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Résistance au chancre de l'arbre fruitier chez le pommier
Évaluation des symptômes de la maladie, analyses histopathologiques et 

RNA-Seq dans différents cultivars, variation génétique de Neonectria 
ditissima

Résumé
Neonectria ditissima (anciennement Neonectria galligena, anamorphe Cylindrocarpon 
heteronema) est l'agent causal du chancre des arbres fruitiers, qui est considéré comme 
un grave problème économique dans la production de pommes. Ce champignon est 
étroitement associé à des conditions douces et humides, et le climat a donc un impact 
important sur sa distribution géographique. Les dégâts importants sur les pommiers sont 
particulièrement fréquents, par exemple, en Europe du Nord-Ouest. Aucune résistance 
complète n'a encore été signalée. En outre, aucun gène majeur n'a encore été identifié et 
la résistance semble être contrôlée principalement par l'action additive des gènes.

Les cultivars de pommier varient significativement en termes de niveau de résistance 
partielle au chancre du pommier après inoculation artificielle de pousses détachées 
et/ou d'arbres en pots avec des macroconidies de N. ditissima. L'hybride de pommetier 
interspécifique 'Prairifire' a montré le moins de dégâts, ce qui indique que des sources 
précieuses de résistance peuvent être trouvées dans les espèces de Malus. Neonectria 
ditissima a pu être détecté dans des pommiers infectés artificiellement à l'aide d'un test 
qPCR basé sur le gène β-tubuline spécifique à l'espèce, deux mois après l'inoculation. 
Une relation positive entre la biomasse de N. ditissima et la taille des lésions induites 
par le chancre a été observée lors de la quantification dans différents cultivars. 
L'interaction entre la plante et le pathogène a été étudiée en utilisant la microscopie 
optique des tissus ligneux du pommier ; des hyphes fongiques ont été trouvés dans tous 
les types de cellules, et la formation de gel a été observée à la fois dans un cultivar 
sensible et dans un cultivar résistant, mais l'infection semble progresser plus rapidement 
dans le cultivar sensible. La variation génétique entre les différents isolats de N. 
ditissima a été étudiée à l'aide de marqueurs SSR et AFLP. Les niveaux 
comparativement faibles de différenciation génétique entre les vergers indiquent que le 
flux de gènes est important. Des analyses d'isolats à ascospores uniques provenant des 
mêmes périthèces suggèrent que ce champignon est hétérothallique et qu'il se croise 
donc. En outre, une approche génomique ciblée a été appliquée afin d'identifier les 
gènes différentiellement exprimés en réponse à l'attaque fongique sur les pommiers. Les 
données obtenues indiquent que les cultivars de pommiers inoculés par N. ditissima 
présentent une augmentation significative des gènes liés à la défense et des gènes 
impliqués dans la détoxification, les réactions liées à la peroxydase, le métabolisme des 
phénylpropanoïdes et le processus de lignification.
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système d'accouplement, qPCR, RNA-Seq, transcriptome
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1 Contexte

1.1 Pomme (Malus × domestica)

La pomme, Malus × domestica (L.) Borkh. est un membre de la famille des 
Rosacées. C'est le quatrième fruit le plus cultivé au monde après les agrumes, 
le raisin et la banane (O'Rourke, 2003 ; Khachatourians, 2002), et il est cultivé 
dans les zones tempérées et subtropicales. En raison de sa grande accessibilité, 
la pomme est également l'un des fruits à feuilles caduques les plus populaires et 
les plus consommés. Près de la moitié de la production est consommée en tant 
que fruit frais et la majeure partie du reste est transformée en jus de pomme, en 
confiture de pomme, en beurre de pomme et en sauce de pomme en conserve. 
Le charoset (relish de pommes) et les tranches de pommes déshydratées sont 
d'autres produits commerciaux importants. D'un point de vue médicinal, la 
pomme fraîche agit comme purgatif, réduit l'incidence des caries dentaires, 
prévient la constipation, fournit de l'énergie supplémentaire pour les exercices 
physiques intenses et aide à contrôler l'obésité (Bakhru, 1995).

1.1.1 Histoire et origine

Les archives historiques et les vestiges préhistoriques indiquent l'existence 
d'une culture et d'une dispersion de la pomme en Asie et en Europe il y a plus 
de plusieurs milliers d'années. Les pommes étaient largement cultivées au 
Proche-Orient près de 3000 ans avant J.-C. (Turquie, Syrie, Irak) (Hancock, 
2008) et dans l'Empire perse (Iran et au-delà) dès 500 ans avant J.-C. 
(Hancock, 2008 ; Luby et al., 2003). La culture du pommier s'est ensuite 
répandue en Europe à travers la Grèce et l'Empire romain. Les pommiers ont 
rapidement été plantés dans presque toute l'Europe et un grand nombre de 
cultivars différents ont été identifiés à la fin du siècle 18th (Hancock, 2008 ; 
Luby et al., 2003 ; Juniper et al., 1996).

À l'aide de marqueurs moléculaires, Harris et al. (2002) ont montré que le 
pommier sauvage Malus sieversii, situé en Asie centrale, est le principal 
contributeur à la pomme domestique. D'autres espèces de Malus ont également 
contribué au pool génétique, à la fois dans les temps anciens et plus récemment 
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en tant que donneurs de résistance aux ravageurs
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et les maladies. Presque tous les cultivars de pommes couramment cultivés sont 
considérés comme M. × domestica, mais certains pommetiers (Malus spp.) sont 
encore cultivés, principalement à des fins ornementales et comme donneurs de 
pollen dans les vergers commerciaux.

Aujourd'hui, la production commerciale de pommes dépasse les 70 millions 
de tonnes métriques dans le monde, les principaux producteurs étant la Chine, 
les États-Unis, la Turquie, la Pologne, l'Inde, l'Italie, l'Iran, le Chili, la France 
et la Russie (FAO, 2013 ; O'Rourke, 2003).

1.2 Chancre des arbres fruitiers (Neonectria ditissima)

Plusieurs champignons différents produisent des chancres sur les pommiers et 
réduisent à la fois le rendement et la croissance, et peuvent finalement conduire 
à la mort des arbres. Le chancre des arbres fruitiers, causé par le champignon 
Neonectria ditissima (Tul. & C. Tul.) Samuels & Rossman (Neonectria 
galligena (Bres.) Rossman & Samuels anciennement connu sous le nom de 
Nectria galligena), est l'une des maladies les plus importantes des pommiers et 
est considéré comme un grave problème économique, en particulier dans le 
nord-ouest de l'Europe (Weber, 2014 ; Rossman & Palm-Hernandez, 2008 ; 
Rossman et al., 1999).

1.2.1 Histoire et origine

Les premiers rapports sur Neonectria ditissima datent probablement d'environ 
1880, lorsque deux études sur le chancre putatif des arbres fruitiers ont été 
publiées ; Goethe (1880) et Hartig (1880) ont fait état d'une maladie similaire 
sur une sélection d'arbres à larges feuilles, en particulier la plage de cuivre. Les 
premiers stades de la formation du chancre sur pommier ont été décrits par 
Wiltshire (1921), qui a signalé que N. ditissima peut pénétrer par des fissures, 
qui se produisent au printemps lorsque les bourgeons se gonflent, après la chute 
des feuilles en automne et par des lésions produites par le champignon de la 
tavelure Venturia inaequalis. Une description détaillée de la maladie et de 
l'anatomie des lésions a été fournie par Zeller (1926), tandis que Cayley (1921) 
a décrit le cycle biologique de N. ditissima afin de faciliter l'utilisation de 
fongicides pendant les périodes de production de spores.

Le chancre du pommier, le chancre de Neonectria et le chancre européen 
sont les noms communs du chancre des arbres fruitiers. Une étude antérieure 
utilisant les polymorphismes RAPD et de l'ADN ribosomique a montré que ce 
pathogène est originaire d'Amérique du Nord (Plante et al., 2002). Neonectria 
ditissima appartient à l'embranchement des Ascomycota, à la classe des 
Sordariomycetes, à la sous-classe des Hypocreomycetidae et à l'ordre des 
Hypocreales. D'après des études phylogénétiques moléculaires et des 
informations sur la reproduction asexuée et sexuée de N. ditissima, ce 
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pathogène appartient à la famille des Nectriaceae, et Neonectria est le seul 
téléomorphe identifié et prouvé de Cylindrocarpon heteronema (Chaverri et 
al., 2011 ; Castlebury et al., 2006). Au cours des 150 dernières années, le nom 
scientifique de ce
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a changé fréquemment et actuellement, N. ditissima (Tul. & C. Tul.) Samuels 
& Rossman a pris le pas sur N. galligena (Rossman & Palm-Hernandez, 2008 ; 
Castlebury et al., 2006).

1.2.2 Répartition géographique

Le chancre des arbres fruitiers a été signalé en Australie, au Chili, en Europe, 
en Afrique du Sud, en Nouvelle-Zélande et au Japon (Weber, 2014 ; Beresford 
& Kim, 2011 ; Xu & Robinson, 2010 ; Grove, 1990). Un nombre minimum de 
jours de précipitations (> 30
%) et cinq mois par an avec des températures spécifiques (> 8 h à 11-16 °C) 
sont nécessaires pour que ce pathogène provoque un chancre sévère (Beresford 
& Kim, 2011). Les facteurs climatiques locaux ont un impact perceptible sur la 
distribution et la sévérité du chancre. Le chancre sévère apparaît fréquemment 
sur des arbres poussant sur des sols mal drainés, sur des sols présentant des 
poches mal drainées à basse altitude et sur des sols infertiles à haute altitude 
(Weber, 2014 ; Brandt, 1964). Neonectria ditissima infecte le pommier, le 
poirier (généralement moins gravement que le pommier) et de nombreux arbres 
forestiers à bois dur tels que le hêtre, le bouleau, l'érable, le tremble, le 
cognassier et le caryer (Braun & Craig, 2008 ; Farr et al., 1989 ; Flack & 
Swinburne, 1977).

