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“An apple a day keeps the doctor away, especiallyi  f you aim carefully.”
Winston Churchill
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2010.
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Chapitre 11l : Détection de QTL pour la teneur en composés phénoliques des jus et des fruits et
mise en évidence in silico de génes candidats.

Figure 1. Pedigree of the studied progeny with ‘Kermerrien’ the cider ancestor, and X5100, X4972
and X3189, three dessert apple hybrids.

Figure 2. Quantitative Trait Loci (QTL) detected on the integrated map for phenolic compounds in
apple fruits harvested in 2008 (blue) and 2009 (pink) and juices prepared in 2009 (red) and 2010
(green) from the X5210 x X8402 progeny.

Figure 3. Quantitative Trait Loci (QTL) detected on the female X5210 (A) and male X8402 (B) maps.
Legend: see Fig. 2.

Figure 4. Summary of the quantitative trait loci (QTL) for phenolic compounds in fruit and juice
determined in the X5210 x X8402 progeny.

Figure 5. Phenolic compounds biosynthesis.

Table 1. Broad sense genetic heritability of phenolic compounds quantified in fruit and juice for two
harvest years

Table 2. Parameters associated with the quantitative trait loci (QTL) detected in the apple X5210 x
X8402 progeny by multiple QTL mapping (MQM) for phenolic compounds in fruits harvested in 2008
(F08) and 2009 (F09) and in juices prepared in 2009 (J09) and 2010 (J10).

Table 3. Candidate genes identified in the interval of 12 clusters of quantitative trait loci (QTL) or
meta-QTL using the BLAST2GO software.
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Le cidre est une boisson alcoolisée traditionnellement consommée dans certains pays
d’Europe et au Canada. Il est produit a partir de jus de pomme fermenté et les premiers
écrits relatant la culture de pommiers en France spécifiquement cultivés pour la production
Iéme

des cidres remonte au X siécle (Bore and Fleckinger 1997). Comme les caractéristiques

recherchées pour une pomme & cidre sont bien différentes de celles d'une pomme a
couteau, ces deux types de pommiers ont finalement divergés avec le temps jusqu’a
I'obtention aujourd’hui de variétés tres différentes. Les pommes a cidre ont généralement un
aspect plus rustique, sont plus ameres et astringentes et les fruits chutent naturellement a
maturité. Les études menées jusqu’a présent montrent I'importance des tanins condensés et
de leur degré de polymérisation dans les caractéres d’amertume et d’astringence des
pommes a cidre (Lea and Arnold 1978). Une classification basée sur la teneur en tannins et
en acide des modts obtenus aprés pressurage a d’ailleurs été établie pour différencier les
variétés par catégories de saveur : douce, douce-amere, amere, acide et aigre (Tavernier
and Jacquin 1959). Elle est encore couramment utilisée par I'ensemble de la filiere. Les
composés phénoliques interviennent également dans la couleur et dans le potentiel

aromatique des cidres (Herrero, Cuesta et al. 1999; Song, Yao et al. 2007).

De nombreuses études épidémiologigues menées ces derniéres années tendent a montrer
gque la consommation de pomme ou de cidre est inversement corrélée aux risques de
développer de [l'asthme, du diabéte, certains cancers ou certaines maladies
cardiovasculaires (Boyer and Liu 2004; Crozier, Jaganath et al. 2009). Les fibres et les
composeés phénoliques présents en grande quantité dans ce fruit seraient responsables de
ces effets protecteurs (McDougall, Morrison et al. 1996; Thebaudin, Lefebvre et al. 1997,
Vauzour, Rodriguez-Mateos et al. 2010). Il reste encore cependant un certain nombre de

guestions concernant la métabolisation et la biodisponibilité des polyphénols apres ingestion.

La plupart des variétés de pommiers a cidre ont une alternance de production trés marquée
et peuvent présenter une forte sensibilité a certaines maladies. L’obtention de nouvelles
variétés plus régulieres dans leur production et plus résistantes aux maladies mais qui
conservent néanmoins leurs qualités organoleptiques et technologiques pour la production
des cidres est donc recherchée. Toutefois, les programmes de sélection pour le pommier
sont longs et colteux. L'utilisation des marqueurs moléculaires permettrait de réduire le
temps de sélection et surtout de I'optimiser en éliminant précocement les individus de faible
intérét. Pour mettre en place cette sélection assistée par marqueurs (SAM), des études
génétiques préliminaires sont nécessaires et notamment la détection de QTL, largement
développée chez le pommier depuis plusieurs années qui a déja permis de mettre en

Y

évidence des marqueurs associeés a différents caracteres d'intérét agronomiques,
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notamment la résistance a certains agents pathogénes. Jusqu'a présent la SAM n’est utilisée
en routine que dans quelques programmes d’amélioration du pommier, sur des effectifs
relativement faibles. Elle est ciblée sur un petit nombre de génes majeurs principalement liés

a la résistance aux principaux parasites de I'espéce.

