logiciel RIMPro est un outil d’aide à la décision utilisé 

en arboriculture (notamment pour la tavelure) pour une utilisation raisonnée des pesticides. Ce 

logiciel est un modèle prédictif se basant sur l’épidémiologie de la maladie (maturation des 

ascospores, conditions et intensité des éjections, infection des arbres) et les données météo 

d’une parcelle donnée (température, humidité, humectation foliaire). Il va alors nous apporter 

des informations sur les stocks d’ascospores immatures, matures et éjectées (Figure 6). 



 

 

Figure 6 : Sortie RIMpro lors de l’envoi du lot 2 du site de Lanxade (zones bleu foncé : 
longueur de la pluie, zone bleu clair : longueur de la période d’humectation ; source : 

rimpro.eu) 
 

 

Tableau 3 : Dates d'envoi du lot 2 des litières foliaires de pommier des différents sites 

Sites Dates d’envoi (2ème envoi) 

Beaucouzé 06/04/23 

Lanxade 24/04/23 
La Morinière 26/03/23 

Sées 24/04/23 
 

 

 

 

 



Normand Pierre - M2 GSP- Evaluation de l’efficacité d’une nouvelle stratégie de biocontrôle                    23 
 

En début de saison, 100% des ascospores sont immatures, et à mesure que la saison progresse, 

les ascospores arrivent à maturité et sont éjectées lors des pluies. 

Dans le cadre de mon stage, nous utilisons ce logiciel pour suivre la maturation et la projection 

des ascospores. Si un fort épisode pluvieux et une forte projection est prédite, nous rangeons 

les grilles à l’abri de la pluie pour empêcher une forte perte du stock d’ascospores, puis nous 

les remettons en incubation dans les palox après l’épisode pluvieux. 

Il y a eu 3 envois de feuilles : le 1er au début de maturation des pseudothèces (lot 1), le 2ème 

quand 30% des ascospores ont été éjectées (lot 2), le 3ème quand 60% des ascospores ont été 

éjectées (lot 3). Dans le cadre de mon stage, seul l’envoi de la litière foliaire correspondant à 

30% d’ascospores éjectées (lot 2) a été analysé. Le tableau 3 représente les dates d’envoi du 

2ème lot de feuilles pour chacun des vergers. 

B – Travaux réalisés pendant mon stage  

1 – Analyse moléculaire des litières foliaires 

 Ici nous cherchons à déterminer par PCR si les inoculations des souches PYR ont 

conduit à leur installation sur la litière foliaire sous forme de colonisation saprophytique. Pour 

cela, nous utilisons des amorces spécifiques des souches PYR pour déterminer si PYR est 

détecté sur la litière foliaire suite à la période d’incubation en extérieur. Nous avions également 

comme objectif de déterminer si les souches PYR se sont croisées avec les souches POMI, mais 

cela n’a pu être réalisé par manque de temps. 

1.1 – Extraction ADN 

 Après réception des litières foliaires des différents vergers, des disques foliaires sont 

prélevés à raison de 10 par tube d’Eppendorf 2 mL et placés dans de l’azote liquide. Des billes 

de broyage acier inox Retsch™ (Ø 5 mm) sont ajoutées (3/tube), et servent au broyage de la 

litière foliaire par agitation des tubes encore congelés à l’aide d’un broyeur à billes (Retsch 

MM400). Le kit d’extraction d’ADN Nucleospin DNA Food (Mecherey-Nagel) est utilisé, et 

la concentration en ADN est mesurée au NanoDrop (ThermoFisher Scientific). 

1.2 – PCR 

 Les PCR sont effectuées sur les ADN préalablement dilués à 5 µg/µl. Les réactions PCR 

ont été effectuées dans un volume final de 25 µL contenant 14,8 µL d’eau filtrée stérilement, 

5,25 µL de tampon (Green GoTaq reaction buffer, 7,5 mM MgCl2, pH =8 ; Promega), 1,05 µL 

de dNTP (10 mM), 1,3 µL de chaque amorce (Forward 5’-3’ : GGG GGT GTG GTT ACA TTC AG 
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 ; Reverse 5’-3’ : CT GCA ACT ACA ACC GCG TA) (10 µM), et 0,13 µL de Taq polymérase 

(GoTaq G2 DNA polymerase, Promega). Le programme PCR est le suivant : 1. 95°C 3 min, 2. 

95°C 0.03 min, 3. 60°C 0.03 min, 4. 72°C 0.03 min, 5. Retour à l’étape 2 pour 34 fois, 6. 72°C 

5 min. Les produits d’amplifications ont été résolus sur des gels d’agarose 2% dans du tampon 

1X TAE (89 mM Tris-acectate, 89 mM acide borique, 2 mM EDTA, PH = 8,3), suivi d’une 

révélation au bromure d’éthidium. 

2 – Test d’efficacité de l’invention 1 

 L’objectif est de comparer les quantités de tavelure obtenues sur différentes variétés de 

pommier à partir d’ascospores issues des litières foliaires inoculées par des souches PYR ou 

par de l’eau, provenant des différents vergers de : Beaucouzé, Lanxade, La Morinière et Sées. 

Si des croisements se sont produits entre les souches PYR et des souches POMI, les ascospores 

résultantes devraient être non pathogènes sur pommier, ce qui devrait se traduire par une 

quantité plus faible de maladie pour la modalité PYR que pour la modalité EAU.  

1 – Matériels biologiques 

1.1 - Plantes 

 Les plantes utilisées sont des pommiers greffés des variétés « Golden Delicious » et 

« Gala » (pommier à couteau), ainsi que « Judeline » et « Petit Jaune » (pommier à cidre), avec 

un porte greffe MM106 utilisé pour sa vigueur. On utilise ici les mêmes variétés que celles des 

vergers. Les plantes ont été élevées en serre, avec des températures variant entre 22°C et 24°C 

et avec un taux d’humidité moyen de 70%.  

1.2 - Souches 

 Les souches proviennent des litières foliaires des différentes variétés de pommiers des 

différents sites représentés dans le tableau 1, avec 2 modalités pour chaque verger : PYR et 

EAU. 

2 – Conduite expérimentale 

 Deux expérimentations sont effectuées : l’une sur pommiers à cidre et l’autre sur 

pommiers à couteau. 

2.1 - Préparation des plants 

 La veille de l’inoculation, les plants sélectionnés (croissance active) sont labélisés (fine 

ficelle blanche placée autour du pétiole de la plus jeune feuille poussante) en serre. Cela nous 

permet de repérer les feuilles à noter pour suivre le développement de la tavelure après 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Concentrations (spores/ml) des suspensions d’ascospores issues des litières 
foliaires de pommier pour les tests d'efficacité de l'invention 1 

  

Sites/Variété 
 

Origine Ascospores 

 Modalité « PYR » 
(spores/ml) 

Modalité « EAU » (spores/ml) 

Beaucouzé (Gala) 32 500 37 000 

Lanxade (Golden) 19 000 16 500 
 

Morinière (Golden) 3 000 2 000 

Sées (Judeline) 14 000 14 000 

Sées (Petit Jaune) 0 0 

Figure 7 : Dispositif de bâches et de cloisons en salle climatisée pour les 
tests d’efficacité (Beaucouzé 17/05/23, Pierre Normand) 
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inoculation. Les plants sont ensuite transférés en salle climatisée, et placés en 4 blocs pour 

chacun des sites. Chaque bloc comprend 6 plants de chaque variété pour chacune des 2 

modalités PYR et EAU. Des cloisons sont placées entre chaque compartiment d’inoculation 

(une modalité de chaque bloc) ainsi qu’une bâche, afin d’éviter la contamination entre les 

compartiments (Figure 7). Au total nous avons donc 24 plants de chaque variété par modalité 

pour chacun des sites. 

