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2. TITRES UNIVERSITAIRES

2001 Inscrite sur les listes de qualification aux fonctions de Maitre de Conférence (Section 66 -
Physiologie). N° qualification : 01266113117

1997-2001  Doctorat de Biologie de I’'Université Paris 6
Mention Tres Honorable avec Félicitations du Jury
Titre: Etude moléculaire et biochimique des pectine méthylestérases dans la différenciation cambiale
chez le peuplier (sous la direction du Pr. Renée Goldberg, Institut Jacques Monod, Paris).
Date de soutenance : 11 décembre 2000.
Financement: Contrat de la Communauté Economique Européenne FAIR CT-98-3972 Wood
formation processes: the key to improvement of the raw material (CCD de 3 ans géré par le CNRS-
date de fin de contrat : mars 2001).

1996-1997  DEA de Physiologie Cellulaire et Moléculaire des Plantes (Université Paris 6). Mention Assez
Bien.
Titre: Caractérisation de la famille multigénique codant les pectine méthylestérases chez Arabidopsis
thaliana en vue de l'isolement de mutants par T-DNA tagging PCR

1995-1996  Maitrise de Biologie des Organismes et des Populations (Université Paris 6).
Option Biologie Végétale. Mention Assez Bien.

1994-1995  Licence de Biologie des Organismes (Université Paris 6). Mention Bien.

1992-1994  DEUG B 1ére année (Université Paris 6). Mention Bien.
DEUG B 2éme année (Université Paris 6). Mention Bien.



3. PARCOURS

3.1. POST-DOCTORAT

2001-2002

Contrat post-doctoral au Laboratoire de Biologie Moléculaire des Relations Plantes-
Microorganismes (INRA, Toulouse, France) sous la direction du Dr. Pascal Gamas.

Théme des recherches : Etude du programme symbiotique précoce de Medicago truncatula par
génomique fonctionnelle.

Financement : Contrat de la Communauté Economique Européenne QRLG2-CT-2000-30696 (CCD,
initialement de 2 ans, géré par 'INRA).

3.2. STAGES ET EXPERIENCES PROFESSIONNELLES

Mai-Juin
1998

Juill.-Sept.
1995

Juill. 1994

Vacataire CNRS au titre d'Assistante de Recherche au Laboratoire d'Enzymologie en Milieu Structuré
(Directeur: Pr. Goldberg. Institut Jacques Monod, Paris).

Stage réalisé au Laboratoire de Physiologie du Développement des Plantes (Directeur: Pr. Miginiac.
Université Paris 6) concernant la caractérisation hormonale d’un mutant de développement racinaire
d’Arabidopsis thaliana.

Ce stage a fait 1'objet d'un rapport soutenu devant un jury. Mention Excellent.

Stage réalisé au Laboratoire de Cytologie Expérimentale et Morphogenése Végétale (Directeur: Pr.
Chriqui. Université Paris 6) sur la culture in vitro du tabac et de 1'eucalyptus.

3.3. COMPETENCES TECHNIQUES

Biologie moléculaire:

- obtention et criblage de banques génomique, d'ADNc et SSH (hybridation soustractive et suppressive);
- clonage, séquencage;

- extraction d'ADN génomique, plasmidique et phagique;

- extraction d'ARN, purification d'ARNm, synthése et marquage de sondes d'’ADNc par rétrotranscription;
- PCR, RT-PCR;

- Southern blot, Northern blot, Reverse Northern, Macroarrays;

- transformation bactérienne, transformation de plantes par Agrobacterium tumefaciens;

- criblage de banques de mutants d'insertion d'Arabidopsis par T-DNA tagging PCR ;

- surexpression de protéines en systéme hétérologue (Escherichia coli).

Biochimie:

- détection d’activités enzymatiques (pectinases, proteases, chitinases) ;

- extraction de protéines pariétales sur macro- et microéchantillons;

- isoélectrofocalisation, SDS-PAGE ;

- Western blot;

- Chromatographie d'exclusion, chromatographie d'affinité, chromatographie Liquide a Haute Pression (HPLC);
- dosage ELISA.

Culture in vitro:

- préparation de milieux de culture;

- repiquage d'organes végétaux;

- criblage de transformants sur milieu sélectif;
- régénération de plantes.



Microtomie et cytologie:

- microtomie a congélation;

- notions de fixation (pour histologie classique, hybridation in situ et immunolocalisation) et d'inclusion de matériel
végétal (paraffine, LR-white).

Bioinformatique:

- détection et identification de SNPs

- annotation fonctionnelle de genes (bibliothéques d’ESTs et SSH)

- utilisation de banques de séquences (Genbank, Embl);

- recherche de motifs au sein de séquences nucléotidiques et protéiques (e.g. Prodom);
- alignements de séquences, phylogénie (e.g. ClustalW).

3.4. FORMATIONS COMPLEMENTAIRES

2002 Formation en Portugais (30h) ACB Format, Montpellier
2002 Formation en Anglais (20h) ACB Format, Montpellier
3.5. LANGUES

Francais : langue maternelle

Portugais Anglais Espagnol
Compréhension Courant Bon niveau Niveau moyen
Parle Courant Niveau moyen -
Lu Courant Bon niveau Bon niveau
Ecrit Courant Bon niveau -



4. ACTIVITES D’ENSEIGNEMENT

4.1. ENSEIGNEMENTS THEORIQUES (cours magistraux dispensés a I’'UESC)

2008

2008

2007

2007

2005

2003

Discipline enseignée: Méthodes en recherche scientifique
Niveau: 3™ cycle.

Durée : 60 heures.

Langue utilisée: portugais.

Discipline enseignée: Rédaction d’articles scientifiques liés a I’expression de genes.
Niveau: 3™ cycle.

Durée : 45 heures.

Langue utilisée: portugais.

Discipline enseignée: Rédaction d’articles scientifiques liés a 1’obtention de marqueurs moléculaires
(SSR et SNP) a partir de bibliothéques de cDNA.

Niveau: 3™ cycle.

Durée : 45 heures.

Langue utilisée: portugais.

Discipline enseignée: Sécurité de Laboratoire.
Niveau: 2™, 3°™ cycles et professionnels.
Durée : 25 heures.

Langue utilisée: portugais.

Discipline enseignée: Sécurité de Laboratoire.
Niveau: 2™ et 3™ cycles.

Durée : 25 heures.

Langue utilisée: portugais.

Discipline enseignée: Biotechnologies : transgenése végétale et culture in vitro.
Niveau: maitrise.
Durée : 16 heures réparties sur 2 mois.

Langue utilisée: portugais.

4.2. DEVELOPPEMENT DE MATERIEL DIDACTIQUE

2005

Alvim F, Pungartnik C, Gesteira A, Pires A, Mariano A, Micheli F, Neuby J, Loguercio L, Costa M,
Brendel M. Apostila do Curso de Seguranga Laboratorial e Biosseguranga.

4.3. ENSEIGNEMENTS PRATIQUES (Ateliers pratiques de 3*™ cycle : DEA de Physiologie Cellulaire
et Moléculaire des Plantes-Université Paris 6)

1999

1998

Christophe Garcion
Théme: Etudes électrophorétique et immunologique des pectine méthylestérases de la zone cambiale du
peuplier.

Claire Hutin et Anne Damais
Théme: Etude moléculaire et enzymatique du role des pectine méthylestérases dans la différenciation
cambiale chez le peuplier.



5. ACTIVITES LIEES A L’ADMINISTRATION

2009-2011

2008-2010

2005-2008

Membre de la Chambre d’Evaluation de la FAPESB (Camara de Assessoramento e Avaliacéo da
FAPESB/ Ciéncias Bioldgicas)

Vice-coordinatrice de I’Ecole Doctorale “Génétique et Biologie Moléculaire” de I’'UESC (Pds-
Graduacdo em Genética e Biologia Molecular)

L’Ecole Doctorale “Génétique et Biologie Moléculaire” de I’'UESC forme depuis 2002 des étudiants
de Master et depuis 2006 des Docteurs dans le domaine de la génétique classique et de la biologie
moléculaire végétale et animale. Cette formation (2 et 4 ans, pour le Master et le Doctorat,
respectivement) comprend des cours théoriques (modules) et le développement d’un projet de
recherche (en laboratoire et/ou sur le terrain) sous la responsabilité d’une comission d’orientation
(encadrant principal, co-encadrant et conseiller). Le diplome de Master et de Doctorat est obtenu
aprés analyse d’un mémoire (dissertation ou thése) et aprés soutenance des travaux de recherche
devant un jury composé de membres externes et internes a 'UESC. D’autres critéres, comme la
soumission d’un article scientifique de rang A, sont necéssaires pour 1’obtention du diplome. La
fonction de coordination et vice-coordination de 1’Ecole Doctoral consiste en : i) obtention et gestion
de bourses d’étude auprés de bailleurs de fonds spécifiques (e.g. CAPES, CNPq) ; ii) gestion des
fonds attribués par I’'UESC a I’Ecole Doctorale ; iii) organisation des cours théoriques dispensés aux
étudiants ; iv) organisation et participation au processus de seléction des étudiants ; v) organisation
des soutenances ; vi) adequation et maintien de I’Ecole Doctorale aux critéres de qualité requis par la
CAPES, organisme national de gestion des Ecole Doctorales.

Membre de la Commission de Biosécurité (CiBio) de I’Universidade Estadual de Santa Cruz.

La CiBio a pour réle, entre autres: i) de diffuser I’information relative aux normes de sécurité de
laboratoire sous forme de séminaires bisannuels obligatoires a toute personne (étudiant ou
professionnel) travaillant dans un laboratoire possédant la norme CQBio (laboratoires de risque 1 et 2
dans le cas de I’'UESC); ii) d’aider a mettre en place les conditions physiques (installations des
locaux, traitement des déchets...) correspondant aux normes de sécurité; iii) de contrdler
I’adéquation des projets de recherche aux locaux et équipements ou ils seront effectués; iv) de
recenser les organismes génétiquement modifiés utilisés dans les laboratoires.
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6. ACTIVITES LIEES A LA RECHERCHE

6.1. PARTICIPATION A DES COMITES, COMMISSIONS ET JURYS D’EVALUATION

2009

2009

2008

2008

2008

2008

2007

2007

2007

Membre du Jury de qualification au doctorat de Génétique et Biologie Moléculaire de I’'UESC
de Bruna Carmo Rehem (Photosynthesis, chemical composition and oxidative stress in Theobroma
cacao hybrids with the letal gene Luteus-Pa Mutant). Membres du Jury : Dr. Marco Antonio Aguilar
(CEPLAC), Dr. Marcio Costa (UESC), Dr. Alex-Alan Furtado de Almeida (UESC).

Membre du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Amanda Ferreira da Silva
(Otimizagdo das condi¢des de regeneragdo in vitro em Citrus sinensis (L.) Osb. e incorporagdo dos
genes da biossintese de carotenoides pds e beta-lcy por meio de transformagdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens). Membres du Jury : Dr. Marcio Costa (UESC), Dr. Rachel Camargo
(IAC), Dr. Alex-Alan Furtado de Almeida (UESC).

Vice-Coordinatrice du Workshop d’Evaluation et Planification du Developpement de I’Ecole
Doctorale « Génétique et Biologie Moléculaire » de ’'UESC

Le workshop a eu pour rdle : i) de divulguer 1’état des lieux du developpement de I’Ecole Doctorale
(thématiques scientifiques, production scientifique, nombres d’étudiants, etc.); ii) de prendre
connaissance des nouvelles regles de fonctionnement et d’évaluation des Ecoles Doctorales par la
CAPES ; et iii) de developper des stratégies a court et moyen terme pour adhérer aux conditions de la
CAPES. Le workshop, developpé sur 2 jours, a consisté en presentations du Coordinateur (R.X.
Corréa) et de la Vice-Coordinatrice (F. Micheli) de 1’Ecole Doctorale et du Coordinateur de la
CAPES (E. Moura) et en groupes de travail a partir de différents themes liés au developpement de
I’Ecole Doctorale (Enseignement, Internationalisation, Production scientifique, Obtention de
ressources propres et utilisation des equipements, Encadrement des étudiants). Les groupes de travail
étaient constitués d’encadrants et d’étudiants de 1’Ecole Doctorale, et de representants institutionnels.

Membre du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Wagner Gongalves Macéna
(Clonagem do gene MpATG8 de Moniliophthora perniciosa em Saccharomyces cerevisiae e analise
da variacao de expressdo génica ao longo do ciclo de vida de M. perniciosa). Membres du Jury : Dr.
Cristina Pungartnik (UESC), Dr. Abelmon Gesteira (UESC), Dr. Ana Paula Uetanabaro (UEFS).

Présidente du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Braz Tavares da Hora Junior
(Estudo da expressdo génica diferencial do cacaueiro em resposta a infec¢do por Moniliophthora
perniciosa). Membres du Jury: Dra Sénia Zingaretti (UNESP), Dr. Sergio Brommonschenkel
(UFV), Dr. Marcio Costa (UESC).

Membre du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Thiago Edson Ribeiro da Silva
(Morfogénese in vitro e transformag@o genética mediada por Agrobacterium tumefaciens de clones de
cacaueiros (Theobroma cacao L.)). Membres du Jury : Dr. Sergio Brommonschenkel (UFV), Dr.
Alex-Alan Furtado de Almeida, Dr. Marcio Costa (UESC).

Membre du Jury de promotion anticipée au doctorat de Génétique et Biologie Moléculaire de
’UESC de Tatiana Basso (Sensitivity to Sn>+ of the yeast Saccharomyces cerevisiae depends on
general energy metabolism, metal transport, anti-oxidative defences, and DNA repair). Membres du
Jury : Dr. Martin Brendel (UESC), Dr. George Sodré (CEPLAC), Dr. Marcio G.C. Costa (UESC).
Membre de la Commission de Sélection des Etudiants de 3*™
Moléculaire de I’'UESC (Promotion 2008).

Elaboration du processus de sélection des étudiants de Master et de Doctorat de Génétique de
I’UESC : i) divulgation de I’ouverture du cours de Master et de Doctorat ; ii) réception et analyse des
inscriptions ; iii) élaboration, organisation et évaluation des épreuves écrites et orales, et des pré-
projets de Doctorat ; iv) élaboration de la liste des étudiants acceptés au Master et au Doctorat pour
homologation aupres du directeur de ’'UESC.

cycle en Génétique et Biologie

Présidente du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Heliana Arg6lo Santos
Carvalho (Estudo funcional de cisteina proteases da interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa).
Membres du Jury : Dr Luis Cesar Paulillo (UEFS), Dra Karina Gramacho (CEPLAC), Dr. Julio
Cascardo (UESC).
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2007 Présidente du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Livia Santos Lima (Identificacdo
de polimorfismo em ESTs de cacau associados a interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa).
Membres du Jury : Dr. Didier Clément (Cirad), Dr Ronan Corréa (UESC), Dr. Julio Cascardo
(UESCQ).

2006 Membre de la Commission de Sélection des Etudiants de 3*™

Moléculaire de I’'UESC (Promotion 2007).

Elaboration du processus de sélection des étudiants de Master et de Doctorat de Génétique de

I’UESC : i) divulgation de 1’ouverture du cours de Master et de Doctorat ; ii) réception et analyse des

inscriptions ; iii) élaboration, organisation et évaluation des épreuves écrites et orales, et des pré-

projets de Doctorat ; iv) élaboration de la liste des étudiants acceptés au Master et au Doctorat pour

homologation auprés du directeur de ’'UESC.

cycle en Génétique et Biologie

2005 Présidente du Jury d’évaluation de la soutenance de Master de Maiza Alves Lopes (Estudo
molecular de quitinases de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer).
Membres du Jury : Dr. Aristételes Goes Neto (UEFS), Dr. Marcio Costa (UESC).
2005 Membre de la Commission de Sélection des Etudiants de 3*™
Moléculaire de I’'UESC (Promotion 2006/2008).
Elaboration du processus de sélection des étudiants de Master de Génétique de I'UESC: i)
divulgation de I’ouverture du cours de Master; ii) réception et analyse des inscriptions ; iii)
¢laboration, organisation et évaluation des épreuves écrites et orales ; iv) ¢élaboration de la liste des
¢tudiants acceptés au Master pour homologation aupres du directeur de I’'UESC.

cycle en Génétique et Biologie

2005 Membre de la Commission de Sélection des Etudiants « Candidats Libres » de 3*™ cycle en
Génétique et Biologie Moléculaire de I’'UESC (Promotion 2005/2007).
Sélection des étudiants (analyse des dossiers) souhaitant effectuer en candidats libres certains des
modules du Master de Génétique de I’'UESC.

2003 Participation au Comité de Sélection Technico-Scientifique du 2° Congresso Brasileiro de
Melhoramento de Plantas, Porto Seguro, Bahia, Brésil.
Sélection des travaux (résumés de posters et de présentations orales) soumis pour participation au
congres.

2001 Membre du Comité d’Organisation des Journées de I’'lFR 40 (regroupant ’'INRA, 'UMR 5546
de I’Université Paul Sabatier et ’ENSAT, Toulouse).
Membre du Comité d’Organisation des Journées de I’IFR40 qui a eu pour role de mettre en place, sur
deux jours, des sessions de séminaires et de posters représentatives des travaux de recherche
effectués au sein de I’IFR40 au cours des années 1999-2001.

1999 Membre du Jury d’évaluation du Mémoire de Maitrise de Christophe Garcion (Etudes
¢électrophorétique et immunologique des pectine méthylestérases de la zone cambiale du peuplier).
Membres du Jury : Dr. L Richard (UPMC-Paris 6), Dr. A-M Catesson (UPMC-Paris 6).

6.2. REFEREE D’ARTICLES SOUMIS POUR PUBLICATION (dans des revues internationales a
comite de lecture)

2009 Referee d’articile soumis pour publication dans Journal of Experimental Botany
2008 Referee d’article soumis pour publication dans Molecular Breeding

2007 Referee d’article soumis pour publication dans Proteins

2006 Referee d’article soumis pour publication dans Planta

2005 Referee d’article soumis pour publication dans Plant Physiology

2005 Referee d’article soumis pour publication dans Journal of Experimental Botany
2004 Referee d’article soumis pour publication dans BioTechniques

Sept. 2004 Referee d’article soumis pour publication dans Journal of Experimental Botany
Mai 2004 Referee d’article soumis pour publication dans Journal of Experimental Botany
2003 Referee d’article soumis pour publication dans Biotechnology Progress.
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2003 Referee d’article soumis pour publication dans Planta
2002 Referee d’article soumis pour publication dans Planta
2001 Referee d’article soumis pour publication dans Trends in Plant Science

6.3. MISE EN PLACE ET PARTICIPATION A DES COLLABORATIONS

Inter-institutionnelles :

Dept. of Forest Genetics and Plant Physiology, SLU, Umea, Sweden

Dr. Bjorn Sundberg et Dr. Ewa Mellerowicz

Dans le cadre d’un contrat de la Communauté Economique Européenne FAIR CT-98-3972.

Valorisation de la collaboration sous forme d’échanges de matériel végétal et de publications (articles, posters).

University of Reading, Plant Sciences Laboratories, Reading, UK

Dr. Peter Goodenough

Dans le cadre d’un contrat de la Communauté Economique Européenne FAIR CT-98-3972.
Valorisation de la collaboration sous forme d’expériences et de publications (articles, posters).

Fakultat fur Biologie, Universitat Bielefeld, Germany

Dr. Helge Kiiester

Dans le cadre d’un contrat de la Communauté Economique Européenne QRLG2-CT-2000-30696.
Valorisation de la collaboration sous forme d’expériences, d’échanges de matériel et de publications (posters).

Universidade Estadual de Santa Cruz, UESC, Ilhéus-BA, Brasil

Dr. Julio Cascardo

Dans le cadre d’un accord Cirad cacao-UESC.

Valorisation de la collaboration sous forme d’accueils scientifiques, d’expériences, d’encadrement d’étudiants et de
publications (articles, posters).

CEPLAC/CEPEC, Ilhéus-BA, Brasil

Dr. Uilson Lopes et Dr. Karina Gramacho

Dans le cadre d’un accord Cirad-UESC.

Valorisation de la collaboration sous forme d’expériences, d’encadrement d’étudiants, d’échanges de matériel végétal
et de publications (articles, posters).

La collaboration développée a également favorisé le montage d’une coopération Cirad-CEPLAC qui s’est concrétisée
fin 2004 par I’affectation du Dr. Didier Clément (Cirad) au CEPEC.

Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana-BA, Brasil

Dr. Aristételes Goes Neto

Dans le cadre d’une participation a un projet de recherche coordonné par le Dr. Neto.

Valorisation da la collaboration sous forme d’expériences, d’encadrement d’étudiants (Master) et de publications
(articles, posters).

UNESP, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil

Dr. Sonia Zingaretti di Mauro

Dans le cadre d’un projet FAPESB coordonné par F. Micheli

Valorisation da la collaboration sous forme d’expériences et de publications (articles, posters).

Intra-institutionnelles :

Cirad CP/programme hévéa

Dr. Dominique Garcia

Le développement et le bon fonctionnement de la collaboration Cirad cacao-UESC ont grandement facilité le montage
d’une coopération Cirad hévéa-UESC portant sur 1’étude de I’interaction hévéa-Microcyclus ulei par génomique
fonctionnelle. Cette nouvelle collaboration s’est concrétisée fin 2004 par I’affectation du Dr. Dominique Garcia (Cirad)
a ’UESC et a favorisé le développement d’une thématique plus large portant sur 1’étude des interactions plantes
perennes-pathogénes.
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6.4. OBTENTI

ON ET GESTION DE PROJETS ET DE BOURSES DE RECHERCHES"

Projets de recherche

2008-2010

2008-2010

2008-2010

2007-2010

2004-2007

2006-2007

2006-2007

2006-2007

Projet FAPESB, Coordinateur : F. Micheli

Théme des recherches : Estudo molecular da interagdo cacao-Ceratocystis cacaofunesta.
Durée du financement : 2 ans

Montant : R$ 44 820

Projet CNPq, Coordinateur : F. Micheli

Théme des recherches : Prospecgdo de plantas para estabelecimento de um patossistema modelo da
interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa

Durée du financement : 2 ans

Montant : R$ 33 000

Projet BNB, Coordinateur : F. Micheli

Théme des recherches : Caracterizagdo de pectinases do Crinipellis perniciosa para aplica¢des
biotecnologicas

Durée du financement : 2 ans

Montant : R$ 30 000

Projet CNPq, Coordinateur : F. Micheli

Théme des recherches: Estudo funcional de fatores de transcricio WRKY da interagdo cacau-
Crinipellis perniciosa.

Durée du financement : 2 ans, prolongé¢ pour 1 an

Montant : R$ 32 000

Projet FAPESB, Coordinateur : F. Micheli

Théme des recherches : Determinacdo de genes envolvidos na resisténcia do cacau ao Crinipellis
perniciosa via microarrays.

Durée du financement : 2 ans, prolongé pour 6 mois

Montant : R$ 15 000

Financement FAPESB attribuée a Livia Santos Lima, étudiante de Master.

Théme des recherches : Identificacdo de polimorfismo em ESTs de cacau associados a interagdo
cacau-Crinipellis perniciosa.

Durée du financement : 1 an

Montant : R$ 5 000

Financement FAPESB attribuée a Braz Tavares da Hora Junior, étudiant de Master.

Théme des recherches : Determinacdo de genes envolvidos na resisténcia do cacau ao Crinipellis
perniciosa via arrays.

Durée du financement : 1 an

Montant : R$ 5 000

Financement FAPESB attribuée a Maiza Alves Lopes, étudiante de Doctorat.

