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Figure 1 Cycle de développement et d’infection du feu bactérien sur pommier causé par la bactérie phytopathogéne
Erwinia amylovora

Erwinia amylovora hivernent dans les branches briilées et au bord des chancres dans les zones de
I'écorce tuées par les bactéries. Au printemps, lorsque la température augmente, les bactéries se
multiplient rapidement. Les symptodmes de la brillure bactérienne sont relativement similaires sur
différentes plantes hotes et peuvent apparaitre sur les fleurs, les fruits, les pousses, les branches et
les racines. Les fleurs et les extrémités des pousses infectées deviennent brunes a noires et les pousses
peuvent subir un flétrissement rapide et former une « crosse de berger ». Les feuilles des pousses
malades présentent souvent une premicre nécrose sur la nervure médiane et les nervures avant de
devenir complétement nécrotiques. Apres l'infection des fleurs et des pousses, la bactérie peut
coloniser les grosses branches, la tige et les racines, sur lesquelles des chancres peuvent se former,
caractérisés par des zones légérement enfoncées et irréguliéres sur 1'écorce. A l'intérieur, les tissus
de la zone chancre présentent une décoloration rouge ou brune, qui se diffuse dans les tissus sains.
Dans des conditions chaudes et humides, un suintement bactérien mucoide blanchétre et collant peut
s'exsuder en gouttelettes des pousses, des chancres, des fruits et des fleurs infectés. E. amylovora est
considéré comme infectant les plantes hotes par des ouvertures naturelles (telles que des stomates,
des hydathodes, des traces de feuilles) et des blessures ou des tissus autrement endommagés,
I'humidité sous forme d'eau libre a la surface du tissu hote étant nécessaire pour l'infection. A partir
du point d'infection, il peut se propager dans l'espace intercellulaire du parenchyme cortical, tuant
rapidement les éperons et les branches, le temps chaud facilitant la propagation interne. Si elle
pénetre dans les vaisseaux du xyléme, E. amylovora peut migrer rapidement bien au-dela du point
d'entrée initial et a partir du xyléme envahir & nouveau le parenchyme cortical pour induire les
symptomes de la brilure bactérienne. La propagation est favorisé par les insectes pollinisateurs (La
Porta et al., 2023).
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Phénotypage du pommier pour ’analyse du compromis « croissance-défense »

Introduction

Les pommes constituent le troisiéme fruit le plus consommé dans le monde. En 2020, la
France, avec une production de plus de 1,8 million de tonnes, était le troisiéme plus grand producteur
européen (RNM, 2021). Le pommier (Malus domestica) est la culture ayant le plus fort IFT
(indicateur de fréquence de traitement phytosanitaire) en France, avec des niveaux supérieurs a 30
(Zavagli et al., 2018). Par ailleurs le changement climatique vient modifier les interactions entre le
pommier et ses pathogenes (Velasquez et al., 2018; Savary et al., 2019; Pedroncelli and Puopolo,
2023). Dans un contexte de stress multiples, il y a donc urgence a trouver des leviers alternatifs a
I’'usage des pesticides pour pérenniser la filicre. Parmi ces leviers, les stimulateurs de défenses des
plantes (SDP) peuvent étre appliqués sur les cultures pour renforcer leur immunité (Zhu et al., 2024).
Sur pommier, 1’équipe ResPom a identifié¢ plusieurs SDP efficaces, en conditions contrdlées, contre
trois bioagresseurs majeurs : Venturia inaequalis (tavelure), Dysaphis plantaginea (puceron cendré)
et Erwinia amylovora (feu bactérien) (Brisset et al., 2000; Dugé de Bernonville et al., 2014;
Marolleau et al., 2017; Warneys et al., 2018). Le principal modéle de SDP utilisé dans I’équipe est le
Bion® dont la matiére active, 1’acibenzolar-S-méthyl (ASM), est un analogue fonctionnel de ’acide
salicylique — I’hormone majeure de 'immunité végétale (Peng et al., 2021; Spoel and Dong, 2024).
Chez le pommier, le Bion® est a ce jour I’inducteur de défenses le plus efficace, avec une importante
reprogrammation transcriptomique (Warneys et al., 2018). Toutefois, les données préliminaires de
I’équipe montrent que le Bion® perd en efficacit¢é de protection dans différentes conditions
environnementales, alors méme qu’il induit bien les marqueurs de défense suivis (Chavonet, 2022;
Nguyen, 2023). Ces résultats suggerent que la capacité du pommier a résister a ses bioagresseurs ne
dépend pas que de son état immunitaire mais aussi de son état physiologique, sans que ce dernier soit
clairement défini.

Dans ce stage, nous avons appréhendé 1’état physiologique sous le prisme de la croissance, en
nous appuyant sur la théorie du « compromis croissance—défense » selon laquelle la plante doit
arbitrer ’allocation de ses ressources entre les processus de croissance et ceux de défense (Herms and
Mattson, 1992; Huot et al., 2014). Nous commengons ce rapport par une synthése bibliographique
sur le compromis croissance—défense et ses bases moléculaires. Nous explorons ensuite cette idée sur
un pathosystéme modele dans I’équipe : des plantules de pommier confrontées a la bactérie Erwinia
amylovora (La Porta et al., 2023; Pedroncelli and Puopolo, 2023) dont voici le cycle de
développement et mode d’infection (figure 1) (La Porta et al., 2023).
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Figure 2 : Différentes facettes de la croissance des plantes et comment elles sont couplées

La croissance sensu lato (aire totale du diagramme de Venn) est la variation de la biomasse, ou du volume.
La croissance sensu stricto (aire contenue dans les lignes pleines dans le diagramme de Venn) est une
augmentation irréversible du nombre de cellules, de la biomasse structurelle (croissance structurelle) ou du
volume de la plante (croissance expansive). La production cellulaire fait partie de la croissance structurelle,
car elle nécessite la synthése de I'ADN et de la paroi cellulaire. (a) La prolifération cellulaire est le processus
d'augmentation du nombre de cellules tout en maintenant ou en augmentant la taille moyenne des cellules, ce
qui augmente par conséquent le volume des tissus. (b) Une augmentation du nombre de cellules sans
augmentation de la taille des cellules est appelée partitionnement cellulaire. (¢, d) L'expansion cellulaire est
I'augmentation irréversible de la taille des cellules sous I'effet combiné de la pression de turgescence et du
relichement de la paroi. A court terme (d), cela peut étre dissocié de la synthése de la paroi cellulaire et donc
en dehors de la définition de la croissance structurelle. A des échelles temporelles plus longues (c), 'expansion
nécessite la synthése de la paroi cellulaire et le dépot de cellulose, ce qui en fait une partie de la croissance
structurelle. (e) La croissance de la paroi cellulaire secondaire, la synthése des protéines et des lipides, etc.,
font partie de la croissance structurelle sans changements notables de volume. Deux autres catégories ne sont
qu'une partie de la croissance sensu lato : (f) 'accumulation et I'épuisement des composants de défense ou de
stockage (glucides non structurels, NSC ; métabolites secondaires tels que les tanins, les terpénes, etc.) qui
peuvent tous deux entrer en concurrence avec la croissance structurelle, et (g) la déformation élastique (par
exemple, les changements diurnes de volume dus a des changements de pression de turgescence) (Hilty et al.,

2021).
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Figure 3 : Vue générale du « systéme

immunitaire » des plantes

Les plantes utilisent des récepteurs de I'immunité
extracellulaire localisés dans la membrane plasmique
(RLK/RLP) qui peuvent détecter des éliciteurs extracellulaires
tels que des motifs moléculaires conservés associés a
l'infection ou a des effecteurs apoplasiques et déclencher des
réponses de défense en aval. Les agents pathogenes
envahissants peuvent délivrer des molécules -effectrices
protéiques dans la plante pour supprimer la signalisation de
défense. Les récepteurs de I'immunité intracellulaire,
principalement des protéines de répétition riche en leucine
(NLR) se liant aux nucléotides, peuvent reconnaitre des
effecteurs spécifiques et activer la défense. Les réponses
immunitaires RLK/RLP et NLR convergent vers des
événements similaires en aval, notamment la production
d'espéces réactives de l'oxygeéne (ROS), I'expression des geénes
de défense, l'afflux de Ca2+, l'activation de la protéine kinase
activée par les mitogénes (MAPK) et la production d'hormones
de défense. Les réponses NLR sont généralement plus fortes et

sont plus souvent associées a la mort cellulaire que les réponses
RLK/RLP (Dodds et al., 2024).
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1°) Définitions et mécanismes de la croissance et de la défense des plantes

Les plantes sont souvent confrontées a divers stress abiotiques et biotiques qui induisent des
changements physiologiques, biochimiques et moléculaires, qui se traduisent finalement par une
croissance et une productivité plus faible (Boyer, 1982). Cette notion de croissance est complexe et
peut étre appréhendée sous différents angles (Hilty ez al., 2021). La croissance sensu stricto peut étre
définie comme toute augmentation irréversible en nombre de cellules, en biomasse structurelle ou en
volume de la plante (figure 2). Ces augmentations sont notamment régies par des flux d’eau (a
I’origine de la pression de turgescence, moteur de la croissance) et de carbone (source de matériaux
cellulaires, d’osmoticums et de signaux régulateurs) qui ne sont pas toujours coordonnés (Hilty ez al.,
2021).

