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Introduction

La qualité des fruits a la récolte et son maintien au cours du conditionnement post récolte jusqu’ala
consommation est un enjeu important pour la filiére fruit. La couleur, la taille, la forme, la
composition et la texture sont des composantes essentielles de la qualité organoleptique et
nutritionnelle. Ces composantes sont évaluées en général via des méthodes physico-chimiques
qui nécessitent la destruction de [I'échantillon. La recherche ¢s’intéresse aujourd’hui au
développement d'outils et méthodes non destructives, telles que les meéthodes physiques
(Spectroscopie et Imagerie par Résonance Magnétique (RMN, IRM), imagerie en infrarouge (IR)),
qui sont complémentaires des méthodes destructives et permettent de mesurer simultanément
plusieurs critéres de qualités sur un méme fruit et de suivre leur évolution au cours du stockage ou

d’une transformation.

L’Imagerie par Résonance Magnétique a été développée pour les applications médicales, mais elle
s’est révélée prometteuse pour I'étude de la qualité des produits végétaux. En effet, la méthodologie
dans le domaine des végétaux développée récemment ouvre de nouvelles perspectives car I'IRM
permet en plus de la visualisation de la morphologie interne des fruits et légumes, I'accés a des
informations sur la structure des tissus a I'échelle cellulaire. En effet, 'IRM permet d’accéder a
I'échelle d’'un voxel (élément de volume) a des informations sur I'état et la distribution de I'eau
cellulaire, ainsi que d’estimer la microporosité (quantité relative des gaz enfermés dans les espaces
intercellulaires des tissus végétaux) via des mesures de cartographies des temps de relaxation
RMN (longitudinale (T+) et transversale (T2)). Les principaux facteurs impactant le signal IRM sont
connus, mais il n’est pas encore possible d’établir un lien direct entre les temps de relaxation
mesurés par IRM et la physiologie et biochimie du tissu végétal observé. Afin de pouvoir mieux
exploiter les méthodes IRM, il est important de corréler les mesures IRM avec les observations
physiologiques classiquement faites sur le fruit afin d’analyser et hiérarchiser linfluence des
différentes caractéristiques (histologique (taille et organisation des cellules), biophysiques (pression

de turgescence, perméabilité membranaire) et biochimiques) sur le signal de relaxation RMN/IRM.

Au cours de ce stage, j'ai donc appliqué I'lRM pour la mesure des parameétres physiques des fruits
au cours de leur développement. L’objectif est double :
o Corréler ces marqueurs a des observations biologiques obtenues via des méthodes
destructives classiques en écophysiologie.
¢ Identifier des marqueurs IRM des changements structuraux et de la composition du fruit
au cours de son développement.
Nous avons choisi de suivre par I'|RM les modifications du temps de relaxation transversal (T.) et
de microporosité apparente, ces deux paramétres ayant été démontrés pertinents pour refléter les

caractéristiques tissulaires (Musse et al., 2009a). Nous avons ensuite réalisé sur les mémes
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fruits des analyses destructives (dosages des constituants métaboliques, dénombrement de
cellules, analyse des classes de taille cellulaire, mesure de densité du fruit, mesure des
potentiels hydriques et osmotiques du péricarpe) afin de caractériser au mieux le fruit au
cours de son développement. Ces analyses nous ont permis de mettre en relation les
images IRM et les données physico-chimiques des fruits afin de chercher des corrélations
entre les deux types de mesure. La variation spatiale des paramétres mesurés par IRM a été

analysée et prise en compte dans la réalisation des mesures destructives classiques.

Les fruits étudiés dans cette étude sont la péche et la pomme. Ces fruits sont parmi les plus
cultivés et consommés en France (la pomme tient la premiére place) et ont donc une grande
importance économique. Les deux espéces appartiennent a la famille des Rosaceae mais
présentent des caractéristiques différentes de mise en réserve des glucides au cours du
développement du fruit (amidon ou sucres solubles) et de développement d’embryon (pépins
ou noyau). Pour la péche, nous avons choisi de suivre 2 charges en fruit différentes, une
faible charge en fruit ou seul un fruit est gardé par rameaux et une forte charge en fruit ou
aucun éclaircissement n’a été réalisé. Cela nous a permis de vérifier la généricité de la
méthode utilisée pour I'étendre a I'avenir sur d’autres fruits ou légumes pour des utilisations
appliquées. Les résultats de ce stage ont pour objectif final d’aider la filiere fruit a avancer
dans la caractérisation des fruits au cours de croissance via de nouvelles méthodes non

destructives.

Mes travaux ont été réalisés en collaboration avec deux organismes : I'Institut national de
recherche agronomique (INRA) d’Avignon et d’Angers et I'Institut national de recherche en
sciences et technologies pour I'environnement et I'agriculture (IRSTEA) de Rennes. L'unité
de recherche PSH (Plantes et Systémes de culture Horticoles) de I'INRA d’Avignon étudie
l'impact de différents facteurs (pratiques agricoles, environnement) sur le développement et
la croissance de la plante et la qualité des fruits produits au travers d’approches
expérimentales et de modélisation. L'équipe IRM Food de 'IRSTEA cherche a accroitre les
connaissances sur la structure des produits agricoles et agro-alimentaires, sur produits natifs
ou en condition de transformation, tout en développant des méthodes IRM et RMN adaptées
a I'étude de ces produits. Cette collaboration permet d’établir un lien entre les connaissances
biologiques du développement du fruit et la maitrise de la technique IRM, permettant ainsi
d’optimiser et développer cet outil émergeant dans I'étude des végétaux, et en particulier de
la croissance et de la qualité des fruits dans le cadre de mon stage.

Cette étude a été soutenue par le groupement d’intérét scientifique (GIS) fruit, dont
I'objective est d’accroitre les connaissances sur I'élaboration de la qualité et développer des

outils d’évaluation pour répondre a la demande de la filiére. Le GIS fruit regroupe 22
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Figure 1 : Schéma du décalage de phase entre les spins au cours du phénoméne de relaxation (T2) apreés avoir appliqué un champ
magnétique B1 perpendiculaire au champ B0 (Bernard A.M, De Certaines J.D, Le Jeune J.J , 1988, p47). v0 correspond a la
fréquence de rotation du proton, Av représente la différence de fréquence de rotation entrainant le décalage de phase



partenaires de la filiere fruitiere et s’efforce de mettre en place une stratégie commune allant
de la recherche jusqu’au transfert d’innovation vers les acteurs économiques. Son but est de

mettre en relation les performances économiques, sociales et environnementales.

Synthese bibliographique

Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire

L'IRM est une technique d’imagerie basée sur le phénoméne de résonance magneétique
nucléaire qui repose sur les propriétés quantiques des noyaux atomiques (Bernard A.M, De
Certaines J.D, Le Jeune J.J ,1988). Les noyaux sont composés de neutrons et de
protons qui, par un mouvement de rotation, peuvent induire un moment cinétique
appelé spin, aligné sur leur axe de rotation, et par conséquent un moment magnétique
colinéaire au spin. Les noyaux atomiques avec un nombre impair de protons, de neutrons
ou des deux possédent un spin nucléaire non nul (1H, 13C, ...). Placés dans un champ
magnétique statique (BO0), le spin nucléaire peut s'aligner soit dans la méme direction soit
dans la direction opposée au champ. Ces orientations sont caractérisées par deux niveaux
d’énergie, le niveau d’énergie le plus faible contenant plus de protons. Les protons ainsi
orientés précessent a une fréquence de résonance  (fréquence de Larmor, wo)
proportionnelle a l'intensité du champ magnétique By, ou la constante de proportionnalité est
égale au rapport gyromagnétique (y). L’aimantation résultant d’'un ensemble de spins peut
étre basculée par rapport a By grace a une impulsion de radiofréquence (RF) B
appliquée a la fréquence de Larmor. Ceci correspond au passage des protons du niveau
d’énergie faible vers le niveau le plus haut. Le retour a I'équilibre de Boltzmann des protons
est appelé le phénomeéne de relaxation. On distingue 2 types de relaxation : la relaxation
spin-réseaux (T+1) dans laquelle I'énergie pour revenir a I'état d’équilibre est dissipée dans le
milieu (repousse de I'aimantation sur I'axe Z) et la relaxation spin-spin (T2) correspondant a
la perte de cohérence de phase dans le retour a I'équilibre des spins (disparition de
laimantation dans le plan XY)(Figure 1). Dans le cadre de cette étude, nous nous
intéresseront a la relaxation To.

Pour réaliser une image IRM, il est nécessaire de coder le signal RMN dans I'espace. On
utilise pour cela des gradients de champ magnétique dans les 3 directions qui, en se
superposant au champ magnétique principal selon un timing trés précis, permettent de faire
varier la fréquence de précession et de coder I'ensemble du volume observé. La
reconstruction de I'image est possible grace a la transformée de Fourier inverse.

Lorsqu’on applique une séquence d’acquisition IRM (succession d’applications de gradients

de champs magnétique, d'impulsions RF et de lectures du signal a une cadence définie par
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le temps de répétition (TR)), nous pouvons contréler plusieurs facteurs permettant de faire
varier le contraste dans I'image résultante. Il est possible ainsi d’obtenir des images dont le
contraste est principalement dominé par un des paramétres de relaxation (pondération T+ ou
T») ou la densité protonique (quantité des noyaux par voxel).

Des séquences IRM spécifiques permettent d’obtenir des cartographies des paramétres de
relaxation des tissus. Pour la mesure des temps de relaxation T, on utilise la séquence écho
de spin qui consiste en l'application d’'une impulsion RF 90° qui va basculer 'aimantation
dans la plan XQY suivie, aprés un temps TE/2, d’une impulsion RF de 180° dont le réle
est de refocaliser la phase des spins due a la dispersion en fréquence provoquée par
les inhomogénéités du champ magnétique Bo. On obtient un écho a un temps TE (temps
d’écho) aprés la premiére impulsion RF quand les spins des noyaux sont a nouveau en
phase. La mesure de l'intensité des échos est ensuite répétée a plusieurs (N) impulsions RF
de 180° afin d’échantillonner la courbe de décroissance en une seule excitation. A
chaque N*TE on mesure un écho et donc une image. Les signaux de relaxation IRM
mesurés dans chaque voxel sont modélisés par des courbes de décroissance mono (pour

i=1) ou multi-exponentielles :

n t
I(t) = Z Ip; x e T
i=1

ou Ty et lgi sont le temps de relaxation transversal et 'amplitude de la composante i du signal
multi-exponentiel. Les valeurs de paramétres de relaxations pour chaque pixel sont
obtenues en ajustant le modéle aux données par la méthode de régression avec les
moindres carrés (algorithme de Levenberg-Marquardt). Cette méthode nécessite une
connaissance a priori du nombre de composantes du signal de relaxation, ainsi que des
valeurs initiales des parameétres.