Théme des recherches : Estudo funcional de fatores de transcricio WRKY da interagdo cacau-
Crinipellis perniciosa

Durée du financement : 1 an

Montant : R$ 7 000

Total des financements en tant que coordinateur : R§ 171 820 = 66 100 euros

'R$ 1~0,376€
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Bourses de recherche

2009-2011

2008-2009

2007

2007-2008

2007-2010

2007-2008

2007-2008

2006-2009

2005-2006

2003-2005

2004-2005

Bourse CNPq relative a la Production Scientifique attribuée a Fabienne Micheli (Bolsista de
Produtividade do CNPq)

Projet présenté: Gendmica da interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa: uma base comum aos
estudos de sinalizacdo da resisténcia e ao melhoramento do cacaueiro

Durée de la bourse: 3 ans

Valeur mensuelle de la bourse: R$ 980

Bourse CNPq (PIBIC) attribuée a Thyago Hermylly Santana Cardoso, étudiant de Matrise.
Théme des recherches : Caracterizagdo bioquimica de uma cisteina protease de cacau.
Durée de la bourse : 1 an

Bourse PROIIC (UESC) attribuée a Sanderson Tarciso Pereira de Sousa, étudiant de DEUG.
Théme des recherches : Obtengdo e clonagem em sistema heterdlogo de genes de quitinases de
Moniliophthora perniciosa.

Durée de la bourse : 6 mois

Bourse CNPq (PIBIC) attribuée & Elisdngela Alves dos Santos, étudiante de Licence puis a Nara
Georgia Ribeiro Braz, étudiante de maitrise.

Théme des recherches : Otimizagdo ¢ validagcdo de microssatélites (SSRs) oriundos de ESTs da
interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa.

Durée de la bourse : 1 an

Bourse FAPESB/CAPES attribuée a Livia Santos Lima, étudiante de Doctorat.

Théme des recherches : Caracterizagdo de genes da interagdo cacau-Moniliophthra perniciosa
diferencialmente expressos em genotipos de cacaueiro com diferentes fontes de resisténcia a vassoura-
de-bruxa.

Durée de la bourse : 3 ans

Bourse FAPESB (AT) attribuée a Heliana Arg6lo Santos Carvalho.
Durée de la bourse : 1 an

Bourse FAPESB (IC/UESC) attribuée a Glaucea Cabral dos Santos, étudiante de Maitrise.
Théme des recherches : Busca de promotores de fatores de transcriggdo WRKY da interacdo cacau-
Moniliophthora perniciosa.

Durée de la bourse : 1 an

Bourse FAPESB attribuée a Maiza Alves Lopes, étudiante de Doctorat.

Théme des recherches : Estudo funcional de fatores de transcricio WRKY da interagdo cacau-
Crinipellis perniciosa.

Durée de la bourse : 3 ans

Bourse PROIIC (UESC) attribuée a Dayane Santos Gomes, étudiante de Maitrise.

Théme des recherches : Analise molecular ¢ bioquimica da regulation metabolica de quitinases do
Crinipellis perniciosa.

Durée de la bourse : 8 mois

Bourse FAPESB attribuée a Maiza Alves Lopes, étudiante de Master.

Théme des recherches : Caracterizacdo bioquimica e funcional de quitinase em Crinipellis perniciosa,
fungo causador da vassoura-de-bruxa no cacaueiro.

Durée de la bourse : 2 ans prolongé pour 3 mois (fin du Master)

Bourse PROIIC (UESC) attribuée a Dayane Santos Gomes, étudiante de Licence.
Théme des recherches : Analise da expressdo de um gene de quitinase do Crinipellis perniciosa.
Durée de la bourse : 1 an
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2004-2005 Bourse PROIIC (UESC) attribuée a Gilvia Simone Andrade de Oliveira, étudiante de DEUG.
Theéme des recherches : Analise do efeito da quitinase do Crinipellis perniciosa no crescimento de
fungos fitopatogenos.

Durée de la bourse : 1 an

6.5. PARTICIPATION ACTUELLE A DES PROJETS DE RECHERCHE (autres que ceux obtenus et
gérés en tant que coordinatrice)

« Projet Genuagu »

Financement : Embrapa (Macroprograma 2)
Valeur : RS 408 584

Date de début du projet : 2009

Coordinateur : Rafaél Moyses Alves (CPATU-PA)

« Functional analysis of candidate genes for resistance of cacao to witches' broom disease: in planta evidences. »
Financement: IFS.

Valeur: 12 000 USD.

Date de début de projet: mars 2008

Coordinateur : Abelmon Gesteira (UESC)

« Piramidizagao de genes de resisténcia a vassoura-de-bruxa visando a sele¢do de novas variedades resistentes
ao fungo Crinipellis perniciosa »

Financement : CNPq

Valeur : R$ 45 000

Date de début du projet : mars 2007

Coordinateur : Karina Gramacho (CEPLAC)

« Andlise funcional da proteina relacionada a patogenicidade (PR10) isolada de uma biblioteca de cDNA da
interacdo Theobroma cacau-Crinipellis perniciosa »

Financement : CNPq

Valeur : R$ 15 000

Date de début du projet : mai 2006

Coordinateur : Abelmon Gesteira (UESC)

« Estudo do genoma funcional do cacaueiro em respeito ao Crinipellis perniciosa e da ecologia e evolu¢do do
fungo »

Financement: FAPESB

Valeur: R$ 33 550

Date de début de projet: avril 2006

Coordinateur : José Luis Pires (CEPLAC)

« Functional analysis of candidate genes for resistance of cacao to the pathogenic fungus Crinipellis perniciosa. »
Financement: IFS.

Valeur: 12 000 USD

Date de début de projet: mai 2005 — mai 2008

Coordinateur : Abelmon Gesteira (UESC)

« Genoma funcional de cacau »

Financement : CNPq

Valeur : R$ 30 000

Date de début du projet : mars 2004 — mars mars 2006
Coordinateur : José Luis Pires (CEPLAC)

« Analise funcional de genes expressos diferencialmente na interagdo Theobroma cacao:Crinipellis perniciosa »
Financement: FAPESB.

Valeur: R$ 51 000

Période : octobre 2002-octobre 2005

Coordinateur : Abelmon Gesteira (UESC)
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« Caracterizacdo bioguimica e molecular da quitinase de Crinipellis perniciosa, o fungo causador da vassoura-
de-bruxa do cacaueiro »

Financement: CNPq.

Valeur: R$ 19 000

Période : mars 2003-mars 2005

Coordinateur : Aritosteles Goes Neto (UEFS)

« Genoma do fungo Crinipellis perniciosa, agente causador da doenca vassoura-de-bruxa no cacau »
Financement: SEAGRI/Estado da Bahia et CNPq.

Valeur: R$ 529 000 (UESC)

Date de début de projet: novembre 2000

Coordinateur pour I"UESC : Julio Cascardo (UESC)

6.6. ORGANISATION DU LABORATOIRE

De Biologie Moléculaire du Centro de Biotecnologia e Genética de I’'UESC, Brésil

2008- Responsable du Laboratoire de Biologie Moléculaire du Centro de Biotecnologia e Génética (CBG) de
I’UESC

De Biologie Moléculaire des Relations Plantes-microorganismes, INRA, Toulouse

2002 Co-responsable des commandes de **P pour le laboratoire

2002 Co-responsable de 1’approvisionnement du laboratoire en azote liquide
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/. ENCADREMENT

7.1. ENCADREMENT DE STAGES (2" cycle)

Au Laboratoire de Génomique et Expression Génique, UESC, llhéus, Brésil

2008

2008

2008

2007

2007

2006-2007

2006-2008

Aolt  2005-
mars 2006

Mai-oct.
2005

2004-2005

Gabriela Costa Oliveira, Maitrise d’Agronomie, UESC, Ilhéus.
Théme : Prospeccao de plantas para estabelecimento de um patossistema modelo da interagdo cacau-
Moniliophthora perniciosa

Durée du stage : 6 mois

Thyago Hermylly Santana Cardoso, Maitrise de Biologie, UESC, Ilhéus.
Théme : Caracterizag@o bioquimica de uma cisteina protease de cacau

Durée du stage : 6 mois
Financement : CNPq (PIBIC)

Nara Georgia Ribeiro Braz, Maitrise d’Agronomie, UESC, Ilhéus.
Théme : Otimizacdo e validagdo de microssatélites (SSRs) oriundos de ESTs da interacdo cacau-
Moniliophthora perniciosa

Durée du stage : 6 mois
Financement : CNPq (PIBIC)

André Luis Bomfim Pacheco, DEUG de Biologie, UESC, Ilhéus.

Théme : Determinagdo de genes envolvidos na resisténcia do cacau ao Crinipellis perniciosa via
arrays

Durée du stage : 7 mois, sans financement

Elisangela Alves dos Santos, Licence d’ Agronomie, UESC, Ilhéus.
Théme : Otimizacdo e validagdo de microssatélites (SSRs) oriundos de ESTs da interacdo cacau-
Moniliophthora perniciosa

Durée du stage : 6 mois
Financement : CNPq (PIBIC)

Sanderson Tarciso Pereira de Sousa, DEUG de Biologie, UESC, Ilhéus.
Théme : Expressdo heterologa de quitinases de Crinipellis perniciosa

Durée du stage : 1 an
Financement : UESC (Proiic)

Glaucea Cabral dos Santos, Licence de Biomedecine, UESC, I1héus.
Théme : Estudo funcional de fatores de transcrigio WRKY da interagdo cacau-Crinipellis perniciosa
Financement : FAPESB

Dayane Santos Gomes, Maitrise de Biologie, UESC, Ilhéus.
Théme : Analise molecular e bioquimica da regulation metabolica de quitinases do Crinipellis
perniciosa

Durée du stage: 8 mois
Financement : UESC (Proiic)

Silvio Jesus dos Santos, DEUG de Biologie, UESC, Ilhéus.
Théme : Analise biochimica de proteases na interagdo cacau-Crinipellis perniciosa.
Durée du stage : 6 mois, sans financement

Dayane Santos Gomes, Licence de Biologie, UESC, Ilhéus.
Théme : Andlise da expressdo de um gene de quitinase do Crinipellis perniciosa

Durée du stage: 1 an
Financement : UESC (Proiic)

18



2004-2005  Gilvia Simone de Andrade Oliveira, DEUG de Biomédecine, UESC, Ilhéus.
Théme : Analise do efeito da quitinase do Crinipellis perniciosa no crescimento de fungos
fitopatdgenos

Durée du stage: 1 an
Financement : UESC (Proiic)

Au Laboratoire de Biologie Moléculaire des Relations Plantes-Microorganismes, INRA, Toulouse

2001 Nathalie Cirac, Maitrise de Biochimie option Biotechnologies, Université Paul Sabatier, Toulouse.
Theéme: Analyse globale de I'expression d'une collection d'ESTs de Medicago truncatula
Durée du stage: 4 mois, sans financement

Au Laboratoire d’Enzymologie en Milieu Structuré, Institut Jacques Monod, Paris

1999 Christian Gousset, Licence de Biologie Cellulaire et Physiologie, Université Paris 6.
Théme: Analyse biochimique des pectine méthylesterases dans la zone cambiale d'un peuplier
transgénique altéré dans la biosynthése de I'auxine
Durée du stage: 1 mois, sans financement

7.2. ENCADREMENT D’ETUDIANTS DE 3*™ CYCLE (Master et Doctorat de Génétique et Biologie
Moléculaire de I’'UESC — Durées respectives : 2 ans et 4 ans sauf « Candidats libres »)

Les encadrements effectués consistent en ’initiation pratique des étudiants au travail de laboratoire, a la
direction des expériences ainsi qu’a la correction des rapports et soutenances occasionnés par les stages. La fonction
d’encadrement s’étend également au montage de projets et a la recherche de financements permettant le bon

fonctionnement des expériences effectuées par 1’étudiant.

Comme encadrant principal

2008- Doctorat Heliana Argbélo Santos Carvalho
Théme d’études: Caracterizagdo bioquimica e molecular de pectinases de
Moniliophthora perniciosa como pré-requisito a aplicagdes industriais.
Financement: FAPESB

2008- Doctorat Rogério Mercés Ferreira Santos
Théme d’études : Estudo molecular da interagdo cacau-Ceratocystis cacaofunesta.
Financement : FAPESB

2007- Doctorat Livia Santos Lima
Théme d’études: Caracterizagdo de genes da interagdo cacau-Moniliophthora
perniciosa diferencialmente expressos em genotipos de cacaueiro com diferentes fontes
de resisténcia a vassoura-de-bruxa.
Financement : FAPESB/CAPES

2007- Master Dayane Santos Gomes
Théme d’études : Analise molecular e bioquimica da regulation metabolica de quitinases
do Crinipellis perniciosa.
Financement : CAPES

2006- Doctorat Maiza Alves Lopes
Théme d’études : Estudo funcional de fatores de transcrigdo WRKY da interagdo cacau-
Crinipellis perniciosa.
Financement : FAPESB
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2006-2008 Master

Juil.  2006- Master
Déc. 2006 « Candidat
libre »

Avril 2006- Master
Sept. 2006  « Candidat
libre »

2005-2007  Master

2005-2007  Master

2003-2005 Master

Braz Tavares da Hora Junior

Théme d’études: Determinacdo de genes envolvidos na resisténcia do cacau ao
Crinipellis perniciosa via arrays.

Financement : CAPES

Master soutenu en mars 2008.

Fatima Aparecida Ramos

Théme d’études: Determinacdo de genes envolvidos na resisténcia do cacau ao
Crinipellis perniciosa via arrays.

Durée du stage: 6 mois, sans financement

Dayane Santos Gomes
Théme d’études : Analise biochimica de proteases na interagdo cacau-Crinipellis
perniciosa.

Durée du stage: 6 mois
Financement : MAE

Livia Santos Lima

Théme d’études : Identificacdo de polimorfismo em ESTs de cacau associados a
interagdo cacau-Crinipellis perniciosa.

Financement : CAPES

Master soutenu en février 2007.

Heliana Argblo Santos Carvalho

Theéme d’études : Estudo funcional de cisteina proteases da interagdo cacau-Crinipellis
perniciosa.

Financement : CAPES

Master soutenu en mars 2007.

Maiza Alves Lopes

Théme d’études : Estudo molecular de quitinases de Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer.

Financement : FAPESB

Master soutenu en aout 2005.

Comme co-encadrant ou conseiller

2007-2009  Master

2005-2007 Master

2003-2005 Master

2003-2005 Master

Aurizangela Oliveira de Sousa Medeiros

Théme d’études: Estudos funcionais e expressdo de genes envolvidos na qualidade da
madeira via PCR tempo real. Co-encadrant.

Master soutenu en février 2009.

Cristiano Villela Dias

Théme d’études : Gendomica da Interagdo Theobroma cacao / Crinipellis perniciosa:
Analise da expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo e sua relagdo com
resisténcia e, ou susceptibilidade. Co-encadrant.

Master soutenu en mars 2007.

Claudine Goncalves de Oliveira

Théme d’études : Diversidade genética da espécie de roedor Chaetomys suspinosu
(ourico-preto) para auxiliar na elaboragdo de seu plano de manejo. Conseiller.

Master soutenu en juillet 2005.

Dorival de Freitas Filho

Théme d’études : Estudo dos transportadores ABC na detoxificagdo de Crinipellis
perniciosa. Conseiller.

Master soutenu en aott 2005.
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2003-2005  Master

2003-2005 Master

2002-2004 Master

Sténio Carvalho Santos

Théme d’études : Estudos da familia multigénica de hidrofobinas no genoma do fungo
Crinipellis perniciosa. Conseiller.

Master soutenu en aott 2005.

Dahyana Santos Britto

Théme d’études : Estudos funcionais de genes de codificam proteinas PR (pathogenesis
related proteins) expressas em Theobroma cacao em resposta ao ataque de Crinipellis
perniciosa. Co-encadrant.

Master soutenu en aout 2005.

Geruza Ceita

Théme d’études : Analise do processo de morte celular em Theobroma cacao L.
induzido por Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer. Co-encadrant.

Master soutenu en aotit 2004.

7.3. FORMATION DE CHERCHEURS ET DE TECHNICIENS

2007-2008 Heliana Argélo Santos Carvalho, UESC, Breésil
Technicienne Biochimie et Proteomique
Théme : Apoio aos estudos de bioquimica e protedmica da interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa
Financement: FAPESB

2004 Dr. Abelmon da Silva Gesteira, biologiste moléculaire, UESC, Breésil
Accueil au sein du programme Biotrop, Cirad, Montpellier.
Formation portant sur I’étude de 1’expression de génes sur macroarrays et sur le criblage de banque

BAC.

Formation de 6 semaines financée par le MAE et par une bourse DESI.
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8. PUBLICATIONS

8.1. CHAPITRES DE LIVRES

2008

2002

2000

Micheli F, Gesteira A, Figueira A, Cascardo JCM. Biochemistry, genetic and molecular aspects of the
interaction Theobroma cacao x Moniliophthora perniciosa - the witches' broom disease. In: Theobroma
cacao: Biology, Chemistry and Human Health, Eds Bennett A, Keen C, Shapiro H, California
University Press, Davis, USA. Soumis sur invitation.

Micheli F, Ermel FF, Bordenave M, Richard L and Goldberg R. Cell walls of woody tissues:
cytochemical, biochemical and molecular analysis of pectins and pectin methylesterases. In: Wood
formation in trees: developmental cell biology techniques, Ed. NJ Chaffey, Harwood Academic
Publishers. pp 179-200.

Micheli F, Bordenave M and Richard L. Pectin methylesterases: possible markers for cambial
derivative differentiation? In: Cambium: the biology of wood formation, Eds Savidge, Barnett and
Napier, Bios scientific publishers. pp 295-304.

8.2. ARTICLES

Articles dans des revues internationales avec comité de lecture? (les noms des étudiants de Master/Doctorat sous

ma responsabilité sont soulignés) :

2009

2008

2008

2008

2008

2007

2007

Pungartnik C, Silva AC, Melo SA, Gramacho K, Cascardo JCM, Brendel M, Micheli F, Gesteira AS.
High-affinity copper transport and Snq2 export permease 1 of Saccharomyces cerevisiae modulate
cytotoxicity of PR-10 from Theobroma cacao. Molecular Plant Microbe Interactions, 22: 39-51
(Facteur d’impact: 4.275).

Lima LS, Gramacho KP, Gesteira AS, Lopes UV, Gaiotto FA, Zaidan HA, Pires JL, Cascardo JCM,
Micheli F. Characterization of microsatellites from cacao-Moniliophthora perniciosa interaction
expressed sequence tags. Molecular Breeding, 22: 315-318 (Facteur d’impact: 2.357).

Pirovani CP, Carvalho HAS, Machado R, Gomes DS, Alvim FC, Pomella AWV, Gramacho K,
Cascardo JCM, Pereira G, Micheli F. Protein extraction for proteome analysis from cacao leaves and
meristems, organs infected by Moniliophthora perniciosa, the causal agent of the witches’ broom
disease. Electrophoresis, 29: 2391-2401 (Facteur d’impact: 3,609).

Siedlecka A, Wiklund S, Peronne A-M, Micheli F, Les’niewska J, Sethson I, Edlund U, Richard L,
Sundberg B, Mellerowicz E. Pectin methyl esterase inhibits intrusive and symplastic cell growth in
developing wood cells of Populus. Plant Physiology, 146: 554-565 (Facteur d’impact : 6.367).

Lopes MA, Gomes DS, Koblitz MGB, Pirovani CP, Cascardo JCM, Goées-Neto A, Micheli F. Use of
response surface methodology to examine chitinase regulation in the basidiomycete Moniliophthora
perniciosa. Mycological Research, 112: 399-406 (Facteur d’impact: 1.861).

Ceita GO, Macédo JNA, Santos TB, Alemanno L, Gesteira AS, Micheli F, Mariano AC, Gramacho
KP, Silva DC, Meinhardt L, Mazzafera P, Pereira GAG, Cascardo JCM. Involvement of calcium
oxalate degradation during programmed cell death in Theobroma cacao tissues triggered by the
hemibiotrophic fungus Moniliophthora perniciosa. Plant Science, 173:106-117. (Facteur d’impact:
1.795)

Gesteira A", Micheli F*, Carels N, Silva AC, Gramacho KP, Schuster I, Macedo JN, Pereira GAG,
Cascardo JCM. Comparative analysis of expressed genes from cacao meristems infected by
Moniliophthora perniciosa. Annals of Botany, 100 :129-140. (Facteur d’impact: 2.939)

2 JCR2007

* Premiers auteurs joints
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2007

2007

2003

2002

2001

2000

1998

Garcia O, Macédo J, Tiburcio R, Zapparoli G, Rincones J, Bittencourt L, Ceita G, Micheli F, Gesteira
A, Mariano A, Schiavinato M, Medrano FJ, Meinhardt L, Pereira G, Cascardo J. Characterization of
necrosis and ethylene inducing proteins (NEP) in the hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora
perniciosa the causal agent of the witches’ broom in Theobroma cacao. Mycological Research,
111:443-455. (Facteur d’impact: 1.861)

Godiard L, Niebel A", Micheli F, Gouzy J, Ott T, Gamas P. Identification of new potential regulators
of the Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti symbiosis using a large scale Suppression
Subtractive Hybridization approach. Molecular Plant Microbe Interactions, 20: 331-332. (Facteur
d’impact: 4.275)

Gesteira A, Micheli F, Ferreira CF, Cascardo J. Isolation and purification of functional total RNA from
different organs of cocoa tree during its interaction with the pathogen Crinipellis perniciosa.
BioTechniques, 35: 494-500. (Facteur d’impact: 2.759)

Journet E-P, van Tuinen D, Gouzy J, Crespeau H, Carreau V, Farmer M-J, Niebel A, Schiex T, Jaillon
O, Chatagnier O, Godiard L, Micheli F, Kahn D, Gianinazzi-Pearson V, Gamas P. Exploring root
symbiotic programs in the model legume Medicago truncatula using EST analysis. Nucleic Acids
Research, 30: 5579-5592. (Facteur d’impact: 6,954)

Micheli F. Pectin methylesterases : cell wall enzymes with important roles in plant physiology. Trends
in Plant Science, 6 : 414-419. (Facteur d’impact: 8,995)

Micheli F, Sundberg B, Goldberg R, Richard L. Radial distribution pattern of pectin methylesterases
across the cambial region of hybrid aspen at activity and dormancy. Plant Physiology,124: 191-199.
(Facteur d’impact: 6.367)

Micheli F, Holliger C, Goldberg R, Richard L. Characterisation of the pectin methylesterase-like gene
AtPME3: a new member of a gene family comprising at least twelve genes in Arabidopsis thaliana.
Gene, 220: 13-20. (Facteur d’impact: 2.871)

Avrticles dans des revues internationales sans comité de lecture:

2004

Gesteira A, Micheli F, Gramacho K, Alvim F, Pirovani C, Pires A, Mariano A, Carels N, Pires J-L,
Vincentz M, Pereira G and Cascardo J. Understanding the Theobroma cacao-Crinipellis perniciosa
interaction using ESTs and proteomic analyses. Ingenic Newsletter, 9: 27-32.

Articles soumis ou accepté:

2009

2009

Hora Junior BT", Micheli F*, Lopes MA, Dias CV, Gramacho KP, Sabau X, Mauro SMZ, Cascardo
JCM, Gesteira AS. Large scale expression analysis of cacao-Moniliophthora perniciosa interaction.
Soumis a Annals of Botany (Facteur d’impact: 2.939).

Lima L, Gramacho K, Carels N, Novais R, Gaiotto F, Lopes U, Gesteira A, Zaidan H, Cascardo J, Pires
JL, Micheli F. Single Nucleotide Polymorphisms from Theobroma cacao Expressed Sequence Tags:
new expectations for cacao breeding. Soumis a Genetics and Molecular Research (Facteur d’impact:
1.05).