1.2.3 Morphologie

Les caractéristiques morphologiques de N. ditissima sont observées sur les 
organes de reproduction asexuée, c'est-à-dire les sporodochies, les 
conidiophores et les conidies, et sur les organes de reproduction sexuée, c'est-à-
dire les périthèces, les asques et les ascospores. Les sporodochies sont 
constituées de conidiophores (Figure 1), qui sont généralement ramifiés et 
naissent du mycélium blanc à la surface de l'écorce (Figure 2) (Agrios, 1997).
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Figure 1. Sporodochie de Neonectria ditissima.
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Le stade asexué de ce pathogène, Cylindrocarpon heteronema, produit deux 
types de conidies : les macroconidies et les microconidies. Les mycéliums 
entièrement développés produisent des sporodochies à la surface des écorces 
infectées et mortes (Agrios, 1997). Les macroconidies sont ellipsoïdales ou 
cylindriques avec des extrémités arrondies, et sont produites à l'extrémité des 
conidiophores de ces sporodochies (Figure 3). Les microconidies sont plutôt 
unicellulaires et varient en forme et en taille (Ghasemkhani, 2012). Les 
macroconidies sont extrêmement infectieuses, alors que le rôle 
épidémiologique des microconidies n'est pas clair (Weber, 2014 ; Saure, 1961 ; 
Zeller, 1926).

Les périthèces, la fructification sexuelle de ce champignon, sont produits 
sur les tissus infectés. Ils sont rouge vif et de taille variable, en fonction des 
conditions environnementales et de la position sur l'écorce. Les périthèces 
peuvent être trouvés beaucoup plus tard dans l'année que les sporodochies 
(Figure 4) (Weber, 2014 ; Lortie, 1964).

Figure 2. Conidiophores d'un sporodochium produit sur de l'écorce de pommier, A : partie de 
conidiophore, B : masse densément agrégée de conidiophores.

Les asques de N. ditissima sont cylindriques et contiennent huit ascospores 
(Figure 5A) (Ainsworth & Bisby, 2011 ; Hanlin, 1971). Les ascospores sont 
bicellulaires, monoseptales et ellipsoïdales, et varient modérément en forme et 
en taille (Figure 5B). Elles sont libérées au printemps et au début de l'été, mais 
il y a aussi une courte période de décharge en automne, et peuvent se propager 
sur de longues distances (Swinburne, 1971). Les conditions climatiques, en 
particulier l'humidité, ont un impact significatif et i l  a  été rapporté que la 
libération des ascospores ne se produit pas si les feuilles ne sont pas humides 
(Wessel, 1979 ; Lortie & Kuntz, 1963 ; Wiltshire, 1921).
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Figure 3. Macroconidies de Neonectria ditissima collectées sur l'écorce d'un pommier.

Figure 4. Périthèces de Neonectria ditissima, produits pendant l'hiver. Photo : Bruce A. Watt.

Figure 5. Neonectria ditissima produit des asques dans des périthèces, A : ascospores 
bicellulaires, B : un asque avec 8 ascospores bicellulaires. Photo : Bruce A. Watt.
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1.2.4 Croissance de N. ditissima dans les tissus du pommier

Selon Crowdy (1949), les hyphes de N. ditissima attaquent les vaisseaux, les 
trachéides et les fibres du xylème, et ont également été détectés à l'intérieur des 
vaisseaux du xylème (Langrell, 2000). Les hyphes fongiques sont abondants à 
proximité des sites d'infection et deviennent moins fréquents à mesure que l'on 
s'éloigne de ces sites (Sakamoto et al., 2004). Le champignon pénètre 
également dans les tissus mous à l'extérieur du xylème. Les tissus 
périphériques peuvent être stimulés pour former une barrière de phellogène, qui 
bloque les tissus vasculaires et aide à limiter l'infection (Clatterbuck, 2006). 
Cette barrière peut s'effondrer si elle est attaquée par un grand agrégat de 
mycéliums, probablement en raison de la pression mécanique ou d'une forte 
concentration de toxines produites par le champignon. Cependant, l'hôte forme 
rapidement une nouvelle barrière de phellogène et ce processus se répète 
continuellement (Zeller, 1926). Le champignon peut également pénétrer dans 
les fibres du phloème après avoir tué les cellules vivantes par la sécrétion de 
toxines (Crowdy, 1949). Au début de l'infection, les mycéliums se développent 
à l'intérieur des cellules et se déplacent entre les cellules à travers des piqûres. 
Plus tard, les mycéliums se développent de manière intercellulaire et les hyphes 
se développent en spirale autour de petits groupes de fibres à l'intérieur des 
faisceaux (Crowdy, 1949 ; Zeller, 1926).

1.2.5 Cycle de vie et infection

Neonectria ditissima survit dans les tissus chancrés sous forme de mycélium et 
de périthèces pendant l'hiver et/ou dans d'autres conditions défavorables. 
L'infection primaire provient généralement des ascospores au printemps 
(McCracken et al., 2003 ; Welch, 1934). Lorsque la température est bien au-
dessus du point de congélation et qu'il y a suffisamment d'humidité, les 
sporodochies sont généralement produites au cours de la première année des 
nouvelles plaies du chancre. Les périthèces se développent et apparaissent 
généralement à la fin de l'été et en automne (Figure 6). Par conséquent, 
l'inoculum qui peut provoquer l'infection est disponible t o u t e  l ' année, 
sauf pendant les conditions de gel en hiver ou les périodes extrêmement sèches 
en été (Weber, 2014 ; Xu & Butt, 1994). Les spores produites par le 
champignon sont dispersées dans le même arbre et dans les arbres voisins, avec 
un pic de production des deux types de spores à 10-16 °C en automne 
(Beresford & Kim, 2011 ; Latorre et al., 2002).

La reproduction et la dissémination de ce pathogène varient cependant 
considérablement en fonction du climat. Au Chili et aux Etats-Unis, les 
périthèces sont rarement formés, et la principale source d'inoculum est 
probablement les conidies (Dubin & English, 1970 ; Crowdy, 1952). Dans le 
nord de l'Allemagne, une infection sévère peut se produire lorsque les 
périthèces sont suffisamment matures pour libérer des ascospores pendant la 
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chute des feuilles en automne (Weber, 2014). Dans les îles britanniques, la 
plupart des ascospores sont plutôt libérées au printemps (Weber, 2014 ; 
Swinburne, 1971 ; Munson, 1939).
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Figure 6. Cycle de vie du chancre des arbres fruitiers causé par N. ditissima. Figure modifiée 
d'après Agrios (1997).

La dissémination des conidies et des ascospores dépend, par exemple, des 
conditions climatiques telles que les précipitations au cours de la saison et les 
éclaboussures de pluie, du vent et de l'activité des insectes, qui sont tous 
considérés comme des porteurs. Les cicatrices foliaires en automne constituent 
les sites d'entrée les plus importants pour l'infection (Swinburne et al., 1975 ; 
Saure, 1961 ; Wiltshire, 1921). D'autres blessures, comme les fissures, les 
blessures dues au gel, les blessures dues à la taille en hiver et en été, les 
blessures causées par les insectes ou par la cueillette des fruits, et les lésions 
dues à la tavelure, peuvent également servir de sites d'entrée pour l'infection 
(Weber, 2014 ; Pijut, 2006 ; Mols & Boers, 2001 ; Dewey & Swinburne, 1995 ; 
Swinburne, 1971 ; Dubin & English, 1970 ; Kennel, 1963 ; Saure, 1961). 
Différents types de blessures, naturelles ou artificielles, sont présentes sur les 
arbres tout au long de l'année, et les spores peuvent croître et germer 
instantanément, et s'établir dans les tissus de l'écorce en 3 à 4 heures (Xu et al., 
1998 ; Brandt, 1964). Les conidies peuvent se propager pendant la saison de 
croissance à d'autres arbres et ce cycle se répète plusieurs fois.

Une étude précédente a montré que 50 et 5000 macroconidies par cicatrice 
foliaire provoquent respectivement 20% et 90% d'infection (Dubin & English, 
1970) alors que 100 macroconidies sur des plaies de taille fraîches sont 
nécessaires pour provoquer 32% d'infection (Xu et al., 1998). Parfois, les 
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blessures ne sont pas suffisamment profondes pour que l'infection soit réussie.
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la pénétration du champignon, et l'infection est limitée au cortex (Wiltshire, 
1921). Après la pénétration initiale de N. ditissima et l'établissement de 
l'infection, le cal de blessure se développe autour de la zone infectée afin 
d'empêcher la propagation de l'infection dans de nouveaux tissus.

1.2.6 Symptômes

Neonectria ditissima peut infecter des arbres de tous âges. Les premiers 
symptômes d'infection sur les branches et les tiges de pommier consistent en de 
petites taches rougeâtres foncées dans une zone entourant le site d'infection. 
Des zones en creux peuvent se développer autour des sites infectés, par 
exemple à la base des pousses, sur les cicatrices foliaires et les blessures (figure 
7A) (Crowdy, 1949).