Il est également possible de mesurer par IRM des cartographies des temps de relaxation T,*
qui représente la relaxation transversale dans le cas ou les inhomogénéités de champ ne
sont pas compensées. Cette mesure est réalisée par la séquence en écho de gradient ou
on refocalise le signal pour produire un écho a l'aide du gradient de lecture et pas d’'une
impulsion RF de refocalisation. La cartographie T»*, combinée a la cartographie T» permet

d’estimer la microporosité apparente comme décrit dans (Musse et al., 2010).

Les techniques d’IRM appliquées a I'étude du végétal

Mécanismes de relaxation
L’IRM est principalement basée sur le signal de I'eau qui est une molécule que 'on retrouve
dans I'ensemble des tissus vivants. Son temps de relaxation T, caractérise son état. Le

temps de relaxation T> dépend de la mobilité de la molécule portant le noyau étudié; T»
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diminue quand la mobilité diminue. Par exemple, dans le cas de I'eau pure, on en déduit que
le T, diminue avec la diminution de la température. Dans le cas des systémes hydratés
contenant des solutés (comparable a la solution cellulaire), on peut distinguer quatre types
de protons ayant des temps de relaxation différents : les protons de I'eau sans interaction
avec d’autres molécules, les protons de I'eau d’hydratation ou en interaction avec des
macromolécules, les protons échangeable avec des macromolécules (OH, NH», SH, ...) et
les protons non échangeables des macromolécules (Winisdorffer, 2014). Si I'échange
chimique entre les trois premiéres populations de protons est rapide et I'échange diffusionnel
entre les molécules d’eau est aussi rapide, on mesure une seule courbe de relaxation
correspondant a la combinaison des trois courbes de relaxation de chacune de ces
populations de protons. On considére que cette hypothése est valable dans les tissus
végétaux et qu’on mesure par conséquent un seul paramétre de relaxation par compartiment
cellulaire.

La membrane plasmique et le tonoplaste étant des membranes perméables, on retrouve des
échanges d’eau et de solutés entre les compartiments cellulaires plus ou moins rapide selon
le coefficient de diffusion des molécules. Si la diffusion des molécules au travers de la
membrane est plus lente que le temps de relaxation des protons, on va pouvoir dissocier les

temps de relaxation des compartiments (Van As 2007).

Exemples d’application de la technique sur les végétaux

On retrouve aujourd’hui un grand nombre d’articles utilisant 'IRM pour des études du
fonctionnement des plantes. Dans les cellules végétales, cette technique permet par
exemple de différencier distinctement trois compartiments : la vacuole, le cytoplasme et la
paroi/matrice extracellulaire (Snaar and Van As, 1992) di a linteraction de I'eau avec son
environnement au seins de ces compartiments. Comme dit précédemment, la vitesse lente
des échanges nous permet de dissocier ces 3 compartiments car chacun a un temps de
relaxation caractéristique. On peut aussi réaliser une quantification du pourcentage relatif
d’eau que contiennent ces compartiments par rapport au pourcentage total d’eau dans la
cellule (intensité relative). L’'eau est majoritairement retrouvée dans la vacuole, puis dans le
cytoplasme et peu dans la membrane et matrice extracellulaire.

De nombreux paramétres biologiques comme la taille des cellules, leur forme, les espaces
intercellulaires, la composition chimique des tissus modifient fortement les résultats de
'analyse IRM comme décrit dans (Musse et al., 2009b). Cette étude a montré que le temps
de relaxation pouvait varier en fonction de la taille des cellules, les cellules les plus petites
ayant un T2 plus court. Cette étude montre aussi un impact de la concentration en sucres et

de la teneur en eau sur les temps de relaxation. Les méthodes IRM permettent diverses






application tel que la mesure des flux de séve et la caractérisation des vaisseaux
conducteurs via la mesure de flux et des temps de relaxation, ce qui est difficile par les
méthodes écophysiologiques actuelles (Hochberg et al., 2016; Morandi et al., 2014; Windt et
al., 2006). Il est possible via un aimant puissant (4,7T) de réaliser une cartographie 3D du
réseaux vasculaire de petits fruits (Moriwaki et al., 2014). Des études ont été faites sur la
modification du fruit au cours de sa maturation. (Ishida et al., 1997) ont regardé la
modification de la teneur en eau et en composés solubles pendant le murissement de la
cerise. lls ont démontré que la modification de teneur en eau entraine une modification des
temps de relaxation dans le fruit. (Clark and MacFall, 2003) ont réalisé une étude sur le kaki
en regardant les paramétres biologiques a différents stades du développement et ont essayé
de les mettre en relation avec le temps de relaxation sans pouvoir mettre en évidence de
paramétres précis influencant le temps de relaxation. lls ont cependant remarqué que la
concentration en sucre est un des paramétres qui influent sur le temps de relaxation. (Clark
et al., 1998) ont mis en évidence qu’on peut relier le temps de relaxation avec la composition
chimique des cellules du fruit et notamment les sucres. Le temps de relaxation peut étre
modifié par de grosses molécules présentes dans la cellule telles que 'amidon (Raffo et al.,
2005). Lors de sa dégradation, on va avoir une variation du T, due a la dépolymérisation et a
une libération importante de groupement hydroxyle qui vont interagir avec les protons de
l'eau (Clark et al., 1997).

Cette méthode non invasive permet aujourd’hui d’étudier des plantes en cours de leur
développement comme I'on fait (Geya et al., 2013) sur des poires directement au verger. lls
ont mesurés les temps de relaxation des fruits situés en bout de branches tout au long de
leur développement. lls ont comparé ces temps de relaxation a ceux obtenu avec les fruits
récoltés le méme jour. Cette méthode est peu singuliere mais plusieurs équipes tentent de la
développer.

Le caractére non invasif de I'|RM est un atout incontestable de la méthode.

Un des paramétres importants qui peut étre mesuré par IRM est la porosité des tissus
végétaux. La différence de susceptibilité magnétique entre I'eau et l'air conduit a la
modification du champ magnétique aux interfaces entre les deux milieux et impacte la
mesure du temps de relaxation T» et particulierement T>* (Musse et al., 2010). La présence

d’ion paramagnétique conduit aussi a la modification des temps de relaxation.

Le développement et la qualité des fruits: cas de la pomme et de la péche
La formation du fruit se fait suite a la pollinisation de la fleur et la fécondation des ovules au
niveau de l'ovaire. Le schéma de développement qui suit la fécondation differe selon

'espéce considérée. La pomme présente un développement relativement uniforme (Eccher






et al.,, 2014) alors que la péche présente un développement formant une courbe sigmoide
(Lombardo et al., 2011). Le développement de la pomme peut étre divisé en quatre étapes
que sont: la division cellulaire, I'élongation cellulaire, la maturation et le murissement
(Janssen et al., 2008). Dans le cas du développement de la péche, la courbe sigmoide
s’explique par un développement en deux temps et décrit par cing étapes : forte division
cellulaire et élongation, lignification de I'endocarpe formant le noyau, seconde phase de
multiplication cellulaire et élongation, maturation et murissement du fruit (Lombardo et al.,
2011).

Au cours du développement, les propriétés des parois cellulaires évoluent, pouvant entrainer
des modifications des propriétés physiques de la pomme comme sa fermeté. Au cours du
murissement, une lyse des molécules pariétales (hémicellulose) conduit a un ramollissement
du fruit (Percy et al., 1997). Ces modifications peuvent étre différentes d’'une variété a une
autre, on peut donc supposer que cela n’est pas transposable a 'ensemble des fruits (Volz
et al., 2003).

La présence d’'un stress peut conduire a une modification du développement du fruit. En
effet, c’est la pression de turgescence qui conduit a I'élongation cellulaire, une quantité trop
faible d’eau peut donc conduire a une taille de cellule plus petite et donc des fruits de plus
petites tailles. Les potentiels hydrique et osmotique sont contrélés par 'accumulation de
composés compatibles dans la cellule. Cela conduit a une entrée d’eau massive dans la
cellule d’ou le besoin de mesurer le potentiel osmotique et hydrique dans notre étude
(Baldazzi et al., 2013). La modification de la taille de la cellule et sa composition sont deux
paramétres important a prendre en compte.

Chez la poire, on peut voir un effet négatif du stress hydrique par une diminution du flux de
séve (xyleme et phloéme) permettant d’apporter les nutriments nécessaires au
développement du fruit (Morandi et al., 2014). (Morandi et al., 2010) ont aussi mis en
évidence que lors d'un stress hydrique, la transpiration est un paramétre permettant de
maintenir la qualité et le bon développement du fruit par 'augmentation de la concentration
en solutés solubles et donc un appel deau constant. Certains stress induisent un
changement de structure, le stress hydrique peut conduire a une modification de la
membrane plasmique ce qui la rend poreuse et modifie donc la compartimentation cellulaire
et entraine une échange d’eau et de soluté non contrélé.

La charge en fruit des arbres est un paramétre que nous avons voulu suivre et qui conduit a
de nombreux changement dans la physiologie du fruit. (Wu et al., 2005) ont mis en évidence
que la position du fruit sur la branche a un effet sur la qualité du fruit, un arbre ayant une
forte charge en fruit peut présenter des fruits de qualités différentes. lls ont aussi montré que
des arbres a faible charge donnent des fruits plus gros (plus de masse séche) car le ratio

nombre de feuille/nombre de fruit est plus grand, la concentration en métabolite tel que les
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Figure 2: Photographie d’un pécher avec une forte charge en
fruits. Aucune action n’a été menée pour diminuer le nombre de
fruit.

été enlevés

manuellement.

Figure 3: Photographie d’un pécher avec une fable charge en
fruits. Seul un fruit a été conservé par rameau, les autres ont
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sucres est donc aussi plus grande. L’étude de (Wu et al., 2002) a confirmé que la teneur en

citrate augmente au cours de la croissance pour finir par chuter a la fin du développement.