2.2 - Préparation des suspensions d’ascospores  

 Pour chacune des modalités de chaque bloc, 0.5 g de feuilles est déposé dans un tube 

Falcon 50 ml avec 25 ml d’eau, puis 10 s de vortex est effectué tous les quarts d’heure pendant 

1 h afin de provoquer l’éjection des ascospores hors des pseudothèces pour les mettre en 

suspension. La solution est ensuite filtrée à l’aide d’une compresse et la concentration est 

estimée à la cellule de Malassez (Rogo Sampaic, 0.22mm), en effectuant 4 comptages de 25 

rectangles quadrillés. Les concentrations des différents inocula sont représentées dans le tableau 

4. La variété « Petit Jaune » a été exclue de l’expérimentation sur pommier à cidre, car nous 

n’avons pas pu récupérer d’ascospores. Pour la variété « Judeline » nous n’avons pas obtenu un 

volume de suspension suffisant et nous n’avons pu inoculer que 2 blocs au lieu de 4. 

2.3 – L’inoculation 

 Lors de l’inoculation, un compartiment correspondant à une suspension d’ascospores à 

inoculer, est débâchée. La pulvérisation se fait avec un compresseur à l’aide d’une tête de 

pulvérisation en verre que l’on plonge dans le tube contenant la suspension. Environ 2 ml de 

suspension sont inoculés sur chaque plante. Une fois qu’un compartiment est inoculé, il est 

rabâché ; puis le compartiment suivant est débâché et ainsi de suite pour chaque compartiment. 

Quand tous les compartiments sont inoculés, un bâchage général de l’ensemble des 

compartiments est effectué afin de maintenir l’humectation du feuillage. 

2.4 - Les conditions de la cellule climatique  

 Les conditions climatiques de la salle climatisée (tableau 5) sont favorables au 

développement de la tavelure, avec une température de 17°C, et une humidité relative de 95% 

permettant de maintenir le feuillage humecté pendant 48 h après inoculation. 

2.5 - La notation de symptômes 

 Plusieurs notations de symptômes (entre J10 et J24 après inoculation) sont effectuées 

afin d’effectuer une cinétique du développement de la maladie. Pour cela, on note visuellement 

la sévérité des symptômes en pourcentage de surface foliaire tavelée sur 5 feuilles pour chaque 



Tableau 5 : Conditions de la cellule climatique pour les tests d'efficacité des inventions 1 et 2 

 

 

Figure 8 : Schéma représentatif 
des feuilles de pommier sur 
lesquelles sont notés les symptômes 
de tavelure 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Exemples de feuilles de pommier présentant différents pourcentages de surface 
tavelée entre 0 à 100 % (Beaucouzé 17/05/23, Pierre Normand) 

  

Etapes Conditions 
Avant inoculation 17°C, 12h de jour de 8h30 à 20h30, 80% HR 

17°C, 12h de nuit de 20h30 à 8h30, 90% HR 
 

Période d’humectation 
48h après inoculation 

Bâchage général   
17°C, obscurité, 95% HR, flux d'air au minimum  
 

Période d’incubation 17°C, 12h de jour de 8h30 à 20h30, 80% HR,  
17°C, 12h de nuit de 20h30 h à 8h30, 90% HR  
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plante (Figure 8). L’échelle de notation des symptômes couvre la gamme de 0 à 100% de 

surface foliaire tavelée de 10% en 10% (Figure 9).     

2.6 - Analyse et statistiques 

 Les cinétiques sont effectuées à partir de la moyenne du pourcentage de maladie des 4 

feuilles les plus tavelées par plante en fonction des jours post inoculation. L’AUDPC (Area 

Under Disease Progression Curve / aire sous la courbe de progression de la maladie) est calculée 

pour chaque plante à partir des cinétiques. Considérons 3 dates de notations de données (J10, 

J13 et J16). L’AUDPC est calculée comme ceci : AUDPC = 0,5 * ((13-10) * (% tavelure J10 + 

% tavelure J13) + (16-13) * (% tavelure J13 + % tavelure J16)). 

Pour chaque site, une analyse de variance (ANOVA) à un facteur (niveau de confiance 95%) a 

été réalisée à l’aide du logiciel Rstudio, afin d’identifier ou non un effet significatif des 

modalités (PYR ou EAU) sur trois variables : pourcentage de tavelure à 21 DPI (Days Post 

Infection) pour l’expérimentation sur pommier à couteau, à 23 DPI pour l’expérimentation sur 

pommier à cidre et l’AUDPC. Un test de normalité (Shapiro-Wilk) et d’homogénéité des 

variances (Levene) des résidus ont été effectués pour vérifier les bonnes conditions 

d’application de l’ANOVA.  

II – Invention 2 : Effet protecteur des souches PYR  

A – Capacité à induire les défenses du pommier 

  L’objectif de ce test est de déterminer si les souches PYR peuvent induire des voies de 

défenses chez le pommier. Pour cela, deux inoculations de souche PYR, de Bion et d’eau sont 

réalisées à 4 jours d’intervalle sur pommier, puis des échantillons de feuilles sont prélevés pour 

analyse par qPFD. Le Bion étant un analogue de l’acide salicylique, il nous sert de contrôle 

positif.  

La qPFD est un outil moléculaire qui a été breveté (brevet INRA WO 2011/161388) par 

l’équipe Respom de l’IRHS de Beaucouzé. Cette puce à faible densité quantitative permet de 

déterminer le niveau d’expression de 29 gènes de défense par qPCR (Polymerase Chain 

Reaction Quantitative) dans un échantillon de pommier. Les gènes cibles sont indiqués dans le 

tableau 6. Cet outil se présente sous forme d’une plaque PCR 96-puits contenant les amorces 

déshydratées des 29 gènes de défense et de 3 gènes de référence (afin de normaliser les quantités 

d’ADNc entre échantillon), en 3 exemplaires. Ceci nous permet d’analyser par qPCR un  

 



 

 

 

 

  

Tableau 6 : Liste des 29 gènes de défense du pommier étudiés par qPFD 

Figure 10 : Dispositif des semis issus de pépins de pommier de Golden 
Delicious en mini-serre (Beaucouzé 04/04/23, Pierre Normand) 
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échantillon d’ARN (acide ribonucléique) de pommier rétro-transcrit en ADN (acide 

désoxyribonucléique), préalablement mélangé à un mix SYBR®Green (agent fluorescent 

intercalant permettant la quantification de l’ADN amplifié) et distribué sur l’ensemble de la 

plaque. Les résultats sont des quantifications relatives d’expression des 29 gènes cibles dans les 

échantillons des tissus ayant reçu les inoculations par rapport à l’échantillon témoin (eau).  