Dans la nature, les plantes évoluent dans des environnements divers ou elles rencontrent
constamment des agents pathogenes et d’insectes herbivores aux modes de vie et stratégies d'infection
variés. Pour se protéger contre ces bioagresseurs, elles ont développé des défenses directes et
indirectes, pouvant étre constitutives ou induites (Zhou et al., 2022; Jian et al., 2024). Les réponses
immunitaires spécifiques peuvent é&tre divisées en trois étapes essentielles (figure 3)
(Dodds et al., 2024) : 1a reconnaissance microbienne par les récepteurs immunitaires, la transduction
du signal dans les cellules végétales et I'exécution immunitaire supprimant directement les agents
pathogenes (Zhang et al., 2020). Les plantes préforment des barrieres structurelles et moléculaires et
répondent a l'infection en reconnaissant les molécules pathogenes ou les blessures induites via des
récepteurs membranaires, les PRR, mais également des récepteurs intracellulaires, les NLR (Ngou et
al., 2023; Jones et al., 2024). Les PRR reconnaissent les molécules dérivées de microbes ou
bioagresseurs (M/P/H)AMPs ainsi que des molécules immunogenes dérivées de 1'hote tel que les
phytocytokines ou DAMPs pour activer la PTI. Les NLR reconnaissent les protéines de virulence
appelées effecteurs, délivrées par les agents pathogenes dans la cellule végétale, pour activer
I'immunité déclenchée par les effecteurs (ETI). Les effecteurs extracellulaires peuvent étre reconnus
par les PRR, brouillant la distinction stricte entre PTI et ETI (Lu and Tsuda, 2021). De plus, des
¢tudes récentes ont mis en évidence I'étroite interconnexion et l'interdépendance de ces deux
mécanismes, qui se renforcent mutuellement pour induire une réponse immunitaire efficace (Ngou et
al., 2021; Yuan et al., 2021). L'activation de la PTI et de I'ETI entraine diverses réponses
immunitaires, notamment une explosion oxydative (Mittler et al., 2022), un afflux de calcium (Kdster
et al., 2022), l'activation de cascades de protéines kinases (MAPK) (Sun and Zhang, 2022), une
reprogrammation transcriptionnelle (Tsuda and Somssich, 2015) et la synthése de phytohormones

(Berens et al., 2017). Par ailleurs, a la suite d’une infection par un agent pathogene, les plantes
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peuvent développer une résistance accrue a de nouvelles attaques (Vlot et al., 2021). Ceci est connu
sous le nom de résistance induite qui peut étre séparé en résistance systémique acquise (SAR) et

résistance systémique induite (ISR) (Walters and Heil, 2007).

La SAR, généralement déclenchée par une infection locale ou bien par 1’utilisation de SDP
comme I’ASM, et peut conférer une résistance a long terme a une infection ultérieure (Tripathi et al.,
2010; Klessig et al., 2018; Gupta and Bar, 2020; Honig et al., 2023; Leibman-Markus et al., 2023;
Zhu et al., 2024) Pendant la SAR, les génes codant pour des protéines liées a la pathogenése (PR)
sont activés. (Pieterse ef al., 2014). La SAR repose généralement sur l'acide salicylique (SA), dont la
concentration augmente dans les tissus végétaux au cours de la pathogenese (Yalpani et al., 1991).
Le récepteur du SA, NPR1, régule la signalisation SAR a la suite de la perception du SA. NPR1 est
activé par le SA, puis active la transcription des genes requis pour la SAR, y compris les génes PR
(Cao et al., 1997; Heil and Bostock, 2002; Pieterse et al., 2014; Chen et al., 2021) (figure 4). En
raison de l'amorgage, lors d'une infection secondaire, les réponses de défense se produisent plus
rapidement et plus fortement que lors de l'infection primaire, permettant une réponse plus efficace a

la nouvelle infection.

2°) Le concept du compromis « Croissance—Défense »

Bien que le déploiement de mécanismes de défense soit impératif pour la survie des plantes,
l'activation de ces derniers se fait généralement au détriment de la croissance des plantes (Huot et al.,
2014; Figueroa-Macias et al., 2021). Le phénomeéne du « compromis croissance—défense » a été
observé pour la premicre fois dans des études foresticres sur les interactions plantes-insectes (Herms
and Mattson, 1992). Celui-ci repose sur 'hypothese que les plantes possédent un réservoir limité de
ressources qui peuvent étre investies soit dans la croissance, soit dans la défense. Les demandes
concurrentes de la croissance et de la défense sont supposées réagir de maniere a réduire 1'allocation
des ressources au processus ayant le moins d'impact sur la fitness des plantes (Monson et al., 2022).
Ce compromis est influencé par des facteurs génétiques, environnementaux, ainsi que par des
contraintes physiologiques inhérentes telles que ’allocation des ressources. Les analyses a I'échelle
cellulaire et moléculaire ont grandement permis d’améliorer la compréhension des régulations et de
clarifier les modes par lesquels la sélection favorise les compromis (Schuman and Baldwin, 2016;
Ziist and Agrawal, 2017). Les interactions (crosstalk) entre phytohormones apparaissent comme un
¢lément crucial dans la régulation de 1'équilibre entre la croissance et la défense des plantes (figure

3).
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Figure 9 : Interactions entre différentes hormones végétales affectant la croissance et la défense des plantes

AIA, acide indole-3-acétique (auxine) ; CTK, cytokinine ; BR, brassinostéroides ; GA, gibbérellines ; SA, acide
salicylique ; ABA, acide abscissique ; JA, acide jasmonique. Les fléches pointues indiquent les effets positifs
d'un facteur sur un autre, tandis que les fléches émoussées indiquent les effets négatifs (Zhou et al., 2022).

Goupille Valentin | Phénotypage du pommier pour I’analyse du compromis « croissance-défense » GOS0



3°) Les phytohormones, des acteurs clefs du compromis « croissance—défense »

Les auxines (AUX), les cytokinines (CK), les gibbérellines (GA), les brassinostéroides (BR),
les strigolactones (SL), I'é¢thylene (ET), I'acide salicylique (SA), 1'acide jasmonique (JA) et I'acide
abscissique (ABA) sont des molécules endogénes de faible poids moléculaire dont les plantes ont
besoin a de faibles concentrations qui, en plus de leur fonction de signalisation de défense, sont
¢galement des régulateurs de la croissance, du développement, de la reproduction et d'une variété de
processus physiologiques (Gasperini and Howe, 2024). Dans la partie qui va suivre nous allons

brievement présenter les différents réles des phytohormones abordés dans le cadre de ce stage.

Les hormones dites « de croissance » sont AUX, les CK, les BR, les GA et les SL (Depuydt
and Hardtke, 2011), (Huot ef al., 2014). Les auxines régulent de nombreux aspects fondamentaux de
la croissance et du développement des plantes, notamment en favorisant la division cellulaire
(prolifération), la croissance (expansion, €¢longation) et la différenciation cellulaire (Majda and
Robert, 2018), (Cohen and Strader, 2024). Elles ont un impact sur I'élongation des tiges, des pétioles
et I'architecture racinaire en réponse a la lumicere, a la température et a la gravité (Vanneste and Friml,
2009), (Kazan, 2013). Les cytokinines sont impliquées dans la division cellulaire, la sénescence des
feuilles, la dominance apicale, la différenciation vasculaire, le développement des racines et les
réponses au stress (Ziircher et al., 2016), (Kieber and Schaller, 2018), (Li et al., 2021). Les
gibbérellines (GA) sont des hormones de croissance des plantes impliquées dans 1'allongement des
tiges, le développement et la germination des graines, l'expansion des feuilles, la croissance
végétative et l'initiation et le développement des fleurs et le développement des fruits (Sun, 2011)

(Daviere and Achard, 2013), (Shani et al., 2024).

Les hormones « de défense » telles que le SA (Spoel and Dong, 2024; Peng et al., 2021;
Butselaar and Ackerveken, 2020), le JA (Huang et al., 2017; Guo et al., 2018; Bao et al., 2024;
Gasperini and Howe, 2024) et I’ET (Binder, 2020; Igbal et al., 2017) jouent un role important dans
la régulation des réponses immunitaires des plantes a la fois localement et systémiquement pour
coordonner la défense des plantes contre différents types d'agents pathogeénes et dans différentes
parties de la plante (Huot et al., 2014). La signalisation du SA est principalement induite par et
impliquée dans la défense contre les agents pathogenes biotrophes, tandis que la signalisation du JA
est principalement induite par et impliquée dans la défense contre les insectes herbivores et, en
conjonction avec I'ET, contre les agents pathogenes nécrotrophes (Zhou et al., 2022). Les voies de

signalisation SA et JA sont généralement antagonistes 1'une de l'autre (Pieterse ef al., 2012).

Goupille Valentin | Phénotypage du pommier pour I’analyse du compromis « croissance-défense » QS0 1 4



Goupille Valentin | Phénotypage du pommier pour I’analyse du compromis « croissance-défense » GOS0



Par exemple, une signalisation SA ¢élevée en réponse a des agents pathogénes biotrophes est souvent
corrélée a une réduction de la signalisation JA et a une diminution de la résistance aux agents
pathogénes nécrotrophes (Spoel and Dong, 2008). Cet antagonisme SA/JA n’est pas retrouvé chez
tous les pathosystémes, il est notamment absent chez le peuplier lors de son interaction avec le
champignon responsable de la rouille Melampsora larici-populina (Ullah et al., 2022). Chez le
pommier inoculé avec Erwinia amylovora, une accumulation de SA est observée chez un génotype
résistant comme chez un génotype sensible, tandis qu’une baisse de JA n’est observée que chez le
génotype sensible, suggérant un réle discriminant pour le JA sans suspicion d’antagonisme avec le

SA (Dugé De Bernonville ef al., 2012).

SA et JA, qui sont classiquement définies comme des hormones de « défense », régulent
¢galement les processus de développement en interagissant avec les voies de signalisation d’autres
phytohormones. En effet, des interactions entre hormones de « croissance » et de « défense » existent
et sous-tendent le compromis croissance—défense (figure 6) (Zhou et al., 2022). Prenons 1’exemple
de l’interaction entre le SA et ’auxine (Huot ef al., 2014; Butselaar and Ackerveken, 2020; Peng et
al., 2021). Chez Arabidopsis, l'application exogene de SA (Groszmann et al., 2015; Pasternak et al.,
2019) ou d’ASM, analogue fonctionnel du SA (Canet et al., 2010; Tripathi et al., 2010), entraine une
induction des voies de défenses mais également une réduction de la croissance des plantes. De méme,
les plantes d'Arabidopsis qui accumulent du SA, comme le double mutant SA-hydroxylase dmr6 dlo1
sont plus petites que le type sauvage (Zeilmaker et al., 2015), tandis que celles appauvries en SA,
comme le double mutant pour 1’isochorismate synthase ics/ ics2 (nécessaire a la biosynthése de SA),
sont plus grandes (Garcion ef al., 2008). Ceci s’explique notamment par le fait que le SA affecte
différents processus liés a I'auxine. Le traitement au SA inhibe la perception de l'auxine et I'expression
des génes (par exemple, en inhibant l'expression du géne du récepteur de I'auxine TIR1/AFB)(Wang
et al., 2007). Réciproquement, la défense médiée par le SA est affectée par l'auxine, car la
surexpression transgénique du géne AFBI récepteur de 1’auxine, qui améliore la signalisation de
l'auxine, entraine une réduction de la biosynthése du SA induite par la perception d’agents pathogénes
par rapport aux plantes de type sauvage (Robert-Seilaniantz et al., 2011). L'effet négatif du SA sur la
croissance, bien décrit chez Arabidopsis, n’est cependant pas observé de maniere universelle. Par
exemple, des effets positifs du SA sur la croissance ont été rapportés chez le soja, le blé, le mais ou
la camomille (Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). A notre connaissance, cela n’a pas été étudié
sur le pommier.