Articles en préparation:

2009

Micheli F, Mellerowicz E, Gousset C, Richard L and Sundberg B. Analysis of pectin methylesterases
in transgenic hybrid aspen altered in wood characteristics. Soumission prévue a Physiologia Plantarum.

* Premiers auteurs joints
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2009 Pirovani CP, Santiago AS, dos Santos LS, Micheli F, Margis R, Alvim FC, Pereira GAG, Cascardo
JCM. Characterization of four new cacaocystatin that inhibit hyphae growth of Moniliophthora
perniciosa. Soumission prévue a New Phytologist.

2009 Lima LS, Gramacho K, Gaiotto F, Lopes U, Pires JL, Gesteira A, Cascardo J, Lima L, Micheli F.
Development and analysis of SSR from cacao ESTs. Soumission prévue a TAG.

2009 Gramacho K, Lima LS, Micheli F. Comparative analysis of cacao EST in infected fruit and meristem.
Soumission prévue a Plant Cell Reports.

2009 Carels N, Vidal R, Gesteira A, Micheli F, Frias D, Cascardo J and Pereira G. The determination of
codon usage in Theobroma cacao and Crinipellis perniciosa using ESTs. Soumission prévue a MPP.

Résumés dans des revues internationales a comité de lecture suite a des congres:

1999 Micheli F, Ermel FF and Richard L. Pectin methylesterases as possible markers for cambial derivative
differentiation. Journal of Experimental Botany, 50: 27. (Facteur d’impact: 2.852)

8.3. TRAVAUX AYANT FAIT L'OBJET D'UNE PARUTION DANS LES BANQUES DE DONNEES
DE SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES (EMBL-GENBANK-DDBJ BATABANK LIBRARY)

2007 Gesteira A, Micheli F, Carels N, Gramacho K and Cascardo J.
Genbank -ES439783-ES440989 ESTs Theobroma cacao (Catongo)-Moniliophthora perniciosa
Genbank -ES440990-ES442709 ESTs Theobroma cacao (TSH1188)-Moniliophthora perniciosa

2006 Gesteira A, Carels N, Micheli F and Cascardo J.
Genbank-EF140885 ADNCc 18S Protein Theobroma cacao
Genbank-EF 114673 ADNc Necrosis and Ethylene Inducing Protein Theobroma cacao TcNEP2
Genbank-ET191355 ADNc Oxalate oxidase Theobroma cacao

2005 Godiard L, Niebel A, Micheli F, Gouzy J and Gamas P.
Genbank-AJ845978-AJ846265 MtSC4 SSH library
Genbank-AJ845245-AJ845970 MtSNF SSH library
Genbank-AJ846898-AJ847350 MtSTW SSH library
Genbank-AJ847919-AJ848801 MtSN4 SSH library
Genbank-AJ846292-AJ846578 MtSCF SSH library
Genbank-AJ847417-A)847852 MtSTA SSH library
Genbank-AJ846579-AJ846848 MtSNO SSH library

2000 Micheli F
EMBL-AJ277547 ADNc Pectine méthylestérase P. tremula (L.) x P. tremuloides (Michx) PttPME1
EMBL-AJ292974 ADNc Pectine méthylestérase P. tremula (L.) x P. tremuloides (Michx) PttPME2
EMBL-AJ292975 ADNc Pectine méthylestérase P. tremula (L.) x P. tremuloides (Michx) PttPME3
EMBL-AJ292976 ADNc Pectine méthylestérase P. tremula (L.) x P. tremuloides (Michx) PttPME4

1998 Richard L, Micheli F et Goldberg R.
EMBL-AF(077855 ADN génomique Pectine méthylestérase A. thaliana (L.) AtPME4

1998 Micheli F et Richard L.
EMBL-AF033205 ADN génomique Pectine méthylestérase A. thaliana (L.) AtPMEpcrA
EMBL-AF033206 ADN génomique Pectine méthylestérase A. thaliana (L.) AtPMEpcrB
EMBL-AF033207 ADN génomique Pectine méthylestérase A. thaliana (L.) AtPMEpcrC
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8.4. PARTICIPATIONS A DES COLLOQUES ET CONGRES

Communication orale sur invitation :

2008

2005

1999

Micheli F. Gendmica da interagdo cacau-Moniliophthora perniciosa. 54° Congresso Brasileiro de
Genética. Salvador-BA, Brésil.

Micheli F. O cacau no Cirad. Workshop Vassoura de Bruxa. Ilhéus, Bahia, Brésil.

Micheli F. Pectin methylesterases: possible markers for cambial derivative differentiation. Annual
meeting of the Society for Experimental Biology, Edinburgh, Scotland.

Communications orales (le nom de I’auteur ayant effectué la presentation est souligné) :

2007

2006

2006

2005

2005

2004

2004

2004

2003

2003

Gesteira A, Micheli F, Carels N, Cascardo J. Biology of Theobroma cacao-Crinipellis perniciosa
interaction: lessons from genomics and post-genomics. I Symposio Brasileiro de Genética Molecular de
Plantas. Natal-RN, Brasil.

Lanaud C, Fouet O, Gramacho K, Argout X, Legavre T, Sabau X, Risterucci A-M, Vincker P, da Silva
C, Loor G, Lopes U, Cascardo J, Courtois B, Khun D, Schnell R, Bailey B, Babin R, Sounigo O,
Ducamp M, Paulin D, Debert P, Verica J, Guiltinan M, Alemanno L, Machado R, Phillips W, Micheli
F, Clement D, Butler D, Rosenquist E, Gilmour M, Glaszmann J-C. Producing and sequencing of a
large collection of cocoa cDNA isolated from various organs and under various biotic and abiotic
stresses. 15" International Cocoa Reasearch Conference, San José, Costa Rica.

Cascardo JCM, Gesteira AS, Micheli F, Carels N, Pereira GAG. Thoughts on Crinipellis: defeating the
disease that destroyed Brazil’s cocoa crop. Symposium on Cocoa, The National Academies,
Washington, DC, USA.

Gomes DS, Lopes MA, Oliveira GSA, Santos SC, Pires ABL, Neto AG, Micheli F. Anélise da
expressdo de um gene de quitinase de Crinipellis pernisiosa. 11 Seminario de Iniciagdo Cientifica da
UESC, Ilhéus-BA, Brésil.

Gesteira A, Micheli F, Pereira G e Cascardo J. Interagdo fungo-planta no estabelecimento da vassoura
de bruxa. XXXVIII Congresso Brasileiro de Fitopatologia, Brasilia, Brésil.

Pirovani C, Lopes M, Oliveira B, Dias C, Caldas E, da Hora Junior B, Souza C, Galante R, Santos
Junior M, Silva B, Uetanabaro A, Taranto A, Cruz S, Roque M, Micheli F, Gesteira A, Schriefer A,
Cascardo J, Pereira G, Gées Neto A. Knowledge discovery in genome database: the chitin metabolic
pathway in Crinipellis perniciosa (stahel) singer. International Conference on Bioinformatics and
Computational Biology and IV Brazilian Symposium on Mathematical and Computational Biology,
IThéus-BA, Brazil.

Gesteira A, Micheli F, Gramacho K, Alvim F, Pirovani C, Pires A, Mariano A, Carels N, Suarez D,
Pires J, Vincentz M, Pereira G, Cascardo J. Pés genémica da interag@o planta-patogeno: Estudo do caso
Theobroma cacao -Crinipellis perniciosa. 55 Congresso Brasileiro de Botéanica, Vigosa-MG, Brazil.

Gesteira A, Micheli F, Pirovani C, Alvim F, Pires A, Neuby J, Ceita G, Silva A, Motta T, Filho J, Vidal
R, Gramacho K, Carels N, Frias D and Cascardo J. Depicting the plant-pathogen interaction Theobroma
cacao-Crinipellis perniciosa using genomics and proteomics tools. Cacao symposium : Thechroma
cacao: ancient crop, medicinal plant, surprising future, Washington, USA.

Mellerowicz E, Nishikubo N, Siedlecka A, Gray-Mitsumune M, Péronne M-A, Bourquin V, Micheli F,
Richard L, McQueen-Mason S, Brumer H, Teeri TT, Sundberg B. Custom- tailored wood fibers. Tree
Biotechnology Meeting, Umea, Sweden.

Gesteira A, Micheli F, Gramacho K, Pires JL and Cascardo J. Exploring the plant-pathogen interaction

Theobroma cacao-Crinipellis perniciosa using random sequencing and SAGE analysis. 14"
International Cocoa Reasearch Conference, Accra, Ghana.
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2002

2002

2002

2002

2002

2002

2001

2001

Siedlecka A, Péronne M-A, Lesniewska J, Richard L, Micheli F, Shchukarev A, McCann M, Bush M,
Sundberg B and Mellerowicz E. Altered expression of Pectin Methyl Esterase PME1 cases multiple
changes in the aspen wood-forming tissues. COST E20 meeting Cell Wall and Stress, INRA, Reims,
France.

Niebel A, Godiard L, Micheli F, Heller G, Roy M and Gamas P. Suppression subtractive hybridization
to explore the Medicago truncatula symbiotic program. 5th European Nitrogen Fixation Conference
Norwich, England.

Godiard L, Niebel A, Gouzy J, El Yahyaoui F, van Tuinen D, Carreau V, Micheli F, Crespeau H,
Jaillon O, Heller G, Chatagnier O, Gianinazzi-Pearson V, Kahn D, Journet E-P and Gamas P. EST
analysis to explore the root Medicago truncatula symbiotic program. 10th New Phytologist Symposium,
Functional Genomics of Plant-Microbe Interactions, Nancy, France.

Micheli F, Godiard L, Niebel A, Gouzy J, van Tuinen D, Carreau V, Crespeau H, Jaillon O, Heller G,
Chatagnier O, Gianinazzi-Pearson V, Kahn D, Journet E-P and Gamas P. EST analysis and Suppression
Subtractive Hybridization to explore the Medicago truncatula symbiotic program. First International
Conference on Legume Genomics and Genetics: translation to crop improvement, St Paul,
Minneapolis, USA.

Godiard L, Micheli F, Niebel A, Heller G, Sauviac L, Debellé F and Gamas P. Génomique
fonctionnelle du programme symbiotique précoce de Medicago truncatula : I’approche SSH. Journée
Intragénopdle, INSA Toulouse, France.

Godiard L, Niebel A, Micheli F, Cirac N, Debellé F et Gamas P. Exploration du transcriptome de
Medicago truncatula lors de la symbiose fixatrice d'azote par l'approche d'hybridation suppressive
soustractive. ATS INRA Medicago truncatula, Rennes, France.

Micheli F. Involvement of pectin methylesterases in cambial derivative differentiation. 9™ Cell Wall
Meeting, Toulouse, France.

Niebel A, Godiard L, Micheli F, Gouzy J, Carreau V, Journet E-P et Gamas P. Exploration par
génomique fonctionnelle du programme symbiotique précoce de Medicago truncatula. Journée
Intragénopole, INSA Toulouse, France.

Communications par affiche (posters) :

2008

2008

2008

2008

2008

Medeiros AOS, Dias CV, Breton M, Pasquale G, Micheli F, Costa MGC, Cascardo JCM. Validagio
via qRT-PCR da expressdo de genes relacionados a qualidade da madeira em Eucalyptus. 54°
Congresso Brasileiro de Genética. Salvador-BA, Brésil.

Santos RMF, Gramacho KP, Lopes UV, Argout X, Fouet O, Legavre T, Silva SDM, Lanaud C, Micheli
F. Geragdo de ests e identificagdo de marcadores SSR na interagdo cacau-Ceratocystis cacaofunesta.
54° Congresso Brasileiro de Genética. Salvador-BA, Brésil.

Carvalho HAS, Gesteira AS, Pirovani CP, Cascardo JCM, Micheli F. Do genoma ao proteoma: uma
adaptacdo do protocolo de extracdo de acidos nucleicos do cacau, para se estabelecer um novo
protocolo de extragdo de proteinas nativas de meristemas e folhas de cacaueciros. 54° Congresso
Brasileiro de Genética. Salvador-BA, Brésil.

Cardoso THS, Pungartnik C, Micheli F, Cascardo JCM, Brendel M, Gesteira AS. Pathogenesis-related
protein of Theobroma cacao is transported via high-affinity copper transporter of the Saccharomyces
cerevisiae plasma membrane. 54° Congresso Brasileiro de Genética. Salvador-BA, Brésil.

Oliveira TM, Villela Dias C, Micheli F, Costa MGC. Identificagdo de mecanismos de resposta

adaptativa a seca em citros baseada em analise in silico do transcriptoma. 54° Congresso Brasileiro de
Genética. Salvador-BA, Brésil.
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2008

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2006

Lima SL, Gramacho KP, Lima L, Paternostro GC, dos Santos EA, Braz NGR, Lopes UV, Gaiotto FA,
Clement D, Gesteira AS, Cascardo JCM, Pires JL, Micheli F. Analise comparativa de SSR genémicos e
SSR-ESTS visando associagdo de genes de resisténcia a vassoura-de-bruxa no cacaueiro. 54°
Congresso Brasileiro de Genética. Salvador-BA, Brésil.

Melo SA, Silva AC, Cardoso TH, Pungartnik C, Gramacho K, Micheli F, Brendel M, Cascardo JCM,
Gesteira AS. A pathogenesis related protein, TcPR10 from Theobroma cacao: mechanism of actions
against fungi. 53° Congresso Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Hora Junior BT, Gesteira AS, Gramacho KP, Cascardo JCM, Di Mauro SZ, Ferro MIT, Micheli F.
Expressao génica da interagdo Moniliophthora perniciosa-Theobroma cacao via macroarray. 53°
Congresso Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Gomes DS, Lopes MA, Pirovani CP, Koblitz MGB, Cascardo JCM, Goées-Neto A, Micheli F.
Quitinases de Moniliophthora perniciosa, o agente causal da doenga vassoura de bruxa do cacau: bons
alvos para o controle da doenga. 53° Congresso Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Carvalho HAS, Gomes DS, Cascardo JCM, Costa MG, Gesteira AS, Micheli F. Analise bioquimica e
molecular de proteases na interagdo Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa. 53° Congresso
Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Lima LS, Gramacho KP, Gaiotto FA, Lopes UV, Pires JL, Gesteira AS, Cascardo JCM, Lima L,
Micheli F. Identificagdo de microssatélites em ESTs de cacau associados a interacdo cacau-
Moniliophthora perniciosa. 53° Congresso Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Lopes MA, Santos GC, Gesteira AS, Gramacho KP, Cascardo JCM, Micheli F. Expressao diferencial
dos fatores de transcri¢do da interagdo Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa. 53° Congresso
Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP, Brasil.

Villela-Dias C, Hora Junior BT, Lopes MA, Santos SC, Gesteira A, Micheli F, Gramacho K, Cascardo
JCM. Andlise de macroarranjos de duas variadades de Theobroma cacao: um perfil de expressdo de
genes envolvidos no estresse oxidativo. 53° Congresso Brasileiro de Genetica, Aguas de Lindoia, SP,
Brasil.

Melo SA, Silva AC, Pungartnik C, Micheli F, Cascardo JCM, Gesteira AS. A pathogenesis related
protein, TcPR10 from Theobroma cocoa with antifungal activity against Moniliophthora perniciosa.
XIII International Congress of Plant-Microbe Interactions, Sorrento, Italie.

Lima LS, Gramacho KP, Lopes UV, Gesteira AS, Carels N, Novais R, Zaidan HA, Cascardo JCM,
Micheli F. Molecular markers detected on ESTs from cacao-Moniliophthora perniciosa interaction: the
use of genomic tools to improve breeding against witches’ broom disease. XIII International Congress
of Plant-Microbe Interactions, Sorrento, Italie.

Da Hora Junior BT, Gesteira AS, Gramacho KP, Cascardo JCM, Di Mauro SMZ, Micheli F. Large
scale expression analysis of sequences from Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa interaction.
XIII International Congress of Plant-Microbe Interactions, Sorrento, Italie.

Gomes DS, Lopes MA, Pirovani CP, Koblitz MAB, Cascardo JCM, Gobes-Neto A, Micheli F.
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9. SYNTHESE DES TRAVAUX DE RECHERCHE

9.1. INTRODUCTION?

Au cours de mon parcours scientifique, j’ai eu 1’occasion de travailler successivement sur
des thématiques différentes toutes liées au monde végétal. Les différents sujets que j’ai étudiés ont
contribué¢ a mon développement personnel et professionnel, et m’ont permis d’avoir acceés a des
connaissances, des techniques et a une expérience que je peux utiliser aujourd’hui dans mon
activité professionnelle au Cirad.

Pendant ma these, je me suis intéressée au role des pectines methylesterases (PMEs) dans la
différenciation des dérivées cambiales chez le peuplier a partir d’approches enzymologiques et
moléculaires (Micheli et al., 2000 ; Siedlecka et al., 2007). Ce travail, mené dans le cadre d'une
collaboration européenne, s'intégrait a une étude plus générale de la production du xyléme (bois) et
du phloéme, dans un but d'utilisation ultérieure dans différentes stratégies d’amélioration du bois.
Les PMEs sont des enzymes pariétales qui catalysent in muro la déméthylestérification des pectines
selon deux modes d’action régulés par différents facteurs (e.g. pH, concentration ionique) (Pressey,
1984 ; Micheli, 2001). Chez les végétaux supéricurs, les PMEs existent sous de nombreuses
isoformes possédant des caractéristiques biochimiques variées (Bordenave et Goldberg, 1993). Ces
isoformes sont codées par une famille de geénes, dont certains sont exprimés de fagon constitutive
alors que d'autres ont une régulation plus spécifiquement liée au développement d'un organe
(Micheli et al., 1998). Ces données suggerent que les PMEs participent a des mécanismes de
croissance et de différenciation cellulaires trés variés. Les PMEs sont également des enzymes
produites par différents microorganismes (bactéries et champignons) qui les utilisent pour envahir
leur hote et dégrader les tissus végétaux (Herron et al., 2000).

Au cours de recherches post-doctorales, je me suis intéressée a la symbiose fixatrice d'azote
Rhizobium-Légumineuses, ou nodulation (Albrecht et al., 1999 ; Schultze and Kondorosi, 1998),
qui en plus de son importance agronomique, représente un modeéle expérimental de choix pour
¢tudier des problématiques d’un grand intérét en biologie du développement : perception-
transduction de signaux (tels que les facteurs Nod, signaux symbiotiques clefs de nature lipo-chito-
oligosaccharidique), processus morpho- et organogénétiques (en particulier production des
nodosités racinaires, organes spécifiques de cette symbiose), perception différentielle par la plante
des micro-organismes pathogenes et symbiotiques. L’utilisation d’approches de génomique ont
permis d’identifier la présence de séquences non homologues a celles déja présentes dans les bases
de données nucléotidiques, et qui représentent donc de nouveaux genes impliqués dans la

nodulation, en particulier des facteurs de transcription. Une étude d’expression par qRT-PCR
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effectuée au cours des étapes de la nodulation montre que des génes codant pour des facteurs de
transcription bHLH, WRKY et C2H2 zinc-finger protein sont superexprimés en réponse a
I’inoculation para S. meliloti (Journet et al., 2002 ; Godiard et al., 2007).

Depuis 2002, dans le cadre de la collaboration Cirad-Universidade Estadual de Santa Cruz
(UESC, Ilhéus, Bahia, Brésil), mon travail s’est orienté vers 1’étude de 1’interaction Theobroma
cacao-Moniliophthora perniciosa (= Crinipellis perniciosa). Moniliophthora perniciosa est un
champignon hémibiotrophe responsable de la maladie du balai de sorciere, une des maladies qui
affecte le plus fortement la production de cacao, avec des conséquences économiques et sociales
importantes pour la population locale, particulierement dans la région de Bahia au Brésil. L’ objectif
du travail entrepris consiste a décrypter, a la fois les mécanismes d’infection du champignon et les
mécanismes de résistance de la plante dans le but de développer a court et moyen termes des
stratégies de contréle de la maladie. Pour cela, dans le cadre de la collaboration franco-brésilienne
Cirad-UESC, nous avons opté pour I’analyse des mécanismes d’interaction cacaoyer-M. perniciosa
par des approches de génomique fonctionnelle et de protéomique. L’UESC et le Cirad, en
collaboration avec la Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) participent
¢galement au développement de marqueurs moléculaires non neutres (a partir de séquences
codantes) comme base pour de la cartographie fine, et a plus long terme, pour le pyramiding de
genes et la sélection assistée par marqueurs (SAM) de clones de cacaoyers résistants au balai de
sorcicre.

Quels points communs entre ces différents sujets ? Bien que paraissant a priori ¢loignées,
ces différentes expériences professionnelles ce recoupent au niveau : i) de sujets impliquant des
ligneux (peuplier, cacaoyer); ii) de sujets impliquant des interactions plante-microorganismes
(Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti, Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa) ; iii)
des techniques utilisées (biologie moléculaire, enzymologie, génomique) et iv) du développement
d’outils méthodologiques (e.g. analyse enzymatique de PME a partir de petites quantités de
matériel, protocole d’extraction d’ARN de cacaoyer). De plus, ces études, bien qu’impliquant des
plantes d’intérét agronomique, s’inscrivent dans une recherche fondamentale, basée sur le
développement de connaissances plus que sur le développement de produits agronomiques ou
d’outils d’aide a la sélection. Finalement, ces travaux ont un fort ancrage dans le milieu
universitaire puisque dix de mes années de recherche ont été effectuées sur deux sites, 1’Université
Pierre et Marie Curie (Paris 6, France) et ’'UESC. Mon insertion dans le systéme universitaire m’a
conduit a rapidement m’impliquer dans 1’encadrement d’étudiants, en particulier de master et de
doctorat, et m’engager administrativement dans la gestion d’une école doctorale brésilienne (Pds-

Graduacao em Genética e Biologia Molecular).

? Les références en gras correspondent aux articles dont je suis co-auteur
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Du fait de la diversit¢é de mon parcours, j’ai décidé de présenter dans ce mémoire
exclusivement mes travaux les plus récents qui portent sur 1’étude de I’interaction Theobroma
cacao-Moniliophthora perniciosa, mais sans oublier que leur réalisation doit beaucoup a mes
expériences antérieures. Une partie sera également consacrée au détail de mon implication dans la
vie académique brésilienne, du montage de projet aux responsabilités administratives en passant
par I’encadrement d’étudiants. Enfin, je présenterai mon projet professionnel pour les 4 prochaines
années, en tenant compte que celles-ci compléteront dix années d’expatriation dans le cadre de la

collaboration Cirad-UESC.

9.2. ETUDE DE L’INTERACTION THEOBROMA CACAO-MONILIOPHTHORA PERNICIOSA

9.2.1. Le cacaoyer

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) est un arbre a feuilles persistantes de 1’ordre des
Malvales qui appartenait a la famille des Sterculiacées (Cuatrecasas, 1964) et a été reclassé
récemment dans la famille des Malvacées (Alverson et al., 1999). Le genre Theobroma inclut 22
espéces dont seuls le cacaoyer et le cupuagu (Theobroma grandiflorum) sont des espéces dont le
produit est commercialisé (Cuatrecasas, 1964). L’espéce Theobroma cacao est préférentiellement
allogame, diploide (2n = 2x = 20) et possédant un génome estimé a 0,43 pg ou 0,415 x 10° pb
(Figueira et al., 1992). Le cacaoyer une plante de climat tropical native de la forét humide
amazonienne. Son probable centre d’origine se trouve aux confins du bassin de I’Amazone, au pied
des Andes, a la fronti¢re de I’Equateur avec la Colombie (Cheesman, 1944). A partir de son centre
d’origine, le cacaoyer s’est dispersé en deux groupes distincts : les Criollo cultivés a 1’ouest de la
Cordillére des Andes, dans une zone allant du nord de I’Amérique du sud jusqu’au Mexique ; et les
Forastero cultivés a I’est de la Cordillére des Andes, dans la région comprenant le nord du Brésil et
allant jusqu’aux Guyanes (Cuatrecasas, 1964). Un troisieme groupe, les Trinitario, a surgit, a
Trinidad, de I’hybridation naturelle des deux premiers groupes (Cheesman, 1944). Récemment,
cette classification fondée sur les caractéristiques morphologiques et sur 1’origine géographique du
cacaoyer a ¢été revue. L’utilisation de 106 marqueurs microsatellites sur 1241 accessions de
cacaoyers couvrant un large échantillonnage géographique a permis une classification en 10
groupes (Marafion, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado, Purtis, Nacional et
Guiana) reflétant plus précisément la diversité génétique du cacaoyer (Motamayor et al., 2008).