Les grandes lésions sur les branches principales ou les tiges proviennent 
généralement d'une infection à la base des pousses latérales qui se sont 
étendues aux branches principales. L'hôte forme des barrières de phellogène 
autour des sites infectés en réponse à l'infection, ce qui provoque un 
gonflement de la zone (Beltra et al., 1969). Des crêtes concentriques sont 
observées dans le bois exposé des vieux chancres, causées par des différences 
dans le taux de croissance saisonnier du champignon et de l'hôte (Figure 7B) 
(Crowdy, 1949). Les coupes transversales des branches infectées montrent 
généralement une zone de brunissement dans le bois, et des hyphes de N. 
ditissima peuvent être détectées dans la lumière des vaisseaux du xylème 
(Weber, 2014 ; Ventura et al., 2004 ; Dewey & Swinburne, 1995). Des masses 
de spores conidiennes, ressemblant à des fructifications blanches, peuvent être 
identifiées sur les jeunes pousses cannelées en été et au début de l'automne, 
tandis que les périthèces sont reconnus comme des fructifications rouges au 
printemps, en automne et en hiver (Weber, 2014 ; Crowdy, 1949).

Neonectria ditissima peut également provoquer la pourriture des fruits, mais 
les symptômes sont rarement observés avant la récolte. Pendant le stockage, les 
symptômes peuvent se développer sur toutes les parties du fruit, et la peau de la 
zone pourrie devient brun foncé (Weber, 2014).

1.3 Gestion du chancre des arbres fruitiers

La lutte contre le chancre des arbres fruitiers est difficile car le champignon 
produit des spores tout au long de l'année et il y a toujours des sites d'entrée 
appropriés sur les pommiers pour l'infection. Une combinaison de méthodes, 
comprenant des procédures de gestion des vergers, des traitements chimiques et 
le choix de cultivars relativement résistants, est nécessaire pour maintenir la 
maladie sous contrôle, au moins partiellement. Ces procédures comprennent la 
coupe de tous les tissus infectés et le recouvrement des plaies avec un 
désinfectant d è s  q u 'un arbre infecté a été détecté lors de la taille d'hiver. Un 
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certain nombre de produits chimiques comme la pâte de Bordeaux, le Copper-
Count-N et le Cuprofix Ultra 40 ont été utilisés sur les chancres pour contrôler 
les dégâts (Cooke, 1999 ; English et al., 1979 ; Swinburne et al., 1975), de 
même que la pulvérisation des arbres avec, par exemple, de l'oxychlorure de 
cuivre (Cooke et al., 1993), mais ces produits chimiques ne sont pas autorisés 
par les autorités compétentes.
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dans un nombre croissant de pays. Scaniavital Kambium, un produit suédois 
fabriqué à partir d'une pâte naturelle dérivée du fond marin et contenant de la 
silice, du calcium et divers composants organiques, a été commercialisé pour le 
traitement du chancre des arbres fruitiers (www.nordiskalkali.se). 
Malheureusement, aucune de ces procédures de protection n'est suffisante, et il 
devient particulièrement difficile de contrôler la maladie si elle est déjà établie 
dans les jeunes arbres des vergers nouvellement plantés (Cooke, 1999 ; 
Swinburne et al., 1975).

Figure 7. A : zone creuse autour des premiers symptômes sur de jeunes branches infectées 
par N. ditissima, B : anneaux concentriques typiques d'une infection de chancre plus 
ancienne.

1.3.1 Développement de cultivars de pommes saines

Il est bien connu que les espèces de Malus et les cultivars de pommiers 
présentent des niveaux variables de résistance au chancre des arbres fruitiers 
(Sasnauskas et al., 2006 ; Kozlovskaya et al., 1999 ; Lateur & Populer, 1994 ; 
van de Weg, 1989), et certains des cultivars traditionnels de pommes à cidre 
sont comparativement résistants, de même que certains porte-greffes comme 
'M.1' et 'M.12' (Moore, 1960). Cependant, une résistance complète n'a pas 
encore été signalée (Ghasemkhani et al., 2015 ; Garkava-Gustavsson et al., 
2013 ; van de Weg, 1989 ; van de Weg, 1987) et il existe peu de programmes 
de sélection végétale axés sur le développement de génotypes de pommiers 
présentant des niveaux élevés de résistance à ce pathogène.

Le niveau de résistance est généralement associé au mode d'hérédité. La 
résistance monogénique ou oligogénique est contrôlée par un ou quelques 
gènes à effet majeur (également connue sous le nom de résistance qualitative 
ou verticale), tandis que la résistance polygénique est contrôlée par de 
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nombreux gènes dont chacun a un effet phénotypique restreint (résistance 
quantitative ou horizontale) (Balconi et al., 2012 ;
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Baker & Cook, 1974). Dans la résistance qualitative, la plupart des gènes R 
déterminés sont hérités de manière dominante, mais cela peut varier en 
fonction de l'isolat pathogène (Roelfs, 1988), du phénotype de la maladie 
(Johnson, 1992), du fond génétique ou de l'environnement (Balconi et al., 
2012). Ces gènes sont souvent spécifiques à une race, assurant une protection 
totale jusqu'à ce qu'il y ait une rupture de la résistance, comme cela s'est 
produit avec le gène Vf contre la tavelure du pommier (Bénaouf & Parisi, 2000 
; Parisi et al., 1993). Cependant, aucune résistance spécifique au gène R n'a été 
observée contre le chancre des arbres fruitiers.

En revanche, la résistance quantitative n'offre généralement qu'une 
résistance partielle (Yang et al., 1997). Le rôle de loci spécifiques dans ces 
caractères peut être étudié par l'identification et la cartographie génétique des 
QTL (quantitative trait loci) (Balconi et al., 2012 ; Talukder et al., 2004). Il est 
possible qu'un nombre limité de QTL majeurs soit impliqué dans la résistance 
au chancre du pommier (van de Weg & Jansen, 1989), et une étude plus 
récente a démontré que la résistance au chancre du pommier est contrôlée 
principalement par l'action additive des gènes (Gelvonauskiene et al., 2007).
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2 But et objectifs
La plupart des études ont été menées sur l'épidémiologie de cette maladie et il y 
a peu d'études sur la résistance de la plante hôte, alors que d'autres aspects de la 
résistance restent peu clairs. En outre, le mécanisme de résistance des cultivars 
de pommier au chancre de l'arbre fruitier est mal compris. Dans ce travail de 
thèse, la sensibilité de différents cultivars de pommiers au chancre de l'arbre 
fruitier a été étudiée. En outre, des études sur la détection, la quantification de 
ce champignon et l'interaction plante-pathogène dans des arbres infectés 
artificiellement, ainsi que sur la variation génétique du pathogène, ont été 
réalisées. La dernière étape consistait à élucider la manière dont la défense du 
pommier est affectée par ce pathogène au niveau moléculaire. Les objectifs 
plus spécifiques étaient les suivants

⮚ Déterminer les niveaux de résistance au chancre de l'arbre fruitier 
dans une collection de germoplasmes de pommiers en utilisant 
l'inoculation de spores de N. ditissima à deux reprises.
différents modèles de plantes : des pousses détachées et des arbres en pot, 
respectivement.

⮚ Détecter et quantifier la biomasse de N. ditissima dans les cultivars 
de pommes à chancre et analyser l'association entre l'ADN du 
pathogène et la biomasse de N. ditissima.
dans différents cultivars de pommes et différents niveaux de 
sévérité de la maladie.

⮚ Étudier l'ultrastructure de l'interaction plante-pathogène par 
microscopie afin d'améliorer la compréhension de la résistance 
partielle à l'azote.
ditissima.

⮚ Évaluer la variation génétique de N. ditissima entre et au sein des 
vergers de pommiers et étudier le système de reproduction à l'aide 
de SSR et d'AFLP.
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marqueurs.
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⮚ Appliquer l'analyse RNA-Seq pour identifier les gènes 
différentiellement exprimés qui peuvent aider à élucider les 
mécanismes à l'origine de la résistance.
vers N. ditissima dans le pommier.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Matériaux végétaux et fongiques

Les cultivars de pommes couramment cultivés dans les pays nordiques et 
présentant un intérêt potentiel pour les programmes de sélection ont été utilisés 
avec quelques cultivars internationaux et/ou spéciaux à d'autres égards.

Pour les expériences d'inoculation de spores sur pousses détachées, des 
pousses dormantes ont été prélevées sur des arbres du verger génétique de 
Balsgård (N 56°6′, E 14°9′), Université suédoise des sciences agricoles, dans le 
sud de la Suède, et sur un cultivar en Finlande. Les pousses ont été conservées 
au froid (+4 °C) de la collecte à quatre jours avant l'inoculation et aucun 
fongicide n'a été appliqué.

Pour les expériences d'inoculation de spores sur des arbres en pot, des 
pommiers d'un an greffés sur le porte-greffe M9 ont été produits dans une 
pépinière suédoise à partir de greffons provenant de Balsgård. Les arbres en pot 
ont été conservés dans une serre non chauffée et arrosés chaque semaine. 
Aucun fongicide ni engrais n'a été utilisé.

Pour les expériences de qPCR, l'histopathologie et l'étude de l'expression 
des gènes, des arbres d'un an ont été produits et manipulés comme décrit 
précédemment.

Pour l'étude de la variation génétique, des isolats à une seule ascospore ont 
été produits à partir de périthèces prélevés sur des chancres naturels sur des 
branches de pommiers collectées dans sept vergers du sud de la Suède et dans 
un verger en Belgique (tableau 1).

Afin de préparer la suspension de spores pour les expériences d'inoculation 
de spores, des sporodochies de N. ditissima provenant de chancres naturels sur 
des branches de pommiers ont été collectées dans les vergers de Balsgård. Les 
macroconidies de N. ditissima ont été distinguées sur la base de leurs 
caractéristiques morphologiques et une suspension de macroconidies a été 
obtenue. La concentration a été ajustée à 1×105 conidies mL-1 .

Pour les études de qPCR et d'expression génique, la suspension 
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macroconidienne, telle que décrite précédemment, a été cultivée sur un milieu 
agar (1,5 %). Le jour suivant, des
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Les macroconidies ont été cultivées sur un milieu gélosé (1,5 %) pour produire 
des sporodochies. Plus tard, les sporodochies produites ont été utilisées pour les 
suspensions de spores.