Au bilan, de nombreux travaux ont mis en évidence des interactions hormonales justifiant non
seulement le compromis croissance—défense au niveau moléculaire, mais aussi sa sensibilité aux

facteurs abiotiques (Huot ef al., 2014).
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Figure 10 : La qualité et la quantité de lumiere régulent le compromis « croissance-défense » par I'intermédiaire de PhyB

Le phytchrome B (PhyB) se déplace entre deux isoformes (Pfr & la lumiére du soleil et Pr & 'ombre), qui interagissent avec
les facteurs de transcription interagissant avec les phytochromes (PIF) pour activer la croissance ou inactiver la promotion
de la défense par I'acide jasmonique (JA). La liaison entre les effecteurs de transcription DELLA et JAZ participe au contrdle
indirect du compromis croissance-défense. Les fléches pointues indiquent les effets positifs d'un facteur sur un autre, tandis
que les fleches émoussées indiquent les effets négatifs. GA, acide gibbérellique ; R : FR, red : far-red. (Monson ef al., 2022).
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4°) La lumiére comme modulateur du compromis « croissance—défense »

Différents facteurs environnementaux, dont la qualité et la quantité de lumicre (Ballaré¢, 2014;
Campos et al., 2016; Liu et al., 2020; Hou et al., 2021; Pierik and Ballaré, 2021; Lajeunesse et al.,
2023) se branchent sur ces régulations hormonales et modifient les termes du compromis. Une grande
partie de la coordination associée aux compromis croissance-défense est attribuée aux interactions
entre trois pdles de régulation DELLA, JAZ et phyB faisant intervenir JA et GA (Karasov et al.,
2017; Guo et al., 2018; Ballaré and Austin, 2019; Aerts et al., 2021; Monson et al., 2022) (Ballaré
and Austin, 2019) (figure 7). Les protéines DELLA agissent comme un « frein » constitutif a la
croissance cellulaire qui doit étre désactivé par la signalisation GA avant que les plantes puissent
répondre a des conditions environnementales favorables. Un groupe de facteurs de transcription
controlés en partie par les DELLA et qui permettent I’interaction entre les voies des GA et du
phytochrome B (phyB) (Legris et al., 2019) sont les PIF (Phytochrome Interacting Factors)
(Rockwell et al., 2006). Les PIF activent le syndrome d'évitement de I'ombre (SAS), une série de
caracteres typiques des faibles lumicres comprenant I'allongement des entre-nceuds, la réduction de
la ramification et la floraison précoce (Ballaré, 2014; Ballaré and Austin, 2019; Buti et al., 2020). Les
chromoprotéines phyB basculent de maniéere réversible entre deux isomeres selon la qualité du
rayonnement dans le rouge —la lumiére rouge R (600-700 nm) génére la forme active Pfr, tandis que
la lumiére rouge lointaine FR (700-800 nm) génére la forme inactive Pr (Legris et al., 2016; Ballaré
and Pierik, 2017). Chez les plantes intolérantes a 1'ombre poussant dans des habitats ensoleillés, ou
le rapport R:FR est ¢élevé, la forme Pfr est la plus abondante. Pfr supprime l'expression des caracteres
SAS, en partie par la signalisation qui conduit a la dégradation des PIF (Lorrain ef al., 2008) et en
partie par des interactions avec les DELLA (de Lucas et al., 2008).

Les changements associés a phyB participe a réguler le compromis croissance-défense
(Campos et al., 2016; Ballaré, 2014). Cette forme de compromis n'est pas motivée par la compétition
pour les ressources, mais est plutot le résultat d'une régulation coordonnée a I'échelle cellulaire
(Campos et al., 2016; Ballaré and Austin, 2019; Fernandez-Milmanda et al., 2020). Comme les
DELLA, les protéines JAZ agissent comme des répresseurs constitutifs qui doivent étre désactivés
pour permettre I'expression des genes associé¢s a JA (Howe et al., 2018). Les protéines JAZ se lient a
des facteurs de transcription spécifiques, en particulier de la famille MYC, et les empéchent ainsi de
favoriser la transcription.

I1 existe un crosstalk entre les DELLA et les JAZ, qui fournit un moyen indirect de contrdler
le compromis croissance-défense (Yang et al., 2012; Campos et al., 2016). Les DELLA se lient aux

JAZ d'une maniére qui exclut leurs interactions mutuelles avec les facteurs de transcription
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(Hou et al., 2010). Ainsi, en présence d'une signalisation JA induite et d'une dégradation concomitante
de JAZ, la fraction de DELLA libres est augmentée, ce qui augmente a son tour la probabilité de se
lier et de supprimer les facteurs de transcription associés a GA. Ainsi, I’expression accrue de la
défense associée a JA entraine donc une diminution de 1'expression de la croissance associée a GA.
Ces réseaux de signalisation hormonale interconnectés permettent d'affiner les réponses des plantes

aux signaux environnementaux et développementaux.

5°) Problématique et objectifs du stage

L’objectif global de mon stage est d'explorer le compromis entre la croissance et la défense
chez des plantules de pommier lors de son interaction avec la bactérie Erwinia amylovora.

Dans une premiere expérimentation, nous utiliserons un robot de phénotypage « Phenobean
2 ». Notre objectif sera de manipuler les termes du compromis entre croissance et défense en jouant
sur deux parametres : les conditions lumineuses (réduction du rouge lointain) et I'utilisation d'un SDP
(le Bion®, ou ASM formulé). Nous ne connaissons pas les effets sur la croissance du pommier de ces
deux modifications, et nous ne savons pas si le ratio R:FR modifie 'immunité du pommier. En
paralléle de ces analyses inter-conditions, nous tirerons parti de la variabilité intra-condition pour
¢tudier la corrélation entre vitesse de croissance et sévérité des symptomes a différents pas de temps.
Cette variabilité étant essentiellement attribuable au fond génétique hétérogéne des individus — les
plantules de pommier utilisées étant issues de graines obtenues par pollinisation libre du cultivar
sensible Golden Delicious, matériel fortement hétérozygote. Des prélévements foliaires pour chaque
plante inoculée ont également été réalisés pour une analyse de la transcription des principaux geénes
de défenses (via qPFD) mais les analyses moléculaires n’ont pas encore été réalisées et ne pourront
donc pas étre corrélés aux analyses phénotypiques présentées dans ce rapport. Une partie non
négligeable de mon travail a consisté en la prise en main du robot et I’optimisation des parameétres de
culture, d’acquisition et de traitement des données qui seront utiles pour de futures expérimentations
et permettront de faire progresser les capacités de phénotypage de I’équipe ResPom.

Dans une seconde série d’expérimentations réalisées en serre, nous avons cherché a cribler
différentes hormones pour évaluer leur effet sur la croissance et la protection dans notre pathosystéme
d’intérét. Ainsi, nous avons utilis¢ des hormones, analogues hormonaux ou inhibiteurs des voies
suivantes : acide salicylique, auxine, cytokinine, acide gibbérellique, méthyl-jasmonate, acide
abscissique, acide férulique. Par souci de concision, nous ne présentons ici que les résultats obtenus
sur les effectifs les plus robustes : auxine, cytokinine, acide salicylique. Le but de ce criblage était
d’identifier les produits les plus 8 méme de modifier I’équilibre croissance-défense, avant d’examiner

plus précisément leur effet dans une expérimentation ultérieure avec le robot Phenobean.
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Progression d’Erwinia amylovora
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Figure 11 : Echelle de notation pour la mesure de l'incidence et la sévérité du feu bactérien sur semis de pommier

(modifié de Nguyen, 2023)

L’incidence correspond au pourcentage de plantes qui présentent des symptomes de la maladie, a savoir
la nécrose des différents organes. Parmi les plantes malades, on peut différencier celles atteintes
uniquement au niveau de la nervure centrale celles dont la nécrose s’arréte au niveau du pétiole
conduisant parfois a I’abscission de la feuille infectée, et celles dont la nécrose a commencé a se propager
le long de la tige et donc a infecter le reste de la plante. Les plantes ne présentant aucune nécrose sont
considérées comme saines. La sévérité correspond a la gravité de la progression de la maladie sur la
plante. Les plantes pour lesquels Erwinia amylovora a progressé€ jusqu’a la nervure se voient attribuer
une longueur de nécrose de 0,5cm, celles dont la nécrose s’arréte au niveau du pétiole se voient attribuer
une longueur de nécrose de 0,5cm+0,5cm soit 1cm, celles dont la nécrose a commencé a se propager le
long de la tige on mesure la longueur de nécrose sur la tige auquel on ajoute 1cm.
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Matériel et Méthodes

1°) Matériel biologique et culture des plantes

Pour I’é¢tude du compromis « croissance-défense », le pathogéne modele est la bactérie
Erwinia amylovora, souche CFBP 1430 (une souche sauvage isolée de I’aubépine). L ’inoculum (10®
CFU/mL) est préparé par mise en suspension des bactéries dans de I’eau stérile a partir d’une culture
en phase exponentielle de croissance (repiquée la veille sur milieu King B solide et incubée a 26°C).
Pour le matériel végétal, le choix a été d’utiliser des plantules de pommier. Ceux-ci proviennent de
pépins issus de pollinisation libre de la variété « Golden Delicious » (sensible a Erwinia amylovora)
du verger de I’Unité Expérimentale Horticole (UE 449 HORTI, INRAE Angers). Aprés vernalisation
a 4°C pendant 3 mois dans un mélange vermiculite/sable humidifié, les graines sont semées dans du
terreau. Les plantules obtenues sont cultivées en conditions semi-controlées en serre (T°C diurne :
21-25°C ; T°C nocturne : 15-17°C ; lumiére naturelle complémentée par un éclairage d’appoint). Une
semaine apres le semis, les plantules sont repiquées dans des godets individuels (7x7x8cm). Pour la
premicre expérimentation les plantes ont été transférées a ce stade dans le module Phenobean 2. Pour
l'autre série d’expérimentations en serres, les plantes ont été transférées dans un module
d’expérimentation deux semaines apres le repiquage en godet dans le module d’élevage. Sept jours

avant ce transfert, aprés un traitement préventif contre I’oidium est appliqué.