Le cacaoyer produit des fruits, appelés cabosses, portés par le tronc et les plus grosses
branches (Fig. 1A). Les cabosses comportent en moyenne de 20 a 40 féves (entourées de pulpe
mucilagineuse) qui apres fermentation, séchage et torréfaction sont utilisées pour la fabrication du
chocolat et d’autres produits dérivés (Fig. 1H a N). Les trois principaux groupes de variétés de

cacaoyers se distinguent par la morphologie de leurs fruits. Les Criollo produisent de grandes
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cabosses a I’écorce souvent rugueuse (Fig. 1F et G), aux féves ayant des cotylédons blanc ou violet
clair et qui sont utilisés pour 1’obtention de chocolats aromatiques encore appelés chocolats fins
(Cuatrecasas, 1964). Les Forastero produisent des cabosses qui présentent une grande variabilité de
forme, de cortex, de nombre et de taille de feves, lesquelles sont généralement violettes (Rosario et
al., 1978 ; Fig. 1D). Dans ce groupe, considéré pour présenter la plus grande diversité génétique et
une meilleure qualité agronomique que les Criollo, on trouve la variété cacau comun, de type
Amelonado (cabosse de forme ovale présentant un cortex lisse) qui est a 1’origine du premier
verger de cacaoyers du sud de I’état de Bahia. Les cacaoyers de type Forastero Amelonado sont
aussi ceux qui ont été utilisés pour constituer les premiéres plantations de cacaoyers en Afrique de
I’Ouest. La variété Catongo, originaire de Uruguca (Bahia, Brésil) est également un Forastero qui a
la particularité d’avoir des féves et de fleurs (staminodes) blanches, suite @ une mutation liée a la
pigmentation (Marita et al., 2001). Les Trinitario, hybrides entre Forastero et Criollo, forment un
groupe de cacaoyers aux caractéres intermédiaires dont les caractéristiques dépendent de la

répartition et des effets des all¢les des deux groupes fondateurs.

9.2.2. La cacaoculture brésilienne

Le cacaoyer est cultivé en Amérique du sud et en Amérique centrale, dans les Caraibes, en
Afrique et en Asie. Du point de vue économique, le cacao est considéré comme l’une des
principales cultures tropicales a niveau mondial, avec en 2007, une production totale de 4 012 310
tonnes (FAO, 2009). En 2006 et 2007, la production du Brésil a été estimée a 212 270 et 221 699
tonnes, respectivement. Avec ces valeurs, le Brésil se place en cinquiéme position pour la
production de féves de cacao apres la Cote d’Ivoire (1 300 000 tonnes en 2007), le Ghana (690 000
tonnes en 2007), I’Indonésie (620 000 tonnes en 2007) et le Nigéria (500 000 tonnes en 2007). En
2006, la production de féves de cacao par le Brésil était évaluée a 2064,75 USD/tonne (FAO,
2009). En 2008, le cours du cacao bat des records et atteint les 2890 USD/tonne, représentant le
plus haut prix de la féve de cacao en au moins 10 ans. En 2001, Dias estimait que la filiere cacao au
Brésil impliquait des investissements de 1’ordre de deux milliards de réais dont 1,7 milliard dans le
secteur primaire, et était responsable pour approximativement 300 000 emplois directs et 3 millions
de personnes.

Au Brésil, dans 1’état de Bahia, le cacaoyer a été introduit en 1746 a partir de feves de

Forastero ramenées de 1’état du Para (Vello and Garcia, 1971). Il est récolté deux fois par an, lors
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Figure 1. Du cacaoyer au chocolat. A. Cacaoyer chargé de cabosses. B. Coussinet floral. C. Fleur de cacaoyer. Taille
réelle : 1 cm D. Cabosses de type Forastero. E. Cherelles. Taille réelle : 5 cm. F et G. Cabosses de type Criollo. H.
Cabosse ouverte montrant les féves entourées de pulpe. I. Caisses de fermentation. J. Séchoir pour les féves (type
barcasse). K. Féves de cacao fermentées et séchées. L. Conditionnement des féves en sac. M. Poudres de chocolat. N.
Bouchées au chocolat. Crédits photos : A, C et K : Didier Clément©Cirad ; B et H : Claire Lanaud©Cirad ; D, F, G, J,
L et N : chocolatitudes.com. ; E : Laurence Alemanno©Cirad ; I : Emile Cros©Cirad ; M : Barry Callebaut, D. R.
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d’une récolte principale, de septembre a février (principal), et d’une récolte saisonniére (temporao),
de mars a aott. A la fin du XIXéme siecle, I’état de Bahia était déja un grand producteur mondial et
le principal producteur national. A cette époque, le cacao représentait 40 a 50% de la totalité¢ des
exportations de I’état de Bahia (Pereira et al., 1989). La seconde moiti¢ du XXeéme siecle a été
marquée par une trés forte augmentation de ’activité du sud de 1’état de Bahia en fonction d’un
scénario national et international favorable. Ainsi, les prix élevés atteints dans les années 1970 —
avec des valeurs de 3633 USD/tonne en 1976/1977 — ont été a I’origine d’une considérable
croissance de la recette des pays producteurs, Brésil inclus. A cette époque, la culture du cacao et
particuliérement 1’industrie de transformation du cacao sont devenus attractifs pour des
investissements au travers de capitaux nationaux et internationaux. Du fait des hauts rendements
obtenus, le gouvernement brésilien a favorisé 1’augmentation de la production de cacao au travers
de la concession de crédits et d’assistance technique. A cette époque, pres de 90% de la production
de cacao était destinés a I’exportation (Bastos, 2000). Les plantations de cacaoyer étaient alors
cultivées sur 29.000 propriétés rurales d’une superficie totale supérieure a 700.000 ha et distribuées
sur 106 municipalités (Souza and Dias, 2001). Mais a partir des années 1980, en raison de
différents facteurs comme les chutes successives de production dues a des conditions climatiques
irrégulicres entre 1987 et 1993, auxquelles s’ajoutent la superproduction mondiale et la réduction
des prix des produits sur le marché international, la cacaoculture brésilienne se retrouve dans une
situation de crise. Cette crise est aggravée en 1989 par I’apparition dans 1’état de Bahia de la
maladie du balai de sorciére due au champignon Moniliophthora perniciosa qui dévasta les
plantations avec d’autant plus de facilité que les producteurs avaient investi quasi exclusivement
dans la production de cacao, sans aucune diversification de leur culture ni des génotypes utilisés.
Selon les données de la CEPLAC, la production brésilienne de cacao a enregistré une réduction de
volume de production de 72% entre les années 1990 (356.327 tonnes, récolte 1990/1991) et 1999
(98.617 tonnes, récolte 1999/2000) (Hartmann and Sanches, 2005). En 2002, alors que la
production nationale de cacao présentait une décroissance de 6,06%, la décroissance de la
production dans 1’état de Bahia était de 12,92% (Lauria et al., 2002). Bien qu’ayant dépassé la
phase la plus aigué de la crise a la fin du siécle dernier, et malgré la hausse récente du cours du
cacao, le producteur brésilien de cacao est encore soumis a de graves difficultés. Le revenu du
producteur bahianais, directement 1i¢ a la baisse de production, a chuté de 35% entre les récoltes
2002/2003 et 2005/2006. Cette réalité est encore aggravée par 1’augmentation des colts de
production sur la méme période et par I’endettement des producteurs durant la période faste de
production du cacao (Hartmann and Sanches, 2005). Dans ces conditions, le producteur réussi
difficilement a couvrir les frais de manutention de sa plantation, et n’a pas les conditions

nécessaires pour subvenir aux besoins de sa famille. En plus de la réduction significative de la
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production et des revenus des producteurs, on observe d’autres impacts de la crise : réduction
d’emploi aussi bien dans le milieu agricole que dans I’industrie ou dans le commerce régional
(300.000 personnes sans emploi); augmentation du nombre d’entreprises faisant faillite ;
migrations internes ; développement des bidonvilles autour des centres urbains de la région ;
augmentation générale de la pauvreté dans 1’état de Bahia ; et accentuation des agressions a la Forét
Atlantique (Trevizan and Silva Jr, 1995). En effet, les plantations de cacaoyers poussent dans un
systéme appelé Cabruca, c’est-a-dire sous couvert des restes de la Forét Atlantique, permettant la
conservation de celle-ci (Araujo, 1997; Almeida, 2001). Suite a la crise, la substitution des
plantations de cacaoyers par d’autres cultures a donc causé un impact négatif sur le maintien de la
Forét Atlantique, considérée comme un des hot spots de diversité de la planéte. Il faut noter
¢galement qu’afin d’augmenter les revenus de la famille, les producteurs ont été amenés a
développer des pratiques illégales et a fort impact sur la biodiversité comme la coupe et la vente de

bois (Alger and Caldas, 1993).

9.2.3. La maladie du balai de sorciere

Parmi les principales maladies qui affectent la cacaoculture, la maladie du balai de sorciére
est une des plus importantes et des plus dévastatrices, et peut causer jusqu’a 100% de dommages
selon les plantations (Pereira et al., 1989). Originaire du bassin amazonien, elle a été décrite pour la
premicre fois en 1875 au Suriname (Holliday, 1952). Aujourd’hui, on la trouve dans tous les pays
d’ Amérique latine et dans les Caraibes. En 1989, elle a été introduite dans le sud de 1’état de Bahia,
simultanément dans deux municipalités (Camacam et Uruguca), et probablement par intervention
humaine (Pereira et al., 1989 ; Rocha et al., 1993; Andebrhan et al., 1999). A partir de ces deux
centres, la maladie s’est propagée dans toute la région cacaoyere ou elle a trouvé des conditions
propices a son développement, se transformant en une épidémie fatale pour la région.

La maladie du balai de sorciére est causée par le champignon hémibiotrophe
Moniliophthora perniciosa (= Crinipellis perniciosa) (Stahel) Singer (Aime and Phillips-Mora,
2005) appartenant a 1’ordre des Agaricales, famille Tricholomataceae, classe des basidiomycetes.
Quatre biotypes de M. perniciosa ont été identifiés en fonction de leur hoéte : les biotypes C, B, L et
S affectent la famille des Sterculiacées (dont le cacaoyer et le cupuagu), Bixa orellana, les lianes
(Bignoniaceae) et la famille des Solanacées, respectivement (Griffith and Hedger, 1994). 11 est
intéressant de noter qu’aucun mécanisme de reproduction asexuée n’est connu chez M. perniciosa.
Les basidiospores sont les uniques formes infectieuses du champignon ; elles infectent les tissus
méristématiques de différents organes de la plante (rameaux, coussinets floraux, fleurs simples,
fruits) causant une gamme de symptomes qui dépend de 1’organe infecté et de son stade de

développement (Silva et al., 2002 ; Fig. 2). La croissance hypertrophique des méristémes végétatifs
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Figure 2. Symptomes de la maladie du balai de sorciere en relation avec le développement de Moniliophthora perniciosa. En vert et marron: phase biotrophe et saprophyte

du champignon, respectivement. En rouge: données relatives au champignon; en noir: données relatives a la plante. Tiré de
al. (2004) et Ceita et al. (2007).
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infectés, qui aboutit a la formation d’une structure en forme de balai (d’ou le nom de la
maladie), est le symptome le plus caractéristique. L’infection des fleurs et coussinets floraux
est suivie du passage de la structure florale en structure végétative, elle-méme amenée a se
transformer en balai. Enfin, I’infection des fruits se fait quand ceux-ci sont encore en
développement (cherelles) ou déja au stade mature. Quel que soit 1’organe infecté, la phase
finale de la maladie consiste en la nécrose de 1’organe. L’hypertrophie des organes de la
plante correspond a la phase biotrophe/parasitique du champignon, alors que la phase de
nécrose des organes végétaux correspond a la phase nécrotrophique /saprophyte du pathogene
(Fig. 2).

Les basidiocarpes sont émis par le champignon a partir des organes nécrosés et en
fonction des conditions environnementales : humidité relative > 80%, fortes précipitations
(1000 a 2000 mm) et a une température comprise entre 22 et 28°C (Purdy and Schmidt,
1996). A partir des basidiocarpes, sont émises les basidiospores capables d’initier de
nouvelles infections (Fig. 3). Dans le cas de ’interaction sensible, et considérant 1’infection
du méristéme végétatif, les spores monocaryotiques de M. perniciosa pénétrent dans les
feuilles et les tiges au niveau des stomates ou de blessures, et envahissent les tissus encadrant
les méristémes apicaux ou les principaux symptdmes (micro- et macroscopiques) de la
maladie apparaissent (Sreenivasan and Dabydeen, 1989 ; Ceita et al., 2007 ; Fig. 3). Au
niveau cellulaire, le mycélium se développe de la base de la tige vers le méristéme apical, et
des tissus externes (épiderme et cortex) vers les tissus internes (vaisseaux conducteurs de
séve) (Kilaru and Hasenstein, 2005 ; Ceita et al., 2007 ; Fig. 4). Durant la phase de
colonisation, le mycélium (5 a 20 um) croit entre les cellules (mycélium monocaryotique et
intracellulaire), et compte tenu de 1’absence d’appressorium, il est probable que le
champignon subsiste grace aux nutriments présents dans 1’apoplasme (Meinhardt et al., 2006 ;
Ceita et al., 2007). De 50 a 90 jours apres infection, les hyphes produisent des anses
d’anastomoses (clamp connections ; Fig. 4R), et deviennent dicaryotiques et intracellulaires
(phase saprophyte ; épaisseur de ’hyphe 1 a 3 um). La transition de phase est graduelle, et il
est possible d’observer dans un méme tissu végétal, la présence d’hyphes inter- et
intracellulaires (Ceita et al., 2007 ; Fig. 4Q). Les mécanismes impliqués dans le changement
de phase du champignon (de biotrophe a saprophyte) ne sont pas connus, mais ils coincident
avec la fin du développement du balai vert (green broom) et la sénescence de celui-ci
(formation du balai sec = dry broom) (Calle et al., 1982). Un aspect important de la maladie

est que le processus infectieux, le développement de la maladie et la mort des tissus ont lieu
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des basidiospores For
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Figure 3. Cycle de vie du basidiomycéte hemibiotrophe Moniliophthora perniciosa. Les parties du cycle en bleu
et orange correspondent, respectivement, aux phases biotrophe et saprophyte du champignon durant son
interaction avec le cacaoyer. En vert : partie du cycle correspondant a I’interaction avec le cacaoyer. En jaune :
partie du cycle ayant lieu hors de 1’hdte. Tiré de Lopes (2005), selon Silva et al. (2002), Scarpari et al. (2004),
Ceita et al. (2007), Sreenivasan and Dabydeen (1989), et Silva and Matsuoka (1999).
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Figure 4. Pénétration et progression du mycélium de M. perniciosa dans les méristémes et les tiges de cacaoyers
sensibles (Catongo). A. Premiéres hyphes observées sous 1’épiderme de la tige, 2 jours aprés inoculation (JAI)
(barre = 30 um). B. Pénétration du champignon dans le cortex de la tige, 13 JAI (barre = 60 um). C. Progression
intercellulaire du champignon (barre = 30 um). D. Champignon prés des cellules du sclérenchyme, 36 JAI (barre
=30 pum). E. Progression du champignon dans les tissus vasculaires, 36 JAI (barre = 60 um). F. Mycélium entre
les cellules médullaires en section longitudinale, 36 JAI (barre = 30 pum). G. Colonisation des cellules
médullaires par le champignon, 50 JAI (barre = 60 pm). H. Augmentation du diamétre des hyphes, 50 JAI (barre
=30 um). I. Signes de différenciation au niveau de la tige, 50 JAI (barre = 120 pm). J. Coupe transversale de la
tige montrant des composés phénoliques et des signes de nécrose, 50 JAI (barre = 30 um). K. Nécrose a
P’intérieur de la moelle, 50 JAI (barre = 60 uM). L. Coupe longitudinale d’un méristéme contrdle (non infecté),
57 JAI (barre = 240 pm). M. Coupe longitudinale d’un méristéme infecté, 57 JAI (barre = 240 pm). N. Absence
de grains d’amidon dans le cortex des plantes non infectées, 65 JAI (barre = 60 um). O. Présence de grains
d’amidon dans le cortex des plantes contrdle, 65 JAI (barre = 60 um). P. Nécrose et prolifération du
champignon, 90 JAI (barre = 30 um). Q. Présence simultanée d’hyphes inter- et intracellulaires, 90 JAI (barre =
30 um). R. Anse d’anastomose, 90 JAI (barre = 30 pm). AM: M¢éristéme apical; CC: anse d’anastomose; CW:
paroi cellulaire; Ep: épiderme; Hp: hyphe biotrophe; HpN: hyphe nécrotrophe; Ne: nécrose; Sc: sclérenchyme;
SG: grain d’amidon; SP: phase saprophyte; Ph: composés phénoliques; PP: phase parasitique; VT: tissus
vasculaires. D’aprés Ceita et al. (2007).
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au point d’infection mais également dans les tissus en croissance ¢loignés du point d’infection
(Silva et al., 2002 ; Ceita et al., 2007). De plus, il est intéressant de noter que le balai vert
contient une biomasse fongique limitée, alors que les tissus nécrosés (balai sec) sont trés
rapidement colonisés par le champignon.

Les méthodes de contréle de la maladie du balai de sorci¢re incluent 1’¢lagage, le
traitement chimique, le contrdle biologique et la sélection de plantes résistantes (Meinhardt et
al., 2008). L’¢lagage, qui consiste au retrait et a la destruction des parties infectées de la
plante, résulte en une diminution des fruits atteints par la maladie. Toutefois, cette stratégie
est fastidieuse et couteuse, et selon 1’étude de Rudgard et Butler (1987), il est nécessaire de
retirer 95% des parties infectées pour obtenir seulement 50% de réduction de la quantité de
fruits malades. Le traitement chimique des plantations de cacaoyers avec des fongicides est
extrémement couteux et comporte des risques associés a la contamination des féves et de
I’environnement ; pour ces raisons, il est peu utilis¢ (Meinhardt et al., 2008). Il faut également
noter que I’intérét croissant des pays producteurs et consommateurs de chocolat pour des
produits issus de 1’agriculture biologique n’encourage pas les producteurs a utiliser ce genre
de pratiques culturales. Le contréle biologique de la maladie du balai de sorci¢re peut étre
¢galement li¢ a la présence d’endophytes du cacaoyer capables de restreindre le
développement de M. perniciosa. Parmi ces endophytes, on trouve Trichoderma stromaticum
(Chet et al., 1998 ; Howell et al., 2003), champignon qui parasite le mycélium saprophyte et
les basidiocarpes de M. perniciosa (Samuels et al., 2000). Des préparations commerciales a
base de T. stromaticum ont été développées au Brésil (Trichovab®, CEPLAC-BA), et bien
que prometteuses, elles n’ont pas eu I’impact espéré pour un contrdle efficace de la maladie.
L’application de tels produits (tout comme 1’application de fongicides) n’est pas forcément
aisée vu que le cacaoyer est cultivé sous couvert de la Forét Atlantique et dans des conditions
climatiques peu favorables (e.g. forte pluviosité responsable pour le lessivage des produits
appliqués). Considérant la résistance geénétique, dans les collections actuelles, il existe
plusieurs génotypes de cacaoyers (sauvages ou sélectionnés) résistants au balai de sorciere
(Marita et al., 2001 ; Meinhardt et al., 2008). Les génotypes Scavina6 et 12 (SCA6 et SCA12)
ont été les premiers génotypes hautement résistants au balai de sorciere utilisés dans les
programmes d’amélioration (Bartley, 1986 ; Pound, 1943). Au moins 300 variétés ont été
ensuite obtenues a partir de géniteurs SCA, parmi lesquelles la série de clones TSH (Trinidad
Selected Hybrids) sélectionnée par le programme d’amélioration de Trinidad a partir de SCA6
(Albuquerque, 2006). Ces clones ont été utilisés commercialement a Trinidad et sont

¢galement utilisés dans les programmes d’amélioration brésiliens (e.g. TSH1188), et ont
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contribué pendant de nombreuses années a la réduction de I’attaque de M. perniciosa.
Toutefois, dans des pays comme 1I’Equateur, la Colombie et le Pérou, ou M. perniciosa est
plus agressif, les clones de la série SCA et leurs descendants ont eu leur résistance rapidement
contournée par le champignon, probablement du fait de la grande variabilité de celui-ci dans
ces régions (Bartley, 1986 ; Rios-Ruiz, 2001). Au Brésil, en Amazonie, des clones de la série
SCA ont été également utilisés comme principale source de résistance a M. perniciosa dans
les programmes d’amélioration de la CEPLAC, initiés en 1976. Comme il avait été vérifié
dans les autres pays, quelques années aprés ’introduction de ces génotypes, il a pu étre
constaté de hauts niveaux d’incidence de la maladie, aussi bien dans les jardins de production
de graines hybrides que dans leurs descendances utilisées pour les croisements et pour la
production de plants commerciaux (Bartley, 1986). Dans le sud de 1’état de Bahia, un
programme de rénovation des cacaoyers a été implanté, apres ’introduction de la maladie du
balai de sorciére, afin de remplacer les variétés sensibles, estimées a prés de 60% des plants
existants dans la région, par des variétés plus productives et résistantes a M. perniciosa. Un
des grands défis des améliorateurs est donc d’¢largir la base génétique des variétés distribuées
aux producteurs considérée aujourd’hui comme étroite et de veiller a sélectionner des
résistances durables (Yamada and Lopes, 1999 ; Yamada et al., 2001 ; Santos et al., 2005).
L’obtention de nouvelles sources de résistance a M. perniciosa est aujourd’hui considérée
comme une priorité des programmes d’amélioration du cacaoyer. Parmi les germoplasmes
existants, en particulier celui de la CEPLAC-PA, d’autres génotypes comme les génotypes
CAB (Cacau da Amazonia Brasileira), génétiquement distincts des sources traditionnelles de
résistance SCA6 et SCA12 (Silva et al., 1998 ; Mota, 2003) ont été sélectionnés.

La lutte contre la maladie du balai de sorciére passe donc par I’amélioration du
cacaoyer par des programme de sélection utilisant les méthodes d’analyse de la génétique
quantitative, ainsi que par le développement d’outils moléculaires d’aide a la sélection
(marqueurs neutres et génes candidats) fournissant les connaissances indispensables sur les
bases génétiques et fonctionnelles de la résistance du cacaoyer a cette maladie. Comme dans
toute maladie liée a un agent infectieux, n’observer que le « patient » sans s’intéresser a la
biologie de I’agent pathogéne serait vain. La lutte contre cette maladie doit aussi explorer
chez le champignon les facteurs trophiques et génétiques conduisant aux changements de
phases au cours de son cycle de vie, permettant d’envisager un contréle ciblé du

développement du champignon.

44



9.2.4. Culture de M. perniciosa en milieux artificiels

Un des défis de I’étude du pathogéne est la possibilité de cultiver celui-ci hors de son
hote, tout en se situant dans des conditions les plus proches possibles des conditions
naturelles. Dans le cas de M. perniciosa, plusieurs types de cultures en milieux artificiels ont
¢té établis et consistent : 1) en la culture du mycélium saprophyte (en milieu synthétique
liquide ou solide sur galette) ; ii) en la culture du mycélium biotrophe ; et iii) en la culture de
pseudo-colonies de M. perniciosa (a partir de mycélium biotrophe ou saprophyte) utilisées
pour des tests de toxicité.