Tableau 1. Origine géographique des isolats de N. ditissima utilisés dans cette étude
Nombre de
isolats

Verger Latitude et longitude Année

3 Jonstorp, Suède (N 56°13', E 12°40') 2013

2 Julita, Suède (N 59°11', E 16°1') 2013

2 Jönköping, Suède (N 57°46' N, E 14°9') 2013

2 Kivik, Suède (N 55°41', E 14°13') 2013

26 Balsgård, Suède (N 56°6', E 14°9') 2013

3 Bjärred, Suède (N 55°43' , E 13°1' ) 2013

4 Gembloux, Belgique (N 54°34', E 4°42') 2014

2 Stockholm, Suède (N 59°19', E 18°4') 2014

Isolateur : Marjan Ghasemkhani

3.2 Estimation de la résistance à N. ditissima dans les 
cultivars de pommes

Dans la première étude (Paper I), les différences génétiques dans la résistance 
au chancre de l'arbre fruitier ont été étudiées chez 30 cultivars de pommiers, 
qui ont été examinés en utilisant des pousses coupées inoculées par blessure 
dans une serre standard pendant deux ans (2012 et 2013). Onze de ces cultivars 
de pommes ont également été inoculés dans une serre avec un contrôle 
climatique avancé (biotron) afin d'évaluer la robustesse de la méthode. Dans la 
seconde étude (Paper II), la correspondance des résultats sur la 
résistance/susceptibilité entre les années et entre deux modèles de plantes 
(pousses coupées et arbres d'un an) a été vérifiée sur 15 cultivars.

3.2.1 Procédure d'inoculation

Dans la première expérience, les pousses ont été transférées dans une serre 
standard à Balsgård et dans une serre à contrôle climatique avancé à Alnarp 
(biotron) quatre jours avant l'inoculation, et ont été placées dans des bouteilles 
en verre de 1L. Les bouteilles en verre ont été conservées sous une tente en 
plastique à Balsgård (figure 8A) et dans une chambre à Alnarp. Trois 
bourgeons axillaires de chaque pousse ont été inoculés avec la suspension de 
spores. Une gelée de pétrole blanche a été utilisée pour couvrir les plaies afin 
de les protéger immédiatement après l'inoculation (Figure 8B), et a été enlevée 
avec du papier de soie quatre jours plus tard.

Dans une deuxième étude, des arbres d'un an et des pousses coupées ont été 
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conservés dans une serre non chauffée et dans le biotron d'Alnarp, 
respectivement. Ils ont été inoculés comme décrit précédemment. Pour 
l'évaluation du pourcentage d'infection,
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une autre série d'arbres âgés d'un an a été conservée sur le terrain pendant la 
chute naturelle des feuilles. Ces arbres ont été soumis à une irrigation par 
aspersion à un régime de précipitations normal pour un automne suédois (20 
mm/jour). Plus de détails sur les procédures sont fournis dans les documents I 
et II.

3.2.2 Évaluation des données et analyse statistique

Dans la première étude (document I), la longueur des lésions a été mesurée à 
l'aide d'un pied à coulisse numérique en cinq points à des intervalles de temps 
précis : cinq jours pour les deux années dans la serre standard et dans le biotron 
en 2013 ; et sept jours dans le biotron en 2012. Au total, 90 et 120 évaluations 
ont été obtenues dans la serre standard et dans le biotron (3 et 4 pousses × 2 
répétitions dans le temps × 3 cicatrices foliaires/pousses × 5 évaluations), 
respectivement, pour chaque cultivar et chaque année.

Figure 8. A : pousses de pommier coupées sous une tente en plastique dans une serre standard à 
Balsgård, B : les blessures ont été recouvertes de vaseline blanche juste après l'inoculation.

Le niveau de résistance partielle a été quantifié de trois manières 
différentes pour les 11 cultivars évalués dans les deux installations : 
pourcentage d'infection, période d'incubation et surface sous la courbe de 
progression de la maladie (AUDPC). Des ANOVA à deux voies distinctes ont 
été calculées pour ces trois variables, les effets étant attribués au cultivar, à 
l'année, à la répétition et à l'installation. Des tests de corrélation de Pearson ont 
été effectués afin d'étudier la correspondance entre les réplicats des deux 
installations. Une série d'ANOVA à sens unique a été calculée pour les 30 
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cultivars des deux années dans la serre standard en utilisant les valeurs 
AUDPC, et un test post-hoc LSD a été effectué.
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pour comparer les cultivars. En outre, des tests de corrélation de Pearson ont 
été appliqués pour examiner la correspondance des résultats entre les années.

Dans la seconde étude (Paper II), une ANOVA à sens unique a été calculée 
pour chaque modèle de plante (pousses coupées et arbres en pots) séparément. 
Une ANOVA à deux voies a été réalisée avec l'AUDPC comme facteur 
dépendant, et le cultivar et l'année comme variables indépendantes pour les 
deux modèles de plantes, et un test de Tukey a été utilisé pour comparer les 
cultivars. Des tests de corrélation de Pearson ont été appliqués pour étudier les 
relations entre deux modèles de plantes sur deux années avec les valeurs 
AUDPC. Le pourcentage d'infection des arbres d'un an a été évalué en divisant 
la proportion de cicatrices infectées par le nombre total de cicatrices foliaires. 
Le test de corrélation de rang de Spearman a été effectué pour étudier les 
relations possibles entre l e s  deux années pour chaque modèle, et entre 
l'AUDPC et le pourcentage d'infection. Les calculs ont été effectués à l'aide de 
SAS version 9.3, Minitab version 16 et Excel.

3.3 Détection et quantification de N. ditissima par PCR 
quantitative en temps réel

Dans cette partie de la thèse (Paper III), la spécificité des paires d'amorces 
nouvellement conçues a été étudiée. Une paire d'amorces, qui a passé plusieurs 
tests de validation, a ensuite été utilisée pour quantifier la biomasse de N. 
ditissima dans les arbres à chancres de cultivars de pommiers infectés 
artificiellement.

3.3.1 Conception d'amorces et validation de la spécificité des amorces

Les paires d'amorces ont été conçues à partir d'un gène de β-tubuline en 
alignant les régions conservées au sein de N. ditissima avec les informations 
sur les séquences de différents champignons qui ont été déposées dans 
GeneBank. Plusieurs combinaisons d'amorces ont été comparées à l'aide d'une 
analyse in silico. Deux ensembles d'amorces ont été utilisés pour une 
évaluation future.

L'ADN génomique de N. ditissima a été amplifié avec les paires d'amorces 
conçues et les produits PCR obtenus ont été purifiés, séquencés et assemblés. 
Les séquences assemblées ont été alignées sur les séquences d'ADNg de N. 
ditissima. Dans l'étape suivante, des ADN de N. ditissima extraits de différents 
isolats (tableau 2 du document III) et de différents pathogènes fongiques 
trouvés sur le bois de pommier (Gomori, 1955) (tableau 1 du document III) ont 
été utilisés pour évaluer la spécificité des amorces, mise en évidence par la 
présence ou l'absence d'un seul produit PCR de l'ADNg de N. ditissima. Enfin, 
les courbes de fusion avec un seul pic élevé pendant l'essai qPCR ont été 
évaluées. Cette méthode a également été utilisée pour la détection de N. 
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ditissima et pour l'étude de l'association entre l'accumulation de l'ADN du 
pathogène et la taille des lésions des cultivars de pommiers infectés.
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La pente d'une courbe standard a été utilisée pour estimer l'efficacité 
d'amplification de la meilleure paire d'amorces en utilisant une dilution en série 
de l'ADNg de N. ditissima, et la limite de détection (LD) de N. ditissima a été 
déterminée en analysant un total de 60 échantillons.

3.3.2 Procédures expérimentales

Pour la quantification de N. ditissima dans les cultivars de pommiers infectés, 
des pommiers d'un an représentant six cultivars, à la fois sensibles et 
partiellement résistants, avec trois réplications (arbres) de chaque cultivar, au 
total 18 arbres, ont été conservés dans une serre non chauffée et inoculés avec 
une suspension de macroconidies. Les échantillons ont été prélevés à deux 
moments différents : un mois après l'inoculation et deux mois après 
l'inoculation, à la fois au point d'infection et dans la zone entourant le point 
d'infection. Les ADN ont été extraits et un test qPCR a été réalisé. Les 
réactions ont été effectuées dans 20 μL à l'aide de plaques PCR à 96 puits de 
0,2 ml. Pour l'amplification de l'ADN de N. ditissima et de l'ADN de pomme, 
les paires d'amorces conçues et les amorces du gène de l'ubiquitine décrites par 
Botton et al. (2008) ont été utilisées, respectivement. De plus amples détails sur 
les procédures sont fournis dans le document III.

3.3.3 Évaluation des données et analyse statistique

L'analyse des données qPCR a été effectuée par le logiciel Bio-Rad CFX manager 
Software v.
3.0.1. La corrélation de Pearson a été utilisée pour évaluer la relation entre la 
taille des lésions et la quantité relative d'ADN de N. ditissima dans les six 
cultivars. Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel R (R 
Development Core Team, 2013).

3.4 Histopathologie du chancre sur Malus causé par N. ditissima

Afin de comprendre comment les cultivars de pommiers peuvent se défendre 
contre le chancre de l'arbre fruitier, l'interaction plante-pathogène a été 
comparée dans un cultivar sensible et un cultivar partiellement résistant.

3.4.1 Procédures expérimentales

Une étude en microscopie optique a été entreprise sur 'Cox's Orange Pippin' 
choisi c o m m e  cultivar sensible, et sur 'Santana' choisi comme cultivar 
partiellement résistant. Des arbres en pot d'un an et des pousses coupées ont été 
inoculés et échantillonnés au site d'infection, 110 jours après l'inoculation 
(arbres), et 5, 18, 29 et 36 jours après l'inoculation (pousses coupées).