1 - Matériels biologiques  

1.1 - Souches 

 La souche utilisée est la souche PYR 1381 (Tableau 2). Deux concentrations ont été 

utilisées : 400 000 spores/ml et 1 500 000 spores/ml.  

1.2 – Plantes 

 Pour ces tests qPFD nous travaillons avec des semis de pommier. Les pépins 

proviennent de la pollinisation libre de la variété « Golden Delicious ». Les semis sont placés 

en mini-serre (Figure 10).  

2 – Conduite expérimentale  

 Cette manipulation a été effectuée 2 fois de manière indépendante en serre. 

2.1 - Préparation des plants  

 Les plants sont placés la veille de l’inoculation dans des mini-serres (12 par mini-serre) 

dans une serre climatisée. 

2.2 - Préparation des suspensions de spores 

 La souche PYR est multipliée sur feuilles de cellophane déposée sur milieu PDA (potato 

dextrose agar 39 g/L) additionné d’extrait de levure (3 g/L) en boîte de Petri ronde 

(Fisherbrand® 90 mm x 16.2 mm). Après autoclavage (121°C, 15 min), les milieux sont coulés 

sur boîte de Petri sous hotte à flux laminaire, et séchés la nuit sous hotte. Puis une feuille de 

cellophane est déposée dans chaque boîte de Petri.  

Afin de multiplier la souche PYR, nous utilisons une feuille de cellophane conservée au 

congélateur à -20 °C sur laquelle la souche était présente sous forme de conidies. Après 

agitation manuelle du cellophane dans un pot contenant de l’eau stérile, les spores se décollent 

et nous obtenons une suspension de conidies. 200 μL de suspension des spores sont ensuite 

déposées sur des feuilles de cellophane de manière homogène sous hotte. Les boîtes de Petri 

sont ensuite placées dans une cellule climatique à 17°C sous lumière blanche (36W) avec une 

photopériode de 16 h de jour et 8 h de nuit durant une semaine environ. Après le développement 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 7 : Température et hygrométrie ambiante lors des deux expérimentations qPFD de 

l’invention 2(avec minimum et maximum entre parenthèses) 

 

 

 

 

  

 Température °C Hygrométrie ambiante % 
Expérience 1 15-25 30-70 
Expérience 2 15-23 65-95 

Figure 11 : Compteur de particules (coulter counter) 
utilisé pour estimer la concentration en spores 

(Beaucouzé 03/03/23, Pierre Normand) 
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de la souche sur boîtes de Petri, les feuilles de cellophane sont récupérées et agitées 

manuellement dans un pot contenant de l’eau stérile (la quantité d’eau dépend de la quantité de 

plantes à inoculer). Après agitation, le contenant du pot est ensuite filtré dans un tube Falcon 

50 mL à l’aide d’une compresse. Après agitation du tube, 80 μL de la suspension sont déposés 

dans une accuvette (Beckman Coulter Accuvette™ ST Sampling Vials with Caps, 25 mL, 

récipient utilisée pour la lecture de la concentration des échantillons) contenant 8 mL d’isoton 

(électrolyte). Pour chaque suspension, deux accuvettes sont préparées, et deux mesures de 

concentration (spores/ml) sont faites par accuvette à l’aide d’un compteur de particules (Figure 

11) (Beckman, Z2 coulter counter). Cet appareil détermine, en fonction de leurs dimensions, le 

nombre de particules en suspension dans un électrolyte. Le compteur détecte un changement de 

résistance électrique lorsqu’on fait passer un électrolyte contenant des particules (ici des spores) 

à travers une petite ouverture ; cette variation de résistance électrique dépend de la taille des 

particules. Ce compteur de spores est calibré pour les conidies de Vi. Puis les concentrations 

sont ajustées à 400 000 spores/ml et 1 500 000 spores/ml. Enfin, pour vérifier la viabilité de 

l’inoculum, un taux de germination est effectué. 20 μL d’une suspension sont déposés sur une 

boîte de Petri contenant du milieu PDA, puis 24h à 48h plus tard, le nombre de spores germées 

et non germées sont comptées au microscope. 

2.3 -  Inoculation 

 24 mL de suspension sont inoculés par mini-serre/modalité (Eau, PYR 400 000 

spores/ml, PYR 1 500 000 spores/ml, Bion 0,4 g/L) à l’aide d’un pulvérisateur manuel, puis 

une seconde inoculation a lieu 4 jours plus tard. 

2.4 - Les conditions de la serre climatique  

 Le tableau 7 indique les conditions climatiques lors des deux expérimentations. 

2.5 – Prélèvement, Extraction d’ARN, Retrotranscriptase 

 Un prélèvement de disques foliaires (10 disques foliaires/5 plants) a lieu 3 jours après 

la seconde inoculation (J+3). Ils sont plongés dans de l’azote liquide directement afin de stopper 

les réactions biologiques et éviter une dégradation de l’ARN, puis maintenus à -80 °C. Pour 

l’extraction de l’ARN, des billes de broyage acier inox Retsch™ (Ø 5 mm) sont préalablement 

placées dans les tubes de prélèvements, et servent au broyage des feuilles par agitation des tubes 

encore congelés à l’aide d’un broyeur à billes (Retsch MM400). Le kit d’extraction 

NucleoSpin® RNA Plant (Mecherey-Nagel) a été utilisé (Annexe I), et les ARN sont dosés au 

NanoDrop (ThermoFisher Scientific). La rétrotranscriptase (Annexe II et III), nous permet 

  



 

 

 

  

Figure 12 : Exemple de plan de plaque 96 puits utilisé en qPFD 
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ensuite de reconstituer notre ADN complémentaire, plus stable et amplifiable. Enfin, une PCR 

de vérification est utilisée pour vérifier l’absence d’ADN génomique : une migration des 

amplifications par électrophorèse est effectuée sur gel d’agarose à 1%. 

2.6 – Préparation des amorces et qPCR 

 Afin de mesurer l’expression relative des gènes étudiés, nous réalisons des réactions de 

polymérisation en chaîne en temps réel (qPCR). Nous utilisons des plaques 96 puits où nous 

plaçons 13 µL de mix ainsi que 3 µL de nos ADNc dilués au 1/20ème (Figure 12). Le mix est 

constitué de Mesa blue qPCR Master Mix (Eurogentec), des amorces et d’eau ultra pure. Les 

amorces sont préalablement diluées à une concentration spécifique en fonction du gène étudié. 

Le cycle d’amplification utilisé est le suivant : 1. 95°C 5 min, 2. 95°C 0.03 min, 3. 60°C 1 min, 

4. retour à l’étape 2 pour 39 fois, 5. 55°C 0.05 min, 6. 95°C 0,5°C/cycle. Chaque échantillon 

est disposé sur une plaque, avec les amorces en triplicata.  