2°) Echelle de notation des symptomes

Pour les différentes expérimentations réalisées, les symptomes ont été mesurés jusqu’a trois
semaines apres inoculation. Deux méthodes d’évaluation de la maladie ont été utilisées : L’incidence
correspond au pourcentage de plantes qui présentent des symptomes de la maladie, a savoir la nécrose
des différents organes. Parmi les plantes malades, on peut différencier celles atteintes uniquement au
niveau de la nervure centrale, celles dont la nécrose s’arréte au niveau du pétiole conduisant parfois
a I’abscission de la feuille infectée, et celles dont la nécrose a commencé a se propager le long de la
tige et donc a infecter le reste de la plante (compromettant sa survie). Les plantes ne présentant aucune
nécrose sont considérées comme saines. La sévérité correspond a la gravité de la progression de la
maladie sur la plante. Les plantes dont Erwinia amylovora a progressé jusqu’a la nervure se voient
attribuer une longueur de nécrose de 0,5 cm, celles dont la nécrose s’arréte au niveau du pétiole se
voient attribuer une longueur de nécrose de 1 cm, et pour celles dont la nécrose a commencé a se

propager le long de la tige on mesure la longueur de nécrose sur la tige, a laquelle on ajoute la longueur
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Figure 14 : Utilisation du robot Phenobean 2 pour la caractérisation du compromis croissance-défense
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Ce robot permet de cultiver des plantules de pommier dans des conditions environnementales
finement contrélées. Outre le controle de la température, arrosage, de I'hygrométrie, cette
enceinte est équipée de projecteurs LED multispectraux qui permettent la modulation du
spectre lumineux incident, ainsi que de l'intensité afin de proposer des "recettes climatiques"
adéquates pour la croissance des plantes et I'obtention de symptdmes. Les projecteurs situés
a gauche peuvent étre controlés de maniére indépendante de ceux situés a droite de la piece
afin de tester plusieurs conditions lumineuses différentes.

Ce robot facilite également les analyses phénotypiques des parties aériennes de la plante via
un systeme d’imagerie RGB qui permet d’obtenir des vues latérales et zénithales des individus
pour suivre leur croissance et le développement des symptomes au cours du temps.
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de nécrose attribuée au pétiole (1 cm). Les nécroses sur tige ne sont pas toujours faciles & mesurer
selon les individus examinés. En effet le critére principal est la rigidité de la tige évaluée par
application d'une légere flexion, tandis que le brunissement du tissu peut également étre pris en
compte. Or certaines plantes possédent une nécrose marron sur la totalité de tige mais seule la partie
ayant perdu sa rigidité est considéré dans 1’échelle denotation. Pour chaque individu, ces mesures
sont utilisées pour calculer ’AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve), qui quantifie la
gravité et I'é¢tendue des symptomes en intégrant a la fois la durée et l'intensité¢ de la maladie. Sa
formule correspond a 1’aire sous la courbe : AUDPC = 7*(Longueur de Nécrose a J7+ Longueur

de Nécrose a J14) /2 + 7*(Longueur de Nécrose a J14+ Longueur de Nécrose a J21) /2)

3°) Utilisation d’un robot de phénotypage pour examiner I’effet du ratio R : FR ou du Bion sur
le compromis « croissance-défense »

Dans une premiére expérimentation, le robot de Phenobean 2 de la plateforme Phenotic a été
utilisé (figure 10). Ce robot permet de cultiver des plantules de pommier dans des conditions
environnementales finement contrdlées : outre le contrdle de la température, hygrométrie et irrigation,
cette enceinte est équipée de projecteurs LED multispectraux qui permettent la modulation du spectre
lumineux incident, ainsi que de l'intensité afin de proposer des "recettes lumineuses" adéquates pour
la croissance des plantes et de I’agent pathogene. Les projecteurs situés a gauche de I’axe longitudinal
peuvent étre controlés de manicre indépendante de ceux situés a droite, offrant la possibilité de tester
deux conditions lumineuses dans la méme expérience. Ce robot facilite également les analyses
phénotypiques des parties aériennes de la plante via un systéme d’imagerie RGB qui permet d’obtenir
des vues latérales et zénithales des individus pour suivre leur croissance et le développement des
symptomes au cours du temps.

Pour notre expérimentation, nous avons utilis¢ 150 plantes que nous avons transférées dans le robot
au stade 2 a 4 feuilles (a J-24 avant I’inoculation) (figure 10). Le module a été placé a température
(22°C) et humidité relative (70%) constantes, avec un rayonnement photosynthétiquement actif
(PAR) de 300 pmol/s/m? et une photopériode neutre (12 h jour/ 12h nuit). Les paramétres initiaux du
robot sont les suivants : UVA380 : 5%, White 6500K : 80% ; White 3000K : 64% ; 660-Red : 59% ;
735-Far-Red : 68% ; 840 IR : 0%. A partir de J-3, les plantes ont été séparées en trois lots distinct
de 50 plantes : le lot t¢moin, uniquement traité a I’eau osmosée et ne subissant pas de changement de
spectre lumineux (lot RL68+Eau) ; le lot traité avec le Bion ne subissant pas de changement de spectre
lumineux (lot RL68+Bion) ; et le lot placé a droite du module qui est traité a 1’eau et subit un
changement de spectre ou 735-Far-Red de 68% a 0% (lot RLO0+Eau) afin de fortement augmenter

le ratio R/FR par rapport aux deux autres modalités mais sans modifier le PAR — ce changement
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Figure 16 : Protocole expérimental dans le robot Phenobean 2 permettant d’évaluer I’effet potentiel du Bion ou de
’augmentation du ratio R : FR pour modifier le compromis croissance-défense de semis de pommiers (Golden Delicious)

inoculés avec Erwinia amylovora

Les détails du protocole sont donnés dans le Matériels et Méthodes, partie 3
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lumineux étant effectif jusqu’a la fin de ’expérimentation . Le Bion® est préparé a la concentration
de 0,4 g/L, (soit 0,95 mM d’ASM) en diluant la poudre commerciale dans de ’eau osmosée. La
solution est pulvérisée sur le feuillage des plantes jusqu’en limite de ruissellement a I’aide d’un
asperseur manuel. Trois jours apres 1’application de ces trois conditions (lumiére/traitement), pour
chacun des traitements, une partie des plantes est inoculée avec Erwinia amylovora (108 CFU/mL)
en coupant la plus jeune feuille déployée. L’autre partie des plantes n’est pas inoculée, avec une
moitié sur laquelle on effectue une coupure similaire a I’inoculation, et une autre moitié¢ qui est laissée
intacte. Des prélevements foliaires sont effectués pour une analyse qPFD ultérieure, qui n’a pas
encore été réalisée dans le cadre de ce stage. Des lectures manuelles des symptomes et des mesures
de longueur de la tige principale sont réalisées 1, 2, et 3 semaines apres 1’inoculation. Des acquisitions
d’images zénithales et latérales sont réalisées (figure 9) pour les jours : -21, -17, -15, -11, -10, -9, -8,
-7, -4,-3,-2,-1,0,3,4,5,6,7, 10, 11, 12, 13, 14, 19, 21. Apreés une premicre série d’essais, les
images latérales ont été prises sous trois angles différents pour chaque pot afin d’obtenir une meilleure
visualisation de la tige. En raison du temps limité, seules les images latérales ont été analysées dans
le cadre de ce stage. Une macro ImagelJ a été¢ développée pour faciliter la gestion des fichiers et des
mesures de longueur de tige sur le logiciel d’analyse d’images. Ce script permet d’afficher, par ordre
chronologique, les trois points de vue cote a cote pour chaque individu. Pour chaque jour, la longueur

de la tige est mesurée en utilisant la meilleure des trois vues.

4°) Criblage de phytohormones pour I’étude du compromis croissance-défense

Paralle¢lement a cette premicre expérience, une seconde série d’expériences est menée en setrre.
L'objectif de cette étude est a la fois d’évaluer lI'impact potentiel de diverses phytohormones (ou
analogue, ou inhibiteurs) sur la croissance des semis de pommier, puis d'examiner leur influence sur
la résistance a Erwinia amylovora. Dans cette expérimentation, le criblage est purement
phénotypique. Nous avons mené une premicre expérience (non présentée) avec 7 produits (acide
salicylique, auxine, cytokinine, acide gibbérellique, méthyl-jasmonate, acide abscissique, acide
férulique) et un effectif limité (10 plantes pour la croissance et 10 pour la protection), afin de
sélectionner les molécules les plus prometteuses en vue d’une seconde expérimentation avec un
effectif plus large. Dans cette seconde expérimentation, nous avons utilisé 280 plantes que nous avons
transférées dans le module d’expérimentation au stade 4 a 6 feuilles (a J-8 avant I’inoculation). Pour
cette expérimentation, six traitements différents (plus le traitement témoin) sont analysés (Tableau
1). Le premier produit est le Bion® qui contient de I’ASM a une concentration de 0,95 mM comme

pour I'expérimentation dans Phenobean. Deux concentrations de SA sont ¢galement testées, la
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Tableau I : Liste des analogues hormonaux choisis pour le criblage et les concentrations

utilisés pour les traitements par application foliaire.
C trati
Produit Molécule active Caractéristique on’cen ra |or!
en molécules actives
Témoineau / / /
+0,005% de Tween
acibenzolar-S-methyl Analogue fonctionnel de
ion® 0,95 mM
Bion (ASM) lacide salicylique
Acide salicylique Acide salicylique ) o 0,95 mM
+0,005% de Tween (SA) Acide salicylique 1,9 mM
Acide 1-naphthaléne acétique ) . 40 uM
ix® Auxine synthétique
Rhodofix (NAA) Y q 80 UM
_ i i 6-b lami i
6-benzylaminopurine enzyraminoplrine Cytokinine synthétique 0.44 mM
+0,005% de Tween (BAP)
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symptomes

Py o
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Figure 18 : Protocole expérimental réalisé en serre pour évaluer le potentiel de phytohormones a modifier le

compromis croissance-défense de semis de pommiers (Golden Delicious) inoculés avec Erwinia amylovora

Les détails du protocole sont donnés dans le Matériels et Méthodes, partie 4
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premicre est la méme que pour le traitement en ASM et la seconde est deux fois plus concentrée (soit
1,95 mM). Deux autres traitements consistent en I’application de Rhodofix® qui contient de I’acide
I-naphthaleéne acétique (NAA), une auxine synthétique. Le choix s’est porté sur 1’utilisation de
concentrations en NAA a 40 et 80 uM. Enfin, le dernier produit est le 6-benzylaminopurine (BAP),
une cytokinine synthétique a une concentration de 0,44 mM. Un agent mouillant, le Tween a été
ajouté dans la solution (0,005%) des produits non formulés afin de faciliter leur contact avec les tissus
lors de I’application par aspersion foliaire. Une solution d’eau osmosée contenant 0,005% de Tween
a été utilisée afin de servir de témoin. Ne connaissant pas la rémanence des possibles effets des
différentes phytohormones pouvant possiblement aller de quelques heures a quelques jours, nous
avons fait le choix d’appliquer deux traitements a J-4 et J-1 avant inoculation (figure 11). A JO, pour
chaque modalité, 10 individus ne sont pas inoculés et 30 autres le sont. Comme pour la précédente
expérimentation, 1'inoculation a été réalisée sur la plus jeune déployée a l'aide de ciseaux trempés
dans l'inoculum d’ Erwinia amylovora (108 CFU/mL) en coupant 2/3 de la feuille perpendiculairement
a la nervure centrale. Les symptomes sont évalués 1, 2 et 3 semaines apres inoculation. Différentes
mesures morphologiques tel que le nombre de feuilles, le débourrement de bourgeons axillaires et la

longueur de tiges ont été réalisées a : J-7, J-4, J-1, J0, J3,J7, J14, J14, J21.