Les échantillons ont été trempés dans un fixateur (2 % (p/v) de 
paraformaldéhyde, 2,5 % (v/v) de glutaraldéhyde dans un tampon Na-
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phosphate 0,1 M, pH 7,2) sous une légère agitation. Les échantillons fixés ont 
été déshydratés et inclus dans la résine de Spurr. Semithin
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ont été coupées et placées sur des lames d'objet pour la microscopie optique. La 
coloration au bleu de toluidine a été utilisée pour observer la structure générale 
et les hyphes fongiques. De plus amples détails sur les procédures techniques 
sont fournis dans le document III.

3.4.2 Évaluation des données

Les coupes ont été examinées à l'aide d'un microscope optique Leica DMLB et, 
après avoir déterminé l'emplacement d'intérêt, des photographies ont été prises 
à l'aide d'un appareil photo numérique Leica DFC450.

3.5 Variation génétique chez N. ditissima

Dans cette partie de la thèse, la diversité génétique de N. ditissima a été évaluée 
en utilisant des isolats à une seule ascospore provenant de différents vergers 
(Document IV). Des isolats d'ascospores uniques provenant du même périthèce 
ont été utilisés pour tirer des conclusions sur le système de reproduction de ce 
pathogène.

3.5.1 Extraction et amplification de l'ADN

Des isolats à une seule ascospore ont été obtenus à partir de périthèces sur des 
morceaux d'écorce et de bois collectés dans différents vergers en Suède et en 
Belgique (Tableau 2). Afin d'extraire l'ADN de ces isolats, des cultures 
fongiques sur MEA 2% (Figure 9) ont été transférées dans un milieu liquide 
extrait de malt/glucose/peptone (MGP) (Shaner & Finney, 1977) et incubées 
pendant 10 jours (Figure 10). Le mycélium a été récolté, lavé avec du dH2 O et 
lyophilisé. Les ADN ont été extraits et la quantité et la qualité ont été 
contrôlées.

Sept paires d'amorces SSR (Marra & Corwin, 2009) ont été utilisées pour 
l'analyse SSR. L'ADN génomique a été amplifié par PCR.

L'analyse AFLP de l'ADN a été réalisée à l'aide d'un kit AFLP d'empreinte 
microbienne. Onze combinaisons d'amorces ont été utilisées. La 
reproductibilité de l'amplification AFLP a été vérifiée en ajoutant 5 à 8 
échantillons prélevés au hasard dans chaque plaque à 96 puits.

Les produits PCR ont été séparés sur un analyseur d'ADN ABI 3130xl et le 
logiciel Gene-Marker v 1.85 a été utilisé pour l'analyse des fragments. De plus 
amples détails sur les procédures expérimentales sont fournis dans le document 
IV.

3.5.2 Analyse des données

Les paramètres de diversité génétique, à savoir le nombre de loci polymorphes 
(NPL), la diversité génétique de Nei (H), le pourcentage de loci polymorphes 
(PPL) et l'indice d'information de Shannon (I) ont été évalués. L'analyse de la 
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variance moléculaire (AMOVA) a été réalisée afin de répartir la variation 
génétique en composantes intra- et inter-populations. Les similarités génétiques 
par paire entre les
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A B

C D

La similarité entre les isolats à un seul ascospore obtenus à partir du même 
périthèce ou de périthèces différents a été estimée à l'aide des coefficients de 
similarité de Jaccard (Weising et al., 2005). La similarité entre les isolats 
provenant du même verger ou de vergers différents a été illustrée par un 
dendrogramme construit avec UPGMA et une analyse en composantes 
principales (PCoA). Des tests de Mantel (Mantel, 1967) ont été effectués afin 
de vérifier l'adéquation de l'analyse de cluster avec la matrice sur laquelle elle 
était basée, et d'étudier la corrélation possible entre deux matrices de distance 
génétique basées sur les marqueurs SSR et AFLP, respectivement. Les calculs 
ont été effectués à l'aide de POPGENE v 1.32 (Yeh et al., 1997), NTSYS 2.02 
(Tamura et al., 2007) et Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005). De plus amples 
détails sur les calculs statistiques sont fournis dans l'article IV.

Figure 9. Neonectria ditissima, culture sur gélose à l'extrait de malt 2%. A, B, C : 
Cultures fongiques avec un mycélium circulaire. D : Marge d'érosion d'une culture 
fongique.
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Figure 10. Différents isolats de Neonectria ditissima se développant en milieu liquide.

3.6 Analyse de l'expression génétique à partir de données de 
séquençage de l'ARN

Les gènes différentiellement exprimés, qui pourraient être pertinents pour la 
résistance au chancre de l'arbre fruitier chez le pommier, ont été étudiés à l'aide 
d'une analyse RNA-Seq (document V).

3.6.1 Procédures expérimentales

Les arbres de deux cultivars, le 'Jonathan' partiellement résistant et le 'Prima' 
sensible, ont été inoculés avec N. ditissima comme décrit précédemment (Paper 
III) et avec de l'eau comme contrôle. Des échantillons de tissus ont été prélevés 
à trois moments différents, à savoir 5, 15 et 30 jours. Au total, 36 échantillons 
de tissus provenant des deux cultivars de pomme différents à trois moments 
différents, chacun avec deux inoculations (N. ditissima et eau) en trois 
répétitions (arbre), ont été utilisés pour l'extraction de l'ARN. La concentration, 
la pureté et l'intégrité des ARN ont été déterminées, et des bibliothèques ont été 
générées avec 1 µg d'ARN total en utilisant Illumina TruSeq Stranded mRNA, 
multiplexées et séquencées sur deux voies en mode Illumina HiSeq High 
Output.

3.6.2 Analyse des données

La qualité des lectures a été déterminée à l'aide du logiciel fastQC version
0.11.2 (Andrews, 2010). Les séquences adaptatrices ont été supprimées avec 
Trimmomatic, version 0.32 (Bolger & Giorgi, 2014) en même temps que les 
séquences de faible qualité. Afin d'éliminer les lectures fongiques, les lectures 
ont été mises en correspondance avec le génome de référence du pommier, 
assembly version 1 (Velasco et al., 2010), ainsi q u ' avec le génome de 
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référence du champignon Nectria haematococca (Coleman et al., 2009) à l'aide 
de TopHat2, version 2.0.13 (Trapnell et al., 2009). Un nombre très limité de
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nombre de lectures fongiques identifiées ont été supprimées. Les lectures 
filtrées ont ensuite été utilisées pour la suite de l'analyse. HTseq-count, version 
0.6.1 (Anders et al., 2014), a été utilisé pour le calcul du nombre de lectures 
par gène. La normalisation et l'analyse de l'expression différentielle ont été 
effectuées conformément au modèle et au progiciel DESeq2 (Love et al., 2013 
; Anders & Huber, 2010). Un seuil d'identification des gènes significativement 
exprimés de manière différentielle dans chaque cultivar a été basé sur la 
fixation du taux de fausse découverte (FDR) à ≤ 0,05. De plus amples détails 
sur l'analyse des données sont fournis dans le document V.



49



50

4 Résultats et discussion

4.1 Variation entre les cultivars de pommes inoculés avec des 
spores de N. ditissima

Dans la première étude (Paper I), les dommages causés par les lésions de 
chancre sur des pousses coupées inoculées avec N. ditissima ont été quantifiés 
en utilisant trois variables différentes : la période d'incubation, le pourcentage 
d'infection et l'AUDPC. La variation entre les cultivars pour chacune de ces 
variables a été déterminée à l'aide d'une ANOVA à deux voies (tableau 1 du 
document I). Une différenciation significative entre les cultivars a été obtenue 
avec le pourcentage d'infection et l'AUDPC, tandis que la période d'incubation 
a produit des données moins informatives et n'a pas été utilisée pour d'autres 
analyses. Lorsque différentes répétitions ont été comparées, les valeurs de 
l'AUDPC ont produit les données les plus cohérentes (figure 1 et tableau 2 dans 
le document I) et ont donc été utilisées dans les analyses ultérieures.

Des différences significatives entre les 30 cultivars inoculés ont été 
constatées au cours des deux années (2012 ; P < 0,001, et 2013 ; P < 0,001). Le 
cultivar le plus résistant était 'Prairifire' les deux années, tandis que 'Jonathan' 
et 'Rödluvan' ont montré la plus grande sensibilité en 2012 et 2013, 
respectivement (Figure 11). En outre, 'Aroma', 'Golden Delicious', 'Santana' et 
'Frösåker' se sont révélés relativement résistants, tandis que 'Elise' et 'Hornö' 
étaient relativement sensibles les deux années. Une corrélation significative a 
été trouvée entre les années 2012 et 2013 (r = 0,57, P < 0,001). Les résultats 
des cultivars les plus résistants varient moins d'une année à l'autre que les 
résultats des cultivars les plus sensibles.

Dans la deuxième étude (Paper II), des différences significatives entre les 
cultivars ont été observées dans les deux séries d'expériences, c'est-à-dire pour 
les pousses coupées et les arbres en pot d'un an. Il n'y a pas eu d'interaction 
significative entre le cultivar et l'année, que ce soit pour les pousses coupées ou 
pour les arbres d'un an. En revanche, une corrélation significative a été trouvée 
entre les données des deux années pour chaque série d'expériences, ce qui 
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indique une répétabilité au fil des années.
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Dans l'expérience des pousses coupées dans le biotron, 'Cox's Orange 
Pippin' a été le cultivar le plus sensible les deux années. Les cultivars les plus 
résistants étaient plutôt 'Santana', 'Golden Delicious' et 'Aroma', et ces cultivars 
avaient également des valeurs faibles pour le pourcentage d'infection. Dans 
l'expérience sur les arbres d'un an, 'Golden Delicious' a été le cultivar le plus 
résistant les deux années, tandis que 'Santana' et 'Aroma' ont été considérés 
comme résistants en 2012 et 2013, respectivement. 'Charlamovsky' était le 
cultivar le plus sensible et a également montré la valeur la plus élevée pour le 
pourcentage d'infection. En outre, 'Gala', 'Cox's Orange Pippin', 'Elise' et 
'Prima' se sont révélés relativement sensibles au cours des deux années.