Matériel et méthodes

Matériel végetal

Nous avons travaillé sur 2 espéces fruitieres. Les péches (Prunus persica sp Nectarlove)
proviennent du verger expérimental de I'INRA d’Avignon. La parcelle a été conduite comme
en production. Les fruits étudiés ont été récoltés sur des arbres a deux charges en fruits, une
charge forte sans éclaircissage des arbres (Figure 2) et une charge faible avec un fruit par
rameau (Figure 3). Avec l'éclaircissage, on attend une taille supérieure des fruits, ainsi
gu’une composition biochimique différente. Quatre prélévements ont été effectués au cours
de la croissance du fruit pour la premiére condition (charge forte) afin d’avoir un suivi
représentatif du développement. En considérant les données de croissance de la péche pour
I'année 2016 et étant donné que le 9 mars 2017, 50% de la parcelle était au stade floraison,
les prélevements ont été faits les 2 mai, 9 mai, 12 juin et 6 juillet (Figure 4). Lors du premier
prélevement, le noyau est en croissance, puis au deuxiéme sa croissance est presque
terminée. Le troisieme prélevement intervient au début de croissance du péricarpe du fruit,
enfin le dernier prélévement est réalisé proche de la maturité, lorsque le développement du
fruit est terminé. Pour la deuxiéme condition (arbres a charge en fruits faible), les fruits ont
été prélevés au moment des deux derniers préléevements correspondants a la premiére
condition.

Les pommes (Malus domestica sp Reine des reinettes) proviennent du verger expérimental
de 'INRA d’Angers. La culture des pommiers a été réalisée selon l'itinéraire technique utilisé
dans les vergers chez les producteurs de la filiere. Le stade de pleine floraison a eu lieu le
10 avril 2017 sur la parcelle de récolte. Les arbres ont été éclaircis pour ne garder qu’un fruit
par inflorescence. Des gelées au printemps ont modifié la dynamique de croissance des
fruits (Figure 5) par rapport a l'année précédente (données non disponibles) et par
conséquent le planning des mesures établi au début de I'étude. Quatre prélevements ont
donc été effectués aux dates suivantes : 6 juin, 3 juillet, le 7 aout et le 28 aout.

Les péches prélevées a Avignon ont été acheminées a Rennes par transporteur (24h de
délai). Les pommes ont été transportées par voiture, directement aprés leur récolte au
verger. Les fruits ont été conditionnés individuellement dans des pots hermétiques ou bien
par lot dans des sacs plastiques fermés afin de limiter les pertes en eau puis conservés au

réfrigérateur entre le moment de leur réception et les analyses.
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Plan expérimental

Les mesures IRM ont été réalisées en premier sur les fruits analysés. Le jour avant la
mesure IRM, les fruits ont été emballés dans du cellophane afin d’éviter la transpiration lors
de la mesure IRM et placés dans la cage de Faraday (19°C) environ 13 heures avant la
premiére acquisition afin de les stabiliser en température. Le centre de la coupe analysée a
été préalablement tracé sur chaque fruit, afin de permettre le prélevement des échantillons
pour les méthodes destructives a I'endroit exact de la mesure IRM. Le nombre de fruits
analysés par IRM varie en fonction de la taille des fruits (dépendant du stade). Une fois
l'analyse IRM terminée, la densité, la masse et le volume ont été mesurés sur chacun des
fruits, puis les échantillons ont été préparés pour les mesures biologiques destructives
(Figure 6). Le potentiel hydrique étant le paramétre le plus sensible a la transpiration, il est
mesuré en premier. Les échantillons utilisés pour les mesures de potentiel osmotique et les
dosages biochimiques ont été congelés a I'azote liquide puis stockés au congélateur (-21°C)
et les échantillons pour I'analyses cellulaires ont été conservés au réfrigérateur. Ces
analyses ont été réalisées a posteriori a I'INRA d’Avignon. Les différentes analyses
biologiques nécessitant des quantités de tissus variables, le nombre de fruits utilisés pour
chaque analyse varie en fonction du stade de développement donné. Dans les cas ou cela
était possible, les péricarpes interne et externe, sélectionnés sur la base des images IRM,
ont été dissociés pour les analyses biologiques. Lors du premier stade, nous avons utilisé le
péricarpe de deux fruits pour la mesure du potentiel hydrique et trois fruits pour les dosages
biochimiques (3 grammes de matiére fraiche minimum). Pour les autres analyses, un seul
fruit suffisait. Pour le stade 2, un fruit était utilisé par analyse sauf pour le dosage
biochimique (2 fruits). Pour le stade 3, le péricarpe entier d’'un seul fruit est utilisé pour le
dosage biochimique et il est dissocié (interne et externe) pour les autres analyses. Au
dernier stade, le péricarpe est dissocié pour toutes les analyses. Le temps d’analyse complet

hors mesures IRM a toujours été inférieur a 3h.

IRM

Les images IRM ont été acquises avec un aimant supraconducteur de 1.5T (Avanto,
Siemens, Erlangen, Allemagne) équipé de I'antenne téte fermée. Les fruits sont installés sur
un dispositif permettant de les disposer a deux niveaux dans I'antenne (pour les 3 premiers
stades). Les paramétres de relaxation étant sensibles a la température, la température des
fruits a été contrblée au cours des analyses par les fibres optiques. De plus, deux tubes de
références ont été utilisés pour suivre la stabilité des mesures IRM au cours d’'une mesure et

entre les différentes campagnes de mesures.



Figure 7: Dispositif expérimental permettant 1'analyse des fruits au cours de croissance. On peut voir le dispositif permettant
de placer les fruits a deux niveaux dans l'antenne téte fermée ainsi que les fibres optiques permettant le suivi de température
au cours des analyses. Les 2 bouchons noirs en bas du dispositif sont ceux des tubes témoins (huile minérale et eau) servant de
témoins pour vérifier la répétabilité de la mesure IRM. Cette image correspond a une acquisition des péches du stade 3 (6
fruits).

Figure 8: Représentation des ROI permettant le découpage du péricarpe en 2 parties (intérieur et extérieur). Ces ROIs sont tracés
manuellement grace au logiciel Image J. Le cercle dans le fond permet de calculer le rapport signal sur bruit (SNR). Des ROIs sont tracés
dans les tubes témoins pour connaitre leur temps de relaxation (mono exponentiel).



Les paramétres d’acquisition ont été fixés au début de I'étude et gardés constants pour les
analyses réalisées a différents stades de croissance des fruits. La mesure IRM est faite sur
une coupe centrale considérée comme représentative du fruit. Les paramétres géométriques
utilisés sont: épaisseur de coupe=5 mm , matrice = 192 x 192 pixels, champ de vue (FOV)=
152 x 152 mm? pour les péches et 162 x 162 mm? pour les pommes. Par conséquent, pour le
premier stade de croissance des fruits, nous avons mesuré 10 péches en superposant 2
rangs de 5 fruits et 8 pommes avec 2 rangs de 4 fruits. Pour les stades plus tardifs, nous
avons d{ diminuer le nombre de fruits par analyse (8 pour le stade 2, 6 pour le stade 3 et 4
pour le stade 4) (Eigure 7).

Le T, est mesuré par la séquence multi échos de spin avec les parameétres suivants: 256
échos, TE= 6.5ms, TR= 10s, 4 excitations, résultant en une durée d’acquisition de 2h08min.
Le T2* est mesuré par la séquence multi échos de gradient avec les paramétres suivants :
TE= 2.27ms pour le premier écho puis, temps inter écho= 1.58ms, TR=5s, 17 excitations,

résultats en une durée d’acquisition de 4h32min.

Traitement des images

Les paramétres de relaxation ont été estimés avec la méthode Levenberg-Marquardt selon
deux approches. Dans le premier cas, les paramétres de relaxation sont calculés pour
chaque pixel afin d’obtenir une cartographie des T2 mono-exponentiels, permettant ainsi la
visualisation de la distribution spatiale des paramétres de relaxation. Dans le deuxiéme cas,
le signal des pixels correspondant a un tissu donné est moyenné sur une région d’intérét
(ROI) permettant d’optimiser le rapport signal sur bruit (RSB) des données. Dans ce cas, on
trace grace au logiciel Image J des régions d’intérét (figure 8) dans les zones des péricarpes
interne et externe des fruits, ainsi qu’'une large ROI dans une zone vide (air) afin de calculer
le RSB selon la formule :

RSB =lmoy-per/ (Imoy-bruit/ N(TT/2)), @vec Imoy-per la moyenne des niveaux de gris dans le péricarpe
sélectionné et Imoy-brit |2 moyenne de niveau de gris dans le fond (bruit).

Les paramétres de relaxation sont estimés a partir des données ayant RSB > 7 (méthode
permettant d’optimiser I'ajustement) avec le logiciel TableCurve 2D. Les données ont été
ajustées selon les modéles bi- et tri-exponentiel et le meilleu des deux ajustements (par
rapport aux erreurs sur les paramétres ajustés et le r?) a été retenu pour 'analyse. T>* a été
extrait de I'ajustement mono-exponentiel.

Les valeurs de microporosité apparente sont calculées a partir des valeurs des T, et T>*
selon la formule issus de (Musse et al., 2010) :

_ 9V3R}
€= 2nyAxB,
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Figure 9: Représentation schématique de la dissociation des péricarpes interne et externe dans le fruit pour les analyses biologiques a
partir des images IRM.



ou ¢ est la porosité, y est le rapport gyromagnétique du proton et Ay la différence de

o g 2 , ) 1 1
susceptibilité entre I'eau et l'air et R% = =T
2 2

Le temps de relaxation est accompagné d’une intensité relative qui est le pourcentage de
lintensité d’'une composante du signal par rapport a lintensité totale du signal. Cette

intensité varie en fonction du modéle d’ajustement que I'on choisit.

Analyses biologiques

La densité du fruit est mesurée par déplacement d’eau lors de I'immersion du fruit dans une
éprouvette, par rapport a la densité de I'eau connue (1g/cm?® a 20°C).

Les mesures suivantes sont réalisées sur le tissu du péricarpe (mésocarpe) prélevé sur la
coupe (de 5mm d’épaisseur) analysée en IRM (Eigure 9).

La mesure du potentiel hydrique est réalisée avec le potentiométre WP4-T (Decagon
devices, Pullman, USA), étalonné préalablement (solution de KCI a 0,5M), sur le mésocarpe
le plus homogéne possible. On tapisse le fond d’'une coupelle en acier avec le tissu qu’on a
préalablement poolé (pour les petits fruits) ou dissocié (interne/externe) pour les fruits dont la
taille le permet. Les échantillons sont mis a 21°C sur une plaque chauffante environ 15
minutes avant la réalisation de la mesure.

Le potentiel osmotique est mesuré avec 'osmometre (Vapro,Wescor, Belgique) étalonné
préalablement avec 3 solutions d’osmolarité connue (100/200 et 900mmol/Kg). La mesure
est réalisée sur 10uL de jus obtenu aprés décongélation grace a une pipette d’insuline 1mL.
Les dosages d’amidon, de sucres solubles, d’acides organiques et de composés insolubles
dans I'éthanol ont été réalisés sur les échantillons décongelés puis lyophilisés selon le
protocole mis au point par 'INRA avec un dosage enzymatique via le NADH (Annexes I). La
teneur en eau des échantillons est déterminée par la différence de masse avant est aprés
lyophilisation.

