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Glossaire

Ascospore : Spores issues de la reproduction sexuée chez les Ascomyceétes, se formant a |'intérieur d'un asque

qui est lui-méme produit dans un périthece, un cléistothece, voire sur une apothécie [1].

Asque : Cellule en forme de "sac" dans laquelle généralement 8 ascospores sont formées et qui caractérise les
Ascomycetes [1].

Hote réservoir : Organisme hébergeant un agent infectieux, lequel peut étre transmis a un autre organisme
d'une espéce différente [2].

Indicateur de fréquence de traitement: Indicateur de suivi de |I'utilisation des produits
phytopharmaceutiques (pesticides) a I'échelle de I'exploitation agricole ou d’'un groupe d’exploitations. L'IFT

comptabilise le nombre de doses de référence utilisées par hectare au cours d’une campagne culturale [3].

Phase parasitaire : Phase pendant laquelle un organisme vit aux dépens d’un autre organisme appelé hote dont

il utilise les ressources pour se développer et se reproduire [1].

Phase saprophytique : Phase non parasitaire pendant laquelle un organisme tire les substances qui lui sont

nécessaires des matiéres organiques en décomposition [1].

Pseudotheéces : Organe issu de la reproduction sexuée (stade parfait) contenant des asques, ressemblant a un

périthéce mais contenu dans un stroma [1].

Résistance ontogénique : La résistance ontogénique ou liée a I'dge décrit la capacité de plante entiére ou de

partie de plantes a résister ou tolérer les maladies a mesure qu'elles vieillissent (Ficke et al., 2002).

Résistance qualitative : Résistance réduisant la capacité d'un agent pathogéne a infecter une plante (Caffier
et al., 2016).

Résistance quantitative : Résistance réduisant les traits quantitatifs de la pathogénicité (taux d'infection,

période de latence, taux de sporulation) (Caffier et al., 2016).

Stimulateur de défense des plantes : Substances ou produits, naturels ou non, capables d'induire (ou de
préparer a l'induction), chez les plantes traitées, des réponses de défense conduisant a une meilleure résistance

de la plante face a des stress biotiques [4].

Taux d’incidence d'une maladie : Nombre de nouveaux cas observés d'une pathologie pendant une période

donnée et qui se rapporte a la taille de la population étudiée [5].
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Liste des abréviations

ASM : Acibenzolar-S-Méthyl

AUDPC : Area Under Disease Progression Curve (aire sous la courbe de la progression de la maladie)
CTIFL : Centre Technique Interprofessionnel des Fruits et Légumes

ETI : Effector-Triggered Immunity (immunité déclenchée par I'effecteur)
HN : High Nitrogen (fort azote)

IFT : Indicateur de Fréquence de Traitement

ITK : Itinéraire technique

JF : Jeune Feuille

JFN : Jeune Feuille Nouvelle

LN : Low Nitrogen (faible azote)

PCR : Polymerase Chain Reaction (amplification en chaine par polymérase)
PFI : Production Fruitiére Intégrée

PTI : Pattern-Triggered Immunity (immunité déclenchée par des motifs)
gqPCR : PCR quantitative

qPFD : Puce quantitative a Faible Densité

QTL : Quantitative Trait Locus (Locus de caractéres quantitatifs)

RT : Reverse Transcription (transcription inverse)

SAR : Systemic Acquired Resistance (résistance systémique acquise)

SDP : Stimulateur de Défense des Plantes

VF : Vieille Feuille
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traitement et I'inoculation (B et D) en serre (A et B) et en chambre climatique (C et D) en fonction des modalités
azotées (Confort N, Ante 12 et Post 12) et des traitements appliqués (eau ou Bion®). Les losanges rouges
représentent la moyenne pour chaque modalité et les points bleus/jaunes représentent la distribution des
individus. Les différentes lettres au-dessus des box plots indiquent des différences significatives selon le test
statistique de Kruskall-Wallis et Mann-Whitney (a=5 % et n=31 individus). ....ccccooviiiiiiiiiiiiiii i, 1

Figure 14 : (A) Valeurs moyenne (n=40) des teneurs en chlorophylle évaluées au Dualex® a deux dates
(d1: 01/06 ; d2 : 09/06) pour les feuilles déroulées a la date d1 (F1) et celles a la date d2 (F2) de plantes en
conditions de limitation (LN) ou confort (HN) en azote. (B) Différences de teneur en chlorophylle entre les 2
dates de mesures pour la feuille F1 et entre les 2 types de feuilles a la date d2. Les barres correspondent a
I'intervalle de CONfianCe SUM [@ MOYENNE. ...ttt et e s et e e e a e e e et s e e eata s ererans 18

Figure 15 : Sévérité moyenne de la maladie a 21 jours aprés linoculation pour I'ensemble des individus
portant des alléles favorables (+) ou défavorables (-) pour chacun des QTLs de résistance a la tavelure (QTL T1,
F11, T13, F17) en fonction des différents régimes azotés (HN : High Nitrogen, LN : Low Nitrogen) et des
traitements appliqués (eau ou Bion®), Les différentes lettres au-dessus des box plots indiquent des différences
significatives selon le test statistique de Kruskall-Wallis et Mann-Whitney (a=5 % et n : 59 a 134, moyenne des
scores +/- intervalle de CONFIANCE). .iiuiiiiiiiiii i e 18

Figure 16 : Sévérité moyenne de la maladie a 21 jours apres l'inoculation pour I'ensemble des individus
portant des alléles favorables (+) ou défavorables (-) aux 4 QTLs de résistance a la tavelure (QTL T1, F11, T13,
F17) en fonction des différents régimes azotés (HN : High Nitrogen, LN : Low Nitrogen) et des traitements
appliqués (eau ou Bion®). n : 5 a 22, moyenne des scores +/- intervalle de confiance). ..., 18

Figure 17 : Pourcentage moyen de feuilles de rosette tavelées a la notation en mai (A) et juin (B) selon les
différentes modalités testées (témoin, ref pfi et 2025 pfi). Les losanges noirs représentent la moyenne pour
chaque modalité et les points bleus, orange et verts représentent la distribution des individus. Les différentes
lettres au-dessus des box plots indiquent des différences significatives selon le test statistique de Kruskall-Wallis
et Mann-Whitney (a=5 % €L N 1 120). iiiiiiiiiiiiiiiii e 18
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Figure 1 : Organisation des activités de recherche de I'UMR IRHS selon 4 axes scientifiques

(a gauche) et positionnement des 14 équipes de recherche selon ces 4 axes (a droite)[6].

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 388 |



Etude de l'interaction des leviers azote, SDP et génétique pour
I'amélioration de I'immunité du pommier vis-a-vis de la

tavelure

1. Introduction

1.1.  Structure d’accueil : équipe ResPom de I'UMR IRHS

L'IRHS (Institut de Recherche en Horticulture et Semences) est une unité mixte de recherche entre INRAE,
I'Institut Agro et I'Université d’Angers, dont les travaux portent sur la qualité des cultures horticoles, la santé des
plantes et la qualité des semences. L'unité compte 260 personnes travaillant en génétique, génomique,
phytopathologie, physiologie, écophysiologie, biochimie, modélisation et bioinformatique. Elle est structurée selon
quatre axes scientifiques qui sont : 1. Mécanismes de réponse et adaptation des plantes au milieu biotique et
abiotique ; 2. Mécanismes et stratégies de biocontrole et autres méthodes alternatives aux produits chimiques
de synthése ; 3. Histoire évolutive des plantes et des micro-organismes associés ; 4. Recherche méthodologique
et développement d’outils innovants ; et comprend quatorze équipes de recherche (fig. 1) [6].

L'équipe ResPom possede des activités de recherche dans ces quatre axes scientifiques et a pour objectif
principal I'amélioration de la résistance du pommier et du poirier a leurs bioagresseurs majeurs par le levier de
la génétique ou par |'application de stimulateurs de défense des plantes* (SDP) (immunité induite). Sur pommier
les trois bioagresseurs ciblés sont Venturia inaequalis (agent de la tavelure), Erwinia amylovora (agent du feu
bactérien) et Dysaphis plantaginea (puceron cendré). L'équipe ResPom travaille ainsi sur trois axes de recherches
qui sont : I'exploration approfondie des mécanismes moléculaires permettant les résistances (génétiques ou
induites) ; I'évaluation des effets des facteurs environnementaux, incluant conditions climatiques et pratiques
culturales, sur Iimmunité ; ainsi que le décryptage des multiples interactions entre leviers, telles que la

combinaison Génétique x Environnement x Pratiques culturales, afin d’optimiser I'immunité du pommier.

Ainsi, ses activités de recherche sont totalement cohérentes avec les différents plans gouvernementaux
pour réduire |'utilisation des produits phytosanitaires de synthése. En effet, en 2008, le gouvernement a mis en
place le plan Ecophyto a la suite du Grenelle de I'environnement et en réponse a une forte attente des citoyens
pour une réduction de l'usage des produits phytosanitaires. Ce plan vise a « réduire le recours, les risques et les
impacts des produits phytopharmaceutiques » et avait pour objectif de diminuer l'usage des produits
phytosanitaires* de 50% en 2018 tout en maintenant une agriculture économiquement performante. Au vu de la
complexité a réduire cet usage, I'objectif a été reporté a 2025 [7, 8]. Le gouvernement souhaite ainsi se diriger
vers une agriculture productive plus respectueuse de l'environnement et de la santé humaine. Il est donc
nécessaire d‘avoir une activité de recherche sur le développement de produits alternatifs aux produits
phytosanitaires de synthése mais également sur la compréhension et le développement de I'immunité des plantes

afin de réduire globalement I'utilisation d'intrants.

Le projet de recherche qui m’'a été confié durant ce stage s'inscrit dans la compréhension de I'effet combiné

de plusieurs leviers sur I'immunité du pommier vis-a-vis de la tavelure. Ainsi, le premier objectif du stage est
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Figure 2 : Cycle de vie de Venturia inaequalis sur pommier (d'aprés Agrios, 1988 et Petit, 2018) [13]
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d'étudier les effets de plusieurs leviers, notamment la fertilisation azotée, I'application d’'un SDP et le génotype
du pommier, afin de réduire la pression de V. inaequalis. De plus, ce stage s'inscrit aussi dans l'intégration de
stimulateur de défense des plantes en verger. Ainsi, le deuxiéme objectif est d’intégrer un SDP dans un nouvel

itinéraire technique utilisable apres 2025 en verger, permettant de réduire la pression de la tavelure.

1.2. Contexte de I'étude

1.2.1. La production de pomme dans le monde et en France

La production mondiale de pomme s’est élevée a plus de 90 millions de tonnes en 2021, faisant de celle-
ci le deuxieme fruit le plus consommé au monde aprés la banane [9]. En France, c'est le fruit préféré des francais
avec une moyenne de 16 kg consommés par an et par ménage [10]. En 2015, Greenpeace dénoncait |'utilisation
importante de produits phytosanitaires de synthese dans les vergers de pommiers en Europe [11]. En effet, en
France et en 2018, la production de pomme avait un IFT (Indicateur de Fréquence de Traitement*) moyen de
29,5 placant la pomme en premiére position des produits issus de l'arboriculture fruitiere recevant le plus de
traitements devant la péche (18,4) et I'abricot (9,3) [12]. Ces traitements permettent de lutter contre les
principaux bioagresseurs du pommier, et plus particulierement contre I'ascomycéte Venturia inaequalis, agent de

la tavelure du pommier.

1.2.2. Venturia inaequalis, agent de la tavelure du pommier
Le genre Venturia appartient a I'embranchement des Ascomycetes et a la classe des Dothideomycétes. Ce
genre fongique inclut plusieurs espéces d’agents pathogénes responsables de la tavelure, une maladie
cryptogamique causant des dommages économiques importants sur les cultures fruitieres de nombreux pays
(Bowen et al., 2011).

La tavelure du pommier est causée par le champignon hémibiotrophe Venturia inaequalis (Cooke) Wint.
Cette maladie se développe rapidement dans les zones tempérées ayant un climat frais et humide au début du
printemps. Elle est présente dans presque tous les pays ol Malus x domestica est cultivé, faisant d’elle la maladie
sur pomme la plus dommageable économiquement (Bowen et al., 2011 ; Belete et Boyraz, 2017). En effet, la
tavelure peut provoquer une réduction de la production de pommes allant jusqu‘a 70 %. Cette diminution de
rendement résulte majoritairement des fruits infectés non commercialisables (Desmyttere et al., 2019). Ainsi,
deux-tiers des traitements appliqués sur la pomme sont des fongicides (soit un IFT fongicide de 19,5),

principalement utilisés pour lutter contre V. inaequalis [12].

a) Le cycle biologique de Venturia inaequalis

Le cycle biologique de V. inaequalis comprend deux phases. La premiére est une phase saprophytique* de
I'automne au printemps, permettant la reproduction sexuée du champignon dans les feuilles mortes tombées au
sol. La seconde est une phase parasitaire* du printemps a I'automne, permettant la reproduction asexuée de
V. inaequalis sur les feuilles et les fruits (fig.2) (Belete et Boyraz, 2017). Le développement des asques* et des
ascospores* est réalisé dans un organe de reproduction appelé le pseudothéce*. Au printemps, la pluie permet
de faire gonfler les asques entrainant alors leurs ruptures et permettant I'éjection des ascospores une par une.
Ainsi, la majeure partie des ascospores sont libérées au moment de I'émergence des bourgeons du pommier

(stade débourrement) (Belete et Boyraz, 2017). Cette synchronisation permet a V. inaequalis d'infecter son hote
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Figure 3 : Graphique représentant les courbes de Mills

estimation des risques de contamination par les ascospores selon le
nombre d’heures d’humectation et la température (d'aprés Parisi, 1990)
[13]
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avec succes. En effet, V. inaequalis infecte plus facilement les jeunes feuilles qui, contrairement aux feuilles les
plus dgées, ne présentent pas de résistance ontogénique* limitant le développement du champignon. Le reste
des ascospores est projeté au cours de la saison (mars a juin) pour infecter les nouvelles feuilles (MacHardy et
al., 2001).

La phase parasitaire commence dés que les ascospores atteignent les feuilles de I'arbre. Elles germent
grace a la présence d'eau sur les feuilles et développent un appressorium percant la cuticule. Dés lors, l'infection
primaire commence. Environ dix jours aprés l'infection, les hyphes se développent sous la cuticule et produisent
des conidiophores provoquant des lésions a la surface de la feuille. Les conidiophores produisent des conidies qui
sont la forme de reproduction asexuée et la source d'inoculum secondaire. Lorsqu’un film d'eau recouvre les
conidiophores, les conidies sont libérées puis dispersées par la pluie et le vent. La durée d’humectation permettant
la germination des conidies varie selon la température : sur feuille, I'infection suit des courbes proches de celles
définies pour les ascospores (voir courbes de Mills fig. 3). Comme pour les ascospores, les conidies infectent plus
facilement des jeunes feuilles que des feuilles plus agées et se développent également sur les fruits et les rameaux
(MacHardy et al., 2001 ; Bowen et al., 2011 ; Belete et Boyraz, 2017).

b) Symptomes de tavelure sur pommier

Venturia inaequalis altére 'aspect extérieur des feuilles et des fruits. Des lésions apparaissent sur les
jeunes feuilles une dizaine de jours apres l'infection (début avril @ mi-mai), sous forme de zones vert clair,
différentes de la couleur du tissu foliaire, ou de taches translucides. A la suite de la production de conidies, la
taille de ces lésions augmente et devient de couleur vert foncé, avec un aspect velouté. Les symptomes sont
situés principalement sur la face supérieure et étendues le long des nervures. Il est possible que les tissus affectés
se déforment et se plissent. En été, les symptomes sur feuille peuvent évoluer en nécroses séches. Des taches
peuvent aussi apparaitre sur les fleurs et entrainer leur desséchement. Les branches gravement infectées sont
exposées a la chute prématurée des fruits et accélérée des feuilles (Belete et Boyraz, 2017). Lorsque plusieurs
défoliations ont lieu, I'arbre est affaibli avec un risque de diminution des bourgeons a fruits I'année suivante
(Proctor et al, 1983). Concernant les fruits, V. inequalis provoque la formation de crolites noiratres liégeuses,
plus ou moins crevassées. En post-récolte, les fruits peuvent également étre affectés par la tavelure latente
visible aprés conservation au froid, vers février-mars. Elle est caractérisée par de petites croltes noires
superficielles [13]. Ces symptomes sur fruits sont un probléme majeur dans la production commerciale de
pomme. En effet, une pomme infectée ne pourra pas étre vendue a cause de son esthétisme. Afin de trouver des

solutions pour lutter contre la tavelure, de nombreuses recherches sont effectuées [14].
1.2.3. Les défenses du pommier face a ces bioagresseurs

1.2.3.1. Les barrieres physiques et chimiques et les systemes de défense ETI/PTI

Les plantes possedent plusieurs systémes de défense pour lutter contre leurs agents pathogénes. Tout
d'abord, des barriéres physiques et chimiques sont présentes a la surface de la plante pour limiter leur
entrée comme les couches de cire et de cutine, les parois cellulaires rigides, les lipides cuticulaires, les enzymes

antimicrobiennes et les métabolites secondaires (Muthamilarasan et Prasad, 2013). Ces premiéres barriéres
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permettent aux plantes de résister a la majorité des agents pathogénes et forment ainsi ce qui est appelée la

résistance non-hote.