I1 est possible de cultiver le mycélium saprophyte de M. perniciosa en milieu liquide
ou solide. Plusieurs milieux sont utilisés : 1) milieu contenant glucose, NH4H,PO,, KCI,
MgS04.7H,0, extrait de levure, CuSO4.5H,0 et ZnS0O,.7 H,O (Lopes et al., 2008); ii) milieu
CPD contenant glucose 2% et peptone 2% (avec ou sans agar; Meinhardt et al., 2006 ; Filho
et al., 2006); iii) milieu PDA (potato-dextrose agar).

La culture de M. perniciosa sur galette est I’'unique qui permette 1’obtention de
basidiocarpes (et donc de basidiospores) in vitro (Niella et al., 1999 ; Fig. 5). Cette méthode
est donc essentielle pour : i) ’obtention de spores pour effectuer des tests de germination,
infection, etc. ; et ii) pour 1’étude des différentes phases de développement du champignon, en
particulier, celle de la formation du basidiocarpe. La galette est constituée de vermiculite
(38,6%), platre (11,6%), son de blé (48,4%), sulfate de calcium (1,4%) et d’eau (en quantité
suffisante pour saturer la galette ; Fig. 5SA). Le mycélium cultivé en milieu solide (comme
décrit précédemment) est appliqué sur les galettes et cultivé a 21-25°C, 100% d’humidité et
photopériode de 12 h jusqu’a ce que le mycélium ait recouvert tout le substrat (environ 15
jours). Les galettes sont ensuite recouvertes avec de la terre provenant des cacaoyeres
autoclavée (terrigco de cacau) et incubées de nouveau jusqu’a ce que le mycélium ait
recouvert toute la galette (environ 15 jours). A ce stade, les galettes sont suspendues dans un
systéeme clos (vassoureiro ; Fig. 5B) et maintenues dans les mémes conditions de température,
hygrométrie et photopériode que précédemment. Six différentes phases de développement du
champignon sont observées lors de sa culture sur galette (Fig. 5C a I); les quatre premicres
doivent leur nom a la couleur du mycélium, les deux autres correspondent a la formation du
corps de fructification. Celle-ci n’est obtenue qu’apres application d’un « stress hydrique »,
i.e. une période pendant laquelle les galettes ne seront pas humidifiées. Les six phases sont : 1)

phase blanche qui correspond a la phase initiale de la culture du champignon (= 35 jours) ; ii)

phase jaune (= 37 jours) ; iii) phase rose (= 40 jours) ; iv) phase rose foncée, apparaissant
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Figure 5. Culture de M. perniciosa sur galette. A. Préparation des galettes. B. Galettes accrochées dans un
vassoureiro de petite taille. C. Phase banche. D. Phase jaune. E. Phase rose. F. Phase rose foncée. G. Phase
d’apparition des primordia. H. Primodium (p) et basiocarpes (ba) a différentes étapes de formation. . Primordia
(p) et basidiocarpes (ba). D’aprés Lopes (2005) et Gomes (2009).
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apres le « stress hydrique » (= 45 jours) ; v) primordium (= 60 jours) ; vi) basidiocarpe (= 75
jours).

La culture du mycélium biotrophe ainsi que les conditions permettant la transition
de phase in vitro du champignon ont été récemment obtenues sur la base d’observations
biochimiques des balais vert ou secs. En effet, de grandes quantités de glycérol ont été
observées in vivo dans le balai vert lors de I’interaction cacaoyer-M. perniciosa (Meinhardt et
al., 2006). Ainsi, le mycélium biotrophe issu des basidiospores est cultivé sur milieu LMCpS+
(agar 30 g/1, glycérol 20 ml/l, caféine 5 mg/l, acide indole-3-acétique 10 mg/l) et maintenu en
culture en présence de glycérol. Le transfert du mycélium sur un milieu contenant une autre
source de carbone que le glycérol (e.g. éthanol, fructose, glucose, sorbitol ou saccharose 2%)
amene a la transition du mycélium de biotrophe a saprophyte. La présence de cristaux
d’oxalate de calcium a été détectée dans les cultures de mycélium biotrophe et saprophyte de
M. perniciosa (del Rio et al., 2007). L’acide oxalique est connu pour &tre un facteur de
virulence chez certains champignons pathogenes ; en éliminant le calcium des pectines, il
favorise 1’accessibilit¢é de cette derniere a des enzymes pectinolytiques (e.g. pectine
methylesterases, polygalacturonases) et en conséquence la dégradation de la paroi végétale
(del Rio et al., 2007 ; Rincones et al., 2008).

A partir du mycélium (biotrophe ou saprophyte), il est possible d’obtenir des pseudo-
colonies pouvant étre utilisées dans des études de toxicité a des composés chimiques,
mutagenes, UV, protéines, etc. (Filho et al., 2006). Le mycélium est cultivé sur milieu solide,
puis transféré en milieu liquide contenant des billes de verre qui ont pour objectif de casser le
mycélium en petits fragments (Fig. 6A). Ces fragments générent des pseudo-colonies qui se
comportent comme des cellules uniques et peuvent étre utilisées dans des études de toxicité
sur M. perniciosa comme il est possible de le faire a partir d’organismes unicellulaire (e.g.

Saccharomyces cerevisiae) (Fig. 6B).

Figure 6. Pseudo-colonies de M. perniciosa. A. Visualisation de pseudo-colonies de M. perniciosa sur milieu
solide aprés 7 jours de culture a 25°C. B. Observation microscopique d’une pseudo-colonie (ou quasi-single
cell) de M. perniciosa aprés 5 jours de culture a 25°C (10X). D’aprés Filho et al. (2006).
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9.2.5. Etudes moléculaires et fonctionnelles de M. perniciosa

Du fait de I’importance économique de la maladie du balai de sorciere et du peu de
connaissances moléculaires du pathogeéne, un projet de séquencage du génome de M.
perniciosa (Witches” broom Genome Project ; www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) impliquant
plusieurs institutions et laboratoires brésiliens (dont ’'UESC et la CEPLAC) a été initié en
2000 et récemment publié (Mondego et al., 2008). M. perniciosa a un génome de 28 Mb
organis¢ en 8§ chromosomes et contenant approximativement 8000 geénes. Cette analyse donne
une vision générale du génome de M. perniciosa et met en lumiére une proportion
significative de geénes impliqués dans I’adaptation au stress et dans I’induction de la nécrose
chez la plante, deux des étapes nécessaires au cycle de vie d’un champignon hemibiotrophe
(Mondego et al., 2008). Cette analyse révele également des traits adaptatifs de M. perniciosa
qui pourraient jouer un role majeur dans les mécanismes de pathogénicité. Cette étude est
complémentaire de données génomiques de M. perniciosa, précédemment obtenues : i)
analyse du caryotype de M. perniciosa (Rincones et al., 2003) ; ii) analyse de la variation
génétique et chromosomale de 38 isolats de M. perniciosa (biotypes C, S et L) collectés dans
différentes régions du Brésil et de ’Equateur (Ricones et al., 2006) ; et iii) séquencage du
génome mitochondrial de M. perniciosa (Formighieri et al., 2008). En parall¢le, une étude de
génomique et transcriptomique comparatives entre les phases biotrophe et saprophyte de M.
perniciosa a été effectuée (Rincones et al., 2008). Des genes spécifiques de chacune des
phases ont été identifiés (e.g. oxaloacetate acetylhydrolase dans la phase biotrophe), ainsi que
des génes de virulence potentiels (e.g. glucuronyl hydrolase, putative chitinase) et des
transposons (génes induits dans la phase biotrophe). Ces derniers résultats suggérent que
I’activation de différents types d’¢léments transposables peuvent étre régulés durant le cycle
de vie du champignon (Rincones et al., 2008).

A partir de ces données, qui permettent une meilleure connaissance moléculaire du
pathogéne et ouvrent des perspectives d’étude au niveau génétique, moléculaire et
biotechnologique, des génes ont été choisis pour de plus amples études fonctionnelles. C’est
le cas de deux genes codant pour des necrosis and ethylene-inducing proteins (MpNEP1 et
MpNEP2) détectés dans le génome de M. perniciosa ainsi que, pour ’'un d’entre eux
(MpNEP2), dans la bibliothéque d’interaction cacaoyer-M. perniciosa (Gesteira et al., 2007 ;
voir § 9.2.6.1). Les protéines MpNEP1 et MpNEP2 produites en systéme hétérologue
bactérien, purifiées, et ensuite infiltrées dans des feuilles de tabac ou dans des méristemes de
cacaoyer produisent une nécrose localisée (Fig. 7A) et I’émission d’éthyléne (Fig. 7B ;

Garcia et al., 2007). La production d’éthyléne a été associée a I’hypertrophie (Orchard et al.,
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1994), a la dégradation de la chlorophylle et a 1’épinastie des pétioles de feuilles et de tiges
(Woodrow et al. 1989), symptomes observés durant I’infection du cacaoyer par M. perniciosa
(Silva et al., 2002) et corrélés a la production d’éthyléne chez le cacaoyer (Scarpari et al.,
2005). L’analyse de I’expression de MpNEP1l et 2 montre que MpPNEP2 est exprimé
principalement dans le mycélium biotrophe et que MpNEP1 est exprimé dans le mycélium
biotrophe et saprophyte (Garcia et al., 2007). Ces génes, en particulier MpPNEP2 pourraient
agir comme ¢éliciteurs de la nécrose observée chez le cacaoyer (Ceita et al., 2007).

D’autres genes de M. perniciosa sont également en cours d’étude: génes de chitinases
(Master de D. S. Gomes, voir § 9.2.8) et de pectinases (Thése de H. A. S. Carvalho), et
permettront une meilleur compréhension du cycle de vie de M. perniciosa et de son

interaction avec la plante.
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Figure 7. Activité nécrotique et émission d’éthyléne induites par les NEPs. A. Les NEPs induisent une nécrose
dans les feuilles de tabac et les méristémes de cacaoyer. Photographie du dessus : feuilles de tabac dgées de 90
jours infiltrées avec 20 ul de tampon TNB contenant 1 mM de chaque protéine NEP recombinante, ou seulement
le tampon TN (fleche blanche). La photographie a été prise 72h aprés infiltration. Photographie du milieu :
feuilles de cacaoyer inoculées avec les NEPs dans les mémes concentrations que celles utilisées pour
I’infiltration du tabac. L’évaluation a été faite 20 jours aprés inoculation. Photo du bas : induction de la nécrose
au niveau de méristémes de cacaoyer. Des plantes de la variété Catongo (sensibles a la maladie du balai de
sorciere) agées de 120 jours ont été infiltrées avec 20 pl de solution contenant 1 mM de la protéine recombinante
MpNEPI. Apres 48h, les méristémes présentaient une nécrose totale. Les expériences ont été répétées sur au
moins 10 méristémes indépendants. B. Emission d’éthyléne induite par les NEPs chez des feuilles de tabac et de
cacaoyer. Les feuilles de tabac et de cacaoyer fraichement coupées ont été immergées and 100 ml de la méme
solution de protéine. Les feuilles ont été enfermées dans un flacon hermétique. Le résultat correspond a la
moyenne de trois répétitions + erreur standard. a, b ou c représentent les différences significatives entre les
traitements (P<0,05). D’apres Garcia et al. (2007).
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9.2.6. Etudes moléculaires et fonctionnelles de [I’interaction cacaoyer-M.
perniciosa

En 2002, alors que j’initiais 1’étude moléculaire de I’interaction cacaoyer-M.
perniciosa, peu de travaux génomiques et moléculaires avaient été développés sur le cacao
(Jones et al., 2002 ; Verica et al., 2004), et aucun d’eux ne visait la compréhension des
mécanismes de résistance de la plante a ces principaux pathogeénes (e.g. M. perniciosa). La
premiére phase de mon projet de recherche portait donc sur 1’obtention d’expressed sequence
tags (ESTs) des interactions cacaoyer-M. perniciosa sensible et résistante. Le matériel végétal
utilis¢ avait ét¢ au préalable choisi par les chercheurs de I'UESC et de la CEPLAC:
TSH1188 comme matériel résistant a M. perniciosa, et Catongo, comme matériel sensible.
Pour la plupart de nos études, le matériel végétal a été cultivé en serre et inoculé a la
CEPLAC avec la souche Cpl1441 CEPEC/CEPLAC de M. perniciosa (Gesteira et al. 2007).
En serre, sur les plantes sensibles, les premiers symptomes apparaissent 4 semaines apres
inoculation (Ceita et al., 2007 ; Gesteira et al., 2007). Le développement de la maladie est
suivi pendant 90 jours. Les meristémes végétatifs inoculés et non-inoculés de TSH1188 et de
Catongo ont été collectés 24, 48 et 72 h apres inoculation (HAI) et ensuite tous les 5 jours
jusqu’a 90 jours apres inoculation (JAI). Les symptomes observés en serre sont semblables a

ceux observés au champ (Fig. 8).

Figure 8. Symptomes de la maladie du balai de sorciére sur cacaoyers infectés et cultivés en serre. A.
Conditions de culture des plantules de cacaoyer dans la serre de la CEPLAC-BA. B. Plantules non inoculées. C.
Premiers symptomes 30 JAI avec les spores de M. perniciosa : desséchement et nécrose des jeunes feuilles
(fleches blanches). D. Balais terminaux et axillaires avec renflement du pétiole (fléches blanches), 45 JAIL
Fléche noire : hypertrophie du méristéme apical et formation des balais axillaires. E. Formation du balai sec, 60
JAL F. Balais complétement secs avec feuilles desséchées, 90 JAI Barre =2 cm. D’apres Ceita et al. (2007).
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9.2.6.1. Obtention de banques d’ADNCc et séquencage d’ESTSs

Dans un premier temps, pour tous les travaux moléculaires entrepris, nous avons été
confrontés a des difficultés techniques li¢es a la présence, chez le cacaoyer, de hautes teneurs
en polyphénols et polysaccharides (Figueira et al., 1994 ; Redgwell et al., 2000). Ces
molécules, présentes en grandes quantités dans les organes infectés par M. perniciosa (fruits,
méristémes), rendent difficile 1’extraction des acides nucléiques, et en particulier celle de
I’ARN. Plusieurs protocoles d’extraction d’ARN a partir de plantes récalcitrantes existaient
déja (e.g. Schultz et al., 1994) et seulement quelques uns se référaient a I’extraction d’ARN
de cacaoyer (a partir de féves ou de feuilles, qui contiennent moins de polysaccharides que les
fruits ou les méristémes ; Kochhar et al., 2001 ; Jones et al. 2002 ; Laloi et al., 2002). Nous
avons donc développé un nouveau protocole d’extraction d’ARN, plus efficace et plus simple
que les précédents, utilisant le tert-butanol comme composé permettant la précipitation des
polysaccharides (Gesteira et al., 2003).

Ensuite, deux banques d’ADNc full-length (DB SMART Creator ¢cDNA library kit,
Clontech) ont été construites a partir de méristémes de TSH1188 (banque RT) et de Catongo
(banque SP) inoculés avec M. perniciosa (Gesteira et al., 2007). Un total de 6884 ESTs a été
obtenu, correspondant a 2926 séquences non redondantes (2585 singletons et 341 contigs ;
Tableau 1). La redondance des banques s’est avérée faible et leur spécificit¢ haute en
comparaison avec les autres banques d’ADNc de cacaoyer déja publiées (Jones et al., 2002 ;
Verica et al.,, 2004 ; Fig. 9). L’analyse bioinformatique a permis d’attribuer une classe
fonctionnelle a 54% des séquences, le reste correspondant a des séquences de fonction
inconnue (unknown function, 22%) ou des séquences sans similarité avec les banques de
données (no hit; 24%). Des différences qualitatives entre les deux banques ont été
observées et certaines confirmées par analyse d’expression différentielle in silico (Gesteira et
al., 2007 ; Tableau 2). L’unigene provenant de TSH1188 présente une grande quantité de
genes de résistance (e.g. PR protéines), alors que 1’unigene provenant de Catongo présente de
nombreux genes en relation avec un processus de mort cellulaire programmée (PCD). Ce
dernier résultat confirme les données physiologiques et histologiques observée par Ceita et
al. (2007) montrant la mise en place, chez les plantes sensibles, d’un mécanisme de PCD
favorisant le changement de phase du champignon et sa prolifération.

Il est important de noter que d’autres travaux portant sur 1’obtention de banques
d’ADNCc a partir d’organes infectés par M. perniciosa ont été développés et/ou publiés la
méme année ou I’année suivante de la publication de nos travaux. Entre autres, 866 séquences

non redondantes ont ¢été obtenues a partir de cabosses de TSH1188 infectées par M.

51



perniciosa (ADNc full-length). Ces séquence s’organisent en 191 contigs ¢ 675 séquences
uniques (Gramacho et al., données non publiées). En interaction avec la CEPLAC, nous
développons également des banques soustractives (suppression subtractive hybridization,
SSH ; matériel infecté versus matériel non infecté) a partir de cacaoyers résistants
génétiquement distants (Pires, 2003 ; These de Livia S. Lima). L’étude de Leal et al. (2007) a
consisté en 1’analyse de banques SSH obtenues a partir de méristémes des génotypes sensibles
ICS 39 et résistant CAB 214. Un total de 187 et 104 séquences uniques a été obtenu pour ICS
39 et CAB 214, respectivement, et I’expression de certains genes a été validée par qQPCR. En
2008, Argout et collaborateurs ont obtenus 56 banques d’ADNc (full-length et SSH)
construites a partir de différents organes (fleurs, feuilles, racines, méristeémes, embryon, etc.)
et de différents génotypes (e.g. Scavina 6, ICS1, PNG, etc.) soumis a des conditions
environnementales variées (e.g. infection par des pathogénes comme Phytophthora spp., M.
perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta ; stress hydrique). Ces différentes études, dont les
séquences sont publiques (ou amenées a I’étre en fonction des délais de libération des
séquences par les coordinateurs des projets ou bailleurs de fonds®), contribuent de facon
complémentaire (en terme de génotypes de cacaoyers et de méthodes utilisés) a augmenter les
ressources génomiques nécessaires a la compréhension des mécanismes de 1’interaction
cacaoyer-M. perniciosa.

Du fait de la simultanéit¢ de I’obtention de séquences au sein des projets cités ci-
dessus (Gesteira et al., 2007 ; Leal et al., 2007 ; Argout et al., 2008), la suite de mon travail
n’a été effectuée qu’a partir des banques RT et SP (Gesteira et al., 2007) et des banques
obtenues par Gramacho et collaborateurs. Deux approches sont donc actuellement menées en
parallele : 1) des études fonctionnelles ayant pour objectif une meilleure compréhension des
mécanismes de résistante et de susceptibilité de la plante au champignon ; et ii) I’obtention de
marqueurs moléculaires non neutres (SSRs, SNPs) qui pourront potentiellement étre utilisés

pour la mise en place de stratégies de sélection assistée par marqueurs (SAM).

4 Les travaux de Gesteira et al. (2007) ont été financés par le CNPq et la FAPESB (Brésil). Les travaux de
Gramacho et collaborateurs ont été financés par la FAPESB (Brésil). Les travaux de Leal et al. (2007) ont été
financés par la FAPESP (Brésil). Les travaux d’Argout et al. (2008) sont issus d’un projet de séquencage a
grande échelle financé par le Genoscope (France).
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Tableau 1. ESTs obtenues a partir des banques d’ADNc des interactions sensible (SP) et résistante (RT).
D’aprés Gesteira et al. (2007).

Library Mo of Mo, of Imteraction Inte o ion Unigens: Mean size of  Redundaney Library Contribation
seUences seqBEnces singleton L size (90" the sequences & specific (*
senerated analysed” s ibm* unigenes (%)

ET nl3 3L72 (88) L5200 {4 8) 19 1719 (54) k2| Bl L3701 (19T LIRS

5P 3271 2852 (BT) 1065 {37) 142 1207 {42h 354 58 B0 (T1-2) n.3

Tudal G 24 2385 1 a9zh M5 ad 2230

" Vector sequences and sequences of low guality or smaller than 20 bp were eliminated.
The singletoms presert in each hbeary mdeperde mt of cher kbraries. The percentage win calowlated as number of singlewasnomber of seguences
analysed from the library.
ST = tentative comtig, The contigs present in each by indepembent of other librames,
* The v pene set Do sl library i the sum of singleton plias contigs Foe the Hbraey.
* The mean size of the unigene sequences.
* The redurskancy of exch library caleulaed as 1 — (unigene libraryfiumber of sequence analysed
[ The wmigenes (singletoms -+ contigs) specific to the by, The peTCenlage Wik citleuluted s (hibrry-spectlic unigenesiunize ne tokl )
The percentage contributan of undgenes specific o each Bbrry a8 o percentige of ptal onige nes.

1826
40-90 %
Genbank sequences from Genbank sequences
cacao leaves treated with from leaves and beans

plant defence inducers

Figure 9. Diagramme de Venn montrant la distribution des séquences présentes dans les banques RT et SP. A.
D’aprés Vérica et al. (2004). Les pourcentages ont été obtenus sur la base de la quantité totale de séquences
(4465). B. D’apres Jones et al. (2002). Les pourcentages ont été obtenus sur la base de la quantité totale de
séquences (4004). D’aprés Gesteira et al. (2007).

Tableau 2. Génes potentiellement impliqués dans des interactions plante-pathogéne et différentiellement
exprimés entre les deux banques RT et SP selon une analyse statistique in silico. D’aprés Gesteira et al. (2007).

Class' Functional annalation Species e-value Sive (bp) B2 Mo, of sequences No. of sequences
for RT” for §P*

XILA Metallothionein Berula plarvphvila G102 A0 30T T 14
Ix Trypsin mhibitor Theobrome cacae 0™ Ers ] 2052 3z 1]
XNLA  Pathogencsis-relacd protein 4b (rvaa sariva o™ IS5 14-36 5 I

1 Ankyrin repesl protein Arabidopsis thaliana 10" 625 1315 I 2pe
XILA  Metallothionein Petuwnta = hybrida 20 489 6y o 29
] .-\:Lk':.'r'in el prl:iciﬂ Amﬁﬁ'frp.ri; thaliang 740 ° 0% R ] 1™
XILA Pathogenesis-relaed protein 10 Solamum fwberosum 510 %® 593 T4 L1l 5
XILA NFR I/NIM -interucting prokein Arabidopsis thaliana BT aTe - []] i
(14 Subtikase Lycopersicon esculentum 41077 538 92 3 ]

' The cluss numbers comespond 1o thise described in Fig. 3 and in Journet ef al (20023
* R significant to 0-08 caloulded as described previously with 1000 permumations.

*The number of sequences analysed for the BT library was 3172

! The number of sequences analysed for the SP librry was 2852

* Sequences listed inthe Table 3 as the most expressed in the RT andfor SP libraries.
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9.2.6.2. Etudes fonctionnelles

Deux approches ont été développées : 1) étude de I’expression des genes a grande
échelle (arrays) ; et ii) études fonctionnelles ciblées sur un ou deux génes (ou famille de
génes) potentiellement impliqués dans I’interaction cacaoyer-M. perniciosa.