Depuis le début de I'année 2012, deux études ont été publiées sur la détection de QTL des
composés phénoliques des pommes (Chagne, Krieger et al. 2012; Khan, Chibon et al.
2012). Ces études ont toute les deux été réalisées sur des descendances de pommes de
table et il n’existe, a I'’heure actuelle, aucune étude de ce type sur les pommes a cidre. La
recherche de QTL pour la teneur en composés phénoligues sur une descendance de
pommes a cidre se justifie donc par la grande importance de ces composés dans la qualité
cidriere et par sa complémentarité avec les études antérieures menées sur les pommes de
table.

Ce travail de these propose donc d'étudier les composés phénoliques contenus dans les
fruits et les jus d’une descendance de pommes a cidre dans le but de réaliser une détection
de QTL. La premiere partie de ce manuscrit est une étude bibliographique qui dresse un
bilan des connaissances actuelles sur la pomme, les composés phénoliques et la
cartographie génétique. La seconde partie présente les résultats de mon travail de these au
travers de trois chapitres. Le premier est consacré a la méthode de chromatographie liquide
développée en UHPLC pour le dosage des composés phénoliques contenus dans les jus de
pomme. Une étude comparative a également été menée pour évaluer les différences de
quantification liées au type de détecteur utilisé (masse ou UV). Le second chapitre est
consacreé a I'étude des données de phénotypage obtenues sur fruits et sur jus. Elle expose la
variabilité existante au sein de cette descendance et le rendement d’extraction de ces
composeés lors de la préparation des jus. Le troisieme chapitre regroupe les données de
cartographie génétique et les détections de QTL qui ont été réalisées. L'analyse de la
séquence génomique in silico pour l'identification des génes candidats sous-jacents aux QTL
y est également présentée. Enfin, une discussion générale fait un bilan des résultats obtenus

et des principales perspectives envisagées.

Ces travaux ont été réalisés en codirection entre le laboratoire de Substances d'Origine
Naturelle et Analogues Structuraux (SONAS) de I'UFR Sciences Pharmaceutiques et
Ingénierie de la Santé de I'Université d’Angers et I'Institut de Recherche en Horticulture et
Semences (IRHS) de [I'INRA Angers-Nantes. L'ensemble des expérimentations de

chromatographie a été réalisée au laboratoire SONAS, tandis que les récoltes, la préparation
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des jus de pomme et les analyses statistiques et génétiques ont été réalisées a I'lRHS. Une
collaboration avec I'Unité de Recherches Cidricoles de I'INRA du Rheu a été menée pour la
guantification des composés phénoliques du fruit entier par HPLC-UV et l'analyse des

données de phénotypage.

Ces travaux ont été réalisés grace aux soutiens financiers de la SFR 4207 QUASAYV (bourse
de thése) et du projet interrégional INNOVACIDRE (participation aux travaux
expérimentaux). Les pommiers étudiés au cours de cette thése ont été suivis et entretenus

par 'Unité Expérimentale Horticole de I'INRA Angers-Nantes.
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l.  Le pommier

A. Un peu d'histoire

Il est aujourd’hui admis que le pommier cultivé est issu de foréts sauvages originaires du
Kazakhstan. Dés le néolithique, ils auraient colonisé la Chine, le Moyen-Orient et I'Europe en
partie grace aux échanges sur ce qui sera nommeé plus tard la Route de la Soie (Harris,
Robinson et al. 2002). Plusieurs espéces de pommiers sauvages seraient a l'origine des
variétés domestiques comme Malus sylvestris Mill.,, espéce répandue en Europe, Malus
Baccata Borkh., espece tres résistante au froid et Malus sieversii Ledeb. M. Roem.,
endémique des montagnes d’Asie centrale (Velasco, Zharkikh et al. 2010; Cornille, Gladieux
et al. 2012). Par la suite, différents croisements interspécifiques avec d’'autres espéces du
genre Malus comme Malus floribunda Sieb. ont permis d’améliorer les variétés cultivées en

introgressant des génes de résistance (Lauri and Laurens 2005).