Le premier niveau du systéme immunitaire des plantes permet la reconnaissance de motifs moléculaires
associés a des agents pathogénes (pathogen-associated molecular pattern ou PAMP), a des agents microbiens
(microbe-associated molecular pattern ou MAMP) ou résultant de dommages (damage-associated molecular
pattern ou DAMP) grace a des récepteurs de reconnaissance de motifs, appelé PRR (pattern-recognition
receptors). Cette reconnaissance permet de déclencher la PTI (immunité induite par les motifs ou pattern-
triggered immunity) (Sun et al., 2020). En réponse, les agents pathogénes peuvent alors synthétiser des
molécules (effecteurs) bloquant I'induction de la PTI. Les plantes qui ne sont pas capables de reconnaitre ces
effecteurs sont sensibles a I'agent pathogéne. Celles qui les reconnaissent peuvent mettre en place une réponse
immunitaire appelée immunité déclenchée par les effecteurs (effector-triggered immunity - ETI). L'ETI est une
réponse de défense plus longue que la PTI mais est spécifique a certains agents pathogénes de la plante (Sun et
al., 2020). Plusieurs mécanismes de défense sont mis en place aprés la détection de I'agent pathogéne,
notamment la fermeture des stomates, la production et la sécrétion de composés antimicrobiens (phytoalexines
et protéines liés a la défense), la génération d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), la mort cellulaire
programmée (PCD) appelée réponse hypersensible (HR). L'induction de ces mécanismes de défense a lieu grace

a un réseau complexe de voies de signalisation (Bigeard et al., 2015).

1.2.3.2. La résistance systémique acquise

Une PTI et/ou une ETI peuvent induire une résistance systémique acquise (systemic acquired resistance -
SAR) dans les feuilles éloignées de la zone d'infection primaire (Lim, 2023). Pour ce faire, des signaux sont émis,
établissant ainsi une défense a long terme (jusqu’a plusieurs mois) contre un large spectre d'agents pathogénes
(Muthamilarasan et Prasad, 2013). Les zones saines induites par la SAR subissent des modifications
transcriptionnelles préparant la plante a l'induction de génes de défense pour une infection ultérieure (Zeier,

2021). Ainsi, la SAR permet une immunité renforcée qui peut étre transgénérationnelle (Kachroo et Robin, 2013).

La SAR se déroule en plusieurs étapes : premiérement, des signaux de la SAR sont générés dans le site
d'infection primaire (dans les 4 a 6 heures) ; deuxiemement, les signaux de la SAR sont transloqués de maniére
systémique ; troisiétmement, les signaux sont percus dans les tissus ; quatriemement, les tissus sains ont la
capacité d'induire rapidement une défense. Actuellement, les signaux mobiles ne sont pas tous identifiés,
cependant plusieurs molécules ont été identifiées telles que I'acide salicylique (SA), I'acide méthylsamicylique
(MeSA), l'acide azélaique (AzA), le dihydroabétinal, le glycérol-3-phosphate (G3P), I'acide pipécolique (Pip) et
I'acide N-hydroxy-pipécolique (NHP), les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et les galactolipides (Lim, 2023).

Les systémes de défense mis en place par la plante ne sont cependant pas suffisants pour limiter les pertes
importantes de rendements provoquées par V. inaequalis. En effet, I'infection par des agents pathogénes a un
fort impact sur le métabolisme primaire et secondaire des plantes, affectant notamment leur croissance et leur
développement (Fagard et al., 2014). Ainsi des méthodes de lutte sont mises en place pour limiter les dégats

provoqués par cet agent pathogéne sur la production fruitiére.
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1.2.4. Méthodes de lutte contre la tavelure
La lutte contre la tavelure du pommier se base sur des méthodes préventives et curatives afin de perturber
le cycle de I'agent pathogene. Les méthodes préventives permettent de réduire la production d'ascospores et
d'utiliser la résistance génétique du pommier en y associant des moyens chimiques, biologiques et physiques.
Les méthodes curatives permettent de protéger I'arbre contre l'infection par les ascospores et les conidies et se

font généralement par I'application de fongicides (Belete et Boyraz, 2017).

1.2.4.1. Prophylaxie et lutte physique

La réduction de la pression de V. inaequalis sur pommier passe par la destruction des feuilles et des fruits
tombant a l'automne afin de limiter la production d’ascospores (broyage, enfouissement ou apport de compost
pour privilégier une décomposition rapide) (Rosenberger, 1990). La mise en place du verger (orientation et
conduite des arbres) doit étre pensée pour maximiser I'aération et ainsi limiter |'infection par V. inaequalis en
accélérant le séchage des feuilles et des fruits. Pour cette méme raison, la taille doit étre réalisée de fagon a

favoriser I'aération et la perception lumineuse (Belete et Boyraz, 2017).

1.2.4.2, Lutte biologique

Concernant la lutte biologique, des études ont montré que le coelomycéte Microsphaeropsis ochracea
étaient un bon antagoniste de V. inaequalis. Ce dernier permet de réduire de 95 % a 99 % la production
d'ascospores printaniéres par rapport au témoin non traité (Carisse et Rolland, 2004). Cependant cet antagoniste
ne posséde pas d’homologation en France, tout comme Chaetomium globosum et Athelia bombacina qui
diminuent la production d’ascospores de 80 a 100 % (Heye et Andrews, 1983). La bactérie Bacillus subtilis,
vendue sous le nom commercial de Serenade®, peut étre utilisée pour lutter contre la tavelure (Desmyttere et
al., 2019). En condition de terrain, son utilisation (2 L/ha) a permis de réduire le taux d'incidence sur fruit de
prés de 50 % par rapport au témoin non traité. De plus, la sévérité de la maladie (le nombre de lIésions par fruit)
était plus faible pour les individus traités que pour le témoin non traité (5 contre 14,5 Iésions par fruit) (Jimenez
etal., 2018).

1.2.4.3. Lutte génétique

L'amélioration variétale est également efficace pour lutter contre V. inaequalis. 1l existe des pommiers avec des
résistances majeures (ex : variété ‘Ariane’) mais aussi avec des résistances partielles (ex : variété ‘Reinette’).
Cependant, les résistances qualitatives*, basées sur I'utilisation de génes majeurs de résistance, ne sont pas
suffisamment durables en raison de I'évolution rapide des populations d'agents pathogénes, entrainant des
contournements des résistances. Les résistances quantitatives*, aussi appelées résistances partielles, basées sur
des locus de caractéres quantitatifs (QTL), sont supposées plus durables que les résistances qualitatives et
permettent une réduction partielle du développement des agents pathogénes (Caffier et al., 2016). Malgré cela,
la résistance quantitative peut sélectionner des souches ayant un niveau élevé de pathogénicité, conduisant a

I"érosion de la résistance (Caffier et al., 2016).

L'utilisation de cultivars résistants, associés a des pratiques culturales (effeuillage) et des méthodes de lutte

chimique (fongicides) permettent de réduire la pression de V. inaequalis en verger.
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En effet, I'étude de Didelot et al. (2016), montre que |'association du cultivar résistant Reine des Reinettes
a un nombre réduit de traitements fongicides et a un effeuillage a permis de contenir la tavelure a un faible niveau
(3 % a 17 % d'arbres tavelés et entre 0,2 % et 1,5 % de fruits tavelés). Ainsi, les associations avec d'autres
méthodes de lutte offrent une meilleure efficacité de résistance et limitent I'érosion de la résistance quantitative
(Didelot et al., 2016).

1.2.4.4. Lutte chimique

Les fongicides restent le mode d'action le plus efficace pour lutter contre la tavelure du pommier
(Desmyttere et al., 2019). Leurs applications commencent dés le débourrement jusqu'a fin juin afin de protéger
les nouvelles pousses. Des applications de traitements préventifs sont a réaliser avant un passage pluvieux ou
lorsqu‘il y a un risque de contamination par les ascospores. Les traitements curatifs sont appliqués aprés une

pluie contaminatrice mais sont reconnus généralement moins efficaces qu’une lutte préventive [15].

Cependant, I'application répétée de ces fongicides entraine une diminution de leur efficacité en induisant
la sélection de souches résistantes vis-a-vis des inhibiteurs de la biosynthése des stérols (IBS) (Remuson et al,
2003). Il est donc important de réaliser un programme de traitements avec des produits ayant des modes d’action
différents pour limiter ces phénoménes de résistances [15]. Pour lutter contre la tavelure, les arboriculteurs
utilisent également des fongicides minéraux comme le soufre et le cuivre (Schmid et Henggeler, 1988).
Cependant, 'utilisation du cuivre conduit actuellement a de nombreuses controverses a propos de son effet négatif
potentiel pour la biodiversité du sol (contamination aigiie et chronique) (Karimi et al., 2021 ; Imfeld et al., 2021).
Afin de positionner les traitements et de réaliser une application raisonnée des fongicides, les producteurs utilisent

des modeles de prévision des risques d'infection tel que RIMpro [16].

Dans l'objectif de réduire I'utilisation des produits phytosanitaires de synthése et d'avoir une alternative
plus durable pour lutter contre I'apparition de résistance chez les bioagresseurs, il est nécessaire de développer

des substances ou des produits induisant les défenses des plantes (Marolleau et al., 2017).

1.2.4.5. Stimulateurs de défense des plantes

Les stimulateurs de défense des plantes (SDP) sont des substances ou produits, naturels ou non, capables
d'induire (ou de préparer a l'induction), chez les plantes traitées, des réponses de défense conduisant a une
meilleure résistance de la plante face a des stress biotiques [4]. Un SDP est donc une molécule qui est reconnue
par la plante et déclenche des événements permettant I'expression de la résistance. Ces molécules peuvent étre
reconnues comme éliciteurs ou analogues hormonaux. Les premiers miment l'infection par un agent pathogéne :
les récepteurs cellulaires reconnaissent le SDP comme un élément d‘infection (PAMP, MAMP ou DAMP) entrainant
une stratégie défensive des plantes. Les analogues hormonaux (comme |'acibenzolar-S-méthyl - ASM) agissent

directement sur la modulation des voies de signalisation hormonale (Benhamou et Rey, 2012 ; Benejam, 2021).

Plusieurs critéres doivent étre respectés pour qu’un produit ou une substance soit défini comme un SDP :
a) ne montrer aucune activité antimicrobienne directe ; b) protéger contre une gamme d'agents pathogénes sans
spécificité ; c) activer des mécanismes de défense de I'hote similaires a ceux induits de maniére systémique apres
une activation biologique de la SAR et méme dans des tissus non confrontés au produit ou a la substance (Brisset
et al., 2000).
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Figure 4 : Schéma des étapes impliquées dans le métabolisme azoté de la plante
(Kishorekumar et al., 2020).
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Des produits a base de laminarine (polysaccharide extrait de I'algue marine, la laminaire), tel que Iodus 2®,
sont déja commercialisés pour lutter contre la tavelure sur pommier [17]. Des études montrent que I'acibenzolar-
S-méthyl (ASM), un analogue de I'acide salicylique appartenant a la famille des benzothiadiazoles (BTH), permet
de limiter le développement de V. inaequalis. L'ASM est donc reconnu par les récepteurs de I'acide salicylique
(notamment SABP2) grace a son homologie avec ce dernier. Ainsi, il favorise I'induction de défenses dont la
synthése de protéines PR, permettant de protéger de nombreuses especes végétales contre un large spectre
d'agents pathogéenes (Benejam, 2021) .Bengtsson et al. (2008) ont réalisé un traitement a I’ASM deux jours avant
I'inoculation par V. inaequalis et ont observé une réduction du pourcentage de germination des conidies de 30 %
trois jours apres l'inoculation en comparaison avec un témoin traité a I'eau. En France, plusieurs spécialités
commerciales existent pour I’ASM, notamment Bion 50 WG® ou Bion MX®, Azcenzae®, Peon WG® ou bien Ressivi

Tournesol®, cependant aucun n’est homologué sur fruits a pépins [18].

Gaucher et al. (2022) ont montré l|'efficacité de protection du phosphonate de potassium (produit
commercial : Soriale®) sur plusieurs bioagresseurs du pommier dont V. inaequalis, en conditions semi-controlées.
En effet, le phosphonate de potassium permet un taux de protection allant de 40 a 75 % contre la tavelure. Ce

produit posséde une activité biocide en plus d’une activité de stimulateur de défense des plantes.

Cependant, malgré ces efficacités de protection démontrées dans des conditions plus ou moins contrélées,
de nombreuses études doivent encore étre réalisées pour optimiser leur utilisation et leur efficacité afin de les
intégrer dans des itinéraires techniques et les utiliser durablement en verger. En effet, |'efficacité des SDP varie
selon plusieurs facteurs dont le génotype, I'environnement et les pratiques culturales (Marolleau et al., 2017).
Parmi ces facteurs, le statut azoté du pommier pourrait provoquer un effet différentiel d'induction des défenses

par les SDP.
1.2.4.6. La fertilisation azotée

a) L'assimilation de I'azote

L'azote (N) est un macronutriment essentiel pour la croissance et le développement des plantes. Cet
élément est un constituant des acides aminés, protéines, acides nucléiques, chlorophylles et phytohormones et
est lié a des processus physiologiques ou métaboliques tels que la photosynthése, la photorespiration, la

respiration et le cycle de I'acide tricarboxylique (TCA) (Sun et al., 2020 ; Sun et al., 2021).

Plusieurs enzymes sont impliquées dans |'assimilation de I'azote et plus particulierement des ions nitrate
(NO3") et ammonium (NH4*). Une fois absorbé par les racines, le NOs™ traverse la membrane plasmique grace a
différents types de transporteurs spécifiques. Il est ensuite réduit dans le cytosol en nitrite (NO2) par la nitrate
reductase (NR). Le nitrite, toxique pour les cellules, est rapidement réduit en ammonium par la nitrite reductase
(NiR) dans les chloroplastes ou les plastes. Ce dernier est ensuite assimilé par différentes voies via le cycle de la
glutamine synthetase/glutamine oxoglutarate aminotransferase (GS/GOGAT). L'ammonium généré par la
photorespiration et la voie de dégradation des protéines est également réassimilé par le cycle GS/GOGAT tout
comme I'ammonium prélevé directement du sol. L'excés de NOs est stocké dans les vacuoles et permet

I'osmorégulation (Sun et al., 2020) (fig. 4). L'assimilation de |'azote est interconnectée avec le métabolisme du
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carbone (C). En effet, le métabolisme primaire du carbone dépend de |'assimilation de I'azote puisqu’une
grande partie de |'azote de la plante est utilisée pour les protéines et la chlorophylle. De plus, I'assimilation de
I'azote nécessite un approvisionnement continu en énergie et en squelettes carbonés (Foyer et al., 2001). Une
carence en azote entraine alors une limitation de la croissance et du développement des plantes (Sun et al.,
2021). Lorsque I'azote est limitant chez les plantes, des changements dans |'expression de génes majeurs liés au
processus biologique du métabolisme primaire ont lieu (génes impliqués dans I'accumulation du nitrate, la
photosynthese, la détoxification de l'azote...). Ainsi, les génes liés au métabolisme primaire sont réprimés en
condition de forte limitation azotée tandis que les génes liés au métabolisme secondaire sont induits notamment
les génes de la voie de biosynthése des flavonoides impliqués dans les mécanismes de défense (Sun et al., 2021).
L'augmentation de la défense des plantes se ferait donc au détriment de la croissance suivant la théorie de la

balance croissance/défense (Fagard et al., 2014).

b) Role dans la défense des plantes

L'azote est également impliqué dans les réponses des plantes aux stress biotiques et abiotiques. En effet,
sa disponibilité peut affecter le développement des agents pathogénes ainsi que I'élicitation et le déploiement des

défenses des plantes (Sun et al., 2020).

Des études sur d'autres pathosystémes ont montré des réponses différentes a la limitation azotée. En effet, la
limitation azotée peut avoir un effet bénéfique ou négatif sur le développement de I'agent pathogéne (Fagard et
al., 2014). Par exemple, une limitation azotée a 2 mM chez Arabidopsis thaliana augmente sa sensibilité a E.
amylovora, tandis que la méme limitation réduit sa sensibilité a Botrytis cinerea par rapport a une fertilisation a
10 mM (Fagard et al., 2014). Hoffland et al. (2000) ont montré qu’un apport élevé en azote chez la tomate
conduit a une sensibilité accrue vis-a-vis de la bactérie Pseudomonas syringae pv tomato ainsi qu‘a 'oidium causé
par Oidium lycopersicum mais n'affecte pas sa sensibilité a I'agent du flétrissement Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici.

Sur la variété ‘Golden Delicious’ une nutrition azotée de 13 g/arbre/an a augmenté l'indice de maladie de
V. inaequalis de 45,8 % tandis qu’une nutrition azotée de 3,6 g/arbre/an I'a diminuée a 18,4 % (Rihmann et al.,
2002). Comme vu précédemment I'augmentation du rapport C/N, liée a une limitation en azote, provoque
I'augmentation de composés phénoliques, facteurs de résistance importants, et plus particulierement ceux du

métabolisme des phényl-propanoides (Rihmann et al., 2002).