Les macroarrays ont été obtenus par dépot sur membrane de Nylon (en duplicatas) de
produits PCR de la presque totalité des unigenes RT et SP (2855 ADNCc) (collaboration avec
UNESP-Jaboticabal, Sao Paulo, Brésil). Les hybridations ont été effectuées avec des sondes :
1) provenant de méristtmes TSH1188 et de Catongo inoculés ou non inoculés avec M.
perniciosa (plantes controle) et prélevés a 24 HAI, 48 HAI, 72 HAI, 30 JAI et 60 JAI apres
inoculation ; ii) obtenues a partir d’une étape de transcription in vitro (cRNA) afin
d’augmenter linéairement la quantité de transcrits utilisée (Wang, 2005) ; iii) provenant de
pools de répétitions biologiques ; iv) hybridées 3 fois sur les membranes (3 répétitions
expérimentales) ; v) hybridées en condition non radioactives (utilisation du kit AlkPhos,
Amersham ; quimioluminescence). La détection des signaux et I’intensité des Spots ont été
obtenues grace au programme BZScan (Lopez et al.,, 2004) en tenant compte de: i) la
soustraction du bruit de fond local pour chaque spot ; et ii) I’identification et 1’élimination des
valeurs des spots de mauvaise qualité. A partir des données brutes, une méthode de
normalisation non paramétrique et dépendante de 1’intensité¢ basée sur I’identification d’un
groupe de génes self-consistent (self-consistent set ; SCS) a été utilisée (Dawes and Glassey,
2007). Le SCS représente tous les génes dont I’expression est constante quelques soient les
conditions d’inoculation (avec ou sans inoculation par M. perniciosa), la cinétique de la
maladie (stades précoces, 30 JAI, 60 JAI) ou le génotype utilis¢ (TSH1188 ou Catongo). A
partir des valeurs du SCS, le taux d’expression pour chaque géne a été calculé, converti en
base log, et statistiquement analysé. Ont été considérés comme différentiellement exprimés
les geénes dont le ratio était supérieur a 2 ou inférieur a -2, et qui se sont avérés statistiquement
significatifs (F-test ; P < 0.05). L’agroupement en cluster des genes présentant le méme profil
d’expression a été obtenu grace au programme CLUSTER package analysis (Eisen et al.,
1998) et visualisé grace au programma TreeView. Les résultats sont présentés Figures 10 et 11
(da Hora Junior et al., article soumis). Huit et neuf clusters d’expression ont été observés
pour TSHI1188 et Catongo, respectivement. Des geénes potentiellement impliqués dans la
résistance ou dans la sensibilité du cacaoyer a M. perniciosa ont été identifiés (e.g. resistance
gene candidate RGC2; Pathogenesis related protein STH-2/PR10). L’expression de certains

de ces genes par qPCR est en cours d’obtention. Une meilleure

54



ribomnal uretein 518
emrranel uratein
readiatane nrakean BCE
whbmisw proie]n

v M- Ha L

| ureteass akihitor ¥ M HA L

| FRL-Dike proteis o -Hik
(1.9 evtnckrase oeidsse adlbasit IT

| Vi ribomal srobein LY Hn -t
AN rilosomal srobtria ﬁmmh* II'J:'LI;ulﬂ#rdlﬂl amsly probeis
c-mer bindies sroteis ¢ sretobdin et o
;_:_w?]iu Cony st L preatein D;_'h—l..-.:. intriamic I:I‘-rl.l

=] i1 178 Qe

va Fopos sroLeis Hn-Hat
clonsatios factor L bela 7 wmkman probedn
tramslalisasl activelor Eamily prolois R L
whimgibin family Bretein Drmal
heak shack sroteis ¥ M- 13
Trasslatiss LMitRafion [actor IF -0-Lake il
mraline-rich slicces - asseclalod Tauly proteis WD sk bowaly coee e
51K R ribseomil wrolein watabive m‘;r?tm Eeha aalvaail
B riboseral protoin LI1 cimyiancd npalein
[T ealcimraris BoUike sretein 18 POW105

vin Mo -Hat Haltuws sorvesdices close O0F18-706.%
- Hat i vl - Trms mvak et ase
alel s kinRe § - Lransierase O5T M traT-1rel. interoenic msner
eubarretic Lrasslafing ixitistica Eactor W wed Lyl wral vl ClE-Trans | soeerass
Bo-HiL TH Bba meed preteis

D o4 Chuster | al Cluster i 3 Cluster il 03 Chustar iV

) ) ; B2 n2
o1 \_ Al >l ki =~ \q_‘%‘

b T & -\\VA‘ — s w i L e -
01 8.1 a1 ‘-\__:,.--""- i1 =
.1 3.3 {13 3

1.1 3.3 a E)
Canmel  Barty stages 30 dal a4 dai Gortnl  Barly stages 39 dai o dai Conpel  Earty vieges 3 dai o i Contrgl  Bary stages 39 dui L
0,1 Cluster v o3 Chugter vl o) Cluster vl &3 Ciuster vl

" " ! — e A —
# \L — O —— i — R = T
4 w i1 1 - T~ 0,1 — -'\ﬁf h
i i i 4.3
13 o o By

Contral  Lasly slegen 10 S 50 da Contenl  Early sluges 30 i i Comteed  Early steges 30 dai o i : Confenl  Eaviy slages 30 dm i

Figure 10. Cluster montrant les groupes de génes de TSH1188 co-exprimés en réponse a I’infection par M. perniciosa aux stades initiaux (Early stages) et a 30 et 60 aprés
inoculation (30 DAI et 60 DAI, respectivement). A. Cluster hiérarchique. Chaque colonne correspond a un temps d’infection (Early stages, 30 DAI or 60 DAI) et chaque
ligne a un géne. Pour chaque géne, le ratio d’expression dans les tissus inoculée Vs contréle est représenté en rouge ou vert, indiquant respectivement la surexpression ou la
répression. Les genes différentiellement exprimés ont été classés en 8 profils (clusters) différents numérotés de I a VIII. B. Détail du cluster 1. C. Détail du cluster IV. D.
Représentation des 9 profils d’expression. L’axe des ordonnées représente la valeur de 1’expression du géne normalisé. D’aprés da Hora Junior et al., article soumis.
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Figure 11. Cluster montrant les groupes de geénes de Catongo co-exprimés en réponse a I’infection par M. perniciosa aux stades initiaux (Early stages) et a 30 et 60 apres
inoculation (30 DAI et 60 DAI, respectivement). A. Cluster hiérarchique. Chaque colonne correspond a un temps d’infection (Early stages, 30 DAI or 60 DAI) et chaque
ligne a un gene. Pour chaque gene, le ratio d’expression dans les tissus inoculée VS contrdle est représenté en rouge ou vert, indiquant respectivement la surexpression ou la
répression. Les génes différentiellement exprimés ont été classés en 9 profils (clusters) différents numérotés de I a IX. B. Détail du cluster II. C. Détail du cluster VI. D.
Représentation des 9 profils d’expression. L’axe des ordonnées représente la valeur de ’expression du géne normalisé. D’aprés da Hora Junior et al., article soumis.
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compréhension de la co-régulation des genes différentiellement exprimés pourra étre obtenue grace
a la biologie des systemes. Une étude est actuellement en cours en collaboration avec 1’Université
de Caxias do Sul (Rio Grande do Sul, Brésil).

En parallele, des études fonctionnelles ont été développées (ou sont en cours de
développement) sur des geénes a priori intéressants pour comprendre les mécanismes de
I’interaction cacaoyer-M. perniciosa. Plusicurs genes sont en cours d’études (e.g. facteurs de
transcription), d’autres ont déja fait 1’objet d’analyses plus approfondies (e.g. oxalate oxidase,
Ceita et al., 2007 ; TcPR10, Pungartnik et al., 2009). Considérant le cas du gene TcPR10 (=
Pathogenesis related protein STH-2), ce géne est apparu comme différentiellement exprimé par
analyse in silico (Tableau 2 ; Gesteira et al., 2007) et transcriptomique (Fig. 11 ; da Hora Junior
et al., article soumis) a 60 JAI chez la plante sensible. La protéine TcPR10 a été surexprimée en
systéme hétérologue (Fig. 12) et son activité testée dans différentes conditions (Pungartnik et al.,
2009). 11 s’est avéré que TcPR10 a une activité ribonucleasique in vitro et in vivo (Fig. 13) et
antifongique contre M. perniciosa (Fig. 14). Considérant que le géne TCPR10 est fortement exprimé
chez la plante sensible a 60 JAI (da Hora Junior et al., article soumis), et que celle-ci présente
des caractéristiques de PCD — rupture de la membrane plasmique, libération du contenu
cytoplasmique dans 1’apoplasme ou se trouve le champignon, qui commence alors a envahir le
contenu cellulaire (Ceita et al., 2007; Garcia et al., 2007) — on peut supposer que TcPR10 pourrait
agir directement sur le pathogéne, comme une derniére tentative de lutte contre ce-dernier. D’autre
part, la PCD observée chez le cacaoyer infecté semble &étre importante pour le processus de
changement de phase biotrophe/nécrotrophe de M. perniciosa in vivo (Ceita et al., 2007). Dans ces
conditions, il peut étre envisagé également que TcPR10 participe a la PCD, dégradant I’ARN de la
plante en conséquence de la stratégie développée par le pathogéne pour terminer son cycle. Cette
hypothése tient compte du fait que TcPR10 présente in vitro une activité RNase également contre

I’ARN de cacaoyer (Pungartnik et al., 2009).
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Figure 12. Gel SDS-PAGE de la production de la protéine TcPR10 en systéme hétérologue bactérien. A. Expression
de TcPR10 recombinante (avec queue HIS) chez Escherichia coli BL21(DE3). Puits 1 : pET28a sans insert et sans
induction; puits 2 : pET28a sans insert 3 h aprés induction; puits 3 : pET28a-TcPR-10 sans induction ; puits 4 :
pET28a-TcPR-10 1 h apreés induction ; puits 5 : pET28a-TcPR-10 2 h apres induction ; puits 6 : pET28a-TcPR-10 3 h
apres induction. Les fleches indiquent la bande correspondant a la protéine TcPR10. B. TcPR10 recombinante purifiée
(18,4 kDa). D’aprés Pungartnik et al. (2009).
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Figure 13. Activit¢ RNase de la protéine recombinante TcPR10. A. Activité RNase in vitro sur PARN de M.
perniciosa. TcPR-10 (1 or 0.5 pg) a été incubée pendant des temps différents avec 1 pg d’ARN de M. perniciosa a
25°C. Temps d’incubation : puits 1, 2 min; puits 2, 4 min; puits 3, 8 min; puits 4, 15 min; puits 5, 30 min; puits 6, 1 h;
puits 7, 2 h; puits 8, 4 h; puits 9, 6 h; puits 10, 16 min; et puits 11, 32 min. L’ARN a également été incubé 6h sans
TcPR-10 et avec 1 g de TcPR-10 dénaturée. B. Activité RNase in vivo sur M. perniciosa. TcPR-10 (8 pg) a été incubée
avec des pseudo-colonies de M. perniciosa a 25°C pendant des temps différents. Ensuite, I’ARN du champignon a été
extrait et analysé sur gel d’électrophorése RNase-free. Temps d’incubation : puits 1, 15 min; puits 2, 30 min; puits 3, 1
h; et puits 4, 24 h. Les pseudo-colonies ont ¢galement été incubées 24 h sans TcPR-10 et avec 8 g de TcPR-10
dénaturée. C. Activité ribonuclease in vitro sur I’ARN de cacaoyer. TcPR-10 (1 pg) phosphorylée (puits 1 et 2) et non
phosphorylée (puits 3 et 4) a été incubée avec I’ARN de cacaoyer a 25°C pendant des temps différents : puits 1 et 3, 1
h;et puits 2 et 4, 6 h. L’ARN de cacaoyer a également été incubé pendant 24 h sans TcPR-10, seulement en présence de
tampon, et avec 1 g de TcPR-10 dénaturée. D’aprés Pungartnik et al. (2009).
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Figure 14. Effet de TcPR-10 sur la croissance et la germination de M. perniciosa. La survie des pseudo-colonies
provenant de mycélium monocaryotique et dicaryotique et la survie des basidiospores a été testée en présence
différentes concentration de TcPR-10. Les photographies montrent la morphologie des pseudo-colonies
monocaryotique de M. perniciosa aprés exposition a TcPR-10 (4 et 8 pg/ml) et aux conditions contrbles (exposition au
tampon phosphate et a 8 pg/ml de protéine TcPR-10 dénaturée). D aprés Pungartnik et al. (2009).
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Considérant les génes actuellement en cours d’étude, et les analyses de transcriptomique,
d’autres genes d’intérét potentiellement impliqués dans la résistance du cacaoyer a M. perniciosa
(e.g. Resistance Gene Candidate RGC2) pourront étre étudiés fonctionnellement. Une des
difficultés consiste en la validation des résultats obtenus in planta. Méme s’il a déja été démontré
qu’il est possible de cultiver le cacaoyer in vitro et de le transformer (Maximova et al., 2003 ;
Maximova et al.,, 2006), ce type d’études se heurte: i) au faible rendement d’obtention de
transformants et régénérants de cacaoyers ; ii) au temps relativement long d’obtention de plantes
transformées (= 6 mois); et iii)) a I'opinion des consommateurs et du monde du chocolat
(producteurs et chocolatiers) vis-a-vis des organismes génétiquement modifiés, méme si ceux-ci ne
sont pas destinés a la commercialisation mais seulement a étre utilisés comme outils de recherche.
C’est pourquoi, dans un but de compréhension des mécanismes d’interaction cacaoyer-M.
perniciosa in planta, il était important de développer un systéme d’étude modéle plus simple et
efficace que le propre pathosystéme cacaoyer-M. perniciosa. Sachant que les solanacées, et la
tomate en particulier, sont hotes du biotype S de M. perniciosa, il était facile d’envisager d’utiliser
le pathosystéme tomate-M. perniciosa comme pathosystéme modele de 1’interaction cacaoyer-M.
perniciosa. Plusieurs variétés de tomate (Santa Clara, MicroTom), stades de développement et

concentrations de spores ont été testés (Fig. 15). Les premiers symptomes (renflement de la tige)

sont apparus environ 20 JAI (Fig. 15D), et les premiers symptomes de nécrose 100 JAI (Fig. 15F).
La mort de la plante est observée 120 JAI (These de M. A. Lopes).

Figure 15. Plants de tomate de la variété Micro-Tom. A. Plantules d’environ 30 jours. B. Inoculation avec une goutte
de spores de M. perniciosa. C. Incubation des plantules inoculées en atmosphére humide. D. Plante présentant les
premiers symptomes de la maladie (renflement de la tige, fleche). E. Formation du balai vert avec renflement des tiges
et rétrécissement des entre-nceuds (fleches). F. Plante présentant les premiers symptomes de nécrose. G. Plante
nécrosée (fleches). H. Plante non infectée.
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9.2.7. Données génétiques de I’interaction cacaoyer-M. perniciosa

Plusieurs cartes génétiques du cacaoyer ont été¢ développées afin d’associer des marqueurs
moléculaires a des caractéristiques quantitatives (quantitative trait loci ; QTLs), comme la qualité
ou a la résistance a Phytophthora (Lanaud et al., 1995; Crouzillat et al., 1996, 2000a, 2000b;
Risterucci et al., 2000; Pugh et al., 2004 ; Clément et al., 2003a, 2003b). Plus récemment, Queiroz
et al. (2003), Faleiro et al. (2006) et Brown et al. (2005) ont développé des cartes génétiques
associées a la résistance a la maladie du balai de sorciére a partir de la population issue du
croisement SCA6 x ICS1 mis en place a la CEPLAC-BA. Malgré une étude récente de I’interaction
cacaoyer-M. perniciosa suggérant que la résistance a la maladie serait due a un géne récessif
majeur unique, homozygote chez SCA6 (Shaw and Vandenbon, 2007), d’autres études s’accordent
a penser que la résistance au balai de sorciére est oligogénique (Brown et al., 2005 ; Faleiro et al.,
2006). A partir: i) de la population F2 citée ci-dessus (SCA6 x ICS1); ii) d’une matrice de
génotypage obtenue essentiellement avec des marqueurs microsatellites neutres et quelques génes
candidats ; et iii) du dénombrement de balai végétatifs entre 1997 et 2002, un QTL majeur a été
identifié sur le groupe de liaison 9 pres du locus mTcCIR35. Ce QTL explique jusqu’a 51% de la
variance phénotypique de la résistance (Queiroz et al., 2003 ; Brown et al., 2005 ; Faleiro et al.,
2006). De plus, un QTL mineur a été détecté sur le groupe de liaison 1, prés d’un locus RGA
(Resistance Gene Analog) (Brown et al., 2005). Des études de cartographie de QTL a partir
d’autres sources de résistance sont en cours : 1) utilisation d’une population liée en partie a la
source résistance SCA : TSH1188 x CCNS51; et ii) utilisation de populations obtenues par
croisements de clones CAB (possédant une base génétique différente de SCA) (Albuquerque,
2006). Dans le but de développer une cartographie basée sur le clonage positionnel (map-based
cloning) et de caractériser la région du QTL par I’identification des génes impliqués dans
I’expression de la résistance, il est important d’obtenir : 1) une carte génétique saturée de la région
du QTL impliquée ; et ii) des informations sur la structure physique du génome. Pour cela une
banque BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de cacaoyer — composée de 36.800 clones d’ADN
et couvrant 10 fois le génome — a été produite par le Cirad (Clément et al., 2004). L’autre aspect,
concerne 1’obtention de nouveaux marqueurs moléculaires non neutres pouvant étre utilisés : 1)
dans diverses études de cartographie génétique ; ii) pour établir des cartographies génétiques fines,
a partir de population de grand effectif (cas de la collaboration Cirad-CEPLAC qui met en place
une nouvelle population F2 SC6 x ICS1) ; et iii) pour des études de diversité. Les ressources
moléculaires obtenues (cDNA, ESTs ; voir § 9.2.6.1) peuvent servir de base a I’identification de
marqueurs moléculaires (e.g. SSRs, SNPs) utilisables dans les domaines cités précédemment et, a
plus long terme, pour 1’aide a la sélection de cacaoyers résistants au balai de sorciére. L’intérét

d’utiliser des marqueurs non neutres, est que ceux-ci sont localisés dans des régions exprimées.
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Leurs cartographie génétique permettrait de vérifier si ces geénes se co-localisent avec ’un des
QTLs observés pour la maladie du balai de sorciere, validant I’importance de ces génes pour la
résistance du cacaoyer a M. perniciosa. A partir des ESTs obtenues a ’'UESC (2926 séquences ;
Gesteira et al., 2007) et a la CEPLAC (866 séquences ; Gramacho et al., données non publiées),
environ 500 EST-SSRs ont ¢été identifiés et 11 d’entre eux détectent un polymorphisme entre 20
génotypes de cacaoyers présentant différentes résistances au balai de sorciére (Tableau 3 ; Lima et
al., 2008). Ces 11 EST-SSRs sont essentiellement localisés dans I’ORF ou dans la région 5’UTR
des genes correspondants (These de Livia S. Lima). Deux de ces 11 EST-SSRs (msEstTsh-12 et
msEstTsh-6) ont été cartographiés sur le groupe de liaison 2 de la descendance F2 (SCA6 x ICS1)
(Collaboration D. Clément Cirad/CEPLAC). En parallele une recherche bioinformatique de SNPs a
¢été effectuée a partir de 153 séquences provenant des mémes banques d’ADNc mais sélectionnées
sur la base de leur fonction putative (génes potentiellement impliqués dans la résistance). Apres
analyse et ¢limination de faux-positifs, 11 séquences contenant 71 SNPs putatifs ont été obtenus.
Des SNPs de type transversion et transition ont été observés méme si la quantité de SNPs de type
transition (62%) est supérieur a la quantit¢ de SNPs de type transversion (38%). Une grande
quantité de SNP a été observée dans les ORFs (44%) et dans la région 5’UTR (32%) et la fréquence
de SNPs synonymes (42%) est plus haute que la fréquence de SNPs non synonymes (34%) (Théese
de Livia S. Lima). Une validation des ces SNPs, probablement par le systéme TaqMan®, devra

encore étre effectuée.

Tableau 3. Caractéristiques des primers correspondants aux 11 loci microsatellites obtenus a partir des ESTs
de I’interaction cacaoyer-M. perniciosa. D’apres Lima et al. (2008).

Genlimk accession mamber  Name Primer seguence (5= 37) T, ) Repmz Size Sizerange (bp) No.of Hp Hy 53R bootion
ype alleles
AMESIOT maBsfTeb-1  F: CACGAAGAAGTGE AMOGAT L2.5) (AT 192 192-200 ] a0 050 md
R: CACATGGCTTGACTGGAA
AMESIAE malistTsb-2  F: ATTOOCTGOOCTCTTACG 620 Ty 7 095 & 033 065 ¥ UTR
R: CCAGATGTGGATGOGGAT
AMESIRG melsiTsh-3  F: OGGGGAATCTCACACATA 568 L 106 102-112 & 031 049 ORF
E: ATOCTGGTTGGTGAGCTA
AMEBSI9 mslsiTab4d  F: ATATCTOCACCACCACAG 45 (TAl (AT, ™ 17317 3 g 0ls ORF
R: COGGAGAATGTAGAACTT
ANE SO0 malistTeb-5  F: ACGACTTTAGGAGOT GACT TD G458 (ACTs 0 T90- O 4 0l4 Ol6 ORF
R: AACTTCAACACCAAGAOCAT
AMESIION malisTabé  F: ATGAATATTG TGOAGOAGOTT TD 6048 (AGA), P e 4 0358 070 nd
K: TAGCAGTGOT TACAGETC AA
AMESIIOL maliatTab T P GOAGETG TTAGGAGAATGE TD AR (CTTrR (CTGMN 138 149061 4 025 06l md
R AGACC AGGAAAGAAG AGTCC
AMES1103 mafaTabd  F: AMCCCTTCATGAGAT AATGA TD &8 (TGO, 190 190-193 ‘] 005 005 ORF
K: CAGTCCCTTOTCTTCTGTGA
ANESLIOH mabsTsb-?  F CACTTITGACACTTCAAGCA TD-48 (TC) 206 206210 3 a7 057 md
R: TCAAATCTTGACCCCAT AAC
AMESIIOS mafsiTsh- 10 F: ACCOCTCAATCTCACACATA TD &0 48 (T e 156 156174 3 a47 070 §F UTR
K: GCTTGGOGCTCTTAGTATC
AMESLI06 malstTsbe 11 F: GOAGAAACAOCTCTCATGTC TD G488 (TACHa a0 NR-2R 4 041 6s ¥ UTR
R: CTTTCTTCAAAGA AGGAAACAT
Mean 381 029 048
Repent moofs amw led as 53 with respect tothe forwasd (F) 2zd revese (B) pamer. T, isfe meeslng emperanre. Fxpeaed heteroeygosty was compued according to Nei
{1973 The primer sequences and size mnge in by breach oms b given. Il 2ed iy ®oresen de mumber of ohaerved heeroeygoszy and expected hetemzygosity iper looms and
penotypes), respectvely. od, nof determimed; OFF, open readimg fome; UTH, eetreeslbeied nejgion
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Les résultats d’analyses de variabilité génétique de M. perniciosa par des approches
moléculaires donnent des éléments en faveur d’une grande diversité génétique de M. perniciosa
entre isolats de pays différents, de régions différentes au sein d’un méme pays, de municipalités
d’une méme région cacaoyere, et de différentes parties d’'une méme plante (Anderbrhan and Furtek,
1994 ; Anderbrhan et al., 1999 ; Niella et al., 2000 ; Gomes et al., 2000 ; Gramacho et al., 2002 ;
Arruda et al., 2003a,b ; Ploetz et al., 2005 ; Rincones et al., 2006 ; Gramacho et al., 2006, 2007).
Cette variabilité associée a la présence de transposons dans le génome de M. perniciosa, a la
monoculture du cacaoyer, a la présence constante d’hotes sensibles dans la région de Bahia, et aux
conditions environnementales propices au développement de la maladie, favorise la fixation de
souches mutantes et classe M. perniciosa dans une catégorie de champignon a haut risque évolutif
pouvant facilement contourner la résistance de I’hote. Les mutations pourraient étre le mécanisme
le plus efficace rencontré par le champignon pour créer de la variabilité et s’adapter a I’introduction
dans les plantations de nouvelles populations d’hotes. Face a un parasite hautement diversifi¢ dont
la dissémination se fait uniquement par la mise en place de la forme sexuée, le programme
d’amélioration du cacaoyer de la CEPLAC s’est orienté vers la mise place de stratégies d’inclusion
d’autres alléles de résistance pour contrecarrer I’évolution du pathogene. L’amélioration génétique,
dans le but d’obtenir une résistance durable a la maladie du balai de sorcicre, doit passer par
I’identification de geénes provenant de diverses sources de résistance et ’accumulation de ceux-ci
(alléles favorables) dans une unique variété de cacaoyer via une stratégie de pyramiding. Dés 2000,
J.L. Pires, chercheur a la CEPLAC, a analysé 727 genotypes de cacaoyer en relation a résistance a
la maladie du balai de sorciére (573 clones appartenant a la collection de la CEPLAC, et 154 clones
sauvages provenant d’Equateur, de I’Amazonie brésilienne, du Pérou et de la Guyane Francaise). A
I’aide de marqueurs RAPD, il a montré qu’il existe, parmi les génotypes résistants, une grande
quantit¢ de génotypes de différentes origines se démarquant des variétés traditionnellement
rencontrées ou utilisées pour la production des variétés hybrides distribuées dans la région de Bahia
(Pires, 2003). Il a également constaté que les matériels résistants distants génétiquement de SCA
sont amplement distribués au sein de I’espéce, suggérant des possibilités de mécanismes de
résistance évolutivement distincts (Pires, 2003). En collaboration avec la CEPLAC, des banques
soustractives (matériel infecté versus matériel non infecté) ont été construites a partir de 6 de ces
génotypes de cacaoyer distants génétiquement de SCA6 et sont en cours de séquengage (voir §
9.2.6.1), afin d’essayer d’identifier, par comparaison in silico, des génes candidats a partir de I’un

ou I’autre de ces matériels résistants (These de Livia S. Lima).