5°) Analyse des données

L’ensemble des données est collecté sur le logiciel Excel et traité statistiquement a ’aide du
logiciel R. Les postulats de 1’analyse de la variance sont évalués : la normalité des résidus est évaluée
par un test de Shapiro et des graphiques de type qgplot : ’homoscédasticité par le test de Levene et
des graphiques de type boxplot. Lorsque les postulats sont vérifiés, une ANOVA a 1 ou 2 facteurs
selon les expériences permet de valider la significativité des différences entre modalités et un test
post-hoc de Tukey HSD est réalisé. Sinon un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis est appliqué.
Les tests post-hoc appliqués sont un test Wilcoxon qui permet de réaliser des comparaisons par paires
(avec correction de Bonferroni). Les moyennes significativement différentes entre elles sont
représentées par des astérisques sur les graphiques. Les hypothéses HO sont rejetées a partir d’un seuil

de risque de 5%.
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Figure 19 : Effet du Bion ou d’un appauvrissement en rouge lointain sur la résistance de semis de pommier Golden

delicious inoculés avec Erwinia amylovora

A) Incidence (Pourcentage d’individu par classe de symptomes) du feu bactérien mesurée 7, 14 et 21 jours apres
I’inoculation (JO) de la bactérie sur différents lots de semis de pommier soit traités via application foliaire avec du Bion
a J-3 ou bien ayant subi un appauvrissement en rouge lointain (lot RL0O0) a partir de cette méme date.

B) Longueur de nécrose d’Ea (cm) mesuré sur ces différents lots de plantes aux mémes jours que les mesures d’incidences
(J7, 114, J21). (sain = 0 cm ; nécrose nervure = 0,5 cm ; nécrose pétiole = lcm ; nécrose tige = 1cm + longueur nécrose
sur la tige) Les lignes en pointillés gris correspondent aux valeurs des 3 premicres classes (0 ; 0,5 ; 1 cm).

C) AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) calculé a partir des mesures de longueurs de nécroses 7, 14 et 21 jours
aprés 1’inoculation de la bactérie. Sur chaque boxplot le point en noir correspond a la moyenne et la valeur de la médiane
est indiqué a gauche.
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Résultats

1°) Utilisation d’un robot de phénotypage pour examiner ’effet du ratio R : FR ou du Bion sur
le compromis « croissance-défense »

Dans une premicre expérience, nous avons utilisé le robot PhenoBean pour phénotyper la
croissance de plantules de pommier infectées ou non par Erwinia amylovora.

Analyse des symptomes du feu bactérien

Nous avons d’abord examiné la distribution des symptdmes, évalués manuellement en passant
dans le robot. En effet I'utilisation de 1I’imagerie pour quantifier les symptomes, si séduisante fusse-
t-elle, était hors de portée dans le cadre de ce stage. L’effet du Bion ou d’un appauvrissement en
rouge lointain (RLOO) sur I’incidence et la sévérité de la maladie a été évalué 7, 14 et 21 jours apres
I’inoculation avec Erwinia amylovora (figure 12).

Une semaine aprés 1’inoculation, seul le traitement avec une augmentation de R/FR (RLO00)
semble avoir un effet possible sur ’incidence de la maladie, avec prés de 31 % d’individus sains
contre 19 % pour le t¢émoin (Eau + RL68) (figure 12A). Quatorze jours apres 1’inoculation, les plantes
traitées au Bion ou exposées a une lumiere appauvrie en rouge lointain montrent une plus faible
proportion de nécroses sur tige, avec environ 50 % des individus dans cette catégorie contre 67 %
chez le témoin. Trois semaines apres 1’inoculation, 1’augmentation du ratio R/FR (RL00) continue de
réduire la proportion d’individus présentant des nécroses sur tige (53 %) par rapport au groupe témoin
(70 %). Cependant, cet effet semble moins marqué avec le traitement Bion (63 %). Il est toutefois
important de noter que les plantes traitées au Bion possédent une plus grande proportion de plantes
saines (22 %) par rapport au lot témoin (11 %) a la fin de I’expérimentation. Un test exact de Fisher,
que nous n’avons pas eu le temps d’implémenter dans ce rapport, permettrait de vérifier la
significativité de ces différences de distribution entre modalités.

Ensuite, en considérant la sévérité de la maladie (figure 12B), estimée par la longueur des nécroses,
aucune différence significative n’a été observée entre le groupe témoin et les deux traitements sept
jours apres I’inoculation, avec une longueur moyenne de nécrose de 1 cm pour les trois conditions.
Quatorze jours apres 1’inoculation, les longueurs de nécroses ont continué d’augmenter : la longueur
médiane de nécrose était de 4,5 cm dans le groupe témoin (Eau + RL6S), contre 2 cm pour le
traitement lumicre (Eau + RLO0) et 1,2 cm pour le groupe traité au Bion. Trois semaines apres
I’inoculation, la méme tendance a été observée : la longueur médiane de nécrose était de 8,5 cm dans
le groupe témoin, contre 3,9 cm pour le traitement lumiére et 1,2 cm pour le groupe traité au Bion.

La sévérité de la maladie, estimée par les longueurs de nécroses, montre des tendances similaires aux
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Figure 21 : Effet du Bion ou d’un ratio R/FR élevé sur la croissance en hauteur de semis de pommier Golden delicious

inoculés ou non avec Erwinia amylovora

A) Evolution de la hauteur des plantes (cm) de J-21 & J21
B) Vitesse de croissance (cm/jour) des plantes mesurées sur plusieurs intervalles : J-7 a J-4 (Anté-
Traitement) ; J-2 a JO (Post-Traitement) ; JO a J3 (Post-Inoc n°1); J3 a J6 (Post-Inoc n°2)
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résultats de I’incidence avec une réduction par le Bion ou le traitement RLO0O. Cependant, ces
tendances ne sont pas significatives. Nous avons utilisé un test non paramétrique car la distribution
des données était plutdt bimodale, en lien avec les individus sains, les nécroses sur nervure et sur
pétiole respectivement assignées a 0, 0,5 et 1 cm. Il conviendrait de refaire ces tests en s’intéressant
uniquement aux nécroses sur tige et en utilisant un test paramétrique.

Enfin, 'AUDPC a également révélé une tendance similaire, sans significativité démontrée.
Les valeurs médianes de ' AUDPC pour le groupe témoin, le lot RLOO et le groupe traité au Bion sont

respectivement de 79, 32 et 19 (Figure 12C).

Analyse de la croissance

Nous avons ensuite effectué des analyses de croissance. Une comparaison des mesures a la
regle et avec ImagelJ a montré d’excellents niveaux de corrélation, supérieurs a 0.96 a JO et J7 (Annexe
D).

La figure 13A illustre I’évolution de la hauteur moyenne de la tige des plantes, qu’elles soient
inoculées ou non, de J-21 a J21, pour les différentes modalités. Les mesures apres J7 ont été réalisées
uniquement manuellement avec une régle, et non avec le logiciel Imagel, car certaines plantes, en
particulier les plantes non inoculées, sortaient du champ de la caméra. Les dynamiques de croissance
des plantes inoculées et non inoculées apparaissent similaires, quel que soit le traitement, avec une
évolution de type sigmoide. Les plantes non inoculées montrent un fort ralentissement de leur
croissance apres J14. Cela peut étre causé par plusieurs facteurs, tels que le stade physiologique
avancé des plantes, entrainant un ralentissement de la croissance de la tige principale au profit des
rameaux secondaires (déja observés des J3 sur certaines plantes). Les plantes inoculées présentent
¢galement ce ralentissement de croissance mais de maniere beaucoup plus marquée. Ceci s’explique
par le fait qu’un grand nombre de plantes sont déja gravement atteintes par le feu bactérien a ce stade
de I’expérimentation (Figure 12A).

Pour les plantes inoculées ou non, il n’y a pas de différence significative de hauteur de tige avant
I’application des traitements ce qui est rassurant sur le dispositif expérimental (Figure 13A).
Néanmoins, le groupe RLO0O non inoculé montre une tendance a une hauteur de tige plus élevée (+ 2
cm) par rapport aux autres groupes juste avant le traitement a J-3, ce qui incite a la prudence dans la
comparaison de la taille finale. Il semble que I’augmentation du ratio R/FR (lot RL00) entraine une
augmentation de la hauteur moyenne des plantes a J21, atteignant environ 24 cm contre seulement 21
cm pour le lot témoin. Or ce phénotype est au contraire habituellement rencontré lors d’une
diminution du ratio R/FR. Les plantes non inoculés et traités avec le Bion présentent une hauteur plus

faible que le lot témoin avec une hauteur moyenne de seulement 19 cm soit un écart de moins de
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Figure 22 : Corrélation entre la vitesse de croissance des plantules de pommiers et la longueur de nécrose a J7 pour les

trois traitements : lot t¢moin (Eau+RL68), lot avec un ratio R/FR élevé (Eau+RL68), lot traité au Bion (Bion+RL68)

Les vitesse de croissance (cm/jour) des plantes sont mesurées sur plusieurs intervalles : J-7 a J-

4 (Anté-Traitement) ; J-2 a JO (Post-Traitement) ; JO a J3 (Post-Inoc n°1); J3 a J6 (Post-Inoc n°2).
Chaque point correspond a un individu. Les individus témoins (Eau+RL68) sont en bleu foncé, les
individus exposés a un ratio R/FR ¢élevé en bleu clair, et ceux traités au Bion (Bion+RL68) (ASM) en
vert.