Des études ont également montré des effets différents sur la résistance aux maladies selon les formes
d'azote apportées : ammonium (NH4*) ou nitrate (NOs°), s'expliquant par l'utilisation de différentes voies
d'assimilation et de métabolisme (Mur et al., 2017 ; Sun et al., 2020). Ainsi, une augmentation des symptomes
de pourriture racinaire par Rhizoctonia solani sur betteraves a sucre a été observée aprés une nutrition en NH4*,
Cette nutrition augmente la teneur en sucres, en acides aminés apoplastiques ainsi qu’en GABA (acide gamma-
aminobutyrigue), augmentant alors la disponibilité de nutriments pour le pathogéne. A l'inverse, une nutrition en
NOs™ chez la tomate conduit a une résistance accrue a P. syringae pv tomato, grace a une augmentation de la

synthése de polyamines, connues pour augmenter la résistance des plantes (Mur et al., 2017).
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Figure 5 : Boxplot de la distribution de la sévérité relative du feu bactérien 21 jours aprés inoculation
d’Erwinia amylovora chez des semis de Gala soumis a différents régimes azotées (situation de confort
en azote ou de limitation en azote pendant 12j : Ante et Post) et de traitement (eau ou Bion®). Les
traitements ont été effectués soit avant un retour en confort azoté (Ante) soit aprés (Post). ANOVA a un
facteur et test de Tukey (a=0,05) 2 a 2 sur le facteur modalité (NxBion®) avec classement par groupes
(n = 3). Les lettres différentes au-dessus des boxplots indiquent des différences significatives. Les
losanges gris représentent la moyenne pour chaque modalité et les points noirs représentent la
distribution des individus. Les pourcentages indiquent I'efficacité de protection du Bion par rapport a la

modalité traitée a I'eau pour chaque régime azoté (These de T. Mobarak).
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1.2.4.7. L'impact des combinaisons de méthodes comme axe de recherche

L'un des projets de recherche de I'équipe ResPom porte sur la mise en place de combinaisons de leviers a
effet immunitaire afin de lutter contre les bioagresseurs sur pommier. Ce projet, intitulé CapZeroPhyto est financé
par I'’ANR (agence nationale de la recherche) via le Programme Prioritaire de Recherche (PRR) « Cultiver et
protéger autrement » et vise a proposer de nouvelles stratégies de protection des cultures chez le pommier et la
tomate par l'utilisation combinée de leviers immunitaires modulant les mécanismes de défense des plantes [19].
Chez le pommier, cing leviers immunitaires sont étudiés individuellement et en association : résistance génétique,
plantes de service, solutions de biocontrole avec une action SDP (stimulateur de défense des plantes), flashs
d’'UV-C et fertilisation azotée ; pour lutter contre ses trois principaux bioagresseurs : Venturia inaequalis

(tavelure), Erwinia amylovora (feu bactérien) et Dysaphis plantaginea (puceron cendré).

Dans I'équipe ResPom, des résultats ont déja été obtenus sur l'interaction du statut azoté et d'un
stimulateur de défense des plantes sur le feu bactérien (Thése de Térance Mobarak, en cours). Ainsi, des semis
de pommier soumis a une limitation en azote seule ou en combinaison avec un traitement au Bion® montrent une
meilleure résistance au feu bactérien comparés a des plantes traitées a I'eau et/ou en confort azoté (fig. 5).
L'application du Bion® au moment ou les plantes sont en limitation en azote (Ante12) ou bien juste aprés leur
remise en confort en azote (Post 12), améliore de maniére significative I'efficacité de protection du Bion® vis-a-

vis du feu bactérien.

1.2,5. Objectifs du stage
La problématique de ce stage est donc d'étudier I'interaction des leviers azote, SDP et génétique pour
améliorer I'immunité du pommier vis-a-vis de la tavelure. Cette étude s'inscrit dans le cadre de la thése de
Térance Mobarak, en cours, portant sur l'interactions statut azoté et SDP pour un meilleur compromis entre

productivité et immunité chez le pommier.

Afin de répondre a cette problématique, deux objectifs ont été déterminés pendant le stage. Le premier objectif
porte sur |'étude de l'effet de deux combinaisons de leviers : Combinaison 1) fertilisation azotée x SDP sur
tavelure ; Combinaison 2) fertilisation azotée x SDP x résistance génétique sur la tavelure. Pour ces deux
combinaisons, des régimes azotés contrastés sont testés afin d'étudier Iimpact du statut azoté seul et/ou en
combinaison avec le Bion® et/ou la génétique sur la protection du pommier vis-a-vis de la tavelure. La
combinaison 1 vise a vérifier que les résultats obtenus pour le feu bactérien, indiqués plus haut, sont
transposables a la tavelure. La combinaison 2 ajoute la résistance génétique a ces deux leviers. Ici 'objectif est
d'analyser si les deux premiers leviers (fertilisation azotée et SDP) ont un effet additif et/ou des interactions

positives/négatives sur I'effet des QTL de résistance a la tavelure.

Le deuxieme objectif de ce stage s'inscrit dans I'étude d’un itinéraire technique (ITK) intégrant un stimulateur de
défense des plantes : le phosphonate de potassium et plus particulierement le produit commercial Soriale®. Ici,
I'objectif est de tester un itinéraire technique permettant de réduire la pression de V. inaequalis en utilisant des
produits phytosanitaires toujours homologués aprés 2025. Cette partie du stage s'inscrit dans le cadre d'un

partenariat avec le CTIFL de la Moriniére.
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Semis Gala en perlite
Trop plein

Pompe immergée

40L solution nutritive

Figure 6 : Schéma du dispositif de culture en subirrigation pour les tests azote x SDP (Mobarak,
2022). Le bac du dessous est le bac réservoir (contenant 40L de solution nutritive) et le bac du
dessus est le bac de culture ol sont placées les 40 plantes repiquées en godets remplis de
perlite. Une pompe, gérée par un programmateur, est immergée dans le bac réservoir et
permet la subirrigation des plantes. Un systéme de trop plein situé dans le bac de culture
permet de réguler la hauteur de I'eau. Lorsque l'irrigation est terminée, une évacuation située

au fond du bac de culture permet la vidange de I'eau dans le bac réservoir.

Tableau 1 : Concentrations des différents ions composant les 2 types de solution

nutritive utilisées pour les différents régimes azotés.

Concentrations (en mM) des différents ions

Solutions nutritives
NO3H{K+|Ca2+|Mg2+|5042{P043-{EDTA-Fe|Cligo-€léments|

HN flalas|1L5 | 25 1 [ 0043 1/10000

LM 0,333,343 |375( 1 | 0,043 1/10000
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2. Matériel et méthodes

2.1. Effet de la fertilisation azotée sur I'efficacité du Bion® contre la
tavelure

2.1.1. Matériel biologique
2.1.1.1. Matériel végétal

La variété de pomme ‘Gala’ a été choisie dans cet essai pour sa sensibilité a la tavelure en plus d’étre la
deuxiéme variété la plus produite en France [20]. De plus, I'équipe ResPom dispose d’une parcelle de Gala dédiée

a I'étude de la combinaison azote x SDP.

Pour I'étude de cette interaction, 480 semis de pomme Gala issus de deux lots de pépins (2013 et 2022) ont été
utilisés. Ces lots sont issus du croisement entre la variété ‘Gala’ et un parent inconnu (pollinisation libre). Avant
semis, les pépins subissent une étape de stratification pendant laquelle les pépins sont placés a 4 °C avec une
forte humidité pendant 70 jours. Les pépins ont ensuite été semés dans des bouchons de laine de roche et irrigués
tous les deux jours pendant deux semaines d'abord a I'eau claire puis avec une eau fertilisée a demi-concentré
(annexe 1). La culture des semis a été réalisée en conditions controlées sous serre : température de 21 + 3 °C
jour, 18 °% 3 °C nuit ; lumiére (16h de jour a partir du lever du soleil avec compensation par éclairage d'appoint
lorsque le rayonnement solaire est inférieur a 200 W) ; hygrométrie oscillant entre 60 et 90%. Lorsque les
plantules ont atteint le stade 2 a 3 feuilles (environ deux semaines apres le semis), elles ont été repiquées en
godets avec perlite (substrat minéral inerte), placées par lots de 40 dans des bacs de culture en subirrigation et

ferti-irriguées deux fois par jour (a 9h et 18h) pendant 20 minutes (fig. 6).

2.1.1.2, Matériel fongique

La souche 104 de I'espéce V. inaequalis a été utilisée pour cet essai qui est la souche de référence pour

I'équipe. Cette souche a été isolée sur la variété ‘Golden Delicious’ et provient de la collection INRA d’Angers.

2.1.2. Régimes azotés et traitements testés

Jusqu’au stade 5-6 feuilles, les plantules ont d'abord été fertilisées avec une solution nutritive riche en
azote pour laquelle la seule source d'azote disponible était le nitrate (notée “HN” pour High Nitrogen a 7mM ;
tableau 1). Puis, deux régimes azotés différents ont été testés : un régime ol les plantes sont maintenues en
confort en azote (solution HN) ; un autre ol les plantes sont d’abord fertilisées avec une solution limitée (notée
« LN » pour Low Nitrogen a 0,5 mM de nitrate ; tableau 1) pendant 12 jours avant d'étre remises en confort en
azote (solution HN) pour le reste de I'essai. Les solutions nutritives ont été renouvelées tous les 10 a 12 jours
pendant I'essai afin de limiter les risques d'appauvrissement dus a l'absorption des éléments nutritifs par les
plantes ou de concentration liée a I'évaporation. Deux traitements ont été appliqués : eau osmosée ou SDP (Bion
50 WG®, 50% ASM ; Syngenta, Basel, Switzerland).

Pour les plantes soumises a une limitation en azote, le traitement a été réalisé 2 jours avant (modalité
Ante 12) ou 1 jour aprés (Post 12) leur remise en confort azoté. Afin de réaliser les traitements le méme jour

pour I'ensemble des plantes, la mise en limitation azotée des plantes sous la modalité Post 12 a été réalisée
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B Confort azoté (HN) : 7 mM NO;
M Limitation azoté (LN) : 0,5 mM NO;

“» Application eau ou Bion® 10 142
&< prélevement = 2 g
? Inoculation V. inaequalis 1') a

FRctr) g( g(
Confort N —IIIIIII
1
! 1
| 1

Post 12 &IIIHI

Ante 12 &IIIIIII

Figure 7 : Représentation du moment de I'application du traitement et de I'inoculation sur les différentes
modalités azotées testées : confort en azote et limitation azoté avec un traitement réalisé aprés (Post

12) ou avant (Ante 12) la remise en confort azoté

ial ; | - Low Nitragen Low Nitrogen
Régime azoté High Nitrogen
¢ ' Ante 12 Post12
Traltement ¥ 40 plantes ¥ 40 plantes ¥ 40 plantes
Bion®
04a/L
X 40 plantes ¥ 40 plantes ¥ 40 plantes

Figure 8 : Représentation du nombre de plante associées aux différentes modalités testées

lTabIeau 2 : Conditions climatiques appliquées en serre ou en chambre climatique a .

partir de l'inoculation et jusqu‘a la fin de I'essai

—— o e p—————

Temperature [en “C bt 3 semmnes 17°C pendant 3 semaines

oo 85 % pendant 48 h puis 70 % .

Extinction des lampss pendant
Fermeture dies rideaux pendant 3 48 h puis photopériode de 16 h
SEMaInes de jowr pendant 3 semaines par
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3 jours avant celle des plantes sous la modalité Ante 12 (fig. 7). Deux jours apres le traitement a l'eau ou au
SDP, Venturia inaequalis a été inoculé sur I'ensemble des plantes. L'essai est donc constitué de six modalités
(fig. 8) répétées deux fois. Pour une des répétitions, I'ensemble de I'essai a été réalisé sous serre alors que pour

I'autre, les plantes ont été transférées en chambre climatique juste avant l'inoculation.

2.1.2.1. Application des traitements

Comme indiqué précédemment, les plantes sont traitées au Bion 50 WG® ou a I'eau osmosée. Le Bion 50
WG® a été utilisé a une concentration de 0,4 g/L (concentration évitant des effets de phytotoxicité sur pommier).
Le Bion 50 WG® est mis en solution dans de I'eau osmosée et pulvérisé sur les jeunes feuilles a l'aide d'un

pulvérisateur manuel jusqu’a recouvrir la surface des feuilles a la limite du point de ruissellement.

2.1.2.2, Inoculation de la souche de V. inaequalis

L'inoculum a été préparé en mettant en suspension dans de I'eau osmosée les spores de V. inaequalis
présentes sur des feuilles séchées et tavelées (conservées au congélateur a -20 °C). La suspension de spores a
été ajustée a 2,5 x 10° conidies par mL et pulvérisée sur les jeunes feuilles a I'aide d'un pulvérisateur manuel
jusqu'a recouvrir la surface des feuilles a la limite du point de ruissellement. Aprés l'inoculation, les plantes ont
été recouvertes d'une bache afin de maintenir un taux d’humidité élevé. Pour favoriser la germination et le
développement des souches sur les hotes, les températures et I'hygrométrie ont été ajustées différemment selon

les répétitions en serre ou en cellule climatique (tableau 2). Les plantes ont été débachées 48 h apres I'inoculation.

2.1.2.3. Notation de symptomes

Les notations ont été réalisées sur 30 plantes pour chaque modalité. L'incidence de la maladie a été
déterminée en considérant deux classes : présence/absence de taches sporulantes, et la sévérité des symptomes
a été déterminée en notant la surface de sporulation des feuilles a I'aide d’'un score allant de 0 a 7, décrit par
Calenge et al. (2004) (fig 9). D'autres éléments ont également été notés tels que le nombre de feuilles par plante
ainsi que le nombre de feuilles tavelées et leur étage foliaire respectif. Les notations ont été réalisées a 14, 21 et
28 jours aprés l'inoculation de la tavelure. Ces notations ont été intégrées dans une AUDPC (aire sous la courbe
de progression de la maladie), permettant d’obtenir une valeur représentative de l'intensité de la maladie au
cours du temps. L’AUDPC a été calculée selon la formule suivante olu y est la sévérité au temps t pour une

succession de points de mesure i.

n=1
oy
AUDPC = z (%) (tiay — 1)

i=1
L'efficacité de protection du Bion® pour chaque modalité azotée testée a été calculée comme le
pourcentage de réduction de l'incidence de la maladie sur feuille pour les plantes traitées au Bion® par rapport a
celles traitées a I'eau. De la méme facon, I'efficacité de protection de la limitation azotée a été calculée pour les
plantes mises en limitation azotée et traitées a 'eau par rapport a celles en confort azoté. L'efficacité de la
combinaison régime azotée et Bion® a été calculée pour les plantes mises en limitation azotée et traitées au Bion®

par rapport a celles traitées a I'eau et en confort azoté.
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Classe de symptoémes

Pas de taches sporulantes

[y

Présence de taches sporulantes

Intensité de I'attaque

pas de symptémes

moins de 1%

de 1% a 5%

de 5% a 10%

de 10% a 25%

To 05% 3 B0% | % 5% 10 % 25 % 50 %

N ] .
de 50% a 75% Fig. |. Standard Diagram for assessment of Apple Scab on leaves

N~ |wW(N (L |O

de 75% a 100%

Figure 9 : Echelle de classe de symptome et d'intensité d’attaque de la tavelure sur feuilles

de pommier (source interne).

Tableau 3 : Répartition des génotypes dans les différentes modalités

HH LM Total
a b [= d e f
T1 Fii F1i7 Ti32 Ctel | PRI | PRI | Ctel | Ctel | PRI| Ctrel | PRI | PRI | Ctel | Ciel | PRI
F17 T13- 4 4 4 4 1 4 4 3 3 1 1 33
F11 Ti3+ 4 4 3 4 1 4 4 3 3 1 1 32
Ti3- 4 4 & 3 11 12 4 4 & [ 11 10 a3
F17+
T Ti3+ 4 4 & -1 7 7 4 4 4 4 7 9 BE
Ti3- 4 4 3 2 4 4 3 3 7
F17-
Fii Tiz+ | 4 [ 4| 1] 2 a | a | 1 1 21
+ T13- 4 4 3 4 [ & 4 4 ] 3 7 & &l
F17+
Ti3+ 4 4 4 3 [ 7 4 4 [ [ 3 5 [-1H]
Ti2- | 2 | 4| 4| a2z 2| 2| a]| a| a]| 2|z P
Fi7-
F11- Ti3+ 4 4 3 3 1 1 4 4 4 3 3
T13- 4 4 3 3 8 B 4 4 3 3 9 g =
F17+
Ti4 Ti3+ 4 4 3 3 9 B 4 4 3 3 a 9 70
T13- 4 4 2 2 1 4 4 2 3 26
Fi17-
Fii Tiz+ | 4 | 4| 3| =3 s | a | 2 z 25
+ T13- 4 4 3 3 [} 7 4 4 4 3 [ 7 gl
F17+
T13+ 4 4 4 3 8 il 4 4 4 4 9 g 683
Total &4 64 63 &4 | 66 1] &4 B4 b1 &2 &7 67 772
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2.1.2.4. Analyse des résultats

Afin de vérifier I'hypothese selon laquelle des différences significatives existent entre les conditions testées,
une analyse statistique est réalisée sur le score en utilisant le logiciel R (v. 4.3.1). L'homoscédasticité des
variances étant refusée (test de Bartlett) et les variables ne suivant pas une loi normale (test de Shapiro-Wilk),
le test non paramétrique de Kruskall-Wallis a donc été utilisé. Les valeurs de p-value inférieures a 0,05 sont

considérées comme significatives.