62



9.2.8. Données biochimiques et protéomiques

En parallele des études de génomique, j’ai commencé a aborder 1’étude de 1’interaction
cacaoyer-M. perniciosa par protéomique et analyse d’activités enzymatiques. Une des premiéres
étapes, préalable a ces approches, a été la mise au point de différentes méthodes d’extraction de
protéines du cacaoyer afin d’éliminer les polysaccharides empéchant des études en 1-D ou 2-D
(Pirovani et al., 2008). Tout comme dans le cas de I’extraction d’acides nucléiques, le
développement de ces méthodes s’est avéré nécessaire et préalable aux expériences de biochimie et
protéomique. Ce travail, issu du Master de H. A. S. Carvalho, lui a valu I’obtention du second prix
d’Innovation Technologique (catégorie Doctorant) de la FAPESB®, d’une valeur de R$ 5.000.

Sur I’agent pathogene, I’approche enzymatique a également été utilisée pour une meilleure
compréhension de son cycle de vie et dans le but de détecter des mécanismes clés pouvant étre la
cible de stratégies de lutte. Ainsi, nous avons montré que I’activité enzymatique de chitinases de M.
perniciosa est régulée in vitro en fonction des conditions de culture (source de carbone et de
nitrogene ; Fig. 16) et en fonction du temps d’incubation, et qu’il existe une relation inverse entre
I’activité chitinases et la croissance mycéliale de M. perniciosa (Lopes et al., 2008). Ces résultats
suggerent que le milieu de culture, par induction ou répression des chitinases, affecte la croissance
du mycélium, et que les chitinases pourraient donc constituer un élément important pour la mise en
place de méthodes de lutte contre M. perniciosa. Ces résultats ont été récemment confirmés par
I’étude de I’expression de deux geénes de chitinases de M. perniciosa durant le développement du
champignon cultivé sur galette (voir § 9.2.5) : 1) le géne MpChitl est exprimé lors de la croissance
du mycélium et lors de la formation du basidiocarpe ; ii) le géne MpChit2 est essentiellement

exprimé lors de la formation du primordium (Master de D. S. Gomes).

Chitinase
activity Uasng proteinvh
Chitinase
aclivity A/ng proteinvh

Figure 16. Activité chitinase de M. perniciosa en fonction des sources de nitrogéne et de carbone (valeur codées). A.
Mycélium. B. Milieu de culture. D’aprés Lopes et al. (2008).

° Fundag&o de Amparo & Pesquisa do Estado da Bahia, http://www.fapesb.ba.gov.br/
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D’autres activités enzymatiques sont en cours d’étude (e.g. protéases du cacaoyer,
pectinases du champignon) a la fois comme possibles ¢léments participant aux mécanismes de
résistance/sensibilité de la plante, ou d’infection de la plante par le champignon, mais aussi comme
base pour le développement de produits biotechnologiques (e.g. superexpression en systéme
hétérologue d’enzymes utilisables dans 1’industrie). Ce type d’approche, bien que n’étant pas
directement li¢ a 1’é¢tude du pathosystéme, présente des avantages en terme : i) obtention de
financements auprés de bailleurs de fonds privés ou axés sur le développement de produits
commerciaux (e.g. BNB®) ; ii) dépot de brevets pouvant éventuellement générer des ressources
propres ; et iii) développement de produits potentiellement transférables a d’autres cultures ou

pathogenes (e.g. fongicides).

9.3. CONSIDERATIONS SUR LE CONTEXTE DE DEVELOPPEMENT DES ACTIVITES DE 2002 A
AUJOURD’HUI, ET CONCLUSIONS

Comme annoncé précédemment, ces travaux ont ¢ét¢ développés dans le cadre de mon
expatriation au Brésil (de 2002 a aujourd’hui), et en collaboration avec (principalement) deux
institutions brésiliennes, 'UESC et la CEPLAC-BA. Le groupe de Génétique et d’Expression
Génique de 'UESC avait été récemment créé (2000) et contenait peu de chercheurs, de professeurs
et d’étudiants. Aujourd’hui, ce groupe, sous la responsabilit¢ du Dr. Julio Cézar de Mattos
Cascardo, est constitué de jeunes chercheurs ayant été recrutés au cours des 10 dernicres années.
Ces chercheurs ont donc ét¢ amenés trés jeunes et trés tot dans leur carriére a assumer des
responsabilités généralement assumées, dans des institutions plus anciennes, par des chercheurs
« Senior » ayant déja 10 ou 20 ans d’activités scientifiques. De plus, I’Ecole Doctorale en
Génétique et Biologie Moléculaire de ’'UESC a également été initiée récemment (apres validation
par la CAPES’, organisme national de gestion des Ecole Doctorales): le niveau Master
(Mestrado®) existe depuis 2002 et le niveau Doctorat (Doutorado®) depuis 2006. Dans ce contexte,
les enseignants-chercheurs de I’'UESC ont donc également ét¢ amenés a encadrer tot dans leur
carriere des étudiants de Master et plus récemment de Doctorat. Ayant été intégrée dans ce contexte
universitaire, il m’a donc été attribué (comme a mes collégues brésiliens) un certain nombre de
responsabilités dont 1’encadrement d’étudiants de 2™ et de 3™ cycle. Aujourd’hui, je suis en
charge d’une « petite équipe » constituée de cinq étudiants de Doctorat, d’un étudiant de Master
(sachant que 5 étudiants de Master ont déja soutenu leur dissertation) et de plusieurs étudiants de

2nd cycle (de 1 a 3 par an). Bien que ne fonctionnant pas exactement sur le méme systéme qu’en

¢ Banco do Nordeste, http://www.bnb.gov.br/Content/Aplicacao/Grupo_Principal/Home/Conteudo/PortalBN.asp
" Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, http://www.capes.gov.br/
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France (obtention de I’HDR), 1’autorisation 4 encadrer des étudiants de 3™ cycle n’est pas
attribuée a tous les chercheurs mais seulement a certains, aprés analyse de leur curriculum vitae par
la commission de 1I’Ecole Doctorale et seulement aprés avoir montré satisfaction dans le co-
encadrement d’un étudiant de Master. L’encadrement d’étudiants n’est toutefois possible que si des
financements permettent le développement des expériences. Durant les 2 premiére années (2002-
2004), j’ai eu la possibilit¢ de travailler a partir de financements obtenus par des collégues
brésiliens ; a partir de 2004, j’ai moi-méme réussi a obtenir mes propres financements aupres de
bailleurs de fonds brésiliens ainsi que des bourses d’étude pour les étudiants de 2™ et 3™ cycles
(FAPESB, CNPq’, BNB). Une partie de mes activités a donc consisté en la rédaction de projets de
recherche, et aprés obtention de ceux-ci, de rapports techniques et financiers.

Au niveau administratif (activités liées ou non a la recherche), mes responsabilités ont été
en s’amplifiant au cours des 6 derni¢res années. Entre autre, je suis depuis mars 2008, Vice-
Coordinatrice de la Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular de I"UESC (Ecole
Doctorale en Génétique et Biologie Moléculaire'’), au co6té de Ronan Xavier Corréa
(Coordinateur). L’Ecole Doctorale Génétique et Biologie Moléculaire participe a la formation
depuis 2002 d’étudiants de Master et depuis 2006 de Docteurs dans le domaine de la génétique
classique et de la biologie moléculaire végétale et animale. Cette formation (2 et 4 ans, pour le
Master et le Doctorat, respectivement) comprend des cours théoriques (modules) et le
développement d’un projet de recherche (en laboratoire et/ou sur le terrain) sous la responsabilité
d’une comission d’orientation (encadrant principal, co-encadrant et conseiller). Les diplomes de
Master et de Doctorat sont obtenus aprés analyse d’un mémoire (dissertation ou thése) et apres
soutenance des travaux de recherche devant un jury composé de membres externes et internes a
I’UESC. D’autres critéres, comme la soumission d’un article scientifique de rang A, sont
necéssaires pour l’obtention du diplome. La fonction de coordination et vice-coordination de
I’Ecole Doctorale consiste en : i) obtention et gestion de bourses d’étude auprés de bailleurs de
fonds spécifiques (e.g. CAPES, CNPq, FAPESB) ; ii) gestion des fonds attribués par ’'UESC a
I’Ecole Doctorale ; iii) organisation des cours théoriques dispensés aux étudiants ; iv) organisation
et participation au processus de selection des étudiants ; v) organisation des soutenances ; vi)
adequation et maintien de I’Ecole Doctorale aux critéres de qualité requis par la CAPES. Cette
activité s’avere tres enrichissante et m’a permis d’acquérir plus d’expérience au niveau : 1) gestion

administrative d’une structure académique ; ii) relations avec des organismes nationaux brésiliens

SLe systéme universitaire brésilien consiste en 4 ou 5 années de 2nd cycle (Graduagao) selon la filiére (Biologie,
Agronomie, etc.), 2 années de Mestrado (aprés le 2™ cycle) et 4 années de Doutorado (aprés le Mestrado). Le
Mestrado et le Doutorado sont effectués sous couvert d’une Pds-Graduagéo (= Ecole Doctorale).
? Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, http://www.cnpq.br/
' http://www.uesc.br/genetica/index.php?item=conteudo_colegiado.php
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(e.g. CAPES) ; iii) management des encadrants en relation avec la nécessité d’augmenter la qualité
des publications de I’Ecole Doctorale.

Au niveau scientifique, lorsque j’ai intégré la thématique « balai de sorciére » peu
d’¢éléments étaient connus sur le sujet en terme de génomique, de biologie moléculaire et de
protéomique. De nombreuses données « empiriques» ou peu divulguées (revues locales
brésiliennes) étaient détenues par la CEPLAC dans des domaines touchant surtout a I’agronomie, la
physiologie et I’amélioration du cacaoyer. Nos premiers travaux ont donc consisté au
développement de méthodologies nécessaires a 1’étude aussi bien du cacaoyer que de M. perniciosa
(e.g. protocole d’extraction d’ARN de cacaoyer ; protocole d’extraction de protéines ; protocoles de
culture de M. perniciosa ; pathosystéme mod¢le tomate-M. perniciosa). Dans un second temps,
nous avons généré des données moléculaires a « grande échelle », certaines de fagon pionnicre (e.g.
banques d’ADNc, macroarrays). Aujourd’hui nous sommes dans la phase probablement la plus
intéressante, qui consiste & pouvoir analyser ces données et commencer a approfondir nos études
pour comprendre les mécanismes moléculaires de résistance/susceptibilité du cacaoyer a M.
perniciosa. Ceci est également vrai en ce qui concerne 1’analyse du champignon, et également en
ce qui concerne l’obtention de marqueurs moléculaires, outils qui pourront étre utilisés
ultérieurement en SAM. D’un autre cOté, le contexte actuel est trés différent de celui de 2002,
puisque plusieurs institutions (Cirad, UESC, Ceplac, Unicamp'', Cena'?) ont investis dans 1’é¢tude
de P’interaction cacao-M. perniciosa au travers de projets de recherche locaux (e.g. projets
brésiliens) ou internationaux (e.g. Projet Genoscope coordonné par le Cirad) la plupart en
collaboration (e.g. Cirad-UESC-Ceplac). Les données moléculaires et physiologiques de
I’interaction sont donc aujourd’hui beaucoup plus importantes et amenent a réfléchir aux stratégies
de recherches qui devront étre développées dans les prochaines années. En particulier, les
approches menées dans le contexte de la collaboration Cirad-UESC-Ceplac forment un éventail de
sujets de recherche complémentaires, mais vastes, couvrant: i) 1’étude de la plante et du
champignon ; ii) des approches de recherche fondamentale (e.g. étude fonctionnelle de genes) et
appliquées (e.g. cartographie) ; iii) des techniques allant de la biologie moléculaire a la génétique
classique, en passant par la biochimie ; iv) des études a large échelle (e.g. macroarrays) et des
¢tudes plus pointues ciblées sur un ou deux genes candidats (e.g. PR10). Une des premicres étapes
de ma réflexion consiste peut étre a identifier les sujets de recherche « porteurs» pour les
prochaines années en fonction du contexte scientifique international, et a recentrer mes travaux sur
quelques domaines d’étude. Cela impliquerait donc un désengagement et une réduction de mon

investissement en relation a certaines analyses, comme par exemple :

' Universidade Estadual de Campinas, http://www.unicamp.br/unicamp/
12 Centro de Energia Nuclear na Agricultura/USP Campus Piracicaba, http://www.cena.usp.br/
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- Etudes biochimiques et enzymatiques de la plante et du champignon. Les travaux consistant
en I’analyse des chitinases de M. perniciosa et des protéases du cacaoyer pourront petit a
petit étre transférés a d’autres chercheurs de 'UESC compétents sur le sujet (e.g. Carlos
Priminho Pirovani qui vient de soutenir sa these sur les cystatines de cacaoyer).

- Identification de marqueurs moléculaires. En effet, I’obtention et le génotypage a grande
échelle de SNPs (Illumina Technologies) est actuellement en cours au Cirad (projet
coordonné par Claire Lanaud) a partir des séquences obtenues au sein du projet Genoscope
(voir § 9.2.6.1) et de la descendance F2 SCA6 x ICS1 mise en place a la CEPLAC. Ce
travail développé en collaboration entre les deux institutions et impliquant Didier Clément

(Cirad/CEPLAC) constituera une base solide pour le développement d’approches de SAM.

9.4. PROJET DE RECHERCHE: CONTINUATION DE L’ETUDE DE L’INTERACTION
CACAOYER- MONILIOPHTHORA PERNICIOSA

Mon projet HDR se situe dans la continuation des études moléculaires de 1’interaction
cacaoyer-Moniliophthora perniciosa. Les 6 ans passés en expatriation au Brésil (2002-2008) dans
le cadre de la collaboration Cirad-UESC m’ont permis d’acquérir une bonne connaissance du
cacaoyer, a la fois sur le terrain et en laboratoire, et de développer des partenariats locaux (UESC,
CEPLAC, UNESP, UEFS) solides et productifs en terme de résultats, de publications et
d’encadrement d’étudiants. Le renouvellement de ce contrat d’expatriation pour 4 ans (2008-2012)
me permet d’envisager une continuation de mes travaux sur la base de ces mémes partenariats et en
interaction avec des étudiants de doctorats sous ma responsabilité ou en co-encadrement. La
structure des laboratoires de I’'UESC et de la CEPLAC s’est nettement améliorée au cours des 6
derni¢res années et permet aujourd’hui de développer des expériences de pointe aussi bien en
biologie moléculaire qu’en protéomique. D’autres approches pourront étre développées au Cirad-
Montpellier ou en collaboration avec d’autres laboratoires frangais ou internationaux, en fonction
du projet envisagé (theme, envergure du projet).

Dans ce contexte, et aprés recadrage de mes actuels sujets d’études, plusieurs axes de
recherche peuvent étre envisagés, et I’un ou l'autre d’entre eux effectué¢ dans les 4 prochaines
années, en fonction de I’obtention de financements et de collaborations adéquats :

1. L’étude fonctionnelle de geénes candidats pour la résistance du cacaoyer au balai de sorciére.

Le point le plus important consiste a identifier le(s) géne(s) du cacaoyer directement

impliqué(s) dans le(s) mécanisme(s) de résistance au balai de sorciere. Le géne candidat

«idéal » serait un gene différentiellement exprimé entre les conditions de

résistance/sensibilité (macroarrays confirmé par qPCR et appuyé par des analyses de

biologie des systeémes, voir § 9.2.6.2) et co-localisé avec un des QTLs de résistance au balai
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de sorcicére. Un tel géne pourrait donc étre utilisé dans des approches de transgénése (e.g.
sens) de la tomate afin de mieux comprendre son role au cours de I’interaction. La sélection
d’un tel géne est en cours et devrait étre appuyée par les approches de cartographie initiées
par les autres membres de I’équipe Génomique et Sélection aussi bien au Brésil (Cirad-
UESC-CEPLAC) qu’a Montpellier. Cette ligne de recherche pourrait étre développée au
Brésil a I’aide de financements locaux ou internationaux de taille moyenne ;
Développement d’une approche de transcriptomique (microarrays) prenant en considération
I’ensemble des séquences disponibles dans les banques de données publiées (Argout et al.,
2008 ; Gesteira et al., 2007 ; Leal et al., 2007 ; Jones et al., 2002 ; Verica et al., 2004) ou
non publi¢es (banques d’ADNC full-length et SSH développées en collaboration avec la
CEPLAC a partir de différents génotypes de cacaoyer; voir § 9.2.6.1 et 9.2.7) soit environ
60 400 séquences (a comparer entre elles pour en extraire un unique unigene). Cette
approche pourra a la fois étre utilisée: 1) pour des études fonctionnelles plus
précises incluant, entre autre, 1’étude de I’expression de geénes a partir de différents
génotypes inoculés par différentes souches du pathogéne ; ii) pour une approche de eQTL
(expression QTL ; Cookson et al., 2009 ; Kliebenstein, 2009 ; Gilad et al., 2008 ; Hansen et
al., 2007) sur les descendants du croisement SCA6 x ISC1 (cette descendance comprenant
initialement 237 individus a été multipliée par D. Clément a la CEPLAC et atteint
aujourd’hui 1500 individus). Méme si 1’analyse de eQTL s’applique plus facilement a des
plantes comme Arabidopsis ou il est possible d’obtenir des lignées isogéniques, des études
sur des plantes ligneuses ont déja été initiées (Eucalyptus, Kirst et al., 2005 ; Populus, Street
et al., 2006) et permettent de penser qu’il serait possible de développer une approche
similaire pour le cacaoyer a partir de la F2 précédemment citée. Cette approche serait
complémentaire de I’approche de cartographie SNPs (projet coordonnée par C. Lanaud, voir
§ 9.3.). Cette ligne de recherche nécessiterait un important financement (e.g. ANR) et une
collaboration avec une plateforme de transcriptomique en France ou a 1’étranger ;
Développement d’une approche de protéomique de I’interaction cacaoyer-M. perniciosa
parallele & I’approche de transcriptomique. L’intégration de données par les différents
abordages OMICS a un réle important pour la compréhension d’un systéme biologique (e.g.
pathosystéme cacaoyer-M. perniciosa). La détermination de corrélations géne-protéine-
métabolite est cruciale pour l’identification de geénes responsables pour la synthése de
protéines ou de métabolites impliqués dans des voies métaboliques clés, et a déja été utilisée
pour 1’étude du développement de plantes comme le lupin ou le peuplier (Tian et al., 2009 ;
Kieffer et al., 2009 ; Bylesjo et al., 2009). Les expériences de protéomique pourraient étre

développées a 'UESC qui vient d’acquérir un spectromeétre de masse (Q-TOF time-of-
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flight, Waters) ou en collaboration avec d’autres centres ou unités (¢.g. UMR QualiSud) a
partir de financements brésiliens ou internationaux (e.g. Action Incitative 2009 coordonnée
par Pierre Marraccini dans le cadre du CIBA ", projet déposé).

Il est intéressant de noter que certaines de ces approches, une fois établies et automatisées
pourront étre appliquées, a plus long terme, a d’autres pathosystémes (e.g. cacaoyer-Phytophthora
spp., cacaoyer-Ceratocystis cacaofunesta). On peut également noter que ces axes de recherches
entrent directement dans le contexte du Consortium International en Biologie Avancée (CIBA). Le
CIBA est une initiative Franco-Brésilienne ayant pour objectif de renforcer et pérenniser une
synergie scientifique multi-institutionnelle de premier rang au niveau international. En s’appuyant
sur le consortium CIBA, Agropolis (France) et I’Embrapa (Brésil) élaborent conjointement des
projets scientifiques d’excellence dans le but de rassembler et partager les ressources biologiques,
les infrastructures scientifiques de haut niveau et les connaissances dans le domaine de ’agriculture
tropicale et méditerranéenne. Un engagement dans le contexte du CIBA en interaction, a la fois
avec les équipes de Montpellier et de I’Embrapa, fait partie de mes objectifs.

Mon projet personnel contient également la volonté de développer de plus fortes
interactions entre la France et le Brésil en terme de formation d’étudiants et plus particuliérement
de Docteurs. Un de mes objectifs serait de favoriser 1’échange de doctorants soit sous la forme de
stages cours (3-6 mois), soit sous la forme de doctorat « sandwich » en co-tutelle (moiti¢ du
doctorat fait en France, moiti¢ au Brésil) institutionnalisés (sur la base d’une convention entre
institutions) ou non. Le fait d’étre depuis mars 2008 (et pour 2 ans), Vice-Coordinatrice de 1’Ecole
Doctorale (Pds-Graduacdo) en Génétique et Biologie Moléculaire de ’'UESC devrait me permettre
d’effectuer un travail dans ce sens et d’essayer d’établir, informellement puis institutionnellement
de plus fortes interactions entre 1’Ecole Doctorale de I’'UESC et des Ecoles Doctorales francaises.
Dans ce sens, il est également prévu que le CIBA soit une plateforme favorisant la formation
d’étudiants francais et brésiliens. Plusieurs projets sont actuellement en cours de préparation ; on
peut noter en particulier la création d’un Master en Biotechnologies Végétales coordonné par
Pascal Gantet (UMR DAP/UM2) qui devrait prendre effet au second semestre 2009 et favoriser les

¢changes entre les étudiants des deux pays.

'3 Consortium International en Biologie Avancée
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Rapport de Michel Dron, Professeur de Biologie-Pathologie Végétales a I’Université Paris sud 11-
Orsay, concernant la candidature HDR de Mme Fabienne Micheli aupres de I’Université Paris sud
11-Orsay

Mme Fabienne Micheli, 35 ans, a obtenu son DEA PCMP (P6 ; Psud 11, INA-PG) en 1997, DEA suivi
d’un Doctorat a Paris 6 en 2000, de deux stages postdoctoraux, I’un en continuation de la these a Paris
jusqu’en 2001 puis I'autre & Toulouse 2001-2002, puis d’une intégration au Cirad en 2002 avec
directement affectation a I’'UESC a llheus au Brésil (Etat de Bahia, Nordeste), ou elle est en affectation au
moins jusqu’en 2012.