Goupille Valentin | Phénotypage du pommier pour I’analyse du compromis « croissance-défense » GOS0



2 cm. Ces résultats sont a prendre avec du recul en raison du nombre relativement faible d’individus
par condition (n = 20), sachant que la population de plantules issus de semis est génétiquement
hétérogene. Concernant les lots inoculés, les différents traitements n’induisent pas de variation
significative de hauteur de tige a J21 avec une hauteur moyenne d’environ 16,5 cm pour le lot RLOO,

17,5 pour le témoin eau, et 18,5 pour le lot RLOO.

Des analyses focalisées sur la vitesse de croissance de tige (s’affranchissant du biais potentiel
lié a la hauteur initiale des plantes) ont également été réalisées (Figure 13B). Que ce soit pour les lots
non inoculés ou inoculés, une diminution globale de la vitesse de croissance des trois conditions est
observée entre les mesures effectuées avant le traitement (J-7 a J-4) et celles calculées dans
I’intervalle J3 a J6 : par exemple, le témoin eau passe d’une vitesse de croissance médiane de 0,7
cm/jour a seulement a 0,3 cm/jour pour le lot non inoculé et 0,1 cm/jour pour le lot inoculé.
L’inoculation réduit la vitesse de croissance de 1’ensemble des 3 conditions.

Si I’on regarde les lots inoculés, ni le Bion ni la réduction du rouge lointain n’induisent de
variation dans la vitesse de croissance de tige par rapport au témoin juste apres le traitement (Post-
Traitement, J-2 a JO). La mé&me observation est effectuée juste apres I’inoculation (Post-Inoc n°1, JO
a J3) pour le traitement au Bion, mais pas pour le lot RLOO chez lequel on retrouve une diminution
de la vitesse de croissance qui est de 0,3 cm/ jour contre 0,6 cm/ jour chez le témoin. Bien que cette
observation ne soit pas significative, il semblerait y avoir une interaction entre I’inoculation et
I’application d’un faible ratio FR/R puisqu’il n’induit cette réduction de la croissance que lorsque les
plantes sont inoculées. Sur l’intervalle Post-Inoc n°2, J3 a J6, certaines vitesses de croissance
apparaissent légerement négatives, en lien avec le flétrissement de la plante sous 1’effet de la bactérie.
Il est intéressant de mentionner que les individus possédent une variabilité de vitesse intra-groupe
assez importante allant d’environ 0,4 cm/jour a prés de 1,2 cm/jour avant tout contact avec la bactérie.

Nous allons tirer parti de cette variabilité dans la partie suivante.

Analyse comparée de la vitesse de croissance et de la sévérité des symptomes

Dans un troisiéme temps, nous sommes passés a 1’échelle de la plante individuelle pour tester
les corrélations entre les différentes variables de croissance : Antérieur au Traitement (J-7 a J-4) ;
Post Traitement (J-4 a JO) ; Post Inoculation n°1 (JO a J3) et Post Inoculation n°2 de (J3 a J6) et de
sévérité des symptomes (taille de nécrose) de chacun de ces individus a J7 pour chacun des 3 lots de
plantes : lot appauvri en RL (eau + RL00), lot t¢moin (eau + RL68) et lot traité au bion (bion + RL68)
(figure 14).
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Nous pouvons voir que la croissance des plantes Anté-traitement (de J-7 a J-4) n’est pas
corrélée a la sévérité des symptdmes 7 jours apres I’inoculation (corrélation proche de 0 dans chacun
des lots de plantes). Cela signifie que la vitesse a ce stade n’est pas un bon estimateur de la sévérité
7 jours apres I’inoculation. Au contraire a un intervalle de temps plus proche de 1’inoculation (post-
traitement, de J-4 a JO) nous pouvons voir que la vitesse de croissance post-traitement est fortement
corrélé avec la sévérité pour les individus témoins traité a I’eau et les individus exposés au RL
(environ 0,5), tandis que pour les plantes traitées au bion cela n’est pas significatif (avec une
corrélation de 0,1). Ceci signifie que les plantes ayant une vitesse de croissance la plus rapide juste
avant I’inoculation sont celles qui sont les plus séveérement atteintes, illustrant un compromis
croissance-défense, sauf en présence de bion qui découple cette relation. La méme observation peut
étre faite entre la croissance post-inoculation et la sévérité a J7. Ces résultats ne sont plus observés a
J14 et J21 (données non présentées), suggérant que la sévérité des symptoOmes a mesure que

I’infection progresse est de moins en moins liée aux conditions initiales.

2°) Criblage de phytohormones pour I’étude du compromis croissance-défense

Dans une seconde expérience, nous avons voulu tester la capacité de différents analogues
hormonaux pour moduler la croissance et la défense de semis de pommier lors de leur interaction
avec Erwinia amylovora. Nous avons sélectionné différents produits dont des analogues de
phytohormones de croissances tel que le NAA (analogue de ’auxine), le BAP (analogue de
cytokinine) ainsi que 1’acide salicylique, ’hormone majeure de la défense. Deux concentrations ont
été testées pour le NAA et le SA, afin d’évaluer un potentiel effet dose. Il aurait été bien évidemment
intéressant d’effectuer des gammes de concentration plus larges et cela avec I’ensemble des
molécules, mais cela n’aurait pas été réalisable dans le cadre d’un stage de 6 mois. Le Bion contenant
de ’ASM, analogue fonctionnel du SA, a été¢ utilis¢ comme témoin positif. Il nous a ainsi paru
intéressant de comparer 1’effet de ces deux produits a concentration similaire, soit a 0,95mM :
concentration recommandée pour un effet de protection du Bion (la méme concentration a été utilisé
pour la premiere expérimentation). Le Bion étant un produit déja formulé, nous avons également
souhaité tester I’effet du SA a une dose deux fois plus importante, soit 1,9mM. A noter que
contrairement a la premiére expérimentation deux applications ont été réalisées : a J-4 et J-1 (contre
une seule application du Bion a J-3 pour I’expérimentation dans PhenoBean). En effet, en 1’absence
de connaissances préalables sur la dynamique des effets de ces différentes molécules sur des semis
de pommier, nous avons souhaité optimiser nos chances d’observer des phénotypes de croissance
et/ou de protection en procédant a deux applications pré-inoculation. Nous avons travaillé en

conditions de serre, I’utilisation de PhenoBean n’étant pas adaptée a ce criblage.
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Figure 23 : Effet de ’application de différents analogues hormonaux sur la résistance de semis de

pommier Golden delicious inoculés avec Erwinia amylovora.

A) Incidence du feu bactérien mesurée 7, 14 et 21 jours apreés I’inoculation
d’Erwinia amylovora sur différents lots de semis de pommier Golden Delicious
traités par applications foliaires avec des analogues hormonaux a 4 et 1 jours
avant I’inoculation.

B) AUDPC du feu bactérien sur semis de pommier traités par applications foliaires
avec des analogues hormonaux. L’AUDPC a été calculé a partir des mesures
de longueurs de nécroses 7, 14 et 21 jours aprés I’inoculation de la bactérie
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Analyse des symptomes du feu bactérien

Comme pour la premicre expérimentation, nous avons testé I’effet des différents traitements
sur la résistance face a Erwinia amylovora 7, 14 et 21 jours apres 1’inoculation (figure 15). Une
semaine apres 1’inoculation nous pouvons remarquer que le témoin Tween ne possede déja plus que
10 % d’individus sain, avec déja preés de 60% des plantes qui présentent des nécroses ayant progressé
jusqu’a la tige. Le traitement au Bion (ASM) posséde quant a lui plus 34% d’individus sains et
uniquement 17% d’individus avec des nécroses sur la tige. Nous pouvons remarquer que le traitement
de SA a 0,95 mM bien qu’appliqué a la méme concentration que son analogue fonctionnel I’ASM,
ne possede pas le méme effet protecteur. En effet, bien qu’il semble augmenter la proportion
d’individus sains (20%) par rapport au Tween (10%), celui-ci n’atteint pas les 30% du traitement au
Bion. Par ailleurs, ce traitement avec le SA a 0,95 mM possede pres de 70% d’individus avec 70%
de nécrose sur tige contre 17% pour le traitement contenant de I’ASM. Contrairement a la dose de
0,95 mM, le traitement avec du SA a une concentration deux fois plus importante (1,9 mM) ne semble
pas augmenter la proportion d’individus sains a J7 (uniquement 11%). En revanche, pour les deux
traitements avec le NAA (a2 40 uM et 80 uM) que malgré la non-diminution d’individu présentant des
nécroses sur tiges (= 60%) par rapport au témoin tween (60%), ceux-ci augmentent drastiquement le
taux d’individus sains avec preés de 36%, un niveau similaire au traitement Bion (34%). Enfin,
toujours 7 jours apres I’inoculation, nous remarquons que le BAP a la concentration testée de 442
UM ne semble globalement pas avoir de protection puisqu’il possede 16% d’individus sain et 70% de
nécrose sur tige. Deux et trois semaines apres l’inoculation d’Ea, les symptomes continuent
d’augmenter pour les différents lots. La plus faible concentration de SA ne semble plus avoir d’effet
visible sur I’incidence a J14 et J21 par rapport au témoin Tween. A J21 le lot traité au Bion posséde
un taux similaire d’individus présentant des symptomes (nécrose nervure, pétiole ou tige), soit prés
de 86% mais avec uniquement 38% de passage sur tige contre 73 % pour le témoin Tween. Le NAA
montre un effet protecteur différent, avec 26% d’individus sains contre 13% pour le t¢émoin tween ou
le Bion. Ces résultats sont en concordance avec ceux de I’AUDPC. La valeur médiane de ’AUDPC
du témoin Tween est de 82 contre seulement 10 pour le traitement au Bion. La plus forte concentration
de NAA (80 uM) posséde une AUDPC qui descend a 26 contre 52 pour la concentration a 40 pM,
malgré le fait qu’elle n’apparaisse pas statiquement différente du témoin. Les deux concentrations de

SA et le BAP ne montrent quant a eux aucun effet significatif.