2.7 – Analyse  

 A la fin du cycle, nous obtenons les données de quantification Ct. Il correspond au 

nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence atteigne un seuil de quantification. Nous 

appliquons la méthode de calcul ΔΔCt indiquée ci-dessous (Vandesomple et al., 2002). 

ΔΔCt = (Ct échantillon – Ct gène de référence) – (Ct calibrateur – Ct gène de référence) 

Ensuite, la quantification relative est calculée : QR = 2-ΔΔCt. Une analyse en composantes 

principales a ensuite été effectuée sur Rstudio (package Factoextra et FactoMineR) afin 

d’interpréter et visualiser plus facilement les 32 variables quantitatives. En effet, les variables 

sont transformées en nouvelles variables décorrélées les unes des autres que l’on appelle 

composantes principales. On garde les deux premières composantes cumulant une grande 

portion de la variabilité totale de notre jeu de données. Ces deux composantes principales 

forment une nouvelle matrice en deux dimensions. Nous récupérons ensuite les coordonnées de 

chaque échantillon sur ces deux dimensions et effectuons une représentation en nuage de points. 

B – Test d’efficacité de l’invention 2 

 L’objectif est de tester l’hypothèse que des applications préalables de PYR peuvent 

induire une protection chez le pommier. Pour cela, deux inoculations à 4 jours d’intervalle, de 

souches PYR, d’eau, et de Bion suivis d’inoculations de souches POMI sont réalisées sur trois 

variétés de pommier. Le pourcentage de maladie est ensuite évalué. 

  



Tableau 8 : Souches de Venturia inaequalis f.sp pyracanthae (PYR) et f.sp pomi (POMI) 
utilisées pour les tests d'efficacité de l’invention 2 

 

 

  

Type 
d’inoculum 

Nom de 
la souche 

Hôte 
d’origine 

Lieu 
d’origine 

Date 
échantill
onnage 

Concentrations 
(spores/ml) 

     1ère 
expérience 

2ème 
expérience 

(PYR) 1381 Pyracantha France 01/07/98 100 000 1 500 000 

PYR 1383 F 
Pyracantha 

France 01/08/98 100 000  

PYR 1387 F 
Pyracantha 

France 01/08/98 100 000  

PYR 2299 F 
Pyracantha 

France 01/12/04 100 000  

POMI conidies 
vrac 

 Pommier 
« Gala » 

France 
(Beaucouzé) 

01/07/21 60 000  

POMI 
ascospores 

vrac 

 Pommier 
« Gala » 

France 
(Beaucouzé) 

16/04/21 20 000  

POMI conidies 
vrac 

 Pommier 
« Judeline » 

France (Sées) 10/07/19  120 000 



Normand Pierre - M2 GSP- Evaluation de l’efficacité d’une nouvelle stratégie de biocontrôle                    37 
 

1 – Matériels biologiques 

1.1 – Plantes 

 Cf partie « I - B - 2 - 1.2 » du Matériels et Méthodes. De plus, nous rajoutons des plants 

de pyracantha (variété sensible Orange Charmer) pour contrôler les inoculations de PYR. 

1.2 - Souches 

 4 souches PYR monoconidiennes de collection (les mêmes que pour l’inoculation de 

PYR dans les différents vergers à l’automne 2022 de l’invention 1), ainsi que des souches POMI 

sont utilisées. Les souches POMI sont des inocula en vrac échantillonnés dans des vergers 

infectés naturellement par la tavelure (Tableau 8), sous forme de conidies (feuilles récoltées en 

fin d’infection primaire) ou sous formes d’ascospores (litière foliaire récoltée au printemps). 

Nous utilisons des inocula en vrac afin d’avoir une meilleure représentation de la diversité des 

souches POMI dans un verger.  

2 – Conduite expérimentale 

 Deux expérimentations sont réalisées, l’une sur pommiers à couteau (« Gala » et 

« Golden Delicious »), l’autre sur pommier à cidre  (« Judeline »). 

2.1 – Préparations des suspensions de spores 

 Les souches PYR ont été préparées de la même manière que la partie « II - A - 2.2 ». 

Les inocula conidies et ascospores POMI en vrac ont été préparés de la même façon que la 

partie « I - B - 2 - 2.1 ». Un mélange de 4 souches PYR concentré à 400 000 spores/ml a été 

effectué pour l’expérimentation sur pommier à couteau. Une seule souche PYR (1381) 

concentrée à 1 500 000 spores/ml a été utilisée pour l’expérimentation sur pommier à cidre 

(Tableau 8). 

2.2 - Préparation des plants 

 Cf partie « I - B - 2 - 2.1 » du Matériels et Méthodes. Pour chaque inoculum POMI, les 

plants sont répartis en 3 blocs avec 6 plants de chaque variété pour chacune des modalités PYR, 

EAU et Bion.  Nous avons 18 « Golden Delicious », 18 « Gala » et 18 pyracantha par modalité. 

2.3 – Inoculation, conditions de la cellule climatique, notation de symptômes, statistiques 

Il y a eu 2 inoculations de souches PYR à 4 jours d’intervalles, suivi de l’inoculation POMI le 

lendemain de la deuxième inoculation PYR. Cf tableau 5 pour les conditions climatiques. Cf 

partie « I - B - 2 - 2.5 » pour la notation de symptômes. Cf partie « I - B - 2 - 2.6 pour l’analyse 

et les statistiques. 

  



 

 

 

Figure 13 : Electrophorèse sur gel d’agarose 2% des ADN extraits des litières foliaires de 
pommier inoculées à l’automne 2022 avec les modalités EAU ou PYR (Venturia inaequalis f.sp 
pyracanthae), amplifiés par PCR (Polymerase Chain Reaction). Sites : LANX = Lanxade 
(Golden), BCZ = Beaucouzé (Gala), MOR = La Morinière (Golden), JUD = Sées (Judeline), 
PJ = Sées (Petit Jaune) ; T(+) 1 : ADN de pyracanthae inoculé par PYR ; T(+) 2 : Souche 
monoconidienne de collection 1381 ; T(-) = H20.  

 

  



Normand Pierre - M2 GSP- Evaluation de l’efficacité d’une nouvelle stratégie de biocontrôle                    39 
 

RESULTATS 

I – Invention 1 : Détournement sexuel 

A – Analyse des litières foliaires 

 La figure 13 représente une électrophorèse sur gel d’agarose 2% des ADN extraits des 

litières foliaires modalité EAU ou PYR des sites de Lanxade (« Golden »), Beaucouzé 

(« Gala »), La Morinière (« Golden »), Sées (« Petit Jaune »), et Sées (« Judeline »), amplifiés 

par PCR. Nous observons 1 bande à 180 pb pour nos contrôles positifs (ADN de pyracantha 

inoculé par PYR et souche PYR monoconidienne de collection 1381) sur les 2 gels A et B 

réalisés. De plus, 1 bande légère à 180 pb est identifiée pour les sites de Lanxade et de 

Beaucouzé pour la modalité PYR. Aucune bande à 180 pb n’est observée sur le contrôle négatif 

(eau), sur les modalités EAU, et sur les modalités PYR des sites de La Morinière et de Sées 

(« Judeline » et « Petit Jaune »). Ainsi, nous détectons bien la forme spéciale de V. inaequalis 

f.sp. pyrcanthae PYR dans les litières foliaires traitées avec PYR pour les sites de Beaucouzé 

et Lanxade. En revanche, nous ne détectons pas PYR pour les sites de La Morinière, et Sées. 