Pour I'analyse cellulaire, nous avons utilisé une méthode de dissociation enzymatique (Bertin
et al. 2002). Pour cela nous pesons le fruit, sa masse totale de péricarpe, la masse de
péricarpe de I'échantillon et le volume de pectinases ajouté. Le péricarpe est découpé en
morceaux et mis a macérer dans la solution de pectinases puis conservé au réfrigérateur
jusqu’a l'analyse. Les échantillons sont placés a 30°C 72 heures avant l'analyse pour
déclencher I'activation des enzymes. On ajoute de la glycérine (a 58%) pour homogénéiser
la suspension de cellules. On réalise ensuite un dénombrement de cellules en microscopie
(minimum 8 grilles de dénombrement par fruit) sur une cellule de comptage de 0,9uL ou
3,2uL selon la taille des cellules. La surface des cellules est estimée via le logiciel ImageJ a
partir des images en microscopie, en tracant manuellement leurs contours. Pour chaque

échantillon (péricarpe intérieur ou extérieur), nous avons utilisé entre 3 et 8 images.
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Figure 11: Evolution des temps de relaxation T2 dans la péche au cours du développement du fruit. Les péricarpes intérieur
(int) et extérieur (ext) ont été dissociés dans I’analyse IRM dés le premier stade, nous pouvons ainsi voir séparément
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temps de relaxation courts alors que les T22 sont les temps de relaxation longs. FaC indique une charge en fruit différente
(faible charge en fruit). F2 correspond au jour ou la moitié des arbres du verger étaient en fleur.



Analyse des données

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel R. Des tests ANOVA suivies de test
de Tukey HSD ont été réalisés afin de déterminer les différences significatives (p< 0.05)
entre les mesures. La corrélation entre les différents paramétres a été déterminée selon 2
méthodes. L’ACP a été utilisée en prenant comme variables explicatives les paramétres IRM
et comme variables illustratives les paramétres biologiques. La matrice de corrélation a été
calculée afin de déterminer les paramétres avec les plus grandes corrélations et pouvant

étre considérés comme des marqueurs IRM.

Résultat

Ce rapport a principalement été construit sur les résultats obtenus sur les péches. A cause
du retard dans la croissance des pommes provoquée par les conditions météorologiques,
toutes les données concernant les pommes n'ont pas pu étre mesurées et/ou analysées.
Cependant, les données disponibles pour la pomme sont présentées dans I'Annexe Il et ne
seront pas discutées dans la suite du rapport. Pour les péches issues d’arbres a faible
charge, seules les données IRM et d’analyse cellulaires sont interprétées dans la suite du

rapport.

IRM

La Figure 10 montre un exemple des cartographies T, de péches a quatre stades de
croissance. Durant les 2 premiers stades, le péricarpe apparait relativement homogéne,
avec le T2 de l'ordre de 100ms. On peut trés facilement distinguer 2 autres structures : le
noyau et 'amande avec les T» plus long que dans le péricarpe. Le T> du noyau diminue entre
les deux premiers stades, alors que celui de 'amande reste constant. Les cartographies des
fruits aux stades 3 et 4 apparaissent trés différentes de celles mesurées aux deux premiers
stades, avec une nette dissociation des 2 zones du péricarpe. On peut voir que le temps de
relaxation est plus long aux stades 3 et 4 que lors des 2 premiers stades. La partie intérieure
du péricarpe a un temps de relaxation plus faible que la partie extérieure. Le noyau n’émet
plus de signal (en gris sur les cartographies). Cela peut s’expliquer par la lignification du
noyau, observée lors de la découpe. En effet, la lignification conduit a une forte baisse de la
teneur en eau du noyau, ce qui résulte en une baisse des valeurs des T,. La dissociation des
péricarpes peut étre expliquée par le développement intensif du péricarpe qui intervient
avant le 3éme prélévement des fruits. Pour le stade 4, on observe des lignes plus foncées

dans le péricarpe interne, ces derniéres sont aussi visibles lors de la découpe du fruit et elles
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Tableau 1: Moyenne des paramétres IRM au cours des différents stades (forte charge en fruit) pour le péricarpe intérieur et
extérieur. Les moyennes sont présentées avec leur écart-type. Pour le quatrieme stade de la forte charge, nous avons présenté
I’ajustement bi et tri exponentiel, I’ajustement bi exponentiel a été choisi pour maintenir un traitement identique au cours des
différents stades. Les lettres indiques les différences significatives entre les stades, I’étoile (*) indique les différences
significatives entre les péricarpes.

PERICARPE EXTERIEUR
STADE To1 [%] Ty [ms] To2 [%] T2 [ms] To3 [%] T3 [ms] Tr-moy [ms] Microporosité
apparente [%]
1 35+3a 52+6a* 65%3a 135+1a* 106+8a* 3+0a
2 40+2b 51+6a* 60+2b 163+1b* 11947b* 4+0b*
3 37+4b 61+9b* 63+4b 233+2c* 169+2c* 5+0c*
4 (2exp) | 41+2ab 87+1b* 59+2ab 366x4d* 251+3d* 5+0c*
4 (3exp) 174 4116 44+1 165+2 3944 4414 250+3 5+0
PERICARPE INTERIEUR
STADE To1 [%] Ty [ms] To2 [%] T2 [ms] To3 [%] T3 [ms] Tr-moy [ms] Microporosité
apparente [%]
1 31+6a 44+7a3* 69+6a 118+1a* 95+8a* 3tla
2 36+4b 4415a* 64+4b 139+9b* 105+6b* 5+0b*
3 39+4b 55+6b* 61+4b 205+2c* 147+2c* 6+1c*
4 (2exp) 441+2ab | 73112b* 56+2ab 292+4d* 195+3d* 7+0d*
4 (3exp) 20+7 39+8 4814 143+3 32+#1 37745 19643 70

Tableau 2: Moyenne des paramétres IRM au cours des différents stades (faible charge en fruit) pour le péricarpe intérieur et
extérieur. Les moyennes sont présentées avec leur écart-type. Nous avons présenté I’ajustement bi et tri exponentiel pour les
2 stades étudiés .L’ajustement bi exponentiel a été choisi pour maintenir un traitement identique a celui des fruits a forte
charge. Les lettres indiques les différences significatives entre les stades, I’étoile (*) indique les différences significatives entre
les péricarpes.

PERICARPE EXTERIEUR
Microporosité
STADE To [%] Ta [ms] Toz [%] Tx [ms] Tos [%] Tas [ms] Tz—moy [ms]
apparente [%]
3 (2exp) 36x10a | 65+28a | 64+10a | 311+16a* 223+15a* 5+0a*
3 (3exp) 16 9 3647 4412 | 142418 4147 385+26 |  224+15 5+0
4 (2exp) 37+la | 118%3b 63+la | 465+10b* 337+6b* 5+0a*
4 (3exp) 1543 39+26 37+9 229+46 48+5 522+30 33716 5+0
PERICARPE INTERIEUR
T Tas T>-moy Microporosité
STADE | Io1 [%] lo2[%] | T22 [ms] | Toz [%]
[ms] [ms] [ms] apparente [%]
3 (2exp) 41+4a | 71%10a 59+4a | 300+12a* 207+13a* 6+0a*
3 (3exp) 1449 28+18 4516 133+27 41+9 362134 211+15 6+0
4 (2exp) 40+1a | 103+3b 60+la | 411+18b* 287+11b* 6+0a*
4 (3exp) 15+2 49+3 43+1 1838 42+3 488+28 29348 6+0




correspondent a des faisceaux du tissus conducteur permettant une bonne alimentation en
eau et nutriments.

Les amandes sont caractérisées par des T2 longs lors des premiers stades car elles sont
constituées principalement d’eau, puis au cours de la maturation du noyau, la teneur en eau

diminue, I'eau est remplacée par de I'huile, c’est pourquoi le temps de relaxation diminue.

Afin d’accéder a des informations sur la distribution et I'état de I'eau intracellulaire, nous
avons réalisé les ajustements des courbes de relaxation par le modéle bi-exponentiel qui
était le mieux adapté aux données pour I'ensemble des résultats. Cependant, pour le stade
4, il a été possible de modéliser la courbe de relaxation par le modéle tri-exponentiel avec
des erreurs sur les paramétres de I'ajustement Iégérement plus élevées que dans le cas de
I'ajustement bi-exponentiel. Ceci signifie qu’'un compartiment hydrique supplémentaire peut
étre identifié par IRM a partir de ce stade. Le résultat de 'ensemble des traitements sont
présentés dans le Tableau 1. A noter que seulement les résultats des ajustements bi-
exponentiels seront pris en compte dans les analyses statistiques.

Comme nous avons pu le constater sur les cartographies T2, les temps de relaxation sont
modifiés au cours de la croissance du fruit (figure 11). Le tableau 1 nous permet de
constater qu’il est possible de différencier les péricarpes dés le premier stade de
développement par rapport aux temps de relaxation T21 et T22 ce qui n’était pas possible
sur les cartographies T2 (ajustement mono exponentiel). Les intensités relatives ne varient
pas entre les 2 péricarpes. Les temps de relaxations courts (T21) (Tableau1) évoluent peu
au cours du temps, seule une augmentation entre les stades 2 et 3 est observée. Les temps
de relaxation longs (T22) augmentent constamment au cours de la croissance de maniére de
plus en plus marqué. L’évolution des intensités relatives montre que la répartition de I'eau
entre les deux pools reste assez stable au cours du temps (30-40% / 70-60% pour les
composantes 101 et 102, respectivement).

Pour la faible charge (Tableau 2, Figure 11), on constate que la distinction des péricarpes

est possible par rapport aux temps de relaxation aux deux derniers stades et que les temps
de relaxation sont en moyenne plus élevés que pour la forte charge en fruit. Cependant, au
stade 3, le temps de relaxation court n’est pas différent de celui de la forte charge en fruits.
Pour le stade 4, on observe une différence avec une augmentation significative du temps de
relaxation pour les fruits de la faible charge. Les temps de relaxation longs (T22) sont plus
élevés que pour la forte charge en fruit (311£16ms au stade 3 contre 233+2ms pour la forte
charge en fruit). L’augmentation du temps de relaxation se calque sur celle de la forte charge
en fruits, on retrouve donc un temps de relaxation final qui est plus important pour les fruits

issus des arbres a faible charge en fruits.
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Figure 12: Cartographie de microporosité apparente des péches a différents stade de croissance (1, 2, 3 et 4). On retrouve une
échelle de fausse nous donnant le pourcentage de microporosité dans chaque voxel de ’image. La microporosité est exprimé
en %, elle correspond au pourcentage d’air retrouvé dans le péricarpe.
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Figure 13: Evolution de la microporosité apparente (% d’air) dans le péricarpe interne (int) et du péricarpe externe (ext) au

cours du développement de la péche. F2 correspond au jour ou la moitié des arbres du verger étaient en fleur. FoC indique la
forte charge en fruit et FaC la faible charge
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Figure 14: Evolution de la densité de la péche au cours de la croissance. F2 correspond au jour ou la moitié¢ des arbres du
verger étaient en fleur.