Goupille Valentin | Phénotypage du pommier pour I’analyse du compromis « croissance-défense » OS0O 16



Non inoculé | | Inoculé

25 25

20 20

Traitements Traitements
|  n°letn°2 f s | n°letno2
= HE
$ -
2 P [
‘® 1 1
[ 1 1
10 1 /// 10
1
1
i
Y v
\
/ : ]
4 1 1
1 1
1 1
5 / b s i
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
0 o 0 i
1 1 1
o P
-7 -4 - 3 7 14 21 -7 -4 A 3 7 14 21
Temps (jours)
— Tween_NA  —— SA_0,95mM — NAA_40uM — BAP_442uM
Traitement_Concentration
—~ ASM_0,95mM — SA_1,9mM NAA_80uM
Non inoculé | Inoculé
Kruskal-Wallis, p = 0.0021 Kruskal-Wallis, p = 0.0035
d 20 e
—_—
S
=
o s ns
£
" s .
C
0 1 | —
o ns
% — —
w 1.0
o S, .
o 2 )
059 0.56 o054 056
0.49 0.5
0.38. 0.38, o. o4t 0.37 0.35 04y
[} L ]
0.0

Figure 24 : Effet de différents analogues hormonaux sur la croissance de semis de pommier Golden Delicious

inoculés ou non avec Erwinia amylovora

A) Suivi temporel de la hauteur de la tige principale de semis de pommiers traités par applications foliaires a
J-4 et J-1 avec différents analogues hormonaux, puis inoculés ou non avec Erwinia amylovora a J0. Les
points représentent la hauteur moyenne d’environ 10 individus pour les plantes non inoculées contre 30
pour les plantes inoculées. Les barres d’erreurs sont également représentées.

B) Vitesse de croissance de la tige principale (cm/jour) calculé sur la période J-4 & J3 de lots de pommier
inoculés ou non avec Erwinia amylovora a J0, et ayant subi des traitements d’analogues hormonaux par

applications foliaires a J-4 et J-1.
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Analyse de la croissance

Si I'on s'intéresse désormais a 1'effet des différents analogues hormonaux sur la croissance des

plantes non inoculées, plusieurs observations se dégagent (figure 16A). Au début de

I’expérimentation, la taille des plantes est relativement similaire entre les groupes non inoculés,
variant entre 4 et 5,5 cm. A J21, les plantes témoin atteignent environ 16 cm, sans croissance notable
de la tige principale au cours de la derniére semaine. Le traitement Bion semble Iégérement augmenter
la croissance, avec une taille finale moyenne d’environ 17,5 cm. En revanche, la plus faible
concentration de SA semble réduire la croissance, avec une taille moyenne d’environ 13 cm, bien que
ces plantes aient commencé avec une taille 1égérement inférieure a celle des autres groupes. La plus
forte concentration de SA ne semble pas différente du témoin. Les deux concentrations de NAA
réduisent la croissance de maniére dose-dépendante, avec une taille finale de seulement 9,5 cm pour
la concentration la plus forte et 13,5 cm pour la plus faible. Le BAP, en revanche, accélére la
croissance, avec une taille finale d’environ 20 cm.
En examinant la taille finale des plantes inoculées, le traitement Bion montre la plus grande taille,
tandis que la plus forte concentration de NAA présente la plus faible taille.

Lors de I'examen de la vitesse de croissance encadrant les traitements (figure 16B) (des plantes
inoculées ou non), parmi I’ensemble des traitements nous constatons que seule la concentration de 80

uM de NAA réduit la croissance.

Analyse comparée de la vitesse de croissance et de la sévérité des symptomes

Enfin, nous avons cherché a regarder si la corrélation entre la croissance pré-inoculation et la
sévérité des symptomes précoces, obtenue dans I’expérimentation PhenoBean et découplée par le
Bion, était également observée en serre. Nous nous sommes donc intéressés a la corrélation entre la
sévérité des symptdmes a J7 et la croissance pendant la période encadrant les deux traitements et la
phase immédiatement consécutive a I’inoculation (J-4 a J3). De mani¢re décevante, nous n’avons pas
retrouvé de corrélation positive chez le témoin, et aucune des hormones n'induisait une réponse
notablement différente (figure 17).

Notons toutefois que dans cette expérience, l'environnement n'est pas totalement controlé, et
que la taille des plantes au moment de 1’inoculation est d’environ 7,5 cm, alors que dans l'expérience
avec PhenoBean, elle était de 15cm (figure 16A). Ces conditions expérimentales différentes ont pu

concourir a I'hétérogénéité des résultats entre les deux expérimentations.
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Figure 26 : Distributions et corrélation de la longueur de nécrose 7 jours apres 1’inoculation avec Erwinia amylovora et la
croissance de longueur de tige entre J-4 et J3 des différents lots de semis de pommier traités avec des analogues

hormonaux a J4 et J-1

Les vitesse de croissance (cm/jour) des plantes mesurées sur plusieurs intervalles : J-7 a J-4 (Anté-
Traitement) ; J-2 a JO (Post-Traitement) ; JO a J3 (Post-Inoc n°1); J3 4 J6 (Post-Inoc n°2).
La sévérité des symptdmes correspond a la longueur de nécrose (cm)
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Discussion

1°) Vers un phénotypage du compromis croissance-défense dans I’automate PhenoBean

L'utilisation d'un robot pour suivre avec précision la croissance des plantes s'est avérée une
avancée prometteuse, permettant un meilleur contrdle de la croissance par rapport aux conditions de
serre soumises a des variations environnementales. Cependant, cette technologie n'est pas sans défis.
Lors de cette expérimentation test dans PhenoBean, plusieurs limites techniques ont été identifiées.

Au début de I'expérimentation, une seule face de chaque pommier était photographiée, posant
des problémes de mesure liés a la nature tridimensionnelle de la croissance du pommier, i.e. lorsque
la plante s’¢loignait du plan imagé ou lorsque la plus jeune feuille déployée cachait I’apex suivi pour
la mesure de hauteur de tige. Pour pallier ce probléme, nous avons décidé de prendre trois vues par
pot. Ces paramétres caméras n'existant pas encore dans le robot, il a fallu les définir manuellement.
Ce changement a augmenté la probabilit¢ d’avoir une vue ou I’apex est correctement visible,
permettant une mesure plus précise de la hauteur des plantes. De plus, la croissance rapide des plantes
dans le robot a parfois compliqué le suivi et I'analyse des données, avec des plantes qui sortaient du
champ de la caméra. La multiplicité des probleémes techniques initiaux nous a forcés a réaliser
I’inoculation sur des plantes a un stade physiologique plus avancé qu’habituellement dans 1’équipe.
Un autre défi rencontré était que certaines plantes avaient tendance a ployer sous 1’effet de
I’application des traitements, ce qui compliquait le suivi de la croissance le jour du traitement (J-3).
Par conséquent, nous avons décidé d’ignorer les mesures réalisées ce jour-1a. Des tuteurs ont alors
été placés sur ces plantes dés le lendemain. Enfin les plantes les plus grandes voisines d’une plante
focale tendaient a masquer notre champ en vue latérale, empéchant 1’exploitation de certaines images.
L’ensemble de ces données incite a travailler sur des stades plus précoces a I’avenir. En résolvant les
problémes de capture d'image, de gestion des données et de croissance des plantes, nous pourrions
maximiser l'efficacité et la précision de cette technologie innovante pour la caractérisation de la
croissance du pommier.

Ainsi malgré ces difficultés rencontrées, nous avons tout de méme réussi a caractériser la
hauteur des plantes en utilisant le logiciel Image] — uniquement pour faciliter la gestion des images
et ’enregistrement des données (i.e. pas pour faire de la segmentation automatique). Pour notre
expérimentation, nous avons réalisé plus de 2700 mesures pour 150 individus, ce qui a pris plus de
30 heures. Cette approche reste intéressante pour des intervalles proches de 1’inoculation. Cependant,
il serait avantageux de développer ou d'adapter un systéme automatisé, par exemple, basé sur des
algorithmes de détection d'objets, comme cela a déja été réalisé par (Hu et al., 2023) pour mesurer la

hauteur des plantes et méme la longueur des entre-nceuds. Il est encourageant d'observer des
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différences phénotypiques entre les différentes conditions de traitement en se concentrant uniquement
sur la hauteur globale des plantes. Néanmoins, il pourrait étre encore plus intéressant de se focaliser
sur les derniers phytomeres pour obtenir des informations supplémentaires. A terme, on aimerait
pouvoir reconstruire la croissance de plante en 3D grace a la caméra de profondeur et la robotique
disponible dans PhenoBean, comme d’autres auteurs 1’ont fait chez le mais a partir d’un cylindre
d’images RGB (Daviet et al., 2022)

11 serait également pertinent de ne pas seulement suivre la vitesse de croissance des plantes,
mais aussi la progression des symptomes. L’exploitation des vues zénithales pour les symptomes
précoces le long de la nervure centrale, puis des vues latérales pour la progression de la nécrose sur
tige, pourrait se montrer intéressantes. Néanmoins, nous n’avons pas eu le temps dans ce stage

d’évaluer la possibilité de la faire ne serait-ce que manuellement en notant les images.

Au bilan, le développement d'un pipeline autour du robot PhenoBean permettrait de prendre en
considération la dynamique des caractéres d’intérét, ce qui serait intéressant pour I’analyse du

compromis croissance-défense.

2°) La biologie du compromis croissance-défense

Ce qu’on entend par compromis croissance-défense n’est pas toujours clair. Il existe une
certaine ambiguité quant aux enchainements temporels des deux variables étudiées : la vitesse de
croissance des plantes et leur sensibilité aux infections. Plusieurs scénarios sont possibles :

- 1. la vitesse de croissance est-elle un facteur de sensibilité a priori ?

- 2. les plantes freinent-elles leur croissance en réponse simultanée a une infection ?

- 3. la réduction de la croissance est-elle due a la maladie, a posteriori ?
Il est possible que ces trois processus se succedent et se chevauchent pour mener a ce que 1’on appelle
le “compromis croissance-défense”. Aussi les approches expérimentales pour mettre en évidence ces

différentes options sont délicates a implémenter.