Cependant, nous observons également des bandes aspécifiques pour la modalité Lanxade EAU, 

Lanxade PYR, Petit Jaune EAU et Judeline EAU. 

B – Test d’efficacité (invention 1) 

1 - Inocula des sites Beaucouzé, Lanxade, La Morinière 

 La figure 14-A représente le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété de 

pommier à couteau « Gala », en fonction des jours post inoculation (DPI) d’ascospores issues 

des litières foliaires traitées par les modalités EAU ou PYR des différents sites. Nous 

n’observons pas de différence significative entre les modalités EAU et PYR sur le pourcentage 

de tavelure pour le site de Beaucouzé (22,8 et 26,2% respectivement) à 21 DPI, ni sur l’AUDPC. 

Ce constat est identique pour les inocula en provenance de La Morinière (0.5 et 1,8% 

respectivement) à 21 DPI, et sur l’AUDPC. En revanche, un effet significatif de la modalité 

PYR est observé sur le pourcentage de tavelure à 21 DPI et sur l’AUDPC pour le site de 

Lanxade ; les ascospores issues de la litière foliaire traitées par la modalité PYR entraînent 

significativement moins de maladie que la modalité EAU (3.5 et 6.6% respectivement) à 21 

DPI. La figure 14-B représente le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété de 

pommier à couteau « Golden Delicious », en fonction des jours post inoculation d’ascospores  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14 : Cinétiques du pourcentage de surface foliaire tavelée sur 3 variétés de pommiers inoculées avec des 
suspensions d’ascospores de Venturia inaequalis issues des litières foliaires inoculées par les modalités EAU et 
PYR à l’automne 2022 pour différents sites. A = GALA ; B = GOLDEN DELICIOUS ; C = JUDELINE. Ns indique 
qu’aucune différence significative est observée entre les modalités EAU et PYR sur un site. Les lettres a et b 
indiquent une différence significative entre les modalités EAU et PYR sur un site. 
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issues des litières foliaires traitées par les modalités EAU ou PYR des différents sites. 

Premièrement, nous observons plus de maladie sur la variété « Golden Delicious » que sur 

« Gala ». Puis, de même que pour la variété « Gala », nous notons un effet de la modalité PYR 

sur le pourcentage de surface foliaire tavelée à 21 DPI et sur l’AUDPC seulement pour les 

inocula provenant du site de Lanxade. Les ascospores issues des litières foliaires de Lanxade 

traitées par PYR induisent moins de maladie sur la variété « Golden Delicious » que les 

ascospores issues des litières foliaires traitées par l’eau (8,5 et 13,6% respectivement) à 21 DPI. 

2 - Inocula du site de Sées 

 La figure 14-C représente le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété de 

pomme à cidre « Judeline », en fonction des jours post-inoculation d’ascospores issues des 

feuilles traitées par la modalité EAU ou PYR. Nous n’observons pas de différence significative 

entre les modalités EAU et PYR sur le pourcentage de surface foliaire tavelée de la variété de 

pommier à cidre « Judeline » (11,7 et 15,6% respectivement) à 23 DPI, ni sur l’AUDPC. 

II - Invention 2 : Effet protecteur des souches PYR 

A – Capacité à induire les défenses du pommier 

 La figure 15 nous montre les expressions relatives des gènes cumulés de différents 

échantillons J+3 après inoculation comparé au témoin eau de chacune des 2 expériences. Nous 

remarquons que le Bion induit fortement les gènes de défense du pommier dans les deux 

manipulations.  

Concernant la souche PYR 1381, nous constatons qu’elle aussi induit l’expression des gènes 

de défense, mais moins fortement que le Bion. Globalement, la souche PYR induit plus 

fortement les défenses du pommier lors de la 2nd expérience que lors de la 1ère expérience, 

cependant, l’interprétation ne change pas entre les deux expériences ; la souche PYR 1381 

induit bien les voies de défense du pommier, plus fortement à 1,5 millions spores/ml qu’à 

400 000 spores/ml. La figure 16 représente les expressions relatives des gènes en se focalisant 

sur le Bion et la souche PYR à 1,5 millions spores/ml de la 2ème expérience, comparée au témoin 

eau. Ce graphique nous renseigne plus précisément sur les gènes les plus exprimés. Nous 

observons des profils très similaires entre le Bion et la souche PYR, avec des inductions 

d’amplitude moindre pour ce dernier : les protéines PR et la voie de l’acide salicylique sont les 

plus exprimées. On retrouve les PR1, PR2, PR4, PR8, PR14, PR10, WRKY et EDS1. Nous 

retrouvons également les gènes CLS (cystéine lyase) et BIS2 (biphenyl synthase). 



 

 

 

 

Figure 16 : Expression relative des gènes de défense induits par la souche PYR (Venturia 

inaequalis f.sp pyracanthae (1,5 millions spores/ml) et par le Bion comparé au témoin eau 

(2ème expérience)  

Figure 15 : Expression relative des 29 gènes de défense (cumulés) des différents échantillons 3 jours après 
inoculation de PYR (Venturia inaequalis f.sp pyracanthae) et du Bion comparé au témoin eau. A= 1ère 

expérimentation ; B = 2ème expérimentation ; 400 = 400 000spores/ml : 1,5 = 1,5 millions spores/ml
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Seul AGG différencie nettement les 2 traitements, fortement induit par le Bion alors qu’il est 

peu modulé par PYR.  

Ces deux graphiques 15 et 16 nous apportent des informations importantes, avec beaucoup de 

variables (29 gènes). Cependant, nous comparons nos échantillons d’intérêts avec un seul SDP, 

le Bion, qui est un fort stimulateur des défenses du pommier. Afin de compléter notre analyse, 

l’équipe Respom de l’IRHS de Beaucouzé nous a fourni un jeu de données (données qPFD), où 

plusieurs produits ont été criblés et où 2 SDP de référence moins puissants que le Bion ont été 

intégrés : le Soriale (phosphanate de potassium) et le Limocide (huile essentielle d’orange 

douce). Nous avons effectué une ACP (analyse en composantes principales) de ces données 

(indiquées Respom) combinés aux nôtres (indiquées ENFIN), en utilisant les expressions des 

gènes comme variables et les échantillons comme individus. L’ACP nous permet de simplifier 

le nombre important de variables en composantes principales, afin de tirer les informations les 

plus importantes de notre jeu de données. 

La figure 18 est un plot représentant le pourcentage des variances expliquées en fonction des 

dimensions. Nous voyons que 51% des variations contenues dans le jeu de données sont 

expliquées par les 1ères et 2èmes composantes principales (37,82% et 13,32% respectivement). 