Alors que la méthode des pousses coupées peut produire des estimations 
approximatives des niveaux de résistance sur une courte période, l'inoculation 
d'arbres d'un an produit des données avec un pouvoir de résolution supérieur et 
une répétabilité sur plusieurs années. Cette méthode est cependant plus 
coûteuse et prend plus de temps, et il est nécessaire de poursuivre le 
développement des procédures de phénotypage. L'évaluation du pourcentage 
d'infection dans des conditions "naturelles" (dispersion de spores sur des arbres 
en pot non blessés) peut constituer un complément précieux aux inoculations 
par blessure, puisque différentes composantes de la résistance peuvent être 
ciblées.

Le mécanisme de résistance du pommier contre le chancre des arbres 
fruitiers n'est pas encore suffisamment connu. Les champignons nécrotrophes 
comme N. ditissima sont généralement classés soit comme des pathogènes 
spécifiques à l'hôte, soit comme des pathogènes à large gamme d'hôtes 
(Mengiste, 2012). La capacité des nécrotrophes à large gamme d'hôtes, comme 
N. ditissima, à provoquer des maladies est généralement attribuée à la 
production d'une diversité de métabolites phytotoxiques, d'enzymes dégradant 
la paroi cellulaire et d'éliciteurs de mort cellulaire qui tuent les cellules de 
l'hôte et provoquent la nécrose, alors que les nécrotrophes spécifiques de l'hôte 
produisent généralement des toxines qui n'ont d'activité que sur un nombre 
limité d'espèces végétales (Laluk & Mengiste, 2010 ; Friesen et al., 2008). La 
résistance aux champignons nécrotrophes est quantitative et nécessite 
généralement de nombreux gènes pour une résistance totale (Laluk & 
Mengiste, 2010). En revanche, l'agent responsable de la tavelure du pommier, 
Venturia inaequalis, est un champignon hémibiotrophe (Jha et al., 2009), et la 
résistance qualitative, spécifique à la race, est impliquée dans la réponse de 
défense du pommier à ce pathogène, y compris la détoxification des toxines 
fongiques, la régulation transcriptionnelle et la modulation de la réponse de 
défense (Bastiaanse et al., 2014 ; Poland et al., 2009).

Des études antérieures ont montré qu'il y a une grande variation entre les 
cultivars de pomme en ce qui concerne le niveau de résistance à N. ditissima 
(Braun, 1997 ; Pedersen et al., 1994), et les différents cultivars de pomme 
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peuvent probablement utiliser diverses réponses de défense pour supprimer la 
dissémination et la croissance de ce pathogène. Dans la présente étude, 
'Prairifire', qui est un pommier ornemental avec un pedigree comprenant M. 
atrosanguinea, M. zumi calocarpa, M. niedzwetskyana et M. moerlandsii 
'Liset', a montré le plus haut niveau de résistance au chancre du pommier, ce 
qui est probablement dû au fait qu'il n'y a pas de résistance à N. ditissima dans 
la région.
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de la résistance à la maladie, qui est liée à son bagage génétique unique. Des 
gènes de résistance précieux ont ainsi été découverts dans de nombreuses 
espèces différentes de Malus. La résistance à la maladie bactérienne du feu 
bactérien causée par Erwinia amylovora est contrôlée par plusieurs QTL ayant 
des effets restreints dans les cultivars de pommiers communs (Gardiner et al., 
2012 ; Parravicini et al., 2011 ; Civetta et al, 2009 ; Flachowsky et al., 2007 ; 
Khan et al., 2006), mais certains gènes majeurs de résistance au feu bactérien 
ont récemment été découverts dans du matériel provenant d'espèces de pommes 
sauvages, par exemple Malus robusta (Kellerhals et al., 2014 ; Peil et al., 
2007). Plusieurs gènes majeurs de résistance à la tavelure ont également été 
obtenus à partir d'espèces sauvages de Malus telles que M. floribunda (Würdig 
et al., 2015 ; Belfanti et al., 2004). Conformément à ces résultats, il pourrait y 
avoir un ou plusieurs gènes de résistance dans 'Prairifire' qui pourraient 
potentiellement jouer un rôle important dans la sélection future contre le 
chancre des arbres fruitiers.

4.2 PCR quantitative en temps réel pour la détection et la 
quantification de N. ditissima dans les cultivars de 
pommes sensibles et résistants

La validation d'une paire d'amorces, Bt-fw135/Bt-rw284, a montré qu'un seul 
amplicon (150 pb), représentant une séquence spécifique et ciblée de l'ADNg 
de N. ditissima, a été obtenu à partir d'isolats de N. ditissima (figure 1 du 
document III). En outre, cette paire d'amorces a amplifié un fragment 
uniquement dans des échantillons d'ADN de N. ditissima et non dans des 
échantillons d'autres pathogènes fongiques (tableau 1 de l'article III). La 
spécificité de l'amplification a été confirmée par la détection d'un seul pic 
spécifique dans l'essai qPCR. L'efficacité d'amplification de cette paire 
d'amorces a été déterminée à 99,6 % en utilisant la méthode de la courbe 
standard. Une analyse de la limite de détection (LOD) a montré que la plus 
petite quantité d'ADNg de N. ditissima pouvant être détectée par l'essai qPCR 
était de 1 pg (figure 12).

Les résultats de l'essai qPCR ont montré que le champignon n'a été détecté 
dans les tissus échantillonnés que deux mois après l'inoculation, et seulement 
lorsque les échantillons ont été prélevés au point d'infection. Le champignon 
n'a été détecté dans la zone entourant le site d'infection dans aucun des six 
cultivars étudiés.

Des variations dans la capacité à résister ou à supprimer le développement 
du champignon ont été observées par qPCR dans les six cultivars. Les 
échantillons du cultivar sensible 'Elise' contenaient la plus grande quantité de 
biomasse fongique, tandis que les échantillons du cultivar partiellement 
résistant 'Aroma' en contenaient la plus petite.
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Dans notre étude, la disponibilité d'une paire d'amorces spécifiques à 
l'espèce, Bt-fw135/Bt- rw284, dérivée de la région de la β-tubuline, a permis la 
détection et la quantification de l'ADNg de N. ditissima dans les tissus infectés. 
De même, les tests qPCR avec des amorces conçues à partir des régions ITS 
(internal transcribed spacer) se sont avérés efficaces dans l'étude des 
différences entre les espèces résistantes et sensibles de N. ditissima.
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de soja en termes d'accumulation de Phytophthora sojae (Catal et al., 2013).
Des amorces spécifiques ont été développées précédemment à partir des 

régions ITS dans le but de détecter N. ditissima (Langrell, 2002 ; Langrell & 
Barbara, 2001), mais ces amorces n'étaient pas adaptées à une utilisation en 
qPCR en raison de la grande taille du fragment amplifié (412 pb) et des 
réactions croisées avec l'ADN de pomme.

Afin d'augmenter la sensibilité de notre amorce, d'autres approches telles 
que la qPCR basée sur TaqMan peuvent être étudiées. Comme cela a été 
montré précédemment, l'application d'amorces SYBR Green et d'une sonde 
TaqMan peut augmenter considérablement la sensibilité des amorces (Garces et 
al., 2014). Il a également été signalé que l'utilisation simultanée de deux sondes 
TaqMan marquées avec deux colorants rapporteurs différents peut augmenter 
la sensibilité et la reproductibilité de l'essai dans la plage de détection basse 
(Yip et al., 2005).

Figure 12. Limite de détection de la qPCR. Signaux 1-6, résultats de la qPCR pour 10 ng, 1 ng, 0,1 
ng,
0,01 ng, 1 pg et 0,1 pg d'ADN par réaction, respectivement.

4.3 Histopathologie de l'infection et de la colonisation de 
cultivars de pommes sensibles et résistants par N. 
ditissima

Pour cette étude, des arbres en pot et des pousses coupées de la plante sensible 
'Cox's Orange Pippin' et de la plante partiellement résistante 'Santana' ont été 
inoculés avec des spores de N. ditissima. Les tissus ligneux de la zone affectée 
ont ensuite été examinés afin d'identifier d'éventuelles différences pouvant être 
liées au niveau de sensibilité. L'enrobage plastique et les longues périodes 
d'incubation des spécimens ont permis d'obtenir des sections de bonne qualité à 
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partir d'échantillons infectés et non infectés.
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Figure 13. Coupe transversale d'une tige saine avec coloration au bleu de toluidine. Vue 
d'ensemble de la tige montrant le cortex, le phloème, le xylème, les rayons du xylème et les 
cellules de la moelle. Le diamètre de la section est de 3,5 mm.