Dans cette étude, nous nous sommes principalement intéressés a caractériser le compromis
entre deux variables : la vitesse de croissance des tiges des semis de pommier et la résistance a
Erwinia amylovora afin de vérifier le premier point. A ’aide du robot, nous avons observé une
corrélation suggérant un “compromis croissance-défense” dans lequel la croissance pré-inoculation
serait un facteur de sensibilité. Le Bion, connu pour activer les défenses, découple cette relation, ce

qui suggere que quand les défenses sont enclenchées, le facteur de sensibilité “croissance” passe au
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second plan. Nous n’avons pas observé ces résultats dans notre seconde expérimentation en serre, ou

les conditions (environnement, stade phénologique) ont pu faire varier 1’état physiologique de la
plante et le stade physiologique n’est pas le méme. Ces conditions expérimentales différentes ont pu
concourir a I'hétérogénéité des résultats entre les deux expérimentations. Il conviendra de consolider
cette relation grace a de nouvelles expérimentations dans PhenoBean.

Comme attendu, le traitement au Bion (ASM), analogue fonctionnel du SA, a induit une
protection en réduisant la propagation du pathogene sur la tige. Il était globalement plus efficace dans
la seconde expérimentation que dans la premiére, suggérant un effet des facteurs environnementaux
dans I’efficacité du Bion. Cette interaction entre facteurs abiotiques et efficacité du Bion a déja été
observée dans 1’équipe en réponse a la température et a la fertilisation azotée, et fait 1’objet de deux
theses actuellement. Au-dela de son rdle sur les défenses, le Bion est également connu modifier la
croissance de différents organes chez certaines especes. Chez Arabidopsis thaliana, quatre
applications successives de Bion a 35 uM en 10 jours induisent une diminution de la croissance de
rosette de 50% (Canet et al., 2010). Dans nos deux expérimentations, nous n’avons pas observé de
modification de croissance par une ou deux applications de Bion a concentration beaucoup plus forte
(0,95 mM). Il conviendrait d’effectuer des courbes de réponse en faisant varier la concentration et le
nombre d’applications. Notons que dans les essais en verger conduit a I’'UEH, le Bion est pulvérisé
en cadence hebdomadaire sur toute la saison a risque de contamination par la tavelure.

Le SA est connu pour induire également cette réduction de croissance. Dans nos différentes
expérimentations nous n’avons pas réussi a mettre en évidence ce phénomene. Par ailleurs, seule la
plus forte dose de SA, deux fois plus concentré que I’ASM a permis d’induire un effet de protection
contre Erwinia amylovora et cela uniquement durant la semaine qui suit I’infection. Ces molécules
bien que trés proches structurellement pourraient ne pas agir exactement sur les mémes voies de
signalisation chez le pommier. De plus, il ne faut pas oublier que le Bion contenant de I’ASM est un
produit formulé, pouvant expliquer sa meilleure efficacité apparente par rapport au SA.

Parmi les produits étudiés dans la seconde expérimentation, seul le BAP, analogue fonctionnel
de cytokinine, a eu un effet positif sur la croissance (et le débourrement axillaire) des plantes non
inoculées, confirmant les résultats d’une expérimentation préliminaire au cours de laquelle nous
avions également identifié¢ un role promoteur de croissance pour GA (non-montr¢). Nos observations
sont cohérentes avec le role positif des CK sur la croissance aérienne et la ramification(Kieber and
Schaller, 2018; Li et al., 2021). 1l semble néanmoins que I’effet du BAP ne soit pas instantané
puisqu’il a fallu une dizaine de jours aprés le premier traitement pour voir un effet sur la croissance.
Cela suggere que I’application du BAP devra se faire bien en amont du traitement si 1’on souhaite

jouer sur cette molécule pour augmenter la croissance des plantes peut avant ou apres 1’inoculation
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et ainsi modifier potentiellement le compromis croissance-défense (BAP ne modifiant pas la
résistance des plantules de pommier & Erwinia amylovora).

L’autre analogue d’hormone de croissance testé est le NAA, analogue fonctionnel de I’auxine
qui contenu dans le Rhodofix, produit habituellement utilis¢é comme éclaircisseur dans les vergers.
Celui-ci ne montre pas d’augmentation de la croissance des plantes comme cela pourrait étre attendu.
Mais au contraire celui-ci induit une réduction de la croissance des tiges avec un effet dose : plus la
concentration est importante plus on observe une réduction de la taille des plantes. A noter que celui-
ci entraine un phénotype présentant un enroulement des feuilles, et les nouvelles feuilles apparues
apres le traitement sont de plus petite taille (non montré). Peut-étre que la concentration utilisée est
trop importante pour la plante devenant ainsi « phytotoxique ». Par ailleurs, les plantes traitées au
NAA présente une plus forte résistance face a Erwinia amylovora en augmentant significativement
la proportion d’individus sains. Cette observation avait déja été fait dans 1’équipe (Dugé de
Bernonville ez al., 2014; Marolleau et al., 2017). Mais contrairement au Bion qui induit une résistance
accrue en induisant un ralentissement de la progression de la bactérie, le traitement NAA semble
plutot limiter les phases précoces d’installation de la bactérie. Ce produit qui agit a la fois sur la
croissance et la défense apparait comme le meilleur candidat pour un phénotypage plus approfondi

dans le robot.

L'augmentation du ratio R/FR a des effets similaires a celui du Bion, en cohérence avec la
littérature (Ballaré, 2014). Il a induit une augmentation de la résistance des plantes face a Erwinia
amylovora. Bien qu'une réduction de taille fiit également attendue en 1’absence de FR, notre
traitement ne semble pas avoir influencé la croissance des plantes non inoculées, En revanche, lorsque
les plantes étaient inoculées, une chute rapide de la croissance a été observée sous ce traitement,
suggérant une possible interaction entre la perception du pathogene et 1’appauvrissement en rouge
lointain. Ceci pourrait faire écho a notre deuxiéme point du compromis croissance-défense qui
pourrait étre une capacité des plantes a freiner leur croissance en réponse simultanée a une infection.
Pour vérifier ces hypothéses, il serait pertinent de réaliser des analyses transcriptionnelles des voies
de défense du pommier avec les échantillons prélevés le jour de I’inoculation (JO), mais également
réaliser une nouvelle expérimentation pour une analyse pendant la période post-inoculation (JO-J3)
pour observer les mécanismes de reconnaissance et de défense induite. Tester les conditions inverses
en enrichissant en FR pour mimer un couvert dense et voir si cela augmente la sensibilité des plantes
serait également intéressant.

Ces résultats soulignent I’importance de continuer a explorer les interactions complexes entre les

conditions environnementales, les traitements appliqués et les mécanismes de défense des plantes.
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Conclusion et perspectives

L’expérimentation avec le robot PhenoBean a révélé des défis techniques tout en démontrant
le potentiel de cette technologie pour le suivi précis du compromis entre croissance et défense.
L’¢étude a montré que la croissance rapide des plantules de pommier avant I'inoculation est un facteur
de sensibilité a Erwinia amylovora, ce qui suggere un compromis entre croissance et défense. Bien
que le traitement au Bion n’ait pas offert une protection réellement efficace aux plantes, probablement
en raison des conditions environnementales et du stade de développement de ces derniéres, il semble
avoir permis de dissocier ce compromis. Un criblage en serre avec différents analogues hormonaux a
révélé que I’application foliaire d’un analogue de I’auxine (NAA), une hormone de croissance, est le
meilleur candidat pour un phénotypage plus approfondi avec le robot PhenoBean afin de manipuler
ce compromis. En effet, 1’utilisation de NAA a 40 et 80 uM a induit une réduction de la croissance
tout en augmentant la résistance a Erwinia amylovora. De plus, I’augmentation du ratio R/FR semble
avoir amélioré la résistance des plantes, bien que cette amélioration ne soit pas significative. Il parait
donc intéressant de poursuivre I’étude de I’effet de la qualité et de la quantité de lumiére sur le
compromis croissance-défense. A terme, il serait bénéfique de développer un systéme automatisé
pour la mesure de la hauteur des plantules et d'explorer des approches tridimensionnelles pour
reconstruire la croissance des plantes. De plus, il est pertinent de suivre non seulement la croissance
des plantes mais aussi la progression des symptomes pour une compréhension plus compléte du
compromis croissance-défense. En conclusion, cette étude met en lumicre la complexité du
compromis croissance-défense et I'importance d'une approche intégrative, combinant des techniques
de phénotypage innovantes et des analyses détaillées des interactions environnementales et
physiologiques. La poursuite de ces recherches pourrait offrir des stratégies efficaces pour améliorer

la résistance des cultures tout en optimisant leur croissance.
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Annexe I : Comparaison des longueur de plantes mesurés avec le logiciel Imagel avec les mesures

manuelles réalisé a JO et J7.
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Résumé : Selon le "compromis croissance-défense", les plantes doivent équilibrer leurs ressources entre
le développement et la protection contre les ravageurs. Dans cette étude financée par Gis Fruits, nous
nous sommes principalement intéressés a caractériser le compromis entre deux variables : la vitesse de
croissance des tiges des semis de pommier et la résistance a Erwinia amylovora. A ’aide du robot
PhenoBean, nous avons observé une corrélation suggérant un "compromis croissance-défense" ou une
croissance ¢levée avant I’inoculation serait un facteur de sensibilité. Le Bion, connu pour activer les
défenses, a permis de découpler cette relation, suggérant que lorsque les défenses sont enclenchées, le
facteur de sensibilité "croissance" devient secondaire. Un criblage réalis¢ en serre avec différents
analogues hormonaux a révélé que le NAA, un analogue de I’auxine, agit a la fois sur la croissance et la
défense, apparaissant comme le meilleur candidat pour un phénotypage plus approfondi dans le robot
PhenoBean afin de manipuler ce compromis.

Abstract : According to the “growth-defense trade-off”, plants must balance their resources between
development and protection against pests. In this Gis Fruits-funded study, we were mainly interested in
characterizing the trade-off between two variables: stem growth rate of apple seedlings and resistance to
Erwinia amylovora. Using the PhenoBean robot, we observed a correlation suggesting a “growth-
defense trade-off” where high growth before inoculation would be a susceptibility factor. Bion, known
to activate defenses, decoupled this relationship, suggesting that when defenses are engaged, the
“growth” sensitivity factor becomes secondary. A greenhouse screening with different hormone
analogues revealed that NAA, a synthetic auxin, acts on both growth and defense, appearing to be the
best candidate for further phenotyping in the PhenoBean robot to manipulate this trade-off.

Mots-clés : Phytohormone, Lumiére, Phénotypage, Pommier, Compromis Croissance-Défense
Key Words: Phytohormone, Light, Phenotyping, Apple tree, Growth-Defense trade-off