2.2. Effet de la fertilisation azotée et du génotype des individus sur
I'efficacité du Bione contre la tavelure

2.2.1. Matériel biologique
2.2.1.1. Matériel végétal

Le test portant sur l'interaction azote x SDP x génétique a été réalisé sur 772 semis agés de 6 mois issus
du croisement entre le génotype TN10-8 et la variété ‘Fiesta’ pour lesquels 4 QTLs de résistance a la tavelure ont
été identifiés (Benejam, 2021) : T1, F11, F17 et T13. L'hybride TN10-8 est issu du croisement entre les variétés
‘Reinette Clochard’ (faible sensibilité a la tavelure) et ‘Schmidt's Antonovka P.I1.172632’ (résistant a la tavelure)
et est porteur des alléles favorables aux QTLs de résistance T1 et T13. La variété ‘Fiesta’, issue du croisement
entre la variété 'Cox's Orange Pippin’ (faible sensibilité a la tavelure) et la variété ‘Idared’ (sensible a la tavelure),

porte les alleles favorables aux QTLs de résistance F11 et F17.

La sélection des 772 génotypes a été réalisée de maniére a constituer des lots d'individus combinant un
ou plusieurs alléles favorables aux QTL de résistance T1, F11, F17 et T13 (tableau 3) préalablement identifiés par
génotypage de I'ensemble de la population. Ainsi, les individus ont été répartis en 4 groupes équilibrés (pour les
4 modalités testées) en fonction des alléles favorables ou défavorables portés par chaque individu aux 4 QTL de
résistance. Trois blocs ont été constitués au sein de ces groupes mais il n’a pas été possible d’avoir une répartition
homogeéne des génotypes entre les blocs : les blocs c et f sont ainsi enrichis en individus portants I'alléle favorables
au QTL F17. Les plantes ont été placées dans des pots de 1L remplis d'un substrat composé de perlite moyenne
(40%), de tourbe blonde balte B1 (25%), de tourbe blonde baltique 5/20 (25%), de fibre de coco (10%) et
d’engrais organiques PG Mix 14-16-18 (1 Kg/m3) et disposées sur des tables de culture en subirrigation (fig. 10).

2.2.1.2, Matériel fongique

La souche 09BCZ14 (Origine : France, hote : TN10-8 x Prima progeny) de V. inaequalis a été utilisée.
Cette souche a été choisie pour sa capacité a contourner le QTL majeur de résistance présent sur le groupe de

liaison 1 de TN10-8 (QTL T1) permettant ainsi de mieux évaluer les effets des autres QTLs (Benejam, 2021).

2.2.1. Application du régime azoté
De la méme facon que pour le test portant sur l'interaction azote x SDP, deux régimes azotés ont été
appliqués. Un premier ou les plantes sont d’abord placées en limitation azotée (solution LN a 0,6 mM d'azote)
avant une remise en confort en azote (solution HN a 6,16 mM d’azote) et un deuxiéme ol les plantes sont

maintenues en confort azoté pendant tout I'essai. Contrairement a |'essai sur l'interaction azote x SDP, la source
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- ‘i:"‘ < Flants de Gala en
teme {pots de 1L)

Table de cultura

Cuve de 300 L d'sau

Figure 10 : Schéma du dispositif de subirrigation sur table de culture pour le test azote
x SDP x génétique. La cuve contient une pompe qui est raccordée a une table de culture
sur laquelle les plantes sont disposées. Lorsque I'arrosage est déclenché, la table s'inonde
durant le temps d'irrigation programmé. Ainsi, les plantes sont irriguées par bassinage.

Aprés irrigation, I'eau de la table s'écoule et retourne dans la cuve.

Tableau 4 : Teneur en engrais 0-15-40 et en ammonitrate (34,5 %) ajoutée a

la I'eau de la serre pour la fabrication des solutions nutritives utilisées pour les

Masse engrais 0-15-40 sans N {en g/fL)

Masse d"ammaonitrate 3 34,5% (en g/L)

Concentration en azote [em mM)
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d'azote disponible dans les solutions nutritives était I'ammonitrate. Les solutions nutritives ont été fabriquées a
partir d'un engrais (0-15-40) sans azote avec 15 % de phosphore et 40 % de potassium, a une concentration de

0,5 g/L et de granulés d'ammonitrate a 34,5 % a des doses différentes pour les deux régimes azotés (tableau 4).

Pour ce test, I'équipe n‘ayant pas de recul sur la durée nécessaire pour une mise en limitation azotée
effective sur des semis agés de 6 mois, des mesures ont été faites avec le Dualex® dans le but de suivre |'évolution
de la teneur en chlorophylle connue pour étre indicatrice du statut azoté. Ainsi, lorsqu’une différence de cette
teneur est apparue entre les plantes en confort azoté et celles en limitation, les traitements ont pu étre réalisés.
A la premiére date (le 01/06, noté d1), la teneur en chlorophylle de la jeune feuille déroulée au moment de la
mesure (notée F1) a été mesurée. Puis a la deuxieme date (le 09/06, noté d2), 8 jours plus tard, la teneur en
chlorophylle de cette méme feuille a été a nouveau mesurée ainsi que celle de la nouvelle feuille déroulée entre
la premiére et la deuxiéme date (notée F2). Les relevés de la teneur en chlorophylle des feuilles mesurée par le
Dualex® ont permis d’observer une différence de cette teneur, entre les conditions LN et HN, 50 jours aprés le
début de la limitation azotée. Les plantes ont ensuite été traitées a I'eau ou au Bion® 2 jours avant d'étre inoculées
avec V. inaequalis. Les plantes soumises a la limitation azotée ont été remises en confort nutritionnel 4 jours

apres leur inoculation.

2.2.2. Application des traitements
Les pommiers ont été traités avec du Bion 50 WG® utilisé a une concentration de 0,2 g/L ou de I'eau osmosée.
Le Bion 50 WG® a été préparé et les traitements effectués de la méme maniéere que pour le test d‘interaction
azote x SDP (se référer a la partie 2.1.2.1). Les traitements ont été effectués 53 jours apres la mise en limitation

azotée des plantes de la modalité LN.

2.2.2.1. Inoculation de la souche de V. inaequalis

L'inoculum a été préparé et appliqué de la méme fagon qu’‘avec le test portant sur l'interaction azote x SDP (se
référer a la partie 2.1.2.3). Apreés l'inoculation, les plantes ont été recouvertes d’une bache pour maintenir un
taux d’humidité élevé. Les conditions ont été ajustées a 15°C (+ 3 °C) et 85 % d’humidité pendant 48h. Par la

suite, les plantes ont été débachées et la température a été augmentée a 17°C.

2.2.2.2, Notation de symptomes

La sévérité des symptomes a été déterminée en notant la surface de sporulation de la feuille la plus tavelée
de chaque plante a I'aide d'un score allant de 0 a 7, décrit par Calenge et al. (2004) (fig. 9). Les notations ont

été réalisées a 14, 21 et 28 jours aprés l'inoculation de la tavelure.

L'efficacité de protection du Bion®, de la limitation azotée et de la combinaison des deux sur les différents
génotypes a été calculée de la méme maniére que pour I'essai sur l'interaction azote x SDP (partie 2.1 du matériel

et méthode) en utilisant la sévérité de la maladie sur les feuilles.
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2.2.2.3. Analyse des résultats

Afin de vérifier I'hypothése selon laquelle des différences significatives existent entre les conditions testées, une
analyse statistique est réalisée sur le score en utilisant le logiciel R (v. 4.3.1). L'homoscédasticité des variances
étant refusée (test de Bartlett) et les variables ne suivant pas une loi normale (test de Shapiro-Wilk), le test non
paramétrique de Kruskall-Wallis a donc été utilisé, Les valeurs de p-value inférieures a 0,05 sont considérées

comme significatives.

2.2.3. Analyse de biologie moléculaire
2.2.3.1. Echantillonnage

Pour les tests portant sur l'interaction azote x SDP, la plus jeune feuille déroulée a été prélevée juste avant
le traitement (JO) et Iinoculation (J+2) pour 5 a 8 plantes. Les échantillons J0 permettent d'évaluer le statut
azoté des plantes créé par la mise en limitation. Les échantillons J+2 permettent d'évaluer I'induction des défenses
des plantes par le traitement SDP. Aprés le prélévement, les feuilles sont directement déposées dans des

papillotes en aluminium et congelées dans I'azote liquide puis conservées a - 80 °C.

2.2.3.2. Extraction des ARN totaux

Afin d’extraire les ARN totaux des échantillons, les feuilles sont broyées au mortier dans I'azote liquide jusqu’'a
obtenir une poudre fine. L'extraction est réalisée sur environ 50 mg de matiére fraiche a l'aide du kit Nucleospin
RNA Plant (Macherey-Nagel) selon la procédure du fabricant. La concentration des ARN totaux a été estimée au

nanodrop. Les ARN sont conservés a 80 °C jusqu'a utilisation.

2.2.3.1. Reverse transcription

Les ADNc double brin ont été synthétisés par reverse transcription (RT) a l'aide de I'enzyme M-MLV reverse
transcriptase (Promega) sur 2 ug pour 30 uL de volume réactionnel selon les instructions du fabricant. L'efficacité
de la RT et I'absence de contamination par de I'ADN génomique (ADNg) ont été vérifiées par PCR en utilisant des
amorces ciblant un géne du facteur d'élongation (EF)-1a de part et d'autre d'un intron, amplifié par GoTag® Flexi
DNA Polymerase (M3008, Promega), selon le protocole du fabricant. Une électrophorése a ensuite été réalisée
avec les produits PCR qui ont été placés sur gel agarose 2% et soumis a une tension de 100V pendant 20 minutes
pour la migration. La révélation a été réalisée par trempage du gel pendant 15 minutes en bain de bromure
d’éthidium (BET) a 2 mg/L puis a été rincé dans un bain d’eau distillée. Les bandes d’amplicons ont été visualisées
sous UV a l'aide du systéme d'imagerie Infinity (Vilber) et comparées au SmartLadder®(Eurogentec, Seraing,

Belgique) donnant une échelle de taille de 200pb a 10kb.

2.2.3.2. Analyses qPCR

Des analyses par PCR quantitative en temps réel (qPCR) ont été réalisées pour une sélection de génes
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Figure 11 : Schéma de Il'ensemble des conditions testées pour l'essai

intégrant le Soriale® dans un itinéraire technique en PFI en verger

Tableau 5 : Traitements fongicides appliqués sur les arbres a différentes dates selon les modalités testées.

Date de héEtallEi ue Reference production Production fruitiere integrée
traitement {m" de'h'“'g“ggigh“n fruitidre intégrée aprés 2025
_ Macc80® (2 kgfha) + MSD® (& Armicart® (5 kgfha) + Thiopron®
21-mars = ka'ha) (7.3 L'ha)
24-mars C Curatic® (10 L'ha) Curatic™ (10 Lha)
27-mars c-C3 Curstio® (10 Lfha) Curatio® (10 Liha)
Delan 5C* (0,7 L'ha) + Armicarb® (5 kgfha) + Thiopron®
30-mars o Amulette® (0,5 kg/ha) (7,3 Uha) _
06-avr D3 Delan SC* (0,7 L/ha) Armicarb® Ef?l?ﬁah};;' Thicpron™
11-awr E Delan Pro® (2,5 L'ha) Armicarb” (iﬁ?k:-'?ﬁah};; Thiopron™
15-avr Fi Curatio® (10 Lfha) Curatio®™ (10 L/ha)
- |?| - i
21-awvr F2-G Delan Pro® (2,5 L'ha) Soriale® (1,5 “:?fé'}+ Thiopron™ (3
28-avr G-H Curatic® (10 L'ha) Curatio® (10 L'ha)
04-mai H Delan Pro® (2,5 L'ha) Luna Care® (3 ko'ha)
10-mai H-1 Curatic® (10 L'ha) Curatio® (10 L'ha)
_ 7] - i
12-mai I Delan Pro® (2,5 L'ha) Soriale™ (1,9 Ll-'_".llr"l_?g}"' Thiopron™ (4
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de défense présents dans la qPFD (Puce a Faible Densité quantitative) (Dugé de Bernonville et al., 2014)(annexe
2) ainsi que des génes rapporteurs du statut azoté (en cours de développement au laboratoire). Les gPCR ont été
réalisées avec un appareil Biorad CFX Maestro (Bio-Rad iQ5, Hercules, CA, USA). Les réactions gPCR sont réalisées
sur 0,15 uL d’ADNc non dilué dans un volume total de 15uL avec des couples d’amorces spécifiques a chaque
géne selon la concentration déterminée (annexe 2), et le MesaBlue MasterMix selon la procédure du fabricant

(Eurogentec, Seraing, Liége, Belgique) et 4,35 uL d'eau qualité PCR.

Les valeurs de Ct (valeur de cycle seuil) pour chaque géne ont été obtenues par la méthode de régression
de la version 3.1 du logiciel CFX Manager (Bio Rad, Hercules, CA, USA). Les réactions ont été réalisées en trois
réplicas techniques et le niveau d'expression relative calculé selon la méthode 2-22¢ (Vandesompele et al., 2002)
en utilisant 4 génes de références pour calculer les facteurs de normalisation et un des échantillons contréle

comme calibreur.

2.3. Les stimulateurs de défense des plantes : en application en
verger

2.3.1. Matériel végétal
L'essai a été réalisé au CTIFL de la Moriniére (Saint Epain, 37) et effectué sur un verger greffé avec la
variété ‘Granny Smith’ en 2008 puis surgreffé en 2016 avec la variété ‘Galaval’ (clone de Gala) et dont le porte-
greffe est Emla. Le verger est implanté sur un sol limono-argileux avec un pH de 6-7. Les arbres sont conduits
en axe vertical et ont été plantés avec un inter-rang de 4m et une distance inter-arbre de 1m. Les arbres sont

irrigués sous frondaison par micro-jet a partir du mois de mai.

2.3.1. Conduite expérimentale
Pour cet essai trois modalités sont comparées entre elles : une modalité témoin sans traitement contre la
tavelure, une modalité de référence en production fruitiere intégrée (PFI) et une modalité correspondant a un
nouvel ITK permettant de diminuer la pression de la tavelure et utilisant des produits qui seront encore utilisables

apres 2025. Quatre blocs de six arbres ont été évalués par modalités testées (fig. 11).

2.3.1.1. Itinéraire technique

Plusieurs fongicides ont été utilisés pour diminuer la pression de tavelure au cours de I'année (tableau 5).

Pour la modalité de référence en PFI (noté ref pfi), les fongicides qui ont été utilisés sont : Mac80® associé
au MSD®, Curatio®, Delan SC® seul ou associé a Amulette® et Delan Pro®. Concernant la modalité testant un ITK
efficace et utilisable aprés 2025 (noté 2025 pfi), les fongicides qui ont été appliqués sont : Armicarb® associé au
Thiopron®, Curatio®, Soriale® associé au Thiopron® et Luna Care®. Les apports de fongicide ont été réalisés
selon les doses recommandées par les fabricants et selon I'outils d’aide a la décision RIMpro. Basé sur les relevés
météo du site, RIMpro permet d’estimer le risque d'infection par les ascospores de V. inaequalis dans le verger
en cas de non-traitement. Des informations supplémentaires sur l'itinéraire technique des parcelles concernant

les autres intrants appliqués sur la parcelle sont visibles dans I'annexe 3.
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Figure 12 : Schéma des structures fructiferes sur lesquelles les

notations sont réalisées (feuilles de pousse et feuilles de rosette)

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier |



2.3.1.2. Notation de symptomes

Pour chaque bloc et modalité, 30 structures fruitieres (fig. 12) sont choisies au hasard sur I'ensemble des
6 arbres pour lesquelles les symptomes sont évalués a la fois sur les feuilles de rosette et les feuilles de la pousse
de bourse (appelée pousse par la suite), soit 120 (30 x 4 blocs) notations par modalité et par type de feuille. Le
taux d'incidence et la sévérité relative de la maladie ont été déterminés en comptant le nombre de feuilles
présentant au moins une tache de tavelure sur le nombre de feuilles totales pour les feuilles de rosettes et de

pousses.

L'efficacité de protection de I'ITK de référence ou de I'ITK testé pour 2025 a été calculée comme le
pourcentage de réduction de la sévérité de la maladie sur feuilles de pousse et de rosette pour les plantes traitées
aux fongicides par rapport aux arbres non traités (Témoin). Les notations ont été réalisées les semaines du 22

mai et du 19 juin.