L'organisation structurelle de l'écorce, du bois et de la moelle était 
clairement visible sur les coupes transversales de tiges saines colorées au bleu 
de toluidine (Figure 13) et les hyphes fongiques étaient visualisés par une 
couleur violet foncé. Dans les arbres d'un an, une masse enchevêtrée d'hyphes 
fongiques a été observée sous le périderme des deux cultivars à 110 dai, ce qui 
pourrait être la première étape vers la production de sporodochies (Figure 
14A). Ce résultat est en accord avec une étude précédente sur le chancre du 
tremble causé par N. ditissima (Zalasky, 1968). Un plus grand nombre d'hyphes 
a été observé dans les cellules du parenchyme du cortex du cultivar sensible par 
rapport au cultivar partiellement résistant, et ces cellules étaient complètement 
effondrées dans le cultivar sensible (Figure 14B). Le phloème primaire et 
secondaire (Figure 14C), le xylème primaire et secondaire, les rayons du 
xylème et les cellules de la moelle ont été affectés dans les tissus infectés des 
deux cultivars (Figure 4 dans le document III). Ces résultats sont en accord 
avec des études précédentes sur le chancre du pommier causé par N. ditissima 
(Crowdy, 1949) et l'infection de Fraxinus par N. ditissima (Sakamoto et al., 
2004). Les hyphes pouvaient clairement pénétrer les parois cellulaires 
secondaires dans les fibres du phloème, les cellules du xylème et les parois 
lignifiées, comme cela a également été rapporté dans une étude utilisant 'Cox's 
Orange Pippin' et 'Worcester Pearmain' (Crowdy, 1949). La formation de gel a 
été observée dans nos deux cultivars, sans différence d'étendue ou de 
fréquence. En résumé, 'Cox's Orange Pippin' (cultivar sensible) a été plus 
fortement colonisé par N. ditissima que 'Santana', qui est un cultivar 
partiellement résistant.

Dans les pousses coupées, des hyphes fongiques ont été observées dans les 
cellules du cortex, du phloème et du xylème, et les cellules du phloème 



60

s'étaient effondrées chez 'Cox's Orange Pippin' à 18 jours. Les cellules du cortex 
et du phloème s'étaient déformées et la formation de gel a été observée dans les 
deux cultivars à
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29 jours. Dans le cultivar résistant 'Santana', des hyphes fongiques ont été 
détectés à 36 jours (Figure 5 dans le document III). Le rythme de 
développement de l'infection diffère entre les cultivars ; les hyphes fongiques 
ont été observés plus tôt dans le cultivar sensible que dans le cultivar 
partiellement résistant. Cependant, des recherches supplémentaires sont 
nécessaires pour déterminer la nature des mécanismes de défense utilisés 
contre le pathogène dans le cultivar résistant.

Figure 14. Coupe transversale d'un arbre d'un an 110 jours après l'inoculation dans le cultivar 
infecté, 'Cox's Orange Pippin'. A : Une agrégation d'hyphes qui montre peut-être un stade 
précoce de la formation de sporodochies. B : Hyphes fongiques dans les cellules du 
parenchyme du cortex, qui étaient déformées et effondrées. C : Hyphes fongiques dans le 
phloème secondaire, ils pénètrent à travers la paroi cellulaire épaisse des cellules fibreuses 
dans le phloème secondaire. Barre d'échelle : 20 μm.

La progression de la maladie a été plus lente dans les arbres d'un an que 
dans les pousses coupées. Les hyphes étaient moins fréquents sur le côté 
opposé au tissu nécrosé, conformément aux études précédentes (Sakamoto et 
al., 2004 ; Crowdy, 1949) où l'infection était signalée comme étant 
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relativement locale. Quelques formations occasionnelles de gel
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a été trouvé dans les deux cultivars mais aucun tylose n'a été détecté. En 
résumé, aucune différence structurelle significative n'a été trouvée entre les 
cultivars résistants et sensibles, mais la propagation de l'infection a été plus 
lente dans le cultivar partiellement résistant. Ce résultat est cohérent avec les 
études précédentes sur le raisin (Baccari & Lindow, 2011 ; Chatelet et al., 
2011) où aucune différence significative n'a été trouvée dans l'anatomie 
générale de la tige entre les variétés résistantes et sensibles infectées par 
Xylella fastidiosa.

La principale différence entre le cultivar sensible et le cultivar résistant était 
le degré de colonisation par le pathogène. Il est possible qu'une libération 
différentielle d'inhibiteurs tels que les phytoalexines, qui sont des antibiotiques 
naturels pour les plantes, puisse être impliquée dans la limitation de la 
propagation du pathogène de manière plus efficace dans les cultivars résistants. 
Des études antérieures ont montré que le degré de résistance de l'hôte et le 
niveau d'accumulation de phytoalexines sont souvent fortement corrélés (Hall 
et al., 2011 ; Shi et al., 1991). Par conséquent, des recherches supplémentaires 
sont nécessaires pour déterminer si les phytoalexines influencent la réaction de 
défense contre Neonectria, en réduisant éventuellement le taux de colonisation 
et en perturbant le métabolisme de l'agent pathogène.

4.4 Diversité génétique et relations génétiques chez N. ditissima

Les amorces SSR ont produit un niveau plus élevé de polymorphisme de bande 
parmi les isolats étudiés que les amorces AFLP. Cela est probablement dû à la 
détection d'allèles multiples à un locus donné par les marqueurs SSR, alors que 
les marqueurs AFLP détectent principalement des allèles uniques à des loci 
multiples répartis de manière aléatoire dans le génome. Une analyse de la 
variation moléculaire (AMOVA) basée sur l'AFLP parmi 44 isolats, obtenus à 
partir de huit vergers différents, a révélé une différenciation génétique 
relativement faible entre les vergers (11 % contre 89 % de variation à l'intérieur 
du verger).

Une analyse des coordonnées principales (PCoA) a été réalisée à partir des 
données SSR de 28 isolats (figure 1 du document IV). Les isolats étaient 
faiblement groupés et il n'y avait pas d'association avec l'origine géographique. 
Des résultats similaires ont été obtenus avec une PCoA utilisant des données 
AFLP pour les mêmes 28 isolats, et avec une analyse de cluster basée sur 
l'UPGMA utilisant des données AFLP pour 44 isolats (Figure 2 dans l'article 
IV). Dans cette dernière analyse, les isolats provenant du même arbre ont été 
regroupés, tandis que les isolats provenant d'arbres différents dans le même 
verger ou dans des vergers différents n'ont montré aucun schéma spatial. Le 
flux génétique entre les populations (vergers) peut empêcher la subdivision 
géographique (Lenormand, 2002), soit en raison de niveaux relativement élevés 
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de flux génétique historique ou de niveaux élevés de mutations spontanées 
et/ou du mouvement de matériel végétal d'une région à l'autre (Carlile et al., 
2001).

Pour étudier le système de reproduction de ce pathogène, des isolats 
d'ascospores uniques provenant du même périthèce ou de différents périthèces 
sur le même arbre ou sur des arbres différents ont été analysés à l'aide de 
marqueurs SSR et AFLP. Les résultats de la SSR
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suggère que toutes les ascospores d'un même arbre sont identiques. Des 
variations beaucoup plus importantes ont été détectées avec les marqueurs 
AFLP, même parmi les isolats du même périthèce (Figure 15). Il est évident 
que le champignon est hétérothallique, ce qui permet des croisements, mais 
l'autofécondation ne peut pas être exclue. Des études antérieures basées sur la 
morphologie des spores de N. ditissima ont signalé une reproduction 
hétérothallique (Krüger, 1974) ainsi qu'homothallique (El-Gholl et al., 1986). 
L'espèce congénère N. haematococca a des populations à la fois 
homothalliques et hétérothalliques (Coleman, 2008), et cela pourrait être vrai 
aussi pour N. ditissima.

La gestion des pathogènes à reproduction sexuée est plus difficile en raison 
de l'apparition constante de nouveaux génotypes, qui augmentent la variation 
des caractéristiques telles qu'une plus grande agressivité, une résistance aux 
fongicides et une meilleure aptitude dans la population. On peut donc s'attendre 
à ce que N. ditissima soit dotée d'un système d'accouplement par croisement 
externe
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Figure 15. Dendrogramme dérivé des profils de bandes AFLP des isolats à une seule ascospore 
provenant de différents périthèces de N. ditissima. R : Red Delicious, G : Gravensteiner, H : 
Holsteiner Cox, P1-3 : différents périthèces, A1-3 : différentes ascospores uniques.
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pour accélérer l'évolution de l'adaptation aux hôtes résistants et aux fongicides 
couramment appliqués (McDonald & McDermott, 1993).

Lorsque les deux types de marqueurs ont été comparés à l'aide d'un test de 
Mantel, les distances génétiques entre les isolats n'ont montré aucune 
correspondance, probablement en raison du nombre insuffisant de bandes 
détectées avec les amorces SSR. Les marqueurs AFLP semblent donc avoir un 
meilleur potentiel pour évaluer la diversité génétique et les relations de ce 
pathogène.

4.5 Identification des gènes différentiellement exprimés dans 
les cultivars partiellement résistants et sensibles en 
réponse à l'inoculation de N. ditissima

Afin d'identifier les gènes qui sont exprimés de manière différentielle en 
réponse à l'attaque du pathogène, un cultivar partiellement résistant ('Jonathan') 
et un cultivar sensible ('Prima') ont été étudiés, à trois moments différents après 
l'inoculation d'arbres en pot âgés d'un an avec des spores de N. ditissima. Au 
total, 36 échantillons d'ARN ont été prélevés pour l'analyse RNA-Seq. Environ 
392 millions de lectures d'extrémités appariées ont été obtenues. Au total, 345 
millions de lectures Illumina ont passé le filtre de qualité. La majorité des 
lectures ont été mises en correspondance avec la séquence de référence du 
génome de la pomme (Velasco et al., 2010).

Une analyse en composantes principales (ACP) des comptes normalisés 
DESeq2 pour 46157 gènes (sur un total de 63541) est présentée dans la figure 
16. Le nombre le plus faible de gènes différentiellement exprimés (DEG) a été 
obtenu à 5 dai, tandis que le nombre le plus élevé a été trouvé à 30 dai (tableau 
1 dans le document V).