La figure 17 représente la contribution des variables (toutes à coordonnées positives) sur les 

composantes principales. Nous pouvons voir que certaines PR protéines, AGG, BIS2, CLS et 

la voie de l’acide salicylique contribuent le plus sur la dimension 1, alors que certains gènes de 

la voie des phénylpropanoides et la voie de l’acide jasmonique contribuent à la dimension 2.  

A partir de cette ACP, nous avons pu récupérer les coordonnées de chaque échantillon sur ces 

deux dimensions. Le graphique 19 représente la projection de l’ensemble des individus 

(échantillon Respom et moyennes des coordonnées de nos échantillons ENFIN des 2 

expérimentations) sur ce plan principal, et permet de repérer les traitements provoquant des 

modulations similaires de gènes et de positionner les traitements par rapport au témoin EAU. 

L’effet des traitements s’observe surtout sur la dimension 1, vu la faible variance expliquée par 

la dimension 2. La projection des individus sur l’axe 1 montre que les individus Bion, que ce 

soit Respom ou ENFIN se trouvent les plus éloignés du témoin EAU. Vient ensuite l’échantillon 

PYR 1,5 millions spores/ml et le Limocide qui ont quasiment la même coordonnée sur la 

dimension 1. Enfin, l’échantillon PYR à 400 000 spores/ml est proche du Soriale. Nous 

pouvons dire que la souche PYR à 1,5 millions spores/ml stimule autant les défenses que le 

Soriale et le Limocide. Enfin, la souche PYR à 400 000 spores/ml est proche du Soriale, mais 

semble stimuler un peu moins les défenses que ce SDP. 



 

 

 

 

 

 

  

Figure 18 : Plot représentant le 
pourcentage des variances 
expliquées en fonction des 
dimensions   

Figure 17 : Contribution 
des variables sur les 
composantes principales  
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Figure 19 : Coordonnées de chaque échantillon sur les deux composantes principales de l’ACP. Données fournies 
par Respom sur des produits criblés pour leur effet de stimulation des défenses (en bleu) et 3 stimulateurs de 
référence (Bion Respom, Limocide Respom et Soriale Respom). Données obtenues au cours de ce stage indiquées 
ENFIN pour les modalités PYR (à 1,5 millions spores/ml et 400 000 spores/ml), Bion et Eau (moyenne des 
coordonnées des 2 expériences 
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B – Test d’efficacité (invention 2) 

 Les plants de pyracantha que nous avons utilisés comme témoin pour les 

infections de PYR ont présenté des symptômes de tavelure, ce qui nous permet de vérifier que 

les traitements PYR se sont déroulés dans de bonnes conditions.  

La figure 20-A représente le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété « Gala » en 

fonction des jours post inoculation (DPI) d’un inoculum de conidies en vrac, précédé de deux 

traitements de chacune des modalités EAU, PYR, ou Bion. A 24 DPI, le pourcentage de tavelure 

sur les feuilles prétraitées avec l’eau est de 19,7%, 0.2% pour les feuilles prétraitées avec du 

Bion, et 20% pour les feuilles prétraitées avec PYR. Le Bion entraîne une réduction 

significative de la maladie, mais nous n’observons pas de différence significative entre les 

modalités PYR et EAU sur le pourcentage de surface foliaire tavelée de la variété « Gala » à 24 

DPI, ni sur l’AUDPC.  

La figure 20-B représente le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété « Golden 

Delicious » en fonction des jours post inoculation d’un inoculum de conidies en vrac, précédé 

de deux traitements de chacune des modalités EAU, PYR, ou Bion. A 23 DPI, le pourcentage 

de tavelure sur les feuilles prétraitées avec l’eau est de 49,9%, 12.6% pour les feuilles prétraitées 

avec du Bion, et 38,8% pour les feuilles prétraitées avec PYR. Nous observons à nouveau un 

effet significatif du Bion et nous notons également une différence significative entre les 

modalités PYR et EAU sur le pourcentage de surface foliaire tavelée de la variété « Golden 

Delicious » à 23 DPI, ainsi que sur l’AUDPC. Suite au traitement PYR, une diminution de 22 

% de surface foliaire tavelée est observée comparé au traitement EAU. 

La figure 20-C montre le pourcentage de surface foliaire tavelée sur la variété « Judeline » en 

fonction des jours post inoculation d’un inoculum de conidies en vrac, précédé de deux 

traitements de chacune des modalités EAU, PYR et Bion. A 23 DPI, le pourcentage de tavelure 

sur les feuilles prétraitées avec de l’eau est de 14,3%, 9,6% pour les feuilles prétraitées avec 

PYR, et 2,5% pour celles prétraitées avec du Bion. Aucune différence significative n’a été 

observé entre les modalités EAU et PYR sur le pourcentage de surface foliaire tavelée à 23 DPI, 

ainsi que sur l’AUDPC. Cette expérience a également été effectuée avec un inoculum 

ascospores en vrac sur les variétés « Golden Delicious » et « Gala » (Annexe IV et V). Sur les 

variétés « Gala » et « Golden Delicious », aucune différence significative n’a été observée entre 

les modalités PYR et EAU sur le pourcentage de surface foliaire tavelée.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Cinétiques du pourcentage de surface foliaire tavelée sur 3 variétés de pommiers inoculées 
avec des suspensions de Venturia inaequalis en vrac (conidies), précédé de deux traitements EAU, PYR 
ou Bion.. A = GALA ; B = GOLDEN DELICIOUS ; C = JUDELINE. Ns indique qu’aucune différence 
significative n’est observée entres les modalités EAU et PYR. Les lettres a et b indiquent qu’une 
différence significative est observée entre les modalités EAU et PYR 
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DISCUSSION 

I – Invention 1 : Détournement sexuel  

A – Analyse des litières foliaires par PCR 

 Au vu des résultats, il semblerait que la colonisation de PYR sur les litières foliaires 

s’est faite uniquement sur les sites de Lanxade et Beaucouzé. Les bandes observées sur les gels 

étant cependant très légères, il sera nécessaire de vérifier ces résultats.  

Nous observons également des bandes aspécifiques, témoignant d’un problème de spécificité 

des amorces utilisées. La spécificité des amorces avait été validée en effectuant des PCR sur 

des ADN de souches PYR et POMI monoconidiennes de collection. Or ici, nous travaillons 

avec des litières foliaires ayant subi une incubation hivernale extérieure, où la diversité des 

souches fongiques présentes est donc importante.  

Lors du design des amorces par l’équipe EcoFun, l’alignement des séquences n’a pas dû prendre 

en compte une assez grande diversité de souches PYR et POMI. L’outil PCR mis à ma 

disposition pour ce stage reste donc à améliorer, ainsi que la mise au point d’un outil de qPCR 

qui permettrait de quantifier la colonisation de PYR. 