Apres avoir fait la totalité de ses études universitaires auprés de I’Université Paris 6, elle a réalisé son
stage de DEA et sa these auprées de Mme Goldberg, Paris 6-INA-PG sur «I’étude moléculaire et
biochimique des pectine méthylestérases dans la différenciation cambiale chez le peuplier ». Son deuxieéme
stage postdoctoral au LIPM INRA-CNRS Toulouse, réalisé avec Pascal Gamas, concernait « I’étude du
programme symbiotique précoce de Medicago truncatula par génomique fonctionnelle ».

Au cours de ces 6 années de formation 1997-2002, en France, Fabienne Micheli a acquis une grande
quantité de technologie en Biologie Moléculaire, Biochimie et approches genomiques dont on verra
qu’elles I’ont guidées dans le développement du sujet qu’elle a pris puis maitrisé a Ilheus avec ses collegues
brésiliens. Pendant cette période 3°™ cycle et postdoctorale francaise, Fabienne Micheli a publié 5 articles
dans des revues internationales a FI, 3 relatives a son doctorat et 2 a son second postdoc, 3 en 1% auteure et
2 en co-auteure. Je souhaite souligner son initiative, liée a sa these de publication d’une revue sur les
Pectine Méthyl Estérases, pour laquelle elle est seule auteure, et ce dans I’une des meilleures revues de
synthése dans le domaine des Plantes, Trends in Plant Sciences.

Depuis son recrutement au Cirad et son affectation a I’UESC llheus en 2002, Fabienne Micheli n’a pas
chomé. Elle s’est tout d’abord appropriée un nouveau sujet, concernant un considérable probléeme
phytosantitaire du cacao au Brésil, dd a un champignon basidiomycete, Moniliophthora perniciosa,
responsable de la maladie dite du balai de sorciere. Son implication y a été de plusieurs ordres. Elle a
contribué au développement de cette equipe spécialisée sur I’étude des interactions Cacao-Moniliophthora

Pr Michel DRON
Université Paris 11 -Institut de Biotechnologie des Plantes, Bat. 630, 91405 ORSAY Cedex,
Tél: 0169 15 33 10 - E-mail : michel.dron@u-psud.fr
Secrétariat : Maryelle Fradin, Tél : 01 69 15 33 05, Fax : 01 69 15 34 24, E-mail : ecodoc.sdv@ u-psud.fr
http://www.ibp.u-psud.fr/EcoleDoc/index.html
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perniciosa, au niveau moléculaire et biochimique au niveau des 2 partenaires, équipe qui a maintenant
atteint un leadership mondial sur cette interaction avec des publications dans des revues a Haut facteur

d’Impact (BMC, MPMI...) démontrant I’acquisition d’une dimension internationale de I’ensemble du
groupe et notamment de Fabienne Micheli. Les contributions de Fabienne Micheli concernent plus
particulierement les approches génomiques chez le cacao et biochimiques chez M. perniciosa. Néanmoins,
Fabienne Micheli démontre sa connaissance de I’ensemble des travaux conduits sur ce pathosysteme. Elle a
été amenée a développer de nouvelles méthodologies pour faire face aux difficultés rencontrées avec le
matériel cacaoyer et ce qui est remarquable c’est qu’elle a une politique de publication sur ce tout ce qu’elle
réalise.

Au niveau des autres responsabilités maitrisées d’un candidat HDR, nous sommes dans une situation
presqu’idéale, puisque Fabienne Micheli co-dirige une jeune Ecole Doctorale a Ilheus, une Ecole Doctorale
dont elle décrit les fonctions et qui dans son organisation et ses attributs n’est pas si éloignée des Ecoles
Doctorales que nous connaissons en France. Par ailleurs, elle a encadre plusieurs stages longs de Maestrado
(anciennes théses 3°™ cycle francaises et a participé a I’encadrement de plusieurs doctorants. Elle a
plusieurs publications en situation d’encadrement dans des revues a comité de lecture international. Elle
totalise 9 publications « brésiliennes » dans des revues internationales a comité de lecture, dont 3 en
position de derniére auteure encadrante, 1 en premiére auteure et le tout dans des revues a tres bon facteur
d’impact.

Par ailleurs, depuis 2004, elle assure une grande partie du financement de son équipe, d’implique dans
I’enseignement et la formation. Bien sOr, elle réalise tout cela en portugais-bresilien.

En conclusion c’est un parfait dossier de candidature HDR, une étoffe internationale en Pathologie
végetale moléculaire, la responsabilité d’un laboratoire, une activité solide dans un Institut compétitif, de
I’encadrement, du succes dans le financement, des responsabilités collectives au niveau de I’Ecole
doctorale. Je donne un avis extrémement favorable a la soutenance de I’HDR de Fabienne Micheli devant le
jury mis en place par I’Université Paris sud 11-Orsay.

A Orsay, le 31 Mars 2009-03-31

Michel Dron.

Pr Michel DRON
Université Paris 11 -Institut de Biotechnologie des Plantes, Bat. 630, 91405 ORSAY Cedex,
Tél: 0169 15 33 10 - E-mail : michel.dron@u-psud.fr
Secrétariat : Maryelle Fradin, Tél : 01 69 15 33 05, Fax : 01 69 15 34 24, E-mail : ecodoc.sdv@ u-psud.fr
http://www.ibp.u-psud.fr/EcoleDoc/index.html
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Rapport sur la demande d’Habilitation a Diriger des Recherches (Université de Paris XI)
présentée par Madame Fabienne Micheli, chercheur au Cirad dans I'UMR DAP -
Développement et Amélioration des Plantes.

Fabienne Micheli est agée de 35 ans et a effectué la totalité de ses études universitaires a
I’Université de Paris 6 ou elle a obtenu un diplome de DEA de Physiologie Cellulaire et Moléculaire
des Plantes en 1997 puis le titre de docteur en biologie en 2001. Ce travail de thése, réalisé sous la
direction du Pr. Renée Goldberg (Institut J. Monod, Paris), a porté sur I’étude des pectines
méthylestérases dans I’élaboration des tissus conducteurs (xyléme et phloeme) chez le peuplier
(Populus) par des approches biochimiques et moléculaires. A I’issu de son doctorat obtenu avec la
mention trés honorable, Madame Fabienne Micheli a effectué un stage postdoctoral d’un an dans le
laboratoire du Dr. P. Gamas (INRA Toulouse) pour étudier les mécanismes impliqués dans la
perception et la transduction du signal conduisant a la formation des nodosités dans le modéle
d’interaction plante-microorganisme Rhizobium meliloti — Medicago truncatula, par des approches de
génomique. Recrutée au Cirad en 2002, M. Micheli occupe un poste de chercheur a ’'UMR DAP
(Développement et Amélioration des plantes, groupe Génome et sélection) et est expatriée au Brésil
dans le cadre d’un accord de coopération scientifique entre le Cirad et I’Université Estadual de Santa
Cruz (UESC) localisée a Ilhéus dans I‘état de Bahia. Son sujet de recherche actuel porte sur I’étude
des interactions du pathogene Moniliophthora perniciosa avec Theobroma cacao.

Le document servant de support a la soutenance de I’Habilitation a Diriger des Recherches
de M. Micheli est construit sur le modéle habituel et contient une partie consacrée a la description de
son parcours scientifique, de ses activités d’enseignement et de formation a la recherche d’étudiants.
Dans une deuxiéme partie, M. Micheli a choisit de focaliser son document sur la description des
recherches qu’elle meéne actuellement a I"'UESC sur I’étude de [I’interaction Moniliophthora
perniciosa - Theobroma cacao. Le projet de recherche présenté en fin du document constitue la
derniere partie du manuscrit présenté par M. F. Micheli.

Au cours de sa carriére, M. Micheli a été amenée a travailler dans plusieurs laboratoires, sur
différents modeles biologiques (Arabidopsis thaliana, Populus tremula, Medicago truncatula et
Theobroma cacao) et en utilisant différentes approches méthodologiques (biologie moléculaire,
biochimie et protéomique) pour développer ses projets de recherche qui portaient essentiellement sur
la compréhension des interactions plante-microorganismes. Cette thématique de recherche constitue
maintenant le fondement de sa carriére scientifique qui a donné lieu a la publication de 17 articles
(parus, acceptés ou soumis) en 11 ans dont 3 en premier auteur (travail de thése) et 2 comme auteur
pour la correspondance. Plusieurs articles sont en actuellement en préparation pour I’année 2009. Par
ailleurs, les travaux développés par M. Micheli ont conduit & de nombreuses communications (orales
ou posters) a des congrés nationaux et internationaux (82) dont 53 sont liées au projet de recherche
portant sur I’étude de I’interaction Moniliophthora perniciosa - Theobroma cacao. Au cours de ces 6
derniéres années, il est également a noter que M. Micheli a été examinatrice de plusieurs articles pour
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des revues de rang A de tres bon facteur d’impact (comme par exemple Plant Physiol.et J. Exp. Bot.).
Ces indications, ainsi que I’ensemble des productions écrites de M. Fabienne Micheli, qui compte la
parution d’articles dans plusieurs revues d’IF>2, atteste de la qualité scientifique des travaux auxquels
elle a participé ou directement encadré.

Depuis son expatriation au Brésil, M. Micheli participe tres activement aux charges
d’enseignement de I’UESC, aussi bien dans les cours de 2°™ et de 3°™ cycle. Ces activités, initiées
des 2003 (soit 1 an apres son arrivée en expatriation), se concrétisent par une charge d’enseignement
de 60h théorique en 3°™ cycle pour I’année 2008. Par ailleurs, M. Micheli assume la fonction de vice-
coordinatrice de I’Ecole doctorale de I’'UESC et a été récemment nommée comme membre du comité
d’évaluation de la FAPESB. Au sein de I’'UESC, M. Fabienne Micheli a été plusieurs fois membre de
jurys de qualification de doctorat et de master (mestrado) et a participé a plusieurs jurys de sélection
d’étudiants pour I’entrée en 3°™ cycle.

Au niveau des activités de recherche, M. Micheli assure personnellement la coordination de
plusieurs projets financés par différents bailleurs de fonds brésiliens (CNPq et FAPESB) mais aussi
internationaux (IFS). L’obtention de ces projets a permis I’octroi de bourses d’études dont ont
bénéficié plusieurs étudiants en formation a I’'UESC a différents niveaux (master et doctorat). De fait,
M. Micheli a participé (et participe encore) a I’encadrement de nombreux étudiants, 11 étudiants (en 5
ans) sous sa propre orientation et 7 en co-orientation. Il est également a noter que M. Micheli est
impliquée dans le développement de plusieurs réseaux de collaboration scientifique principalement en
intra-Brésil. Dans leur ensemble, ces informations, qui apparaissent clairement dans la premiére partie
du manuscrit, montrent les qualités de M. Micheli tant au niveau pédagogique, scientifique que des
relations humaines.

La synthése des travaux de recherche présentée par M. Micheli est essentiellement focalisée
sur I’étude de I’interaction M. perniciosa — T. cacao. Celle-ci commence par une description du
cacaoyer et sur I’historique et I’importance de cette filiere au Brésil. Une présentation de la maladie
du balai de sorciére est présentée et les impacts économiques, sociaux et environnementaux (effets sur
le biotope local Mata atlantica) sont discutés. Le cycle de développement du pathogéne, les moyens
de lutte utilisés contre celui-ci, les possibilités d’utilisation de clones de T. cacao tolérants et sensibles
a M. perniciosa et les méthodes de culture de M. perniciosa sur milieux artificiels sont également
présentés. Les recherches conduites par M. Micheli ont permis d’optimiser les conditions de culture
in vitro de ce pathogéne, préalable essentiel pour mieux connaitre les facteurs trophiques et
génétiques qui contrblent les changements de phase du développement de ce pathogéne. Dans cette
partie, on peut regretter la faible qualité des figures utilisées en appui au manuscrit.

Les analyses de biochimie et de protéomique de M. perniciosa ont permis de montrer que
I’activité chitinase de ce pathogéne est régulée (in vitro) par les teneurs en carbone et en azote du
milieu de culture. Ces chitinases, qui sont codées par au moins deux genes (MpChitl et MpChit2),
pourraient étre la cible de méthodes de lutte contre I’infection de T. cacao par M. perniciosa. Les
travaux se sont aussi focalisés sur I’étude des génes (MpNEP1 et MpNEP2) de M. perniciosa qui
semblent étre impliqués dans le processus de nécrose des tissus de cacaoyer. Les résultats de ses
recherches ont fait I’objet de 6 publications. Des travaux sont actuellement en cours (thése et master
sous I’orientation de M. Micheli) pour poursuivre I’étude de ces génes de M. perniciosa mais aussi
des genes codant pour des enzymes de type pectinase.

M. Micheli développe ensuite les stratégies de recherche mises en ceuvre pour mener les
analyses moléculaires et fonctionnelles de M. perniciosa et de I’interaction de ce pathogéne avec T.
cacao. Celles-ci sont essentiellement basées sur la construction de banques d’ADNc de méristémes
des clones TSH1188 (résistant) et Catongo (sensible) de T. cacao. Par ailleurs, des banques
soustractives de type « SSH » de différents clones de T. cacao (+ infection par M. perniciosa) sont
aussi en cours de construction. A ce stade du manuscrit, on peut regretter un manque de clarté sur la
situation de la recherche concernant les différents projets EST (et de génomique du cacaoyer au sens
large) déja existants ainsi que sur les thématiques de recherche suivies par ces différentes équipes
(nationales ou internationales). Cet état des lieux aurait en effet permis de mieux situer I’importance
des travaux développés par M. Micheli dans un contexte international.



Le traitement in silico de ces banques est détaillé succinctement et a fait I’objet d’une
publication dans Ann. Bot. Des analyses utilisant des membranes de type « macroarray » ont ensuite
permis d’identifier plusieurs groupes (clusters) de genes qui présentent des profils différentiels
d’expression avec le temps d’infection par M. perniciosa (article soumis pour publication). Les génes
candidats G-OXO et TcPR10 de T. cacao, codant respectivement pour une oxalate oxydase et une
ribonucléase, ont fait I’objet de travaux plus approfondis (2 publications). M. Micheli détaille le cas
du gene TcPR10, surexprimé dans le clone sensible (Catongo) et pour lequel la protéine a été
surexprimée chez Escherichia coli. In vitro, cette protéine présente une activité RNase a la fois contre
les ARN totaux extraits de T. cacao et de M. perniciosa ce qui suggere la participation du géene
TcPR10 dans le processus de mort cellulaire programmée (PCD) des cellules végétales infectées par
le pathogéne. Plusieurs autres génes candidats de T. cacao pour la tolérance/sensibilité a M.
perniciosa sont actuellement en cours d’analyse notamment par la technique de gPCR. La validation
fonctionnelle de ces génes est également envisagée par des tests de transformation hétérologues chez
Solanum lycopersicum (tomate). Enfin, M. Micheli présente les interactions possibles entre ces
travaux et ceux portant sur la construction et I’exploitation des cartes génétiques de T. cacao déja
disponibles ou en cours d’élaboration (Ceplac), par exemple pour vérifier si les génes candidats
étudiés co-localisent avec des QTL pour la maladie du balai de sorciére. La proximité physique de
I’UESC et de la Ceplac constitue certainement un contexte scientifique particuliérement favorable a
I’avanceé et au succes de cette stratégie.

Le projet de recherche présenté par M. Micheli est une continuation des travaux en cours de
réalisation a I’Université Estadual de Santa Cruz (UESC) et s’inscrit dans le cadre du renouvellement
(jusqu’en 2012) du partenariat scientifique du Cirad avec cette université. Ce projet porte toujours sur
le théme de I’étude des interactions de M. perniciosa avec T. cacao. Il constitue donc une suite
logique aux travaux développés par M. Micheli pendant 6 ans et prévoit notamment (i) des études
fonctionnelles des geénes candidats (GC) pré-identifiés, (ii) le développement d’approches de
transcriptomique par les techniques « microarray » (pour valider ses GC ou rechercher d’autres GC),
(iii) I'ancrage de ces GC sur les cartes génétiques de T. cacao, (iv) des études d’expression des GC au
sein de différents génotypes pour la recherche de QTL d’expression (eQTL) et (v) le développement
d’approche de protéomique ou de métabolomique (MS/MS) pour la recherche de critéres permettant,
par exemple, de différencier les phénotypes des clones T. cacao vis-a-vis de M. perniciosa. A plus
long terme, les possibilités d’application des résultats de ce projet a d’autres pathosystemes du
cacaoyer sont également envisagées.

Bien que peu originales, les différentes approches proposées dans ce projet sont importantes
pour approfondir les connaissances des mécanismes d’interaction M. perniciosa avec T. cacao. Méme
si ce projet est tout a fait pertinent d’un point de vue scientifique, sa présentation est cependant un peu
superficielle. Quoi qu’il en soit, il s’appui les excellents partenariats déja développés localement par
M. Micheli. Compte tenu de la forte implication de M. Micheli au sein de I’'UESC et des soutiens
financiers disponibles en particulier en intra-Brésil, ce projet bénéficie aussi d’une situation
privilégiée qui laisse entrevoir de réelles chances de succes dans I’obtention de résultats tres
intéressants tant d’un point de vue fondamental qu’appliqué. A juste titre, la nécessité d’intégrer ce
projet a d’autres actions nationales ou internationales (projets ANR, dispositif CIBA) est mise en
avant par M. Micheli.

En conclusion, ce mémoire montre les qualités de M. Micheli dans I’élaboration, la
conduite et la gestion de projets de recherches. Il souligne aussi trés clairement sa capacité a
enseigner, a encadrer et a former de jeunes scientifiques. Les articles publiés par M. Micheli attestent
également de la qualité de ses travaux et de ses aptitudes a animer un groupe de recherche. Compte
tenu de ces éléments, je donne un avis tres favorable a I’Université de Paris-XI pour la soutenance de
cette Habilitation a Diriger des Recherches.



Rapport
Habilitation a diriger des recherches de Fabienne Micheli
Université de Paris Sud XI

Fabienne Micheli a eftectué ses recherches dans le domaine végétal. Ses travaux sont présentés dans
un mémoire tres agréable a lire décrivant son parcours. Trois périodes se sont succédées : (1) un
doctorat a I'Université Paris VI (1997-2001) sous la direction de Renée Goldberg, intitulé « Etude
moléculaire et biochimique des pectines méthylestérases dans la différenciation cambiale chez le
peuplier ; (2) un post-doctorat (2001-2002) dans I’équipe de Pascal Gamas dans le Laboratoire de
Biologie Moléculaire des Relations Plantes-Microorganismes a I'INRA de Toulouse portant sur le
I’étude du programme symbiotique précoce de Medicago truncatula par génomique fonctionnelle ; (3)
son recrutement au CIRAD a Montpellier en 2002 dans 1’¢quipe Génomique et Sélection de 'UMR
DAP (Développement et Amélioration des Plantes) et son affectation rapide, la méme année, a
I’Université d’Etat de Santa Cruz (UESC) au Brésil.

Fabienne Micheli a été amenée a travailler sur différentes thématiques : la différenciation des cellules
cambiales chez le peuplier, le mécanisme de nodulation dans la symbiose Rhizobium Légumineuse et
les phénomenes d’infection d'un champignon et de résistance de la plante dans I'interaction
Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa. Ceci montre une large connaissance du fonctionnement
des végétaux tant au point de vue de leur développement que de leurs interactions avec des micro-
organismes. Par ailleurs, la réalisation des deux derniers projets portant sur les interactions plantes-
microorganismes a requis la mise en ceuvre d’approches génomiques.

Chacune de ces thématiques a fait I’objet de publications dans des revues internationales (14) a comité
de lecture ayant des facteurs d’impact s'étageant entre 1,861 a 8,995 : pectine méthylestérsase (4),
nodulation (2), interaction Theobroma cacao-Moniliophthora perniciosa (8). Fabienne Micheli est
premier auteur pour trois d’entre elles traitant de son sujet de thése, tandis qu’elle est dernier auteur
pour trois autres publications traitant de son travail actuel au Brésil. Fabienne Micheli est également
co-auteur de 28 communications dans des congres internationaux dont 11 orales, et de 54
communications dans des congres nationaux dont 10 orales. Enfin, elle est premier auteur de trois
chapitres de livres.

Fabienne Micheli est coordinateur de quatre projets de recherches brésiliens et a ¢galement obtenu des
bourses d’études pour ses ¢tudiants. A son arrivée a 'UESC, Fabienne Micheli s’est intégré dans un
groupe de recherche récemment créé, constitué de jeunes chercheurs et, apparemment, trés dynamique,
ce qui I’a amené a prendre rapidement des responsabilités importantes tant au niveau du financement
et de la gestion de la recherche qu’au niveau de la formation des étudiants a la recherche.

Ainsi, Fabienne Micheli a déja assuré I’encadrement de 12 ¢tudiants de 2°™ cycle et également de 3™
cycle (5 Masters). De plus, elle est actuellement 1’encadrant principal de quatre Doctorants et d’un
¢tudiant en Master ! En addition a une activité d’enseignement non négligeable (plus de 100 heures de
cours donné en 2008), Fabienne Micheli est directement impliquée en tant que vice-coordinatrice dans
la gestion et I’'administration de 1’¢cole doctorale « Génétique et Biologie Moléculaire » de I'UESC.
L’ensemble de ces activités démontre la capacité de Fabienne Micheli a animer des travaux de
recherche et a sa volonté de partager ses connaissances dans des activités d’enseignement.

Dans son mémoire d’'HDR, Fabienne Micheli a délibérément choisi de ne présenter que son travail
depuis son recrutement au CIRAD et son affectation a 'UESC au Brésil, sur I'interaction 7. cacao-M.
perniciosa. Depuis 2002, Fabienne Micheli a contribué a, puis a développer des projets de recherche
portant sur ce theme. Tout d’abord, un projet sur la mise au point de la culture de M. perniciosa en
milieu artificiel, puis des études moléculaires et fonctionnelles de 'interaction ' cacao-M. perniciosa,
mettant en ceuvre des approches de génomique au niveau du transcriptome et du protéome et
cgalement des approches plus ciblées sur des mécanismes clés de I'interaction, tels que 1'implication
de différentes enzymes (chitinases. protéases et pectinases). '



Dans son projet, en continuation directe avec ses recherches menées depuis 2002, Fabienne Micheli
souhaite approfondir I"étude de I'interaction 7. cacao-M. perniciosa. Dans ce projet, plusieurs axes de
recherche sont envisagés : étude fonctionnelle de génes candidats choisis a partir du savoir déja acquis
ou développement d’approches expressionnelles au niveau du transcriptome ou du protéome. Les
stratégies envisagées sont rationnelles et devraient conduire a des résultats productifs en termes de
publications. Quelle que soit I’orientation choisie, ces études devront étre menées en étroites
concertations avec les études génétiques ayant pour but d’obtenir une résistance durable de 7. cacao
vis-a-vis de M. perniciosa et ainsi avoir les retombées appliquées espérées.

Ainsi, Fabienne Micheli a développé des recherches originales dans différentes thématiques chaque
fois validées par des publications. De plus, elle assure depuis plusieurs années 1’encadrement
d’¢tudiants en master et en doctorat. Sa capacité a maitriser des stratégies de recherche est illustrée par
la diversit¢ des approches expérimentales qu’elle a su mettre en ceuvre pour répondre aux questions
biologiques posées. Je suis donc tres favorable a la soutenance de son Habilitation a Diriger des
Recherches a I'Université de Paris Sud XI.

Grilles Pilate
Directeur de recherche INRA
Orléans, le 20 mars 2009
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