On peut donc mettre en évidence un effet de la charge en fruits sur les temps de relaxation
probablement lié a des modifications des paramétres biologiques du fruit en plus de la
différence entre les péricarpes interne et externe. L’augmentation de temps de relaxation
moyen au cours du développement du fruit est uniquement due a 'augmentation du temps
de relaxation le plus long (T22) au vu des faibles variations d’intensité relative.

La Figure 12 montre un exemple de cartographies de microporosité apparente au cours du
développement de la péche. Les valeurs de la microporosité apparente calculées pour les
péricarpes interne et externe sont rapportées dans le Tableau 1 et 2. Lors du premier stade,
la microporosité apparente est la méme pour les deux péricarpes (environ 3%). A partir du
second stade, la microporosité apparente est plus importante dans le péricarpe interne que
dans le péricarpe externe (Figure 13). Ce parametre augmente tout au long de la croissance
du fruit. La plus forte hausse de la microporosité apparente se fait entre le stade 1 et 2 puis
cette hausse est plus modérée jusqu’au dernier stade.

La porosité du noyau est tres faible aux 2 premiers stades puis le noyau n’apparait plus sur
'image (Figure 12) dans les 2 derniers stades pour des raisons que l'on a évoquées
précédemment (section Distribution spatiale des paramétres de relaxation).

Pour les péches issues des arbres a faible charge en fruit, la microporosité n’évolue pas

entre les deux stades observés.

Analyses biologiques

La Figure 14 montre I'évolution de la densité des péches au cours de leur développement.
On peut observer une diminution de la densité entre les stades 1 et 2, alors qu’elle reste

stable entre les stades 2 et 4.

Evolution des parametres hydriques au cours de la croissance

Le potentiel hydrique varie peu au cours du développement du fruit (figure 15). Dans la
premiére partie de croissance, il augmente légérement (-1.18 +/- 0.05MPa au second stade
contre -1.28 + 0.05MPa au premier stade). Lors de la seconde partie de croissance
(développement de la partie charnue : stade 3 et 4), il y a une baisse de ce potentiel jusqu’au
stade final du fruit (-1.39 £ 0.05 MPa et -1.48 + 0.04MPa respectivement pour le stade 3 et
4). Cela peut s’expliquer par la croissance des cellules ou bien le stockage de composés
solubles et insolubles. En fin de croissance (stade 3 et 4), nous avons pu dissocier le
péricarpe interne et externe. Les analyses statistiques nous montrent une différence
significative du potentiel hydrique entre les deux péricarpes. Le potentiel hydrique n’est donc

pas homogéne dans I'ensemble du fruit et varie en fonction de modifications structurelles du
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Figure 15: Evolution du potentiel hydrique de la péche au cours de sa croissance. Le potentiel a été mesuré sur le péricarpe
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Figure 16: Evolution des teneurs des différents sucres (glucose, fructose, saccharose et sorbitol) au cours du développement
de la péche. Nous avons représenté I’évolution des sucres totaux afin de voir I’évolution globale de la teneur en sucre.
Seulement au dernier stade, nous avons dissocié les péricarpes intérieur et extérieur, nous avons représenté ici la moyenne
des 2 par soucie de lisibilité. F2 correspond au jour ou la moitié des arbres du verger étaient en fleur.

Tableau 3: Valeurs des teneurs en sucres (% de la matiére séche) au cours du développement de la péche. Ces valeurs ont
permis de tracer le graphique présent ci-dessus. On peut voir ici la différence de teneur pour chaque sucre en dernier stade.
Le péricarpe intérieur est a gauche et le péricarpe extérieur a droite. Les valeurs sont données avec leur écart-type. JAF
signifie jour apreés floraison. Les lettres indiquent les différences significatives entre les stades, les étoiles(*) les différences
significatives entre les péricarpes.

jaf | saccharose glucose fructose sorbitol sucre totaux
54 |2,29+0,35a 15,92+0,72a 14,745+0,77a 2,11£0,18a 35,06£1,53a
61 | 3,27+0,35b 16,94+0,3b 14,08+0,65b 1,55+0,12b 35,84+1,3b
95 19,59+1,02¢ 13,42+1,15¢ 11,90+0,42¢ 1,92+0,28¢ 36,84+1,43bc

11 | 10,04+ | 18,75+ | 9,82+ | 11,80+ | 11,18+ | 12,37+ | 0,83+ | 1,11+ | 31,86+ | 44,03+
9 3,45d* | 1,61d* | 1,28d* | 1,51d* | 1,51c* | 1,56¢* | 0,14d* | 0,09d* | 4,53c* | 1,52c*




fruit (développement et lignification du noyau, développement de la partie charnue) car on
retrouve une différence significative entre chaque stade.

La teneur en eau n'a pas été représentée puisqu’elle est constante au cours du temps
(891 1% de la matiére fraiche du fruit). On retrouve simplement au stade 2, une légére
augmentation (90 £ 0 %), qui est probablement expliquée par le nombre relativement faible

d’échantillons utilisés pour cette analyse.

Evolution de la concentration en sucres et acide au cours de la croissance

Les résultats des dosages biochimiques sont présentés sur la Figure 16 et dans_le tableau 3.
Les dosages ont pu étre réalisés sur les péricarpes externe et interne séparément
uniquement pour le dernier stade ou la quantité de matiere fraiche était suffisante.

Le teneur en sucre totale moyenne varie faiblement au cours du développement du fruit (35
+/- 2 %MS au premier stade contre 38 +/- 7 %MS au dernier stade), ce qui présente un
résultat surprenant. On observe au dernier stade une différence entre les deux péricarpes
(32 +/- 5 %MS pour l'intérieur contre 44 +/- 2 %MS pour le péricarpe extérieur). On constate
donc que les sucres sont majoritairement accumulés dans le péricarpe extérieur.

Parmi les sucres analysés, le sorbitol est le sucre présent en moindre pourcentage. Sa teneur
diminue au cours du temps (2.1 +/- 0.2 %MS au premier stade contre 1 +/- 0.2 %MS au
dernier stade). Au stade 4, la teneur en sorbitol est plus importante dans le péricarpe extérieur
que dans le péricarpe intérieur.

Le glucose et le fructose ont un profil de variations similaire. Leur teneur est relativement
haute et constante au cours des 2 premiers stades (environ 15%MS et 14 %MS pour le
glucose et le fructose, respectivement) puis leur teneur diminue (11 +/- 2 %MS et 12 +/- 2
%MS pour le glucose et le fructose au dernier stade, respectivement). Les péricarpes
intérieur et extérieur ne présentent pas les mémes teneurs puisque pour le fructose on a
une teneur de 11 +/- 2%MS pour le péricarpe intérieur contre 12 +/- 2%MS pour le péricarpe
extérieur. La méme conclusion est valable pour le glucose car on a une teneur de 10 +/- 1
%MS pour le péricarpe intérieur et 12 +/- 2 %MS pour le péricarpe extérieur. On peut voir
que pour la premiére fois depuis le début du développement, la teneur en fructose est
supérieure a la teneur en glucose.

Le saccharose a une teneur assez faible au début du développement du fruit (2.3 +/- 0.4
%MS) qui équivaut environ a la teneur du sorbitol. Au cours du développement la teneur ne
cesse d’augmenter surtout aprés le stade 2. L’augmentation de la teneur en saccharose
semble linéaire a partir de ce deuxiéme stade. Au dernier stade, la teneur en saccharose (14
+/-5 %MS) est supérieure a celle en glucose ou en fructose. Comme pour les autres sucres,

on note une différence entre le péricarpe intérieur et extérieur (10 +/- 3 pour l'intérieur et 19
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Figure 17: Evolution de la teneur en acides citrique et malique ainsi que de I’amidon au cours du développement de la péche
(forte charge). Les données sont projetées avec leur écart-type. F2 correspond au jour ou la moitié des arbres du verger
étaient en fleur.
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Figure 18: Evolution de la surface cellulaire au cours de la croissance de la péche. Le stade 1 n’est pas représenté car les
cellules étaient trop agglomérées pour pouvoir traiter les images. Au stade 2, nous n’avons pas fait de différenciation entre
péricarpe intérieur et extérieur. Lors des 2 derniers stades, les péricarpes intérieur et extérieur ont été dissociés. La variable
faible charge en fruit a été ajoutée lors de ces 2 derniers stades. F2 correspond au jour ou la moitié des arbres du verger
étaient en fleur.



+/- 2 %MS pour I'extérieur). C’est pour ce sucre qu’on retrouve le plus grand écart entre les 2
péricarpes méme si I'on a toujours observé une concentration plus importante dans le
péricarpe extérieur quelques sois le sucre.

La teneur en amidon est trés faible dans la péche (entre 0.2 et 0.3 %MS) (figure 17). Cette
teneur en amidon est constante au cours du temps sauf au dernier stade ou la teneur
augmente (0.5 +/- 0.3 %MS). On observe également au stade 4 une différence de teneur en
amidon entre les 2 péricarpes (0.4 +/- 0.1 %MS et 0.6 +/- 0.4 %MS pour le péricarpe interne
et externe, respectivement). La péche est un fruit qui n’utilise pas I'amidon comme forme de
mise en réserve des sucres ce qui explique que cette variation est trés faible au cours du
temps, les modifications sont probablement dues aux besoins des cellules durant la nuit.

La figure 17 montre I'évolution de la concentration en acide citrique et I'acide malique au
cours du temps. L’acide malique a une teneur de 4.7 +/- 0.5 %MS au premier stade. La
teneur augmente entre le stade 1 et 2 jusqu’a 6.3 +/- 0.2 %MS. Cette teneur diminue ensuite
fortement entre le stade 2 et 3 pour passer a 3.9 +/- 0.2 %MS puis remonte au stade 4. Au
stade 4, on observe une différence de la teneur en acide dans les 2 péricarpes, avec une
teneur beaucoup plus importante dans le péricarpe intérieur (5.5 +/- 0.78 %MS) que dans le
péricarpe extérieur (2.7 +/- 0.3). La teneur en acide citrique est quasiment nulle et n’évolue
pas aux deux premiers stades (0.31 +/- 0.04

%MS) et augmente pour le stade 3 (4.5 +/- 0.2 %MS). On retrouve enfin une légere baisse
de la teneur en acide citrique au dernier stade puisqu’on a une valeur finale de 3.6 +/- 1.5
%MS. Comme pour les sucres et 'acide malique, on observe au stade 4 une différence
assez marquée de concentration en acide citrique entre les deux péricarpes (4.8 +/- 0.8 et
2.3 4/- 0.3 % MS, pour le péricarpe interne et externe, respectivement).