Un total de 1055 gènes, qui étaient régulés différemment dans le cultivar 
résistant par rapport au cultivar sensible, ont été sélectionnés pour une analyse 
plus approfondie. La comparaison de ces DEG avec la base de données KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) indique qu'ils sont impliqués 
dans 72 voies métaboliques (tableau 3 dans le document V).

Une classification fonctionnelle a été réalisée d'abord pour chaque cultivar 
séparément en utilisant les DEG (Figure 3 dans le document V) et ensuite avec 
les termes GO de la liste des 1055 gènes (Figure 17). Sur la base de ces 
résultats, le groupe des fonctions moléculaires a été divisé en 11 sous-
catégories, les composants cellulaires en 6 sous-catégories et les processus 
biologiques en 12 sous-catégories dans les deux analyses.

Plusieurs gènes étaient associés aux processus d'apoptose, tels que RPM1, et 
certains étaient impliqués dans la réponse de défense, par exemple MLO12 
(mildew resistance locus O 12), Bet v I (pathogenesis-related proteins), NPR3 
(impliqué dans la réponse à la blessure), ACT7 (impliqué dans la réponse à la 
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blessure) et BAK1 (Leu-rich receptor serine/threonine protein kinase). Tous ces 
gènes étaient régulés à la hausse dans le cultivar partiellement résistant 
'Jonathan'. Le gène Bet v I appartient à la famille
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10 des protéines liées à la pathogénèse végétale (PR-10). Les protéines liées à 
la pathogénèse (PR) ont été rapportées comme étant induites dans les plantes 
en cas d'attaque par un pathogène (Linthorst & Van Loon, 1991 ; Van Loon, 
1985).

Plusieurs gènes impliqués dans la voie de transport des électrons étaient 
également régulés à la hausse dans le cultivar partiellement résistant, par 
exemple CYP71A25 (cytochrome P450), CYP71A26 (codant pour la liaison à 
l'oxygène) et ATBCB (protéine de liaison au cuivre). Les cytochromes P450 
(CYP) appartiennent à une superfamille de protéines et sont impliqués dans le 
catabolisme de métabolites secondaires, par exemple des molécules 
hormonales et de signalisation, des antioxydants, des substances 
allélochimiques et des composés de défense (Bak et al., 2011 ; Morant et al., 
2003). Dans cette étude, le niveau d'expression de CYP71A25 et CYP71A26 a 
été régulé à la hausse en réponse à l'inoculation de N. ditissima sur le cultivar 
partiellement résistant. Trognitz et al. (2002) ont montré que les cytochromes 
P450 jouent un rôle dans la réponse de défense des plantes.

Certains gènes étaient impliqués dans la voie de biosynthèse des 
flavonoïdes, par exemple DMR6 (codant pour l'activité oxydoréductase) et 
TT10 (polyphénol oxydases de type laccase). Certains gènes impliqués dans les 
processus métaboliques, par exemple ELI3-1 (gène 3-1 activé par l'éliciteur), 
GT/UGT74F2 (UDP-glucosyltransférase 74F2), ATGSTF13 (glutathion 
transférase) et CAD1 (glutathion gamma-glutamylcystéinyltransférase 1) ont 
été régulés de manière différentielle entre les cultivars résistants et sensibles 
(tableau 2 dans le document V). Les gènes PAL1 et PAL2, qui étaient régulés à 
la hausse dans le cultivar partiellement résistant, participent à la défense des 
plantes contre les pathogènes et catalysent la première étape de la biosynthèse 
des phénylpropanoïdes, qui est responsable de la production de lignine (Dixon 
et al., 2002). Comme une activité accrue du gène PAL a été observée dans les 
feuilles de pommier infectées par Venturia inaequalis (Petkovsek et al., 2011 ; 
Schovankova & Opatova, 2011), une activité PAL accrue contribuera très 
probablement à réduire également l'infection par N. ditissima.

L'expression de certains gènes tels que WRKY72, WRKY70, WRKY40, 
MYB2 et des gènes de facteurs de transcription a été induite en réponse à 
l'inoculation de N. ditissima. Les protéines WRKY constituent une grande 
famille de facteurs de transcription (Eulgem et al., 2000). Les membres de la 
famille WRKY semblent être impliqués dans la régulation de différents 
programmes physiologiques chez les plantes tels que la défense contre les 
pathogènes (Eulgem & Somssich, 2007). Eulgem et al. (2000) ont également 
rapporté que l'infection par des virus, des bactéries et des champignons 
augmentait le niveau d'ARNm WRKY.

Les cytochromes P450 (CYP) appartiennent à la plus grande famille de 
protéines végétales et sont impliqués dans la détoxification et la biosynthèse de 
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métabolites secondaires (Morant et al., 2003), et peuvent jouer un rôle dans la 
réponse de défense des plantes (Trognitz et al., 2002). La présente étude a 
démontré que les niveaux d'expression de CYP71A25 et CYP71A26 étaient 
régulés à la hausse en réponse à l'inoculation de N. ditissima dans le cultivar 
partiellement résistant.
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Figure 16. Analyse en composantes principales de 36 échantillons à l'aide du logiciel DESeq2, 
qui a normalisé les comptes de 46157 gènes (sur un total de 63541).

La réponse des cultivars de pommes inoculés avec N. ditissima implique 
également l'augmentation de la régulation des gènes impliqués dans la 
fortification des parois cellulaires, la détoxification, la phosphorylation et la 
défense contre les pathogènes.

Les résultats de cette étude ont révélé les gènes différentiellement exprimés 
au niveau de la transcription entre un cultivar de pommier sensible et un 
cultivar de pommier résistant, infectés par N. ditissima, en utilisant la 
technologie RNA-Seq. En outre, elle a fourni une mine d'informations pour des 
recherches plus approfondies afin de comprendre les mécanismes de 
pathogénicité de différents cultivars de pommiers contre le chancre de l'arbre 
fruitier.
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Figure 17. Classification de l'ontologie des gènes avec le niveau de coupure 2 des gènes 
différentiellement exprimés.
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5 Conclusions et perspectives d'avenir
Les études menées dans le cadre de cette thèse peuvent être résumées dans les 
conclusions suivantes :

⮚ Des variations dans les niveaux de résistance au chancre ont été 
observées parmi les cultivars de pommes étudiés. Cette variation a été 
estimée par différents
paramètres : l'aire sous la courbe de progression de la maladie 
(AUDPC), la période d'incubation et le pourcentage d'infection. Deux 
types de modèles de plantes, la pousse coupée et l'arbre d'un an, ont été 
utilisés pour vérifier les résultats. Les différences de résistance entre 
les cultivars constatées dans cette étude peuvent être exploitées dans 
les programmes de sélection.

⮚ Un test qPCR a été développé avec succès, permettant de détecter et de 
quantifier Neonectria ditissima dans les cultivars de pommes à l'aide 
d'un test qPCR.
paire d'amorces spécifiques à l'espèce. Cependant, ce test n'est pas 
suffisamment sensible pour détecter le champignon dans les tissus 
asymptomatiques. Comme il y avait une relation entre la biomasse de 
N. ditissima et la taille des lésions dans différents cultivars, ce test 
qPCR peut être utile pour étudier les différences entre les cultivars 
résistants et sensibles.

⮚ Une analyse au microscope optique de deux cultivars de pommes 
infectés a montré que les hyphes fongiques peuvent pénétrer dans tous 
les types de cellules, c'est-à-dire dans le cortex,
Les cellules du phloème, du xylème et de la moelle, mais l'infection 
progresse plus rapidement chez les cultivars sensibles, ce qui se traduit 
par une plus grande quantité d'hyphes fongiques dans un laps de temps 
donné. Cela indique que le niveau de résistance n'est pas lié à 
l'anatomie du tissu ligneux du pommier ; au contraire, d'autres 
mécanismes, par exemple la défense chimique, sont plus susceptibles 
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d'être impliqués dans la résistance au chancre.
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⮚ Le système de reproduction de N. ditissima a été étudié par 
l'application de l'analyse AFLP d'isolats d'ascospores uniques 
provenant de la même plante.
périthécium. Les résultats indiquent que ce champignon est 
hétérothallique, c'est-à-dire qu'il se croise. Cependant, quelques isolats 
étaient identiques, ce qui suggère que la reproduction homothallique 
peut également avoir lieu.

⮚ Ni les marqueurs SSR ni les marqueurs AFLP n'ont permis de détecter 
un modèle spatial de variation génétique parmi les isolats à ascospores 
uniques de N. ditissima
La différenciation entre les vergers était également très limitée. Il est 
possible que des niveaux élevés de flux de gènes dus au transfert de 
matériel végétal sur de longues distances expliquent la faible 
différenciation et l'absence de modèle d'isolement par la distance, mais 
des taux de mutation élevés peuvent également jouer un rôle.

⮚ Une analyse de l'expression des gènes à l'aide de données RNA-Seq 
suggère que de nombreux gènes impliqués dans la détoxification, la 
lignification, la phosphorylation et l'oxydation de l'eau de mer sont 
également impliqués dans le processus d'oxydation.
Les gènes de défense contre les pathogènes sont exprimés de manière 
différentielle dans les cultivars de pommes résistants et sensibles. Certains 
gènes ayant une fonction liée à la défense,
Bet v I, MLO12, ACT7, NPR3 et BAK1, ont été induits dans l e  cultivar 
de pomme partiellement résistant pendant l'infection.

⮚ Les changements observés dans l'expression des gènes entre les 
cultivars sensibles et résistants mettent en évidence les gènes candidats 
possibles qui peuvent jouer un rôle dans l'expression des gènes.
dans les mécanismes de résistance partielle du pommier et d'améliorer 
notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la 
lutte contre le chancre des arbres fruitiers.
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