2.3.1.3. Analyse des résultats

Afin de vérifier I'hypothese selon laquelle des différences significatives existent entre les conditions testées,
une analyse statistique est réalisée sur le pourcentage moyen de feuilles infectées pour les rosettes et les pousses
en utilisant le logiciel R (v. 4.3.1). L'homoscédasticité des variances étant refusée (test de Bartlett) et les variables
ne suivant pas une loi normale (test de Shapiro-Wilk), le test non paramétrique de Kruskall-Wallis a donc été

utilisé.

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 16



Tableau 6 : Expression relative des génes de défense et génes marqueurs du statut azoté 2 jours apres le traitement Bion (Log Ratio))

Echantillons |PR4
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PR10 PPO csL BIS2 AGG FER1 NRT2.5 GPD1 SPX1 cals EFl-a SGF29 Actin NTC
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,80 1,71 0,20 -0,75[ 0,33 0,15 0,37 0,18 -1,63
-0,38 2,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
-1,70 2,44 0,12[ 0,08[ -0,25[ -0,20( -0,42
-1,16 -0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,86 -0,02 1,41 -0,54 0,36 0,27 0,18 0,98
0,00 0,00 0,00 -0,43 0,49 -0,29 -0,06 -0,96
1,59 -0,41 0,17 -0,49 0,24 -1,53
2,89 -0,51 0,06 0,09 0,45 -1,54
3,05 0,42 0,09 0,00 0,32 -1,32
0,20 -0,07 -0,73 -0,59 0,57 0,44 0,01 -1,54
1,27 0,22 -0,87 -0,70 0,56 0,77 0,13 -1,20



3. Résultats

3.1. Effet de la fertilisation azotée sur I'efficacité du Bion® contre la
tavelure

L'objectif de cet essai est de montrer I'efficacité du Bion 50 WG® sur la tavelure lorsqu'il est combiné a
différents régimes azotés (confort ou limitant) et lorsqu’il est appliqué avant ou aprés une remise en confort azoté
(ante ou post 12 jours de limitation) (partie 2.1. du matériel et méthode). Plusieurs variables ont été analysées
(pourcentage moyen de surface tavelée et incidence de la maladie pour les feuilles déroulées aprés le traitement
et pour les feuilles se situant sous la jeune feuille déroulée au moment du traitement pour les trois notations)
mais ne sont pas présentées ici car les résultats qu’elles montrent ne sont pas différents de ceux obtenus avec

I'AUDPC, variable qui prend en compte I'ensemble des notations (notations a 14, 21 et 28 jours).

Les résultats des analyses moléculaires, réalisées sur les feuilles prélevées a J+2 (soit le jour de la remise
en confort en azote pour la modalité Ante 12 et 3 jours apres pour Post 12), ont permis de montrer que les
plantes traitées au Bion® ont réagi au traitement puisque des génes marqueurs de défense sont surexprimés pour
les modalités traitées au SDP par rapport aux contréles eau. En conditions de limitation azotée (Antel2), les
génes rapporteurs du confort azoté (GDPD1 et SPX1) sont réprimés tandis que les génes rapporteurs de la
limitation (NRT2.5) sont surexprimés par rapport aux conditions de confort azoté (tableau 6). De plus, les génes
rapporteurs du confort azoté sont moins réprimés pour les modalité Post 12 pour lesquelles les plantes sont de
nouveaux en confort azoté depuis 3 jours. La limitation azotée et la remise en confort ont donc bien été percues

par les plantes.

La figure 13 montre les résultats obtenus pour I'AUDPC calulée a partir de I'échelle de symptome (de 0 a
7) attribuée aux feuilles déroulées au moment et aprés le traitement pour l'essai mené en serre (A et B) et en

chambe de culture (C et D).

Pour I'essai en serre et pour les feuilles déroulées au moment du traitement (fig. 13 A), les 2 modalités
traitées a I'eau et en limitation azotée conduisent a une réduction de la maladie par rapport a la situation de
confort en azote. Cela se traduit par des efficacités de protection de la limitation azotée de 37% pour Ante 12 et
40% pour Post 12 (tableau 7). Cependant, I'analyse statistique ne montre pas de différence significative par
rapport a la situation traitée a I'eau et en confort azoté. Quel que soit le régime azoté, I'application de Bion®
conduit a une réduction significative de I’AUDPC par rapport au traitement a I'eau. Cette réduction est beaucoup
plus marquée pour les plantes ayant subi une limitation en azote pour lesquelles I'efficacité de protection du Bion®
atteint 79% pour Ante 12 et méme 95% pour Post 12 alors qu'elle reste inférieure a 70% pour la modalité confort

en azote.

La combinaison de la limitation azotée et du traitement Bion® conduit a une trés nette réduction de I’'AUDPC
par rapport a la situation traitée a I'eau et en confort azoté avec des efficacités de protection atteignant 87%
pour Ante 12 et 97% pour Post 12.

Pour les feuilles déroulées aprés le traitement (fig. 13 B), les mémes types de résultats sont obtenus

concernant l'effet de la limitation en azote par rapport a la situation confort traitée a I'eau : réduction non
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significative de I’AUDPC et une efficacité de protection proche de 40 % (45 % pour Ante 12 et 41 % pour Post

12). Comme pour
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Figure 13 : Box plots présentant Iaire moyenne sous la courbe de progression de la sévérité de la

maladie (AUDPC) de la jeune feuille déroulée au moment du traitement (A et C) et des feuilles déroulées

aprés le traitement et I'inoculation (B et D) en serre (A et B) et en chambre climatique (C et D) en

fonction des modalités azotées (Confort N, Ante 12 et Post 12) et des traitements appliqués (eau ou

Bion®). Les losanges rouges représentent la moyenne pour chaque modalité et les points bleus/jaunes

représentent la distribution des individus. Les différentes lettres au-dessus des box plots indiquent des

différences significatives selon le test statistique de Kruskall-Wallis et Mann-Whitney (a=5 % et n=31

individus).
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les feuilles déroulées au moment du traitement, quel que soit le régime azoté, I'application de Bion® conduit a
une réduction de I'AUDPC par rapport au traitement a l'eau. Cependant, cette réduction est significative
uniquement pour la modalité Post 12. Les efficacités de protection du Bion® sont plus faibles que celles mesurées
pour les feuilles déroulées au moment du traitement et atteignent 50% pour la situation confort en azote, 55%
et 72% respectivement pour les modalités Ante 12 et Post 12. La combinaison de la limitation azotée et du
traitement Bion® conduit, comme pour les feuilles déroulées au moment du traitement, a une réduction
significative de I’AUDPC et a de fortes efficacités de protection (75 % pour Ante 12 et 83% pour Post 12) mais

qui restent toutefois inférieures a celles mesurées pour les feuilles déroulées au moment du traitement.

Pour I'essai réalisé en chambre climatique, les valeurs d’AUDPC sont globalement plus élevées que celles
mesurées pour |'essai en serre (fig. 13 C et D). Contrairement a I'essai en serre, la limitation en azote ne conduit
pas a une réduction nette de I'AUDPC quel que soit le type de feuille, ce qui se traduit par des efficacités de

protection entre 2 et 16% pour Ante 12 et de 0% pour Post 12.

En revanche, on observe bien une réduction de I'AUDPC suite au traitement Bion®, quel que soit le régime
azoté ou le type de feuille. Toutefois cette réduction n’est significative que pour les modalités en limitation azotée
(Ante 12 et Post 12) pour la feuille déroulée au moment du traitement et uniquement pour la modalité Post 12
pour les feuilles déroulées aprés le traitement. Globalement, les efficacités de protection du Bion® sont plus faibles
que celles mesurées pour I'essai en serre a I'exception de celle associée a la modalité Post 12 sur feuilles déroulées

aprés traitement.

Comme pour |'essai en serre et pour les deux types de feuilles, la combinaison de la limitation azotée et
du traitement Bion® conduit a une réduction significative de I’AUDPC. Toutefois, les valeurs d'efficacité de
protection de la combinaison restent plus faibles que celles mesurées pour I'essai en serre avec 47% et 29% pour
Ante 12, respectivement sur feuilles déroulées au moment du traitement et aprées le traitement, et 66% et 68%

pour Post 12.

Globalement, quel que soit I'essai, la modalité Post 12, pour laguelle le traitement au Bion® est appliqué
un jour apres la remise en confort en azote, conduit aux meilleurs résultats de protection par rapport a la modalité
Ante 12. De plus, l'effet positif et significatif de cette modalité sur la réduction de la maladie est maintenue dans
I'essai en chambre climatique pour lequel les efficacités de protection sont fortement réduites pour les autres
modalités. Quel que soit I'essai ou la modalité, I'effet positif du Bion® sur la réduction de la maladie s’observe
aussi bien sur les feuilles déroulées au moment ou aprés le traitement, avec un effet toutefois plus marqué pour

celles présentes au moment du traitement.

3.2. Effet de la fertilisation azotée et du génotype des individus sur
I'efficacité du Bione contre la tavelure

L'objectif de cet essai est de montrer I'impact du statut azoté du pommier lorsqu'il est combiné a un traitement

au Bion® sur plusieurs génotypes afin de lutter contre la tavelure (partie 2.2. du matériel et méthode).

Le statut azoté des plantes a été suivi par I"évaluation de la teneur en chlorophylle des jeunes feuilles

mesurée avec le Dualex® a deux dates au cours de I'essai. Le graphique 14 montre une teneur en chlorophylle
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Tableau 7 : Pourcentages d'efficacité de la limitation azotée et du Bion® seuls ou en combinaison. Les efficacités
de la limitation azotée seule et de la combinaison limitation x Bion® sont déterminées a partir de la modalité

en confort azoté traitée a I'eau. L'efficacité du Bion® est déterminée a partir du traitement eau associé a la

modalité observée. Les valeurs sont calculées a partir de I’AUDPC de l'essai en serre et de celui en chambre
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Figure 14 : (A) Valeurs moyenne (n=40) des teneurs en chlorophylle évaluées au Dualex® a
deux dates (d1 : 01/06 ; d2 : 09/06) pour les feuilles déroulées a la date d1 (F1) et celles a la date
d2 (F2) de plantes en conditions de limitation (LN) ou confort (HN) en azote. (B) Différences de
teneur en chlorophylle entre les 2 dates de mesures pour la feuille F1 et entre les 2 types de feuilles

a la date d2. Les barres correspondent a l'intervalle de confiance sur la moyenne.
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nettement plus faible a la deuxiéme date pour les jeunes feuilles déroulée a la date d1 (notées F1), pour les
plantes en condition limitante en azote comparées a celles en confort azoté. L'effet de la limitation azoté sur la
diminution de la teneur en chlorophylle est confirmée et méme amplifiée sur les jeunes feuilles (F2) déroulées
lors de la deuxieme date de mesure (d2) (fig.14 A). Les calculs de variation des teneurs en azote confirment ces
résultats (fig. 14 B) Ainsi, ce différentiel a permis de valider le changement de statut azoté des pommiers entre

les deux modalités, permettant de réaliser les traitements.

Les graphiques (fig. 15) présentent la sévérité de la maladie sur la feuille déroulée lors du traitement 21
jours aprés l'inoculation pour I'ensemble des individus, en fonction des alléles favorables ou défavorables pour
chacun des QTLs de résistance a la tavelure (QTL T1, F11, F17 et T13) et selon les régimes azotés et les

traitements appliqués.

La figure 15 A montre les résultats obtenus pour les scores moyens des individus portant un allele favorable
(T1+) ou défavorable (T1-) au QTL T1. L'efficacité de protection par la limitation azotée atteint 25 % pour les
individus T1+ et 29 % pour les individus T1-. Cependant, la diminution est significative seulement pour les
individus T1- comparée aux individus en confort azoté et traités a I'eau. En confort azoté, les analyses statistiques
montrent une diminution significative de la sévérité de la maladie pour les individus T1+ et T1- lorsqu'ils sont
traités au Bion® (48% d’efficacité de protection). En limitation azotée, I'efficacité de protection du Bion® atteint
40 % pour les individus T1+ et 27 % pour les individus T1-. Pour les deux classes de génotypes, la combinaison
de la limitation azotée et du traitement au Bion® permet une diminution de la sévérité significativement différente
de la modalité en confort azotée et traitée a I'eau, mais n'offre pas de protection supérieure a I'effet du Bion®

seul.

La figure 15 B montre les résultats obtenus pour la sévérité de la maladie des individus portant un alléle
favorable (F11+) ou défavorable (F11-) au QTL F11. Pour les modalités traitées a I'eau, I'efficacité de protection
par la limitation azotée atteint 22 % pour les individus F11+ et 29 % pour les individus F11-. Ces derniers
montrent une diminution significative de la sévérité comparée aux individus F11- en confort azoté et traités a
I'eau. En condition de confort, I'application du Bion® permet une diminution significative de la sévérité et une
efficacité de protection respectivement de 50 % et 48 % pour les individus F11+ et F11-. Cependant, en
conditions de limitation en azote, I'efficacité du Bion® n’atteint que 28 % pour les individus F11+ et 36 % pour
les individus F11- et la diminution de la sévérité n'est significative que pour les individus F11-. Pour les deux
classes de génotypes, la combinaison de la limitation azotée et du traitement au Bion® permet une diminution de
la sévérité significativement différente de la modalité en confort azotée et traitée a I'eau mais n'offre pas de

protection supérieure a I'effet du Bion® seul.

La figure 15 C montre les résultats obtenus pour la sévérité de la maladie des individus portant un alléle
favorable (F17+) ou défavorable (F17-) au QTL F17. Pour les modalités traitées a I'eau, I'efficacité de protection
de la limitation azotée atteint 38 % pour les individus F17+ et 11 % pour les individus F17-. Ainsi, une diminution
significative de la sévérité de la maladie est observée pour F17+ comparée a ceux en confort azoté et traités a
I'eau. En condition de confort, I'application du Bion® permet une diminution significative de la sévérité et une
efficacité de protection de 52 % et 42 % pour les individus F17+ et F17- respectivement. En condition de limitation

azotée, l'efficacité du Bion® atteint 39 % pour les individus F17+ et 29 % pour les individus F17- et la diminution
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Figure 15 : Sévérité moyenne de la maladie a 21 jours apreés l'inoculation pour I'ensemble des individus

portant des alléles favorables (+) ou défavorables (-) pour chacun des QTLs de résistance a la tavelure
(QTLT1, F11, T13, F17) en fonction des différents régimes azotés (HN : High Nitrogen, LN : Low Nitrogen)

et des traitements appliqués (eau ou Bion®). Les différentes lettres au-dessus des box plots indiquent des

différences significatives selon le test statistique de Kruskall-Wallis et Mann-Whitney (a=5 % et n: 59 a

134, moyenne des scores +/- intervalle de confiance).
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de la sévérité est significative pour les deux alléles comparée aux individus en limitation azoté et traités a I'eau.
Pour les deux classes de génotypes, la combinaison de la limitation azotée et du traitement au Bion® permet une
diminution de la sévérité significativement différente de la modalité en confort azotée et traitée a I'eau mais

n'offre pas de protection supérieure a I'effet du Bion® seul.

La figure 15 D montre les résultats obtenus pour la sévérité de la maladie des individus portant un allele
favorable (T13+) ou défavorable (T13) au QTL T13. Pour les modalités traitées a |'eau, I'efficacité de protection
de la limitation azotée atteint 37 % pour les individus T13+ et 16 % pour les individus T13- (tableau 8). Ainsi,
une diminution significative de la sévérité de la maladie est observée pour T13+ comparée a ceux en confort
azoté et traités a I'eau. En condition de confort, I'application du Bion® permet une diminution significative de la
sévérité et une efficacité de protection respectivement de 63 % et 34 % pour les individus T13+ et T13-. En
condition de limitation azotée, I'efficacité du Bion® atteint 28 % pour les individus T13+ et 37 % pour les individus
T13- et la diminution de la sévérité est significative pour les deux alléles comparée aux individus en limitation
azoté et traités a I'eau. Pour les deux classes de génotypes, la combinaison de la limitation azotée et du traitement
au Bion® permet une diminution de la sévérité significativement différente de la modalité en confort azotée et

traitée a I'eau mais n’offre pas de protection supérieure a I'effet du Bion® seul.

En résumé, quelles que soit la modalité observée, la sévérité est significativement diminuée chez les
individus portant l'alléle favorable pour les QTL T1 et F17 par rapport aux individus portant les alléles
défavorables. Tandis que pour les QTL F11 et T13, les résultats ne montrent pas de différence significative entre
les individus portant I'alléle favorable ou défavorable a ces QTLs pour certaines modalités. Cependant I'efficacité
de protection reste la plus élevée avec les alléles favorables a ces QTLs. L'efficacité de protection par la limitation
azotée est plus élevée chez les individus portant les alléles défavorables pour les QTL T1 et F11 comparée aux
individus portant les alléles favorables. Le résultat inverse est observé pour les QTLs F17 et T13. La limitation
azotée montre une efficacité de protection plus élevée chez les individus portant les alléles favorables pour ces

deux QTLs comparés aux individus portant les alléles défavorables.