La teneur en acide citrique et malique est a peu prés la méme au dernier stade, juste avant
le stade mature. Les acides organiques sont plutét stockés dans la partie intérieure du fruit. |l
semble donc y avoir une compartimentation de la mise en réserve puisque les sucres

étaient, eux, stockés préférentiellement dans la partie extérieure du fruit.

Croissance cellulaire au cours du développement du fruit

La taille moyenne des cellules pour les quatre stades étudiés est représentée sur la
Figure 18. Nous n’avons pas pu réaliser le dénombrement des cellules au stade 1 car les
cellules étaient en amas et donc indissociables les unes des autres, la mesure de surface
n’a pas non plus été réalisée. Nous avons différencié les péricarpes intérieur et extérieur a
partir du stade 3. Comme pour les précédentes analyses, les fruits issus des arbres a faible

charge en fruits ont été analysés aux stades 3 et 4.
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Pour les péches issues des arbres a forte charge en fruit, la taille moyenne des cellules
augmente considérablement au cours du développement du 3556 +/- 502 um? au stade 2 a
13 493 +/- 3047 um? au stade 4. On peut donc supposer que I'augmentation du volume du
fruit au cours de la croissance est due a une augmentation du volume cellulaire. On
n’observe pas de différence de taille des cellules entre les 2 péricarpes. Etant donné que les
écart-types sont trés importants pour cette mesure, nous avons regardé la distribution des

données afin de voir si on retrouve deux populations de cellules (figure non présentée). Les

résultats suivent une distribution normale, cependant, les données sont trés étalées.

Au stade 3, on constate que les cellules des péches issus des arbres a faible charge en
fruits ont une surface plus importante que celle des fruits issus des arbres a forte charge
(13 465 +/- 1226 um? contre 7725 +/- 665 ym? pour le péricarpe extérieur respectivement
pour la faible charge et la forte charge). Au stade 3, les fruits a faible charge ont donc une
taille de cellule comparable a la taille des cellules que I'on retrouve au stade 4 pour les fruits
a forte charge. Nous avons uniquement une image pour la mesure du péricarpe intérieur du
dernier stade des fruits a faible charge, avec la surface moyenne des cellules de 32 197 um?
ce qui explique I'absence d’écart type. La taille des cellules a donc été multipliée par 2.6
entre les stades 3 et 4 alors que pour la forte charge en fruit, le coefficient de multiplication
de croissance des cellules se trouve plutét autour de 2 entre chaque stade. Les fruits a faible
charge semblent donc avoir une croissance de cellules plus rapide que les fruits a forte

charge.
Corrélations des données IRM et biologiques

Les axes 1 et 2 semblent expliquer a eux 2, I'évolution de la péche au cours des divers
stades. On peut facilement distinguer sur la figure 19, des paramétres ayant une certaine
liaison. Le temps de relaxation long et la porosité sont proches sur ce cercle, ce qui indique
une corrélation importante entre ces deux paramétres. Cependant, on voit que beaucoup de
facteurs biologiques tels que la masse, 'acide citrique et dans une moindre mesure la
teneur en saccharose et la surface cellulaire ont une évolution identique a celle du temps de
relaxation long. On peut donc supposer que ces paramétres ont une influence dans la
modification des temps de relaxation dans le fruit au cours du temps. On retrouve un grand
nombre de facteurs biologiques qui ont une corrélation inversée aux temps de relaxation. La
teneur en fructose, sorbitol et en glucose ainsi que le potentiel hydrique sont trés
négativement corrélés au temps de relaxation long. La densité semble étre négativement
corrélée a la porosité. Certaines données biologiques telles que la teneur en eau, les MIA,
'amidon et I'acide malique n’apportent pas d’informations sur la modification des temps de
relaxation au cours du temps car on retrouve des fleches courtes (mal projetées sur ces

axes). Cette ACP nous montre que lintensité relative (lo1) et le temps de relaxation de la
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premiere composante du signal de relaxation (T21) ne sont pas expliqués par les variables
biologiques. Les paramétres biologiques expliquent parfaitement la variation de temps de

relaxation long (T22).

Suite a cette ACP, nous avons décidé de construire une matrice de corrélation afin de voir
précisément les paramétres qui sont liés entre eux. La matrice de corrélation est présentée
dans la figure 20, nous I'avons coupé en deux pour des raisons de lisibilité. On voie trés
facilement que la masse est trés corrélée aux paramétres IRM. On suppose que la masse du
fruit est le reflet des différents stades de croissance. Le potentiel hydrique est lié de fagon
négative au temps de relaxation (T22). Le temps de relaxation étant dépendant de I'eau
présente dans les tissus et de sa forme, il semble logique que le potentiel hydrique soit
corrélé aux temps de relaxation. Le potentiel osmotique n’a qu’une faible corrélation avec les
parameétres de relaxation car il ne représente qu’une partie du potentiel hydrique (avec lequel
il est trés fortement corrélé).

La densité semble liée a la porosité du tissu (corrélation inverse). Cela semble logique car
une plus grande présence d’air dans les tissus conduit a une modification de la densité du
fruit. Cependant cela ne semble pas étre le seul paramétre au vu du coefficient de
corrélation relativement faible.

Concernant les parameétres issus des dosages, on voit que les MIA sont peu corrélés avec
les paramétres IRM, par contre la teneur en amidon est relativement bien corrélée au temps
de relaxation long. Le saccharose posséde une trés forte corrélation positive avec les temps
de relaxation. Pour le glucose et le fructose, on observe aussi une forte corrélation négative.
Le sorbitol qui est un sucre particulier que 'on retrouve essentiellement chez les rosaceae
est corrélé négativement aux temps de relaxation et a la porosité mais en moindre mesure
que les sucres que I'on a cité précédemment. La corrélation est moyenne entre le temps de
relaxation long et les sucres totaux. Une corrélation est observable entre les paramétres IRM
(T2 et porosité) et la teneur retrouve plutét un effet seuil qu’'une corrélation a proprement
parlé. Cette corrélation est |égérement supérieure pour les temps de relaxation par rapport a
la porosité. L'acide malique n’est que trés peu corrélé avec les paramétres IRM, il a donc
peu d’influence sur les temps de relaxation ou la modification de la porosité au cours de la
croissance du fruit.

La surface cellulaire est trés fortement corrélée au temps de relaxation long mais pas au

temps de relaxation court.
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Discussion

Modifications des parametres biologiques au cours de la croissance

Au cours du développement des fruits, la masse et le volume du fruit augmentent
continuellement. Ces modifications résultent des modifications physiologiques et
biochimiques conduisant a la mise en place des divers stades de développement du fruit. La
croissance des fruits au cours de notre étude suit la croissance typique de la péche et de la
pomme comme le montrent les graphiques 4 et 5 dans la partie matériel et méthode. Le
volume du fruit est un facteur variant principalement selon la taille des cellules et leur
nombre. Nous avons mesuré une augmentation de la taille cellulaire tout au long de la
période de développement analysée, cette augmentation est plus marquée pendant la
période entre les stades 3 et 4 correspondant au développement du péricarpe du fruit.
L’augmentation de la taille cellulaire est dépendante de I'état hydrique de la plante, la
pression de turgescence permettant I'élongation cellulaire. La densité cellulaire a été
également estimée dans cette étude (résultats non présentés). On observe une diminution
de la densité cellulaire entre les stades 1 et 2, indiquant 'absence de division cellulaire étant
donné l'augmentation en taille des cellules. Au troisitme stade, la valeur trés faible de
densité cellulaire nous indique qu’il n'y a pas de division cellulaire pendant la phase de
croissance du péricarpe. Au dernier stade étudié, la densité cellulaire dans le fruit est
quasiment identique a la densité au premier stade.

Au cours du développement du fruit le potentiel hydrique et osmotique varient faiblement au
vu des observations faites sur d’autres organes de la plante comme la feuille par exemple
(Rahmati et al., 2015). Les mesures du potentiel hydrique et osmotique n’ayant pas été faite

sur les mémes fruits, nous n'avons pas pu calculer la pression de turgescence.

Le fruit met en place des réserves carbonées au cours du développement. En effet, on
observe une modification de la concentration en différents sucres au cours du
développement. En début de croissance on retrouve majoritairement des sucres simples
(glucose, fructose) alors qu’en fin de croissance c’est plutdt le saccharose (sucre plus
complexe) qui est majoritaire. Cependant, la concentration en sucres totaux augmente peu

au cours des différents stades.
Evolution des parametres IRM au cours de la croissance

Si 'on s’intéresse au temps de relaxation moyen, on peut démontrer son augmentation
continuelle au cours du développement. C’est un paramétre qui est difficile a corréler car |l
reflete un temps de relaxation moyen résultant de plusieurs temps de relaxation qui peuvent
étre affectés différemment par les changements physiologiques et métaboliques dans le fruit

au cours de la croissance. Dans le cas de la péche, il est important de noter que l'intensité
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relative de chaque temps de relation ne varie pas au cours de la croissance de nos fruits,
seul la modification des temps de relaxation de chacun des pools d’eau conduit a une
modification du temps de relaxation moyen. Il est donc plus pertinent de résonner
individuellement sur les temps de relaxation issus d’'un ajustement multi-exponentiel plutot
que sur le T, moyen ou le T> mono exponentiel (cartographie) qui ne nous donne pas
d’informations sur les facteurs qui varient.

La pomme a déja été suivie par IRM au cours de sa conservation post-récolte (Winisdorffer,
2014). Dans cette étude, le signal IRM de relaxation a été modélisé par le modéle tri-
exponentiel. (Snaar and Van As, 1992) ont mis en évidence que lors d’un ajustement tri-
exponentiel, le T2 le plus long et ayant l'intensité relative la plus grande correspond a la
vacuole. Le T2 intermédiaire est attribué au cytoplasme et le T2 le plus court a I'eau en
interaction avec les polysaccharides de la paroi.