B – Test d’efficacité (invention 1) 

  Suite aux inoculations des souches PYR à l’automne 2022 sur les feuilles de pommier 

des différents vergers, nous avons comme hypothèse que les souches POMI déjà présentes 

peuvent se croiser avec les souches PYR et ainsi produire des hybrides non pathogènes sur 

pommier au printemps suivant. C’est pourquoi, nous nous attendions à observer une baisse de 

symptômes sur les variétés de pommier suite aux inoculations d’ascospores provenant des 

feuilles prétraitées avec PYR. Les résultats de cette analyse nous ont démontré qu’une 

différence significative se manifeste entre les modalités PYR et EAU sur la sévérité des 

symptômes des variétés « Golden Delicious » et « Gala », seulement pour les inocula du site de 

Lanxade.  

Tout d’abord, il est important de rappeler que lors des applications de PYR à l’automne 2022, 

le pourcentage de pousses tavelées était variable entre les sites. Effectivement, le pourcentage 

de pousses tavelées pour les sites de La Morinière et de Sées (variété « Petit Jaune ») était de 

17% et 60% respectivement (contre minimum 90% pour les autres sites). Ceci explique 

pourquoi nous avons eu des difficultés à obtenir suffisamment d’ascospores pour ces sites  
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(Tableau 3). Ainsi, un maximum de 4% de tavelure a été observé suite à l’inoculation des 

ascospores du site de La Morinère dont la concentration était faible (2000 à 3000 spores/ml). 

L’analyse des résultats pour ce site est donc difficilement interprétable. La même difficulté s’est 

manifestée pour le site de Sées (variété « Petit Jaune »), où nous avons décidé de ne pas faire 

le test d’efficacité à cause du manque d’ascospores. Gadoury (1986) a démontré que le nombre 

de lésions de tavelure par mètre carré de tissu foliaire à la chute des feuilles est le principal 

déterminant de la dose potentielle d’ascospores au moment de l’infection primaire. 

Effectivement, plus l’infection est importante à l’automne, plus la production d’ascospores au 

printemps suivant sera élevée.  

Nous avons rencontré une autre complication qui est la récupération des ascospores. Pour le 

site de Lanxade, une bonne incidence de tavelure à l’automne 2022 avait été observée (92%). 

Cependant, un maximum de 19 000 spores/ml a été récupéré pour le test d’efficacité. Etant 

donné que la quantité de tavelure initiale était importante, c’est potentiellement la formation 

et/ou la maturation des pseudothèces qui est en cause. Lors des envois des feuilles, le stock de 

pseudothèce matures devait être trop faible, ce qui a fortement limité la récupération des 

ascospores. Ce constat est identique pour les ascospores provenant du site de Sées (variété 

« Judeline »), où un maximum de 14 000 spores/ml a été récupéré, alors que l’incidence de la 

maladie sur ce site à l’automne 2022 était de 98%. Nous savons que plusieurs paramètres 

peuvent influencer la reproduction sexuée de Vi. Notamment la température ; plus elle est 

élevée, moins il y a formation de pseudothèces (Gadoury 1982). Et cet hiver 2022 a été marqué 

par des températures hautes, sur les 4 sites.  

Si les pseudothèces se sont bien formés avant l’envoi des feuilles, c’est sans doute la maturation 

de ces derniers qui n’était pas assez avancée. Nous savons que la maturation des pseudothèces 

(pourcentage d’asques contenant des ascospores matures) augmente de manière constante dans 

une gamme de température allant de 4 °C à 19/20°C (optimal), puis diminue drastiquement à 

plus haute température (>21°C) (Wilson 1928). Il serait intéressant au moment de la 

récupération des feuilles en provenance des sites, de les placer à 20°C afin de prolonger la 

maturation des pseudothèces et ainsi faciliter la récupération des ascospores. 

D’autre part, Ehlert et al. (2017) ont démontré qu’une illumination artificielle (radiation 

infrarouge) peut stimuler la décharge d’ascospores de Vi. En effet, la libération d'ascospores 

chez Vi peut être induite par la lumière infrarouge dans la gamme de 1000 à 2000 nm avec des 

intensités supérieures à 6 μW cm-2 nm-1. 
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Ce paramètre pourrait être testé dans les cellules climatisées (équipées de LED) de l’UEH.  

Concernant nos résultats, il semblerait que l’installation de PYR de façon saprophytique sur les 

feuilles de pommier et la reproduction sexuée entre les souches POMI et PYR se soient 

uniquement opérées dans le verger de Lanxade, ce qui aurait entraîné une réduction des 

symptômes de tavelure. Bien sûr, il faudra répéter ces expérimentations plusieurs fois afin 

d’avoir une représentation robuste des résultats. De plus, les lots 1 et 3 des litières foliaires 

seront eux aussi à intégrer dans des tests d’efficacité. 

II – Invention 2 : Effet protecteur des souches PYR  

A – Capacité à induire les défenses du pommier 

 Nous avons vu que deux applications successives de souches PYR à 4 jours d’intervalle 

sur des semis de variété « Golden Delicious » entrainent une sur-expression de certains gènes 

de défenses. Une concentration forte de 1,5 millions spores/ml s’avère plus efficace qu’une 

concentration de 400 000 spores/ml pour stimuler les défenses. 

La voie de l’acide salicylique (EDS1, WRKY) ainsi que les protéines PR (1, 2, 4, 8, 14,10) 

étaient les plus sur-exprimées suite à l’inoculation. Des résultats similaires ont été observés 

chez d’autres pathosystèmes : les PR-10 sont rapidement accumulées après application d’une 

souche de Cochliobolus heterostrophus non pathogène sur le sorgho (Lo et al., 1999) ou après 

inoculation d’une souche de Fusarium solani f.sp phaseoli non pathogène sur le pois 

(Fristensky et al. 1985). Cependant, il a également été démontré que les PR10 pouvaient aussi 

être sur-exprimées dans le cas d’interactions compatibles (Fristensky et al. 1985), y compris 

dans le cas de la tavelure du pommier où deux sous classes de gènes PR-10 étaient 

spécifiquement activées après inoculation d’une souche Vi virulente sur « Golden Delicious » 

(Chevalier et al. 2008). 

Ces résultats contradictoires nous renseignent sur la diversité et la complexité des réponses 

moléculaires (Thordal-Christensen 2003).   

Des imageries de microscopie confocales (données EcoFun non publiées) nous ont indiqué que 

la souche PYR arrive tout de même à germer et à former un appressorium sur les feuilles de 

pommier. Ce serait alors par la reconnaissance du non soi (PAMPs) par le pommier, que ce 

dernier initierait des cascades de réactions moléculaires à l’origine de la sur-expression des 

gènes de la voie du SA et des protéines PR, qui pourrait entraîner l’arrêt précoce du  
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développement du champignon. En effet certaines protéines PR possèdent des activités 

antifongiques (activités enzymatiques hydrolysantes de la paroi ou autre). Comme c’est le cas 

des PR-2 (β 1-3 glucanases), PR-4, -8 (chitinases), PR-14 (protéines de transferts de lipides) 

mais leur effet sur Vi reste à démontrer. Nous notons également une très forte expression de 

BIS2 suite aux inoculations des souches PYR sur les semis de « Golden Delicious ». La 

biphenyl synthase est une enzyme à l’origine de la formation de l biphenyl, une phytoalexine 

(Sarkate et al., 2019). Une accumulation de biphenyl a été observée chez la variété de pommier 

« Florina » résistante à la tavelure (gène majeur de résistance Rvi6) inoculée par une souche 

avirulente de Vi (Sarkate et al., 2018).  