La figure 16 montre la sévérité de la maladie pour les différentes combinaisons alléliques aux 4 QTLs de
résistance (= 16 classes de génotypes) en fonction des différents régimes azotés (HN et LN) et traitements
appliqués (eau et Bion®). Pour ces données, les analyses statistiques sont en cours de réalisation. Comme
attendu, les individus ne possédant aucun alléle favorable aux QTLs de résistance sont ceux présentant la sévérité
la plus élevée. A contrario, les individus possédant I'ensemble des 4 alléles favorables aux 4 QTLs de résistance
possédent le score le plus faible. Les individus possédant un alléle favorable au QTL F17, quel que soient les
alléles aux autres QTL, semblent présenter un score plus faible que ceux ne portant pas cet alléle. L'association

des alléles favorables aux QTL T1 et T13 semble également diminuer le score.

Plusieurs situations sont visibles dans ce graphique. Tout d'abord, lors d’un traitement a I'eau ou au SDP,
certains génotypes (F17-,F11-,T1-T13-; F17- ,F11+,T1+,T13- et F17- ,F11+,T1-,T13-) ne semblent pas
présenter de différence de sévérité entre la situation confort et la limitation azotée. Ensuite, en situation
limitantes, la sévérité de la maladie de certains génotypes ne semble pas montrer de différence significative
lorsque les individus sont traités a I'eau ou au Bion® comparée a ceux de la modalité traitée a I'eau et en confort
(F17+ F11- T1- T13+ ; F17+ F11+ T1+ T13-). Dans d'autres cas, la modalité en limitation azotée et traitée a

I'eau augmente la sévérité

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 20



7.0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Score

7.0
6,0
50
4,0
30
2,0
1,0
0,0

Scorm

l J l mE3u HN

1 EEau LM

I B Bion HM

Ti3+ T13- Ti3+ Ti3- Ti3+ T13- Tiz+ Bion LM
Ti- Ti+ Ti+ Ti- T1- Ti+ Ti+
F11- Fi1- Fi1- Fli+ Fli+ Fili+ Flii+

Fi7-
BEzu HY

I I :[ EEau LM

Ti3+ T13- Ti3+ T12- Ti3+ T13- T13+ Bion LM
T1- Ti+ Ti+ T1- T1- Ti+ Ti+
F11- Fi1- Fii- Fli+ Fll+ Fli+ Fii+
Fi7+

Figure 16 : Sévérité moyenne de la maladie a 21 jours aprés l'inoculation pour I'ensemble

des individus portant des alléles favorables (+) ou défavorables (-) aux 4 QTLs de

résistance a la tavelure (QTL T1, F11, T13, F17) en fonction des différents régimes azotés

(HN : High Nitrogen, LN : Low Nitrogen) et des traitements appliqués (eau ou Bion®). n :

5 a 22, moyenne des scores +/- intervalle de confiance).
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de la maladie comparée a la modalité confort azoté et traitée a I'eau (F17- F11+ T1- T13-; F17- F11+ T1+ T13-
). En conditions limitantes en azote, les individus possédant |'alléle favorable au QTL F17 présentent une sévérité
plus faible que ceux ne portant pas cet alléle. Cette diminution de la sévérité est d'autant plus marquée si les
individus portent également I'alléle défavorable au QTL F11 (F17+ F11-). La limitation azotée est aussi efficace

que le traitement au Bion® sur la combinaison F17+ F11- T1- T13+.

3.3. Efficacité du Soriale® dans un itinéraire technique pour 2025
L'objectif de cet essai est d'intégrer le Soriale® dans un itinéraire technique utilisable en PFI aprés 2025

pour lutter contre la tavelure (partie 2.3. du matériel et méthode).

La figure 17 montre les résultats obtenus en mai et juin sur la sévérité de la tavelure sur feuilles de rosette
et feuilles de pousse, exprimées en pourcentages de feuilles tavelées par rapport a I'effectif total pour chaque
structure fructiféere phénotypée. Pour les deux dates et quelle que soit la modalité, le pourcentage moyen de
feuilles de rosette tavelées est tres faible avec des valeurs inférieures a 5% (fig. 17 A et B). En mai, les deux ITK
testés conduisent a une réduction de la sévérité de la maladie sur feuilles de rosette par rapport au témoin non
traité mais significative seulement pour I'ITK testé pour 2025 avec aucune feuille de rosette tavelée (efficacité de
protection de 100%). En juin, les valeurs moyennes de sévérité augmentent un peu par rapport au mois de mai
mais restent relativement faibles. Les deux ITK testés conduisent a une réduction significative de la sévérité sur
feuilles de rosette par rapport au témoin avec toutefois un niveau de protection plus important pour la référence
PFI (94%) que pour I'ITK testé pour 2025 (74%).

Concernant les feuilles de pousse et pour les deux dates, les pommiers non traités montrent un niveau de
sévérité de la tavelure significativement plus élevé que ceux ayant recu des traitements pour lesquels la réduction
de la sévérité de la maladie dépasse 95% en mai et oscille entre 71% (pour I'ITK testé pour 2025) et 91% (pour
I'ITK de référence) en juin (fig. 17 C et D). Aucune différence significative n'est observée en mai entre les 2 ITK
testés alors qu’en juin, le niveau de sévérité de la maladie est significativement réduit pour les arbres soumis a

I'ITK de référence par rapport a I'ITK testé pour 2025.

L'incidence de la maladie sur les rosettes et les pousses a aussi été analysée et les résultats (annexe 4) ne

montrent pas de différence avec ceux relatifs a la sévérité présentés ici.

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier RS | 21



Tableau 8 : Pourcentage d'efficacité de la limitation azotée et du Bion® seuls ou en combinaison. Les
efficacités de la limitation azotée seule et de la combinaison limitation x Bion® sont déterminées a partir de la
modalité en confort azoté traitée a I'eau. L'efficacité du Bion® est déterminée a partir du traitement eau associé
a la modalité observée. Les valeurs sont calculées a partir du score moyen a 21 jours pour les alléles favorables

et défavorables aux 4 QTLs.

Effet de protection Confort azoté Limitation azotée
De la limitation azotée - 25 %

Du Bion® 48 % 40 %

De la combinaison limitation azotée + Bion® - 55 %

De la combinaison limitation azotée + Bion® - 55 %
Du Bion® 52 % 39 %

De la combinaison limitation azotée + Bion® - 62 %

Du Bion® 63 % 28 %

De la combinaison limitation azotée + Bion® - 55 %

De la limitation azotée - 16 %

De la combinaison limitation azotée + Bion® - 47 %
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4. Discussions
Cette étude visait dans un premier temps a déterminer |'effet de combinaisons de leviers (régime azoté x
SDP et régime azoté x SDP x génotype) pour améliorer I'immunité du pommier face a I'un de ces principaux
bioagresseurs : V. inaequalis. Pour ce faire, des tests de protection, des mesures physiologiques et des analyses
de biologie moléculaire ont été réalisés. Dans un second temps, cette étude avait pour objectif d'introduire un
SDP dans un itinéraire technique utilisable aprés 2025 en PFI pour lutter contre la tavelure. Pour cela des mesures

de la sévérité de la maladie ont été faites en verger.

Les résultats des analyses statistiques sur les tests de protection pour l'interaction azote x SDP ont montré
de fortes différences de la sévérité de la maladie en fonction des conditions dans lesquelles I'essai a été mené :
serre ou chambre climatique. Effectivement, la pression de la tavelure était beaucoup plus élevée en chambre
climatique qu’en serre. Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette différence de pression de maladie, notamment,
la qualité de l'inoculum de V. inaequalis, la qualité d'application des traitements et de I'inoculum ainsi que les
conditions climatiques. Les inocula de V. inaequalis de ces deux essais ont été réalisés simultanément a partir de
deux lots de feuilles tavelées (un lot par essai) provenant de la méme expérimentation et les suspensions ont été
réalisées dans I'heure précédent l'inoculation. L'inoculation et les traitements ont été réalisés par les mémes
applicateurs, limitant les différences de pulvérisation. Ainsi, la qualité de I'inoculum et celle de I'application des
traitements et de l'inoculum ne semblent pas étre les facteurs expliquant cette différence. En revanche, comme
cité dans le matériel et méthode , les conditions climatiques étaient différentes entre les deux essais, alors que
la germination des conidies et leur sporulation sont fortement impactées par le climat (Gonzalez-Dominguez et
al., 2017). Les conditions optimales pour la germination des conidies de V. inaequalis sont une température
proche de 20 °C et une humidité relative de 94 a 99 %. Concernant sa sporulation, I'optimum est une température
située entre 15 et 20°C et une humidité relative de 90% (Gonzalez-Dominguez et al., 2017). Ces valeurs presque
similaires aux conditions climatiques appliquées en chambre, peuvent ainsi expliquer le fort différentiel de
pression de la maladie entre les deux essais. Cette forte pression de la tavelure en chambre climatique n'a pas
permis d’'observer de diminution significative ni pour le traitement par le Bion®, ni par la limitation azotée, comme
cela a été observé en serre. Afin de pouvoir observer I'effet de tous les facteurs appliqués, les conditions
climatiques en chambre climatique pourraient étre revues en abaissant I'humidité relative ou en augmentant

légérement la température afin de se rapprocher des conditions sous serre.

En chambre climatique et en serre les résultats montrent que la limitation azotée augmente I'efficacité de
protection du Bion®, notamment lorsque la remise en confort azoté est réalisée avant le traitement (Post 12)
pour les feuilles déroulées lors du traitement et aprés le traitement. Ces résultats sont donc similaires a ceux
obtenus précédemment par I'équipe sur feu bactérien. En effet, des travaux ont montré qu’une limitation azotée
de 12 jours avec une remise en confort réalisée avant le traitement permet une diminution plus marquée de la
sévérité du feu bactérien sur pommier. Afin de mieux comprendre la raison impactant le développement d’E.
amylovora, plusieurs analyses sont actuellement réalisées dans I'équipe notamment des analyses
transcriptomiques par RNAseq ainsi que des analyses élémentaires et métabolomiques. Ces mémes analyses
pourraient étre menées pour les modalités testées sur V. inaequalis. Cela permettrait de comparer les résultats
obtenus avec ceux portant sur E. amylovora et d’analyser les génes surexprimés ou sous-exprimés ainsi que les

métabolites produits en fonction des différentes modalités testées. Ainsi, I'étude de ces résultats permettra
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Figure 17 : Pourcentage moyen de feuilles de rosette tavelées a la notation en mai (A) et

juin (B) selon les différentes modalités testées (témoin, ref pfi et 2025 pfi). Les losanges

noirs représentent la moyenne pour chaque modalité et les points bleus, orange et verts

représentent la distribution des individus. Les différentes lettres au-dessus des box plots

indiquent des différences significatives selon le test statistique de Kruskall-Wallis et Mann-
Whitney (a=5 % et n : 120).
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d’éclaircir la raison pour laquelle les résultats obtenus lorsque la remise en confort azotée est réalisée avant le
traitement sont significativement diminuées comparés a une remise en confort apreés le traitement. De plus, cette
étude permettrait d'identifier les métabolites favorables au développement de V. inaequalis. I| pourrait alors étre
envisagé d'aller rechercher la présence ou l'absence de ces métabolites a partir d’extractions du liquide

apoplastique des feuilles des plantes soumises aux différentes modalités de régime azoté et de traitement.

Les résultats obtenus pour l'interaction azote x SDP x génotype indiquent, comme attendu, que la
combinaison des alléles favorables aux 4 QTLs de résistance diminuent fortement la sévérité de la maladie par
rapport aux individus ne portant aucun alléle favorable a ces QTLs. Les individus portant I'allele de résistance
favorable au QTL F17 montrent une sévérité de la maladie moins élevée comparée aux individus ne portant pas
cet alléle. L'efficacité de protection de la limitation est plus élevée chez les individus portant les alléles favorables
pour les QTL T1 et F11 comparée aux individus portant les alléles défavorables. Concernant les QTLs F17 et T13,
la limitation azotée montre une efficacité de protection plus élevée chez les individus portant les alléles

défavorables a ces deux QTLs comparés aux individus portant les alléles favorables.

Ces résultats sont cohérents avec ce qui était attendu puisque la souche de V.inaequalis utilisée contourne
I'alléle favorable au QTL T1, réduisant son efficacité de protection. De plus, des résultats similaires ont été obtenus
par Benejam (2021) sur la diminution de sévérité qui est plus importante lorsque les individus portent les alléles
favorables aux QTLs F11 et F17 et lorsqu’ils sont traités au Bion®. Les résultats obtenus sont également similaires
a ceux acquis dans l'interaction azote x SDP. En effet, |'efficacité de protection du Bion® est augmentée dans des

conditions limitantes en azote.

Ces résultats montrent en plus que la limitation azotée et le traitement au Bion® augmentent le niveau de
résistance apportés par les QTLs au sein des génotypes. Cette observation ne montre pas d‘interaction négative
entre les résistances génétiques, le traitement au Bion® et |a fertilisation azotée, comme cela a pu étre le cas sur
Brachypodium distachyon dont la résistance face a Rhizoctonia solani diminue avec un traitement a I'ASM (Kouzai
et al., 2018). Au vu des résultats obtenus, I'effet des résistances combinées est majoritairement supérieur a
I'effet des résistances individuelles et I'application du Bion® et de la limitation azotée améliore la résistance
génétique. D'aprés cela, il semblerait que I'application du Bion® combinée a une limitation azotée a un effet additif
et positif ou partiellement complémentaire sur la résistance génétique. Cette hypothése pourrait étre appuyée
par les analyses statistiques en cours, évaluant l'interaction entre les trois facteurs : génotype, modalité azotée
et SDP.

Globalement, ces résultats montrent que la combinaison de I'ensemble des facteurs étudiés permet une
meilleure protection vis-a-vis de la tavelure, que I'un ou l'autre des facteurs étudiés séparément. Il serait donc
intéressant de prendre en compte les facteurs abiotiques tels que la limitation azotée lors des recherches de QTL
de résistance. Ces résultats indiquent également que la limitation nutritionnelle est impliquée dans la réduction

de la sévérité de la maladie sur pommier. Deux hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ce phénomeéne :

1. La limitation azotée induit des génes liés au métabolisme secondaire permettant ainsi la production de
molécules impliquées dans la défense des plantes
2. La limitation azotée provoque la diminution de la production de composés azotés utilisés par les agents

pathogénes au cours de l'infection.
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La fertilisation azotée a un effet variable sur la maladie puisqu’elle renforce la défense des plantes et augmente

la disponibilité des composés azotés utilisable par les agents pathogénes.

La premiére hypothése se base sur l'induction de génes de défense par les plantes en conditions de
limitation azotée. Une étude a montré que les plantes cultivées en limitation azotée et traitées au Bion® ont un
niveau réduit d'enzymes associées a la défense, notamment les chitinases et les chitosanases (appartenant au
groupe des protéines liées a la pathogénése - PR) ainsi que les peroxydases (impliquées dans les réactions
d’hypersensibilité - HR), comparé aux plantes cultivées en confort azoté. Il a aussi été observé qu’une limitation
azotée diminue le niveau de polyamines, composé connu pour augmenter la résistance des plantes via le
déclenchement de la mort cellulaire programmée. Cependant, d'autres études émettent I'nypothése qu'il y aurait

un compromis entre la croissance et la défense des plantes (Dietrich et al., 2004, Farjad et al., 2018).

La deuxieme hypothése se base donc sur le fait que la limitation azotée réduit la disponibilité de composés
azotés pouvant étre utilisés par la tavelure. En effet, le succes de la colonisation par I'agent pathogéne dépend
de sa capacité a récupérer les nutriments de I'héte. En condition de confort nutritionnelle, les plantes contiennent
suffisamment de nutriments permettant alors a I'agent pathogene de se développer. Cependant, en condition
limitante, la disponibilité de ces molécules semble étre diminuée notamment la concentration d'acides aminés
dans I'apoplasme et d'autres molécules de faibles poids moléculaires (Tavernier et al., 2007). La réduction du
développement des agents pathogénes expliquée par une réduction de la disponibilité dans la plante de |'utilisation
des composés azotés semble étre un phénoméne prédominant pour les agents pathogénes biotrophes et
hémibiotrophes (Tavernier et al., 2007). Venturia inaequalis étant un champignon hémibiotrophe, il est fort

probable que I'hypothése 2 refléte I'interaction entre I'agent pathogéne et la plante en limitation azotée.

Les résultats obtenus sur l'interaction azote x SDP x génotypes montrent aussi que les feuilles déroulées
apres le traitement et la remise en azote présentent une AUDPC plus faible lorsqu’il y a eu un traitement au Bion®
et une limitation azotée et plus particuliérement lorsque la remise en confort azoté est réalisée avant le traitement
(Post 12). Dans I'équipe ResPom, des analyses ont été réalisées visant a démontrer la systémie du signal
d'élicitation par le Bion® sur les étages foliaires (feuilles juvéniles et enroulées et a I'état de primordia) situés au-
dessus de la derniére feuille déroulée au moment du traitement. Les résultats de I'analyse qPFD démontrent la
systémie et la persistance de Iélicitation par le Bion® cing jours aprés le traitement avec des profils d’expression
des génes de défense similaires aux feuilles traitées (données non publiées). Ainsi, au vu de ces résultats, la prise
en compte du nombre de feuilles tavelées par étage foliaire de chaque plante est une variable pertinente pour

déterminer si une systémie des traitements a lieu entre en les différents étages foliaires.