Pour les trois premiers stades de croissance des péches, ainsi que pour les pommes, nous
avons réalisé un ajustement bi-exponentiel car on c’est avec ce modéle qu’on obtenait le
meilleur  résultat (par rapport aux erreurs d’estimation des paramétres). Plusieurs
hypothéses sont possibles pour expliquer pourquoi la méthode n’est pas assez résolutive
pour distinguer trois pools d’eau dans les fruits aux stades précoces. Une des hypothéses
est que le temps de relaxation d’'un des pools d’eau est trop court pour étre mesuré par IRM
ou le signal de I'un des pools d’eau n’est pas assez fort pour étre mesuré. Au dernier stade
de croissance de la péche, le modéle tri exponentiel est presque aussi bien adapté que le
modéle bi-exponentiel pour déterminer les paramétres de relaxation. On peut donc voir qu’il
y a une modification au niveau biologique conduisant a la possibilit¢ de mesure d’un
nouveau pool d’eau. Si on compare les résultats des ajustements bi et tri exponentiel pour le
stade 4 de la péche, on met en évidence que I'apparition du nouveau pool d’eau n’est pas
due a la division d’'un des deux pools que I'on avait au stade précédent, mais plutét d’'une
répartition entre les pools. Le temps de relaxation le plus long estimé par I'ajustement tri-
exponentiel ne présente pas une intensité relative élevé comme nous l'attendions (Snaar
and Van As, 1992). Cela laisse donc un doute sur notre hypothése d’attribution des différents

compartiments.

Influence des parametres biologiques sur les temps de relaxation en cours de

croissance

La teneur en eau a peu varié au cours des différents stades, ce parametre n’est donc pas
responsable de la modification du temps de relaxation. Par contre, les potentiels hydrique et
osmotique ont varié tout au long du développement du fruit. Les paramétres de relaxation T2

sont sensibles a I'état de I'eau et la faible modification des paramétres hydriques peut donc
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Figure 21: Abaque de référence de I’influence de la concentration en sucre sur le temps de relaxation. Nous avons utilisé une
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conduire a une modification du temps de relaxation. Le potentiel hydrique étant
négativement corrélé au temps de relaxation, il serait intéressant d’analyser les mécanismes
qui pourraient étre a 'origine de cette corrélation.

La présence de sucres dans I'eau impacte le temps de relaxation de I'eau (Raffo et al.,
2005), di aux échanges chimiques entre les molécules de sucres et les molécules d’eau.
Cet effet dépend de la concentration en sucres et de leur forme, des paramétres de
l'acquisition IRM et du champ BO de l'aimant utilisé (Hills and Remigereau, 1997). Nous
avons réalisé une gamme étalon de fructose entre 0 et 1 Mol/L afin d’évaluer si avec nos
conditions expérimentales, il y a une influence de la concentration en sucres (isolé de
'ensemble des parameétres biologique) sur les temps de relaxation (Figure 21). Le fructose a
été choisi pour cette expérience car la bibliographie (Yamaki and Ino, 1992) nous montre
que c’est le sucre majoritaire chez la pomme. Nous avons obtenu des résultats similaires a
la littérature (Prusova, 2016) avec une diminution de temps de relaxation a mesure que la
concentration en fructose évolue. La diminution du temps de relaxation est rapide entre 0 et
0.3Mol.L puis la diminution est moins importante au-dela de cette concentration.

Nous avons dosé dans cette étude les différents sucres présents dans la cellule. Cependant,
étant donné que les différents sucres sont stockés dans la vacuole, nous nous attendions a
ce que les temps de relaxation soient impactés par la concentration en sucres totaux, sans
pouvoir distinguer l'influence de sucres individuels. Dans le cas des péches, il est par
conséquent difficile d’expliquer les corrélations entre les paramétres de relaxation
(notamment le T2) et la teneur en différents sucres. En revanche, la concentration en sucres
totaux évolue trés peu au cours du développement (Eigure 22) des fruits, n'impactant pas
par conséquent les temps de relaxation. Les données de I'abaque pourront éventuellement
servir a expliquer les résultats chez la pomme aprés conversion de la teneur en Mol/L.

La taille des cellules est un parameétre trés important car elle va avoir un impact direct sur les
temps de relaxation d a 'effet de surface (Snaar and Van As, 1992). Cet effet se traduit par
la réduction du temps de relaxation transversal avec la réduction de la taille du compartiment
hydrique. L’observation des 4 stades de développement de la péche, ainsi que les deux
conditions étudiées (forte et faible charges en fruits) nous permet de voir I'évolution des
temps de relaxation sur une large gamme de taille de cellules. Cette augmentation de la
surface cellulaire s’explique surtout par la croissance de la vacuole. Cette derniére contient
donc plus d’eau, mais aussi plus de solutés tel que le saccharose ce qui peut expliquer la
corrélation positive entre la concentration en saccharose et le temps de relaxation. La
surface de la vacuole a donc une forte influence sur le temps de relaxation et explique en
grande partie 'augmentation de ce dernier. On peut observer une relation linéaire entre le

temps de relaxation et la surface cellulaire (Figure 23). L’augmentation du temps de
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relaxation T2, semble trés dépendante de I’augmentation de la surface cellulaire contrairement

au T21 qui lui varie peu avec 1’augmentation de surface cellulaire.

La microporosité apparente a varié en fonction du stade de développement de la péche.
Cette microporosité est différente étre les 2 péricarpes, le péricarpe interne étant le plus
poreux. Ces résultats

sont contraires a ce que l'on retrouve chez la pomme (Winisdorffer, 2014) ou c’est le
péricarpe externe qui est le plus poreaux. La baisse de densité peut s’expliquer en partie par
'augmentation de la microporosité apparente (Figure 24). Cependant, la microporosité n’est
pas le seul paramétre ayant une influence car la densité est mesurée sur 'ensemble du fruit.
Les autres tissus tels que le noyau ou 'amande peuvent aussi avoir un impact sur la densité.
La densité a fortement diminué entre les 2 premiers stades puis est restée constante au
cours des stades suivants. Des observations similaires ont été faites dans la pomme en

fonction du calibre de cette derniére (Winisdorffer, 2014).

Conclusion

Un des objectifs de ce stage a été de corréler les paramétres de relaxation IRM a des
observations biologiques. Parmi les paramétres mesurés, la surface cellulaire semble avoir
la plus grande influence sur le temps de relaxation. En effet, les variations des temps de
relaxation sont corrélées a [laccroissement de la surface cellulaire au cours du
développement du fruit. Deux autres paramétres biologiques semblent avoir une influence:
le potentiel hydrique et la teneur en sucre. Le potentiel hydrique a un effet moins marqué sur
les temps de relaxation mais qui reste tout de méme conséquent de par la modification de
I'état hydrique de la cellule. De faible variation de ce paramétre ne sont pas immédiatement
visible sur le temps de relaxation. Afin de déterminer si ce paramétre a une forte influence
sur le temps de relaxation, il serait intéressant que le fruit soit stressé hydriquement, ainsi
nous pourrions voir si nous pouvons faire une corrélation plus précise entre le temps de
relaxation et le potentiel hydrique. Le teneur en sucre a plutét tendance a diminuer le temps
de relaxation mais son effet doit étre relativement faible sur le temps de relaxation car il n’a
pas été observé au cours de l'analyse. Le potentiel osmotique n’est lui pas couplé aux
paramétres IRM, il n’est donc pas possible de suivre son évolution grace a la technique IRM.
Ce peut étre une mesure complémentaire permettant le calcul de la pression de
turgescence. La densité semble étre couplée a la microporosité apparente malgré que le

coefficient de corrélation soit faible. Les variations de ces 2 paramétres sont contraires
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(diminution de la densité et augmentation de la microporosité) mais apparaissent aux
mémes stades de développement.

A partir de ces différentes corrélations entre les paramétres IRM et biologiques, nous avons
trouvé plusieurs marqueurs nous permettant de caractériser le développement de la péche.
La microporosité apparente semble pouvoir étre un prédicteur de la densité du fruit. Elle
semble aussi étre un marqueur de la fin de croissance du noyau car a partir du stade 2 (fin
de croissance du noyau), 'augmentation de la microporosité est moins importante que lors
des stades précédents. Plusieurs marqueurs peuvent étre retrouvés a partir du temps de
relaxation. Lors des 2 premiers stades (croissance et développement du noyau), nous
observons uniquement une augmentation du temps de relaxation long dans les cellules du
péricarpe (T22) correspondant a la modification de la vacuole (grandissement). A partir du
stade 3, on observe une modification des 2 temps de relaxation, ce moment peut donc étre
considéré comme le marqueur du début de la croissance du péricarpe. Enfin au dernier
stade de croissance, nous devons utiliser un modéle tri exponentiel pour ajuster le plus
précisément possibles les paramétres de relaxation. On peut considérer ce changement
comme un marqueur de fin de croissance du fruit. On peut donc mettre en place un total de
4 marqueurs du développement du fruit via les différentes séquences IRM que nous avons
utilisé au cours de notre étude. Afin d’aller plus loin dans nos connaissances du
développement du fruit via la méthode IRM, il serait intéressant de réaliser une étude afin de
connaitre les raisons de la seule augmentation du temps de relaxation long au cours des
premiers stades de développement du fruit. Il aurait aussi été intéressant de réaliser un autre
point de mesure pour voir si 'on obtient un plateau dans I'évolution du temps de relaxation.
Si I'on arrive a pouvoir définir plus précisément ces marqueurs de développement du fruit,
nous pourrons peut-étre via les techniques IRM portable qui sont développées, caractériser

le développement du fruit au verger directement sur I'arbre
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Annexes |

- CONTENL :

B-1 Pesée et extraction :

Disposer les poudres végStales 1h a I'#tuve sous vide a 30°C ou directement dans un dessicateur
&1l v o confre<indication
- ldentifier une série de 32 microtubes (2 mL).

Chrtrgatiom g vepcéter 2 fois powe Uensemble die mody opératoire (1 fois avee des mierotubes de 2l ow
de ¥ mlL el § 8-3) ev 1 fols avee des mlceotules de 15 ml )

§i l'analyse de I'amidon est demandée, ef seulement dans ce cas, tarer la 1°° série de
microtubes de 2 mlL, en wtilisant le logiciel Basile ou en Faisant une saisie manvelle,

- Peser, dans chague microtube, environ 5 mg de poudre végétale homogénéisée.
Dispoger les microtubes sur un porteir au-dessus d'wn pain de glace froid.
A nide d un distrabutewr, apouter 1 mL de solution A,
- A Maide dun distibuteur, ajouter 300 pl. de chloroforme.
Agiter quelques secondes au vortex puis sur ba rowe de paillasse pendant 20min (440 1e'min, 4°C).
- Centrifuger Smin ( | 3200kr/min, 4°C)
Chr observe I phases ligeides :

La phase sipevienre (hvdroafconligue) ot To phaze inferienre fohloroformigrel. Lex 2 phases sond
sépardes pene Ta partle insaluhle de la poudre vpdiale.