On sait de plus que le biphenyl possède des propriétés antifongiques (Chizzali et Ludger 

Beerhues 2012). Nous pouvons formuler l’hypothèse que cette phytoalexine serait impliquée 

dans l’inhibition du développement du champignon.  

En s’intéressant aux coordonnées de nos échantillons sur les deux composantes principales de 

l’ACP, nous voyons que l’application d’une souche PYR à 400 000 spores/ml se rapproche 

d’une application de Soriale et que l’application d’une souche PYR à 1,5 millions spores/ml se 

rapproche du Limocide en termes de stimulateur des gènes de défense du pommier. Il a été 

démontré (Gaucher et al., 2022), que le Soriale est un inducteur des voies de défense su 

pommier, en stimulant la production de PR-protéine (PR-8) ou encore de BIS2. Au vu de nos 

résultats, la souche PYR semble être un bon candidat pour stimuler les gènes de défense du 

pommier, et pourrait donc être intégrée dans une stratégie de lutte biologique contre la tavelure. 

Cependant, une concentration de 1,5 millions de spores/ml reste conséquente à appliquer en 

verger. Il serait intéressant de réaliser d’autres tests qPFD, pour déterminer si la stimulation des 

défenses du pommier varie en fonction des souches PYR, et d’identifier les souches PYR les 

plus efficaces en tant que SDP. Il serait également intéressant de tester une gamme de 

concentrations pour potentiellement identifier un « plateau » où une augmentation de 

concentration n’augmenterait plus l’expression des gènes, et identifier ainsi la concentration 

minimale nécessaire permettant une bonne stimulation des défenses. Une gamme prenant en 

compte les concentrations 400 000, 600 000, 800 000, 1 000 000 et 1,5 millions spores/ml serait 

pertinente.  
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B – Test d’efficacité (invention 2) 

 Les résultats du test d’efficacité de l’invention 2, nous témoignent d’un effet protecteur 

de PYR, sur la sévérité des symptômes de tavelure sur la variété de pommier « Golden 

Delicious » avec comme inoculum des conidies. Ce constat n’est pas observable sur les autres 

variétés de pommier (« Judeline » et « Gala »), et avec les inocula ascospores. Des résultats 

précédemment trouvés en 2022 (données EcoFun non publiées), démontraient également un 

effet protecteur de PYR uniquement sur la variété « Golden Delicious », et que cet effet 

protecteur dépendait de l’inoculum utilisé (efficacité avec la souche POMI 2565 et inefficacité 

avec la souche POMI 104). Nous avions pour nos expérimentations des inocula en vrac 

contenant une diversité de souches POMI, et un effet protecteur PYR a été observé seulement 

avec l’inoculum conidies. Compte tenu d’un effet souche POMI (résultats 2022), les différences 

de résultats observés entre l’inoculum conidies et l’inoculum ascospores peuvent probablement 

s’expliquer par une variabilité des souches POMI au sein des inocula en vrac, plutôt que par 

une différence entre conidies et ascospores. De plus, un effet de la variété est observé ; l’effet 

protecteur de PYR n’a pas été observé sur les variétés « Judeline » et « Gala ». Il serait 

intéressant d’effectuer des analyses qPFD pour comparer les variétés de pommiers (« Gala », 

« Petit Jaune », « Judeline » et « Golden Delicious »), afin d’identifier ou non une différence 

inter variétale dans les réactions de défense suite à une inoculation de PYR.   
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CONCLUSION 

 

 Durant ce stage, l’efficacité de deux inventions brevetées du projet ENFIN ! de l’équipe 

EcoFun a été évaluée. La première invention 1 repose sur le détournement sexuel de V. 

inaequalis, qui apporterait une protection sur pommier par la projection au printemps des 

ascospores non pathogènes issues de croisements PYR x POMI générées suite à l’application 

de souches PYR à l’automne. L’invention 2 repose sur une protection induite sur pommier, 

suite à l’application de souches PYR au printemps et en été.  

Concernant l’invention 1 : le déploiement de cette invention en verger de production est trop 

précoce au vu des résultats. Effectivement, les résultats PCR nous indiquent que la colonisation 

de PYR se serait effectuée seulement sur les sites de Beaucouzé et Lanxade, et les tests 

d’efficacité semblent montrer que des croisements POMI x PYR se seraient effectués seulement 

sur le site de Lanxade. Des répétitions techniques sont indispensables afin d’apporter une 

conclusion robuste. Il reste quelques optimisations à réaliser. Tout d’abord, des techniques et 

protocoles restent à améliorer concernant la récupération des ascospores à partir des litières 

foliaires et concernant la détection de PYR. Ensuite, il sera nécessaire d’optimiser l’efficacité 

des traitements PYR à l’automne en prenant en compte tous les paramètres pouvant influencer 

la colonisation saprophytique de PYR sur feuilles sénescentes de pommier et la reproduction 

sexuée de V. inaequalis entre souches PYR et POMI.  

Concernant l’invention 2 : la souche PYR monoconidienne 1381 semble être un bon candidat 

pour stimuler les gènes de défense de la variété de pommier « Golden Delicious », et ainsi être 

intégrée dans une stratégie de lutte contre la tavelure du pommier en vergers. Effectivement, 

des inoculations de PYR sur semis de « Golden Delicious » sont comparables à des inoculations 

de deux SDP Soriale ou de Limocide en termes de stimulation des voies de défense. Cependant, 

réaliser deux applications de 1,5 millions de spores/ml pour protéger chaque risque d’infection 

reste considérable, et difficilement réalisable en verger. D’autres expérimentations sont 

nécessaires, en criblant plusieurs souches PYR à des concentrations différentes allant de 

400 000 à 1,5 millions de spores/ml, et en testant si une seule application de PYR serait 

suffisante. De plus, les tests d’efficacité montrent une variabilité selon la variété de pommier et 

selon l’inoculum POMI. Il faudra donc lever ces limites avant de pouvoir utiliser cette invention 

de façon efficace au verger. 
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Annexe I : Protocole d'extraction d'ARN (kit NucleoSpin RNA Plant) 
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Annexe II : Protocole de Transcription inverse et PCR de vérification 

 

 

 



 

 

 

 

 

Annexe III : Suite protocole de Transcription inverse et PCR de vérification 
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Annexe IV : Cinétiques de surface foliaire tavelée sur variété Golden Delicious suite à une 
inoculation d'ascospores POMI en vrac, précédé de deux traitements Bion, EAU ou PYR 

(Venturia inaequalis f.sp pyracanthae) 

Annexe V: Cinétiques de surface foliaire tavelée sur variété Gala  suite à une inoculation 
d'ascospores POMI en vrac, précédé de deux traitements Bion, EAU ou PYR (Venturia 

inaequalis f.sp pyracanthae) 
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