D'autres répétitions biologiques sont prévues pour |'étude de I'interaction azote x SDP x génotypes. I est
conseillé pour ces prochains tests de garder les mémes plantes pour les modalités traitées au Bion® afin de ne
pas induire un biais si des modifications physiologiques ou métaboliques ont été induites dans la plante a la suite
du traitement. En effet, il a été montré qu’un traitement a I’ASM provoqué des modifications dans H3K4me2 et
H3K4me3 ainsi que dans l'acétylation de H3 et H4 dans plusieurs promoteurs de facteurs de transcription WRKY
(Alonso et al., 2018). Pour les prochaines répétitions, il serait également pertinent de mélanger les individus des
blocs HN et LN aprés inoculation afin de limiter, s'il y en a, les effets de variation dus au placement sur les tables.

En effet, des interactions blocs étaient visibles sur le test portant sur l'interaction azote x SDP x génotypes, mais
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cet effet était majoritairement expliqué par la répartition non homogéne des génotypes au sein des blocs,

inhérente a la constitution non homogéne des blocs.

Concernant les essais portant sur l'itinéraire technique testé pour 2025 en PFI, les résultats de I'analyse
statistique ont montré que cet ITK permettait de diminuer le pourcentage de feuilles tavelées. Cependant, celui-
ci ne semble pas aussi efficace que I'ITK de référence PFI, utilisé actuellement dans les vergers de pommier. En
effet, les résultats obtenus en juin ont montré que I'ITK de référence permettait de diminuer le taux de feuilles
de pousse tavelées d'environ 90 % par rapport au témoin contre une diminution d’environ 70 % pour I'ITK testé
pour 2025 en PFI. Ce nouvel itinéraire technique permet toutefois une bonne efficacité de protection, permettant
de maintenir une faible pression de la tavelure. Ce test devra étre répéter sur plusieurs années puisque les

conditions climatiques pourraient affecter les résultats d’une année sur l'autre.

Les résultats ont montré que le pourcentage de feuille de rosette tavelées est faible quelle que soit la
modalité. En effet, peu d’évenements pluvieux ont eu lieu au moment ou les feuilles de rosette étaient les plus
sensibles (stade C jusqu'a E2). De plus, le risque de projection des ascospores n'a pas atteint le seuil de risque
extréme avant le 15 avril. Ainsi, la faible pluviométrie et la faible pression de tavelure a induit un faible
pourcentage de feuilles de rosette tavelées (annexe 5). De plus, les feuilles de rosette étant préformées, elles
ont rapidement acquis une résistance ontogénique, les rendant moins sensibles a la tavelure. Les pousses, quant
a elles, continuent de se développer toute la saison, les feuilles sont donc exposées a un risque plus élevé
d'infection par la tavelure, agent pathogéne infectant principalement les jeunes tissus. De plus, la pluviométrie a

été plus importante au mois de mai (55 mm) qu’au mois de mars et d'avril (32 mm et 51,8 mm respectivement).
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5. Conclusion et perspectives
Cette étude a permis d'analyser l'effet de la fertilisation azotée et du génotype sur I'efficacité d'un SDP
contre la tavelure, en étudiant deux combinaisons : azote x SDP et azote x SDP x génotype. L'étude portait aussi
sur l'insertion d'un SDP dans un itinéraire technique efficace et utilisable aprés 2025 pour lutter contre

V. inaequalis en verger.

Les résultats montrent que la limitation azotée réduit la sévérité des symptomes et augmente I'efficacité
de protection du Bion® contre la tavelure. Cette efficacité est la plus élevée lorsque la remise en confort est
réalisée avant le traitement au SDP. Pour la deuxiéme combinaison, les mémes résultats que la combinaison
azote x SDP sont obtenus pour la limitation azotée seule ou combinée avec I'application d'un SDP, Les individus
possédants les alléles favorables a ces 4 QTLs montrent une réduction de la sévérité des symptomes par rapport
aux individus ne possédant pas ces alléles. L'utilisation d’une souche contournant le QTL de résistance T1 montre
que les individus portant I'alléle de résistance au QTL F17 sont globalement moins malades que les individus ne
portant pas cet alléle. La combinaison de cet alléle avec I'allele favorable au QTL F17 et défavorable au QTL F11
indigue une diminution de la sévérité encore plus marquée. Ainsi, ces résultats suggérent que la limitation azotée
impacte le développement de V. inaequalis. Cela pourrait s'expliquer par une diminution de la synthése de
composés azotés utilisables par V. inaequalis lors d’une limitation azotée. Cette hypothése doit cependant étre

confirmée par des expériences complémentaires.

Concernant I'intégration du Soriale® dans un itinéraire technique utilisable aprés 2025 en PFI, les résultats
montrent que cet itinéraire ne permet pas d’obtenir un taux de protection aussi élevée que l'itinéraire technique
de référence. Cependant, son efficacité de protection reste suffisamment élevée pour limiter le développement
de la tavelure en verger. La limitation azotée est donc un facteur abiotique important a prendre en compte pour
la gestion de la tavelure du pommier. Des réductions d'apports d’engrais azotés peuvent étre mis en place pour
améliorer I'efficacité de protection des itinéraires techniques dirigés pour limiter la pression de la tavelure en

verger.

En perspective, d'autres répétitions biologiques doivent étre effectuées afin de valider les résultats
observés. De méme, I'étude des mécanismes conduisant a la réduction de la sévérité de la maladie en condition
de limitation azotée devra étre entreprise par des analyses transcriptomiques et métabolomiques. Pour répondre
aux objectifs du projet de recherche CapZeroPhyto, dont le but est |'utilisation combinée de leviers destinés a
améliorer I'immunité des cultures, cette étude pourra aussi étre menée sur d'autres SDP du pommier et d'autres
combinaisons de leviers pour améliorer I'application et I'efficacité de ces stimulateurs. Dans I'équipe, des tests
portant sur l'interaction SDP x azote x UV-C ont déja été étudié sur le feu bactérien. Cependant, les résultats ont
montré que les UV-C présentaient un taux de protection faible, par rapport a I'effet seul d’'un traitement au Bion®
ou d'une limitation azotée. La combinaison de ces trois facteurs ne montrait pas non plus d’amélioration de
I'efficacité de protection supérieur a la combinaison Bion® x azote (données non publiées). D'autres bioagresseurs
du pommier pourront aussi étre étudiés puisque la limitation azotée impacte différemment la sévérité de la

maladie sur d’autres pathosystéme

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier B8S) || 26



Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 2SS



Bibliographie

Agrios, G.N. (1988). Plant Pathology. 3rd éd., Academic Press, New York, pp. 845.

Alonso C., Ramos-Cruz D. et Becker, C. (2018). The role of plant epigenetics in biotic interactions. New
Phytologist, 221(2), 731-737.

Belete T. et Boyraz N. (2017). Critical review on apple scab (Venturia inaequalis) biology, epidemiology,
economic importance, management and defense mechanisms to the causal agent. Journal of Plant Physiology
and Pathology, 5:2.

Benejam J. (2021). Résistances du pommier a la tavelure et au feu bactérien : interactions entre les résistances
génétiques et induites par les SDP. Thése de doctorat, Université d’Angers, Angers, 260p.

Bengtsson M., Wulff E. G., Jgrgensen H. J. L., Pham A., Libeck M. et Hockenhull J. (2009). Comparative studies
on the effects of a yucca extract and acibenzolar-S-methyl (ASM) on inhibition of Venturia inaequalis in apple
leaves. European Journal of Plant Pathology, 124(2), 187-198.

Benhamou N. et Rey P. (2012). Stimulateurs des défenses naturelles des plantes : une nouvelle stratégie
phytosanitaire dans un contexte d'écoproduction durable : II. Intérét des SDN en protection des cultures.
Phytoprotection, 92(1), 24-35

Bigeard J., Colcombet J. et Hirt H. (2015). Signaling mechanisms in pattern-triggered immunity (PTI). Molecular
Plant, 8(4), 521-539.

Bowen J. K., Mesarich C. H., Bus V. G. M., Beresford R. M., Plummer K. M. et Templeton M. R. (2011). Venturia
inaequalis: the causal agent of apple scab. Molecular Plant Pathology, 12(2), 105-122.

Brisset M., Cesbron S., Thomson S. V. et Paulin J. (2000). Acibenzolar-S-methyl induces the accumulation of
defense-related enzymes in apple and protects from fire blight. European Journal of Plant Pathology, 106(6),
529-536.

Caffier V., Le Cam B., Rifai M. A., Bellanger M., Comby M., Denance C., Didelot F., Expert P., Kerdraon T.,
Lemarquand A., Ravon E. et Durel C. E. (2016). Slow erosion of a quantitative apple resistance to Venturia
inaequalis based on an isolate-specific Quantitative Trait Locus. Infection, Genetics and Evolution, 44, 541-548.

Carisse O. et Rolland D. (2004). Effect of timing of application of the biological control agent Microsphaeropsis
ochracea on the production and ejection pattern of ascospores by Venturia inaequalis. Phytopathology, 94(12),
1305-1314.

Desmyttere H., Deweer C., Muchembled J., Sahmer K., Jacquin J., Coutte F. et Jacques P. (2019). Antifungal
activities of Bacillus subtilis lipopeptides to two Venturia inaequalis strains possessing different tebuconazole
sensitivity. Frontiers in Microbiology, 10.

Didelot F., Caffier V., Orain G., Lemarquand A. et Parisi L. (2016). Sustainable management of scab control
through the integration of apple resistant cultivars in a low-fungicide input system. Agriculture, Ecosystems &
Environment, 217, 41-48.

Dietrich R. A., Ploss K. et Heil M. (2004). Constitutive and induced resistance to pathogens in Arabidopsis thaliana
depends on nitrogen supply. Plant Cell and Environment, 27(7), 896-906.

Dugé De Bernonville T., Marolleau B., Staub J., Gaucher M., et Brisset M. (2014). Using molecular tools to
decipher the complex world of plant resistance inducers: an apple case study. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 62(47), 11403-11411.

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 27



Fagard M., Launay A., Clément G., Courtial J., Dellagi A., Farjad M., Krapp A., Soulié M.-C. et Masclaux-
Daubresse C. (2014). Nitrogen metabolism meets phytopathology. Journal of Experimental Botany, 65(19),
5643-5656.

Farjad M., Rigault M., Pateyron S., Martin-Magniette M., Krapp A., Meyer C. et Fagard M. (2018). Nitrogen
limitation alters the response of specific genes to biotic stress. International Journal of Molecular Sciences,
19(11), 3364.

Ficke A., Gadoury D. M., et Seem R. C. (2002). Ontogenic resistance and plant disease management: A case
study of grape powdery mildew. Phytopathology, 92(6), 671-675.

Foyer C. H., Ferrario-Méry S. et Noctor G. (2001). Interactions between carbon and nitrogen metabolism. In:
Plant Nitrogen. Lea P. J. et Morot-Gaudry, J. F. (eds.), Springer, Berlin, pp. 237-254.

Gaucher M., Heintz C., Cournol R., Juillard A., Bellevaux C., Cavaignac S., Coureau C., Giraud M., Lemaguet J.,
Berud M., Koké E., Crété X., Lemarquand A., Orain G., et Brisset M. (2022). The use of potassium phosphonate
(KHP) for the control of major apple pests. Plant Disease, 106(12), 3166-3177.

Gonzalez-Dominguez E., Armengol J., et Rossi V. (2017). Biology and epidemiology of Venturia Species affecting
fruit crops : a review. Frontiers in Plant Science, 8.

He Z., Webster S. et He S. Y. (2022). Growth-defense trade-offs in plants. Current Biology, 32(12), R634-R639.

Heye C. C. et Andrews, J. H. (1983). Antagonism of Athelia bombacina and Chaetomium globosum to the apple
scab pathogen, Venturia inaequalis. Phytopathology, 73, 650-654.

Hoffland E., Jeger M. J. et Van Beusichem M. L. (2000). Effect of nitrogen supply rate on disease resistance in
tomato depends on the pathogen. Plant and Soil, 218, 239-247.

Imfeld G., Duplay J. et Payraudeau S. (2021). Prise en compte du stockage et de la disponibilité du cuivre dans
les sols viticoles pour en évaluer son écotoxicité. Etude et Gestion des Sols, 28, 181-185.

Jimenez M.D.C.M., Hernandez F.D., Alcald E.I.L., Morales G.G., Valdés R.A. et Reyes F.C. (2018). Biological
effectiveness of Bacillus spp. and Trichoderma spp. on apple scab (Venturia inaequalis) in vitro and under field
conditions. European Journal of Physical and Agricultural Sciences, 6(2), 7-17.

Kachroo A. et Robin G. (2013). Systemic signaling during plant defense. Current Opinion in Plant Biology, 16(4),
527-533.

Karimi B., Masson V., Guilland C., Leroy E., Pellegrinelli S., Giboulot E., Maron P. et Ranjard L. (2021). La
biodiversité des sols est-elle impactée par I'apport de cuivre ou son accumulation dans les sols vignes ? Synthése
des connaissances scientifiques. Etude et Gestion des Sols, 28, 71-92.

Lateur M. (2002). Perspectives de lutte contre les maladies des arbres fruitiers a pépins au moyen de substances
naturelles inductrices d’'une résistance systémique. Biotechnologie, Agronomie, Société Et Environnement, 6(2),
67-77.

Leser C. et Treutter D. (2005). Effects of nitrogen supply on growth, contents of phenolic compounds and
pathogen (scab) resistance of apple trees. Physiologia Plantarum, 123(1), 49-56.

Lim G. (2023). Regulation of Salicylic Acid and N-Hydroxy-Pipecolic Acid in Systemic Acquired Resistance. Plant
Pathology Journal, 39(1), 21-27.

Machardy W. E., Gadoury D. M. et Gessler C. (2001). Parasitic and Biological Fitness of Venturia inaequalis:
Relationship to Disease Management Strategies. Plant Disease, 85(10), 1036-1051.

Marolleau, B., Gaucher, M., Heintz, C., Degrave, A., Warneys, R., Orain, G., Lemarquand, A., & Brisset, M.
(2017). When a plant resistance inducer leaves the lab for the field: integrating ASM into routine apple protection
practices. Frontiers in Plant Science, 8.

Mur L. A. 1., Simpson C., Kumari A., Gupta A. K. et Gupta, K. J. (2017). Moving nitrogen to the centre of plant
defence against pathogens. Annals of Botany, 119(5), 703-709.

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 28



Muthamilarasan M. et Prasad M. (2013). Plant innate immunity: An updated insight into defense mechanism.
Journal of Biosciences, 38(2), 433-449.

Kishorekumar R., Bulle M., Wany A. et Gupta, K. J. (2020). An overview of important enzymes involved in
nitrogen assimilation of plants. In: Nitrogen metabolism in plants - Methods and Protocols. Gupta, K. J. (ed.),
Springer Science+Business Media, New York, pp. 1-13.

Kouzai Y., Noutoshi Y., Inoue K., Shimizu M., Onda Y. et Mochida, K. (2018). Benzothiadiazole, a plant defense
inducer, negatively regulates sheath blight resistance in Brachypodium distachyon. Scientific Reports, 8(1).

Remuson F., Breniaux D. et Micoud A. (2003). La tavelure des pommes (Venturia inaequalis) : comportement
aux inhibiteurs de la biosynthese des sterols (I.B.S.). In : Septieme conférence Internationale sur les maladies
des plantes, Tours, le 3-5 décembre 2003.

Rihmann S., Leser C., Bannert M. et Treutter, D. (2002). Relationship between growth, secondary metabolism,
and resistance of Apple. Plant Biology, 4(2), 137-143

Sun Y., Wang M., Mur L. A. J., Shen Q. et Guo S. (2020). Unravelling the Roles of Nitrogen Nutrition in Plant
Disease Defences. International Journal of Molecular Sciences, 21(2), 572.

Sun T., Zhang J., Zhang Q., Li X., Minji L., Yang Y., Zhou J., Qinping W. et Beibei Z. (2021). Integrative
physiological, transcriptome, and metabolome analysis reveals the effects of nitrogen sufficiency and deficiency
conditions in apple leaves and roots. Environmental and Experimental Botany, 192, 104633.

Tavernier V., Cadiou S., Pageau K., Laugé R., Reisdorf-Cren M., Langin T. et Masclaux-Daubresse C. (2007). The
plant nitrogen mobilization promoted by Colletotrichum lindemuthianum in phaseolus leaves depends on fungus
pathogenicity. Journal of Experimental Botany, 58(12), 3351-3360.

Zeier, J. (2021). Metabolic regulation of systemic acquired resistance. Current Opinion in Plant Biology, 62,
102050.