Phase supéricure
hydroalcoolique  _p

Partie insaluble
Phase infédeurs — de I poudre vépeétale
chloroformigue

B-2 Séparation des extraits ;

A partir de cette étape. des traitements spécifiques sont nécessaires pour poursuivee extraction des
sucres solubles et des acides organiques d une part et de I'amidon J autre part.

F  Préparation des extraits « acides organigues - sucres solubles » ¢

Disposer les microtubes sur un porlair an-dessus O un paim de glace frond,

- Transférer $00 pl de surnageant (phase supéricure) dans une 27 série de microtubes. Le
vilume des microtubes dépend de Poption de purification choisic por la smite (of, § 8-3):
micrdubes de 1,5 mL powr une agitation su vortex ¢ de 2 ml pour une agitation sur la rowe de
paillasse,

NE - Ces extrairs sownf enswite évapores fof. § 8-31 7 5l ne le sont pas imimédiarement, iz doiveni Stre
comserves g -20°0 (i évapewer le plis rapidement possiblel.

NE - 50 Danalyse de Danidan et par demandie, procider & Ddlimingtion oe Uextrait ot do oulet
resfont dovts lew microtihes, Davs le cas contralre, procdder & lo prdperation de Dextrall & anilaon o,

Page 3 sur MO-AL-03-E [rocument attribud b :






¥ Préparation des o culois amidon » ;
Cette étape, i cffectuer uniguement si I'amidon est & doser, nécessite d’avoir au préalable procédé a
la préparation des extraits « acides organiques — sucres solubles » (parngraphe précédent).
Ajouter 1 ml de methanol dans les microtubes contenant be reste d extrait e le culot,
- Agiter ow vortex quelques secondes puis sur la roue de poillasse pendant 20min {40 tr/min, 405
Centrifuger Smin {13200 t2/min, 4°C).

Eliminer l¢ surnageant par transvasement on par aspication aves o pompe @ vide e une pipeite
Pasteur, Lo consistance du culor @l variolle selon fe g de wpdiod ef o vegane, choisie Ta
sacriode fa l,l:'.I'J 5 r.rr.lru:lr:-rr'o' JHR climiner e AHFHCGR Y,

Ajouter M pL d*&thanol sur le culot et poursuivre extraction de Pamidon en se référant au
MO-AL-02- on stocker les microtubes & =20 2C (Faire la suite des opdrations le ples 11 possible),

#-3 Evaporation cf purification des extraits « sucres solubles - acides organiques » :

Allumer le SpeedVac d avance (35 min de mise en roule).

Evaparer i s, au SpeedVac sans chaufTage, pendant environ 3h15,

A e stade de Vanalyze, # e possiife de povrsichre Danalvse immeddivlement on de melfve en
affenite a -20°0 les microtinhes conterant les pésidiis secs.

Disposer les microtubes sur un portoir au-dessus d"un pain de glace.
Solubiliser ke respdu avec B0 pll dcan UP,
Yortexer lc mélange et laisser au repos 10 min & 47C.

Purifier Pexieail en ajoutant enviren 5 mg de PYPP (ehimimation dez composés phénoligues
susceptibles dinterferer bors du dosage),

Favoriser e contact entre le PVEP et Pextrait, soit en disposant les microtubes de 2 mL sur Ia
rowe de paillasse pendant 20 min (40 w/min, 4°C), seit en vorfesant forement 100 secondes
chague microtube de 1.5 ml, & 3 reprises, avec des temps de repos intermédiaires de 5 min a 4°C,

Centrifuger 10min { 13200 tr'min, 4°C)
A cette étape, si Vextrait o, surtont, si le PVPP sont trés colorés, il ext possible gue fout Te PVPP soit
satre, I font davis of cas rafouter ey lapes suivanle

Rajounter coviron 5 mg de PY PP,

- Favoriser le contact entre le PYPP et I'extrait, soit en disposant les microtubes de 2 mL sur la
rouwe de paillasse pendant 20 min (30 tmin, 450, seit cn vortexant fortement 10 secondes
chague microtube de 1,5 mL, & 3 reprises, avec des temps de repos imtermédimres de 5 nun a 4°C,

Cemtrifuger 10 min (13200 tr'min 4 +4°C)

Transférer le maximuem de surnageant dans la 37 série de microtubes (1,5 mL)y, J7 ess important
e me ponk prélever de cidol gl poureall irleridrer oes din dogage par wile enzviatigne,

Comserver ces extraits & -20°C (doser le plus rapidement possible) ou stocker 8 4 °C pour doser le
lendernain par vole enzymatique sur microplague,

- of MO-AL-(4-, MO-AL-05-, MO-AL-15-, MO-AL-16-, pour méthode manuclle
- of MO-AL-17-, MO-AL-18-, MD-AL-22-, MO-AL-23-, pour méthode robotisée.

Page & sur 5 MC-AL-03-B [rcurment atiribud 4 :






Annexes 11
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Figure 1: Cartographie T2 de pommes a 4 stade de développement (du stade 1 en haut a gauche jusqu'au stade 4 en bas a
droite). Les fausses couleurs nous indiquent la valeur du temps de relaxation T2 (mono exponentiel) pour chaque voxel de
I'image.

La figure 1 montre un exemple de cartographies T2 au cours du développement de la pomme. Nous
pouvons observer dans cette cartographie qu’il est possible de distinguer deux péricarpes dans la
pomme. Cette distinction ne peut se faire qu’a partir du second stade (distinction non visible pour le
stade 3 a cause de I’échelle de fausses couleurs communes a I’ensemble des cartographies. Le temps
de relaxation est plus long dans le péricarpe extérieur que dans le péricarpe intérieur. Le T2
augmente continuellement au cours du développement du fruit. Il varie de manicére importante entre
les 2 premiers stades, pour ensuite n’augmenter que peu entre les stades 3 et 4.

Si Pon compare avec la péche, on peut constater qu’il est possible dans les deux cas de différencier
des péricarpes interne et externe dans le fruit. En ce qui concerne les valeurs des temps de relaxation,
on voit que chez la pomme 1’évolution des T2 est relativement constante au cours du temps alors
que pour la péche, le temps de relaxation était identique au cours des 2 premiers stades et n’évoluait
que par la suite. On peut donc supposer que la croissance cellulaire est différente entre les deux

especes puisque c’est le facteur qui impact majoritairement le temps de relaxation.
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Figure 2: Cartographie de microporosité des pommes pour les 4 stades étudiés. L'échelle de fausse couleur nous renseigne sur
la valeur de microporosité de chaque voxel. Les points sans couleur lors des stades 3 et 3 (bas) sont dus a des valeurs de voxel
supérieur a I’échelle que nous avons choisie.

La figure 2 montre un exemple de cartographies de microporosité apparente au cours du
développement de la pomme. D¢s le premier stade, nous obtenons des valeurs de microporosité
apparente assez surprenante car elle représente jusqu’a 40% du péricarpe extérieur. Ce phénoméne
de surestimation de la microporosité apparente dans le cas de la pomme a déja été observé dans le
cas des travaux précédents (Winisdorffer, 2014), étant donné que les valeurs de la microporosité
présentées dans la littérature sont d’environ 20-30% en fonction de la technique utilisée et la variété
de la pomme(Winisdorffer, 2014). Toutefois, nous pouvons arriver a dissocier les 2 péricarpes
(intérieur et extérieur) avec la cartographie de porosité. D¢s le premier stade de développement, nous
pouvons constater que la porosité est plus importante dans le péricarpe extérieur ce qui est conforme
avec la bibliographie (Winisdorffer, 2014). On retrouve une augmentation progressive de la
microporosit¢ au cours du temps malgré une trés haute valeur des le premier stade de
développement. Quelques sois le stade, on distingue facilement le cceur de la pomme (loge
carpellaire) qui posséde une microporosité beaucoup moins importante (environ 15% de
microporosité dans le tissus).

Ces résultats sont tres différents de ceux que I’on a pu constater pour la péche. Le péricarpe le plus
poreux dans la péche est le péricarpe intérieur alors qu’ici il s’agit du péricarpe extérieur. De plus, la
microporosité dans la péche (maximum 6%) est assez faible comparé a ce qu’on peut retrouver dans
la pomme dans le cadre de notre étude (jusqu’a 50%).Ces résultats préliminaires sur la pomme

doivent étre confirmés pas des analyses postérieures.
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Les laboratoires de recherches cherchent a développer des méthodes non invasives pour mesurer
des critéres de qualités des fruits et suivre leur évolution en cours de croissance. Durant ce stage,
nous avons cherché a mettre en relation les modifications du signal IRM avec I'évolution de
paramétres biologiques au cours du développement de deux fruits d’intérét commercial (pomme et
péche). Nous avons mesuré par IRM les temps de relaxation transversale (T2) et la microporosité
apparente puis mesuré cinq paramétres biologiques (potentiel hydrique et osmotique, teneur en sucre
et acide, surface cellulaire). Nous avons réalisé ces mesures a quatre stades de croissance de
chacune des espéces. Les T2 mesurés ont permis d’accéder a des informations sur les
compartiments hydriques et leurs évolutions au cours de la croissance. Nous avons constaté que le
paramétre ayant le plus d’'impact sur les T2 est la surface cellulaire, elle conduit a 'augmentation du
T2 correspondant a la vacuole au fil de la croissance. Le potentiel hydrique présente également une
corrélation avec le T2 mais ce lien n’est pas encore expliqué. Enfin, nous savons que la teneur en
sucre a un impact sur le temps de relaxation mais étant donné les faibles variations de la teneur en
sucres totaux, il n’a pas été possible de mettre en évidence ce phénoméne. Ce stage aura donc
permis d’ouvrir des pistes de recherches pour déterminer limpact des différents paramétres
biologiques de croissance sur le temps de relaxation.

Research laboratories search to develop no invasive technics for evaluation of factors of fruit quality
during fruit growing and storage. In this study, we seek to link modifications in MRI signal and
biological parameters during the growth of two fruit (peach and apple). For that, we measured
transversal relaxation time (T2) and apparent microporosity by MRI and five biological parameters
(water and osmotic potential, sugar and acid content and cell size). We have made these
measurements at four developmental stages for both species. The results of T, measurements
allowed to access information about water in cell compartments. We observed that cellular area had
the greatest impact on T2; the increase in cell size during fruit growth impacted the relaxation time of
MRI signal component corresponding to the vacuolar water. Water potential was also correlated to T2
but the link between these parameters is not yet explained. Finally, it is known that sugar content can
impact relaxation times but this phenomenon was not observed in our experiment because of very
slight modifications in sugar content. This study will permit to find suggestions for the future
researches to find impact of different biological parameters on the MRI signal
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