Zeng Q., Johnson K., Mukhtar S., Nason S., Huntley R., Millet F., Yang C.-H., Hassani M. A., Zuverza-Mena, N.
et Sundin W. S. (2023). Aureobasidium pullulans from the fire blight biocontrol product, Blossom Protect, induces
host resistance in apple flowers. Phytopathology.

Ressources en ligne

[1] IRIIS phytoprotection (s.d.) Glossaire. https://www.iriisphytoprotection.qc.ca/accueil/glossaire
(09/06/2023).

[2] CNRTL (s.d.). Réservoir. https://www.cnrtl.fr/definition/reservoir (consulté le 09/06/2023).

[3] Ministere de l'agriculture et de la souveraineté alimentaire (2022). Indicateur de Fréquence de Traitements
phytosanitaires (IFT). https://agriculture.gouv.fr/indicateur-de-frequence-de-traitements-phytosanitaires-ift
(consulté le 09/06/2023).

[4] Ephytia  (2020). Fiche 24 -  Stimulateurs de  Défense des  Plantes  (SDP).
http://ephytia.inra.fr/fr/C/22210/Guide-Eco-Fruits-Stimulateurs-de-Defense-des-Plantes-
SDP#:~:text=D%C3%A9finition%20%3A%20les%20stimulateurs%20de%20d%C3%A9%fense, CEB%20DT%20
N%C2%B018) (consulté le 09/06/2023).

[5] Insee (2016). Taux d'incidence. https://www.insee.fr/fr/metadonnees/definition/c1060 (consulté le
09/06/2023).

[6] INRAE (2020). Linstitut de Recherche en Horticulture et Semences. https://www6.angers-
nantes.inrae.fr/irhs/L-Institut (consulté le 20/03/2023).

[7] Ministere de I’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire (2022). Le plan Ecophyto, qu'est-ce que c'est ?
https://agriculture.gouv.fr/le-plan-ecophyto-quest-ce-que-cest (consulté le 08/03/2023).

[8] Chambres d'agriculture (s. d.). Ecophyto. https://chambres-agriculture.fr/agriculteur-et-
politigues/ecophyto/ (consulté le 08/03/2023).

[9] Food and Agriculture Organization of the United Nations (2023). https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL
(consulté le 05/04/2023).

[10] Association Nationale Pommes Poires (2023). Consommation en France.
https://lapomme.org/chiffres/consommation-en-

france#:~:text=La%20pomme%20est%20le%20fruit, reste%20va%20%C3%A0%201a%?20transformation
(consulté le 05/04/2023).

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 29


https://www.iriisphytoprotection.qc.ca/accueil/glossaire
https://www.cnrtl.fr/definition/reservoir
https://agriculture.gouv.fr/indicateur-de-frequence-de-traitements-phytosanitaires-ift
http://ephytia.inra.fr/fr/C/22210/Guide-Eco-Fruits-Stimulateurs-de-Defense-des-Plantes-SDP#:~:text=D%C3%A9finition%20%3A%20les%20stimulateurs%20de%20d%C3%A9fense,CEB%20DT%20N%C2%B018
http://ephytia.inra.fr/fr/C/22210/Guide-Eco-Fruits-Stimulateurs-de-Defense-des-Plantes-SDP#:~:text=D%C3%A9finition%20%3A%20les%20stimulateurs%20de%20d%C3%A9fense,CEB%20DT%20N%C2%B018
http://ephytia.inra.fr/fr/C/22210/Guide-Eco-Fruits-Stimulateurs-de-Defense-des-Plantes-SDP#:~:text=D%C3%A9finition%20%3A%20les%20stimulateurs%20de%20d%C3%A9fense,CEB%20DT%20N%C2%B018
https://www.insee.fr/fr/metadonnees/definition/c1060
https://www6.angers-nantes.inrae.fr/irhs/L-Institut
https://www6.angers-nantes.inrae.fr/irhs/L-Institut
https://agriculture.gouv.fr/le-plan-ecophyto-quest-ce-que-cest
https://chambres-agriculture.fr/agriculteur-et-politiques/ecophyto/
https://chambres-agriculture.fr/agriculteur-et-politiques/ecophyto/
https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL
https://lapomme.org/chiffres/consommation-en-france#:~:text=La%20pomme%20est%20le%20fruit,reste%20va%20%C3%A0%20la%20transformation
https://lapomme.org/chiffres/consommation-en-france#:~:text=La%20pomme%20est%20le%20fruit,reste%20va%20%C3%A0%20la%20transformation

[11] GreenPeace (2015). Pommes empoisonnées - Mettre fin a la contamination des vergers par les pesticides

grace a I'agriculture écologique. https://cdn.greenpeace.fr/site/uploads/2017/02/Rapport-
Pommes FR.pdf? ga=2.136743090.324064628.1680705262-989666445.1680705262 (consulté le
06/04/2023).

[12] Agreste (2021). Chiffres et données - Mai 2021, n°8 - Enquéte Pratiques phytosanitaires en arboriculture
en 2018 IFT et nombre de traitements. https://agreste.agriculture.gouv.fr/agreste-
web/download/publication/publie/Chd2108/cd2021-8 IFT-phytofruits 2018.pdf (consulté le 06/04/2023).

[13] Ephytia (2018). Venturia inaequalis (tavelure du pommier). http://ephvytia.inra.fr/fr/C/20848/Pomme-
Biologie-epidemiologie (consulté le 29/05/2023).

[14] Saudreau M. (2015). Pommier - Tavelure. https://wwwé.inrae.fr/epiarch/Pathosystemes/Pommier-
Tavelure (consulté le 06/04/2023).

[15] Phyteis (2021). La tavelure du pommier et du poirier. https://phyteis.fr/maladie/la-tavelure-du-pommier-
et-du-poirier/ (consulté le 25/07/2023).
[16] Weenat (s.d.). OAD RIMpro.

https://weenat.com/oad/rimpro/#:~:text=I1%20couvre%?20plusieurs%20maladies%2C%20comme, minimisan
t%20les%20risques%20de%20maladie. (consulté le 04/06/2023).

[17] Ephy (2022). Iodus 2 cultures spécialisées. https://ephy.anses.fr/ppp/iodus-2-cultures-specialisees
(consulté le 04/06/2023).

[18] Ephy (2022). acibenzolar-S-méthyle. https://ephy.anses.fr/substance/acibenzolar-s-methyl (consulté le
04/06/2023).

[19] EcophytoPIC (2019). Appel & Projet ANR - PPR "Cultiver et Protéger Autrement”.
https://ecophytopic.fr/recherche-innovation/prevenir/appel-projet-anr-ppr-cultiver-et-proteger-autrement
(consulté le 08/03/2023).

[20] Association Nationale Pommes Poires (2023). Production en France par variétés.
https://www.lapomme.org/chiffres/production-en-france-par-varietes (consulté le 16/08/2023).

Alexandre Soléne | Etude de leviers dans la lutte contre la tavelure du pommier 883 || 30


https://cdn.greenpeace.fr/site/uploads/2017/02/Rapport-Pommes_FR.pdf?_ga=2.136743090.324064628.1680705262-989666445.1680705262
https://cdn.greenpeace.fr/site/uploads/2017/02/Rapport-Pommes_FR.pdf?_ga=2.136743090.324064628.1680705262-989666445.1680705262
https://agreste.agriculture.gouv.fr/agreste-web/download/publication/publie/Chd2108/cd2021-8_IFT-phytofruits_2018.pdf
https://agreste.agriculture.gouv.fr/agreste-web/download/publication/publie/Chd2108/cd2021-8_IFT-phytofruits_2018.pdf
http://ephytia.inra.fr/fr/C/20848/Pomme-Biologie-epidemiologie
http://ephytia.inra.fr/fr/C/20848/Pomme-Biologie-epidemiologie
https://www6.inrae.fr/epiarch/Pathosystemes/Pommier-Tavelure
https://www6.inrae.fr/epiarch/Pathosystemes/Pommier-Tavelure
https://phyteis.fr/maladie/la-tavelure-du-pommier-et-du-poirier/
https://phyteis.fr/maladie/la-tavelure-du-pommier-et-du-poirier/
https://weenat.com/oad/rimpro/#:~:text=Il%20couvre%20plusieurs%20maladies%2C%20comme,minimisant%20les%20risques%20de%20maladie
https://weenat.com/oad/rimpro/#:~:text=Il%20couvre%20plusieurs%20maladies%2C%20comme,minimisant%20les%20risques%20de%20maladie
https://ephy.anses.fr/ppp/iodus-2-cultures-specialisees
https://ephy.anses.fr/substance/acibenzolar-s-methyl
https://ecophytopic.fr/recherche-innovation/prevenir/appel-projet-anr-ppr-cultiver-et-proteger-autrement
https://www.lapomme.org/chiffres/production-en-france-par-varietes

Annexes

LABORATOIRE

LEXPERT

SE AGRONOMIQUE ET ENVIRONNEMENTALE
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Annexe 2 : Liste des génes marqueurs de défense, rapporteurs du statut azoté et des génes de référence

ainsi que des primers pour chacun des génes.

Concentration

Annotation N° accession Noms 5
Classes Noms . Séquences amorces des amorces
fonctionnelle Malus amorces
(en nM)
Genes PR4-di | GAAGGTGCCTCTTGGTG
marqueurs PR-4 Chitinase type I,1I CN877594 200
des défenses PR4-re CGTCGGTGTCAATTTGG
PR5-di GCTTGCCTTGCGTTTGG
Protéines PR PR-5 Thaumatin like AJ243427 600
PR5-re CGTAGTCAGGTCCACCAC
Cys-di CCTCCTGATCTGCCTCCTCTTC
PR10 Proteinase inhibitor AY176584 200
Cys-re TCTGCCTGTTATACTCCTCTACCG
mdBIS-di | CCTGATTTCTTGTTTCGAGTCAC
BIS Biphenyl synthase MDP0000208899 200
Voies mdBIS-re | TTGGGACCTCAGGGTTCA
phénylpropanoides PPO-di | TGCCCGCCGCCTTCCAC
PPO Polyphénol oxidase 129450 200
PPO-re GCTCCATCGCTTTGTAGTATTTGTC
f 4 ‘ ; mdCSL-di | CACCCTGTCTGTTTCCAATCG
Voie d;s c_zstelne csL Cyste|r|1e sulfoxide AY347795 200
sulfoxides yase mdCSLre | AGCAATCTTTATCTTCTTCCCTCTC
mdAGG-di | CAGCTGCTGACCGAAATGAAAC
Agglutinine AGG Agglutinine MD10G1026620 300
mdAGG-re | TCTGACTTGGGAGACTGAGTAGAT
ACCCATTACTCATCAAGGCTGGC
FER1 | Ferritin-3, chloroplastic | MD12G1178500 200
Low nitrogen GCTGGACAGGGAGAGCTTGAGG
; AT NRT2.5-di | GGGGTGGCATGTTTTGTGGTCC
- NRT2.5 H"fh aff'”'tty irate | MDP0000266497 200
enes ransporter 2. NRT2.5-re | ACATGCGGCGGTGAAATCTCA
rapporteurs -
du statut G'Vﬁeroih%S,PhOd'ESter GDPD1-di | CCCCTCTGCACGCTCCAAGA
azoté Gopp1 | PROSPIOCESErase | Mbpo000140386 200
High nitrogen chloroplastic GDPD1-re | GGCCGCATCAGGTTGGAAGC
o - SPX-di CCAGAAGGTCTTGCAACAGCCC
spx | SPX d°ma't” Containing | ppoooos44109 200
protein SPX-re | CGCCTGTCGTCCCCATCAGA
Actin-di CAACCTCTCGTCTGTGATAATG
Actin B-actin CV151413 100
Actin-re GCATCCTTCTGTCCCATCC
cals Callose synthase 0068501 CalS-di | GATGGAAATTGGTTTGGAGAAGGG
200
Génes de CalS-re | CGCACCACCATGAAGTAATGTC
référence ’
i SGF29-di | TACTGGAAGACCCGTTTTGG
ser2g | 672 Tudor-ike 1 1111761021800 100
omain SGF29-re | CTTCCTCGTCGTCATCGAAT
EF-1a -di | ATTCAAGTATGCCTGGGTGC
EF-1a Elongation factor 1-a MD04G1011300 200
EF-1a -re | CAGTCAGCCTGTGATGTTCC
OSG)
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Annexe 3 : Complément des itinéraires techniques pour les intrants autres que les fongicides contre la
tavelure
Date PC Cible Dose (L ou kg/ha)
20-févr Penbow! + Hurricane Adventices + Mouillant 6+0,5
06-mars Amonitrate Engrais 130
16-mars Ovipron + Manica Pucerons + Chancre 20+1,5
05-avr Teppeki Pucerons 0,14
17-avr Glyphosate + Hurricane Adventices + Mouillant 4+0,5
18-avr Sunset Eclaircissage 3
24-avr Novaflor Engrais 15
24-avr Nitrate de potasse Engrais 150
28-avr Kusti Hoplocampe 0,11
04-mai Rhodofix + Exilis Eclaircissage 15+5
04-mai Movento Pucerons 1,9
11-mai Exilis Eclaircissage 5
17-mai Brevis Eclaircissage 1,8
19-mai Macc80 + Cyflodium Tavelure Secondaire + Qidium 1+0,5
23-mai Sunset Eclaircissage 3
26-mai Sigma + Cyflodium Tavelure Secondaire + Qidium 1,8+0,5
02-juin Coragen + Nimrod Carpocapse + Oidium 0,175+0,6
05-juin Nitrate de chaux Engrais 150
08-juin Sigma Tavelure Secondaire 1,8
16-juin Sigma + Nimrod Tavelure Secondaire + Qidium 1,8+0,6
22-juin Curatio Tavelure Secondaire 6
30-juin Vivacuivre Tavelure Secondaire 0,9
05-juil Sigma + Invelop Tavelure Secondaire + Brilure 0,9+25
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Incidence

0.3

0.2

0.1+

0.0

Annexe 4 : Incidence de la maladie par rosette (gauche) et par pousse (gauche) a la notation de mai et

juin selon les différentes modalités testées (témoin, ref pfi et 2025 pfi). Les différents chiffres au-dessus

Modalites

. temain
. h2025pfi
. refpfi

Mai

Juin

Incidence

1.004

0.754

e

in

=
L

0254

0.004

Modalites

. temain
. refpfi
. h2025pfi

3

Juin
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Annexe 5 : Graphique du haut représentant les conditions climatiques (pluviométrie et température) du 20
février au 19 juin 2023. Graphique du bas représentant la pression de la maladie par des valeurs d'infection
et d'éjection prédits par RIMpro du 17 mars au 14 mai 2023. Les fléches bleues représentent les traitements
préventifs et les fléches rouges les traitements curatifs qui ont été appliqués en vergers pour les deux

itinéraires techniques
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Venturia inaequalis, agent causal de la tavelure, est le principal bioagresseur sur pommier. Sa gestion
nécessite de nombreuses applications de fongicides, or, le développement de résistances et la baisse du nombre de
fongicides autorisés conduisent a développer de nouvelles stratégies de lutte efficaces et durables contre la maladie,
tel que les Stimulateurs de Défense des Plantes (SDP). Mais leur efficacité en verger peut étre diminuée par les
pratiques culturales, le climat et le génotype des plantes. Il est donc indispensable de prendre en compte ces facteurs
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montrent que la limitation azotée réduit la sévérité de la tavelure et permet d’augmenter I'efficacité de protection du
Bion®. Cette efficacité est la plus élevée lorsque la remise en confort se fait avant le traitement au SDP. De plus, peu
importe la combinaison d'alléles favorables/défavorables aux 4 QTLs observés, la limitation azotée combinée ou non
au Bion® permet de réduire la sévérité de la tavelure. Sur le Soriale®, les résultats ont montré que le nouvel ITK
testé pour 2025 ne permet pas un aussi bon controle de la tavelure que I'TTK de référence ; mais son efficacité reste
suffisante pour préserver une faible pression de la tavelure

Abstract (1600 caractéres maximum) :

Venturia inaequalis, the causal agent of scab, is the main pest on apple trees. It is controlled by a large number
of fungicide applications, however, the development of resistance and the decline in the number of available
fungicides lead to the development of new effective and sustainable strategies against the disease, like Plant
Resistance Inducer (PRI). But, their effeciveness in orchards can be reduced by cultural practices, climate and the
genotype of plants. So, it is important to take these factors into account to improve the effectiveness of PRIs. Thus,
we studied the effect of two nitrogen regimes (limited or comfort) and the genotype on the effectiveness of PRI (Bion
50 WG®) against apple scab. In addition, another PRI, Soriale was tested in orchard to validate its effectiveness in
the strategy of orchard management after 2025. The results show that nitrogen limitation reduce the severity of
scab and increase the effectiveness of protection by Bion®. This efficiency is highest when the nitrogen availability is
restored before PRI treatment. In adddition, no matter what the conbination of favorable/unfavorable alleles at the
4 QTLs observed, nitrogen limitation, conbined or not with Bion, reduces the scab severity. Concerning Soriale, the
redults show that the new strategy management tested for 2025 does not show as effectiveness as the reference for
scab control management in orchard. But, its effectiveness is sufficient to preserve low scab pressure.
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