Ce sont surtout les Romains qui développerent les premiers vergers de pommiers
commerciaux grace aux technigues de greffage héritées des Perses puis des Grecs (Harris,
Robinson et al. 2002). lls dénombraient alors une trentaine de variétés de pomme. Au XVI°™®
siécle, alors que la pomologie est élevée au rang de science, on dénombrait plus d’'une
centaine de variétés en France (Lapomme, 2011). Aujourd’hui, ce sont des milliers de
variétés qui sont recensées a travers le monde. Cependant, malgré la trés grande diversité
qui existe pour cette espece, seulement une douzaine de variétés est cultivée a grande
échelle comme ‘Golden Delicious’ (environ un quart de la production européenne), ‘Gala’,
‘Fuji’ ou ‘Granny Smith’ (WAPA, 2011).

B. De |'arbre au génome : généralités

Le pommier domestique, Malus domestica, est un arbre fruitier de la famille des Rosaceae,
sous-famille des Maloideae, genre Malus (Harris, Robinson et al. 2002). Les arbres sont
hermaphrodites et peuvent mesurer jusqu’a douze metres de haut. Les feuilles sont alternes,
stipulées et caduques. Les fleurs sont réguliéres, pentamériques a symeétrie rayonnée de
couleur blanc-rosée. Elles sont généralement disposées en corymbe terminal de cinq fleurs
et la floraison dure de 10 & 15 jours. La pomme est un faux-fruit et plus particulierement un
fruit composite puisqu’il est issu de l'ovaire, de la base des pieces florales et du réceptacle.

C’est un fruit climactérique dont la maturation est dépendante de I'éthyléne. On distingue
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trois structures dans le fruit (Figure 1): I'épiderme (la peau), le mésocarpe (la chair) et

I'endocarpe qui contient les pépins (le trognon).
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Figure 15. Schéma d'une coupe longitudinale (A) et transversale (B) d'une pomme (UPMC, 2011).

On distingue trois phases de développement du fruit:

» La phase de croissance
* La maturation

 La sénescence

La phase de croissance débute apres la floraison et constitue I'étape de grossissement du
fruit par division et grandissement cellulaires. Quatre a sept semaines apres la floraison, les
cellules cessent de se diviser mais continuent de grandir jusqu’a la maturité du fruit. La chute
naturelle des fruits latéraux des corymbes (éclaircissage naturel) est observée a l'arrét de la

division cellulaire (Bain and Robertson 1950; Travers 2004).

La maturation se traduit par i) la dégradation des pigments chlorophylliens et d’'une partie
des parois cellulaires, ii) la remobilisation des réserves d'amidon en sucres solubles, iii)
l'augmentation de la production d’éthylene et de la respiration cellulaire qui atteignent un
maximum au moment de la crise climactérique (Travers 2004). Pour la commercialisation
des pommes de table ou la préparation des cidres, une phase de maturation post-récolte est
nécessaire au développement de tous les arébmes (Dixon and Hewett 2000). Comme les
pommes a cidre ne sont pas cueillies mais ramassées au sol, la date de récolte est
principalement déterminée par la quantité de fruits au sol et I'indice de régression d’amidon

(Travers 2004; IFPC 2009).

La phase de sénescence se traduit par une désorganisation cellulaire aboutissant a la

libération des pépins (Travers 2004).
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Alors que les autres sous-familles de Rosaceae ont x=7, 8 ou 9 chromosomes, les
Maloideae se caractérisent par la présence de x=17 chromosomes. D’'importantes régions
synténiques entre chromosomes ont été mises en évidence grace au séquencage du
génome de pommier (Figure 2), laissant supposer plusieurs événements de duplication,
recombinaison, translocation et délétion a partir de x=9 chromosomes ancestraux (Figure 3)
(Velasco, Zharkikh et al. 2010). D’autres hypotheses ont été proposées auparavant pour
comprendre l'origine des 17 chromosomes des Maloideae. L’étude d’Evans et Campbell
(2002) sur les séquences géniques de la Granule Bound Starch Synthase, proposait déja un

BN

événement de polyploidisation a partir d'un ancétre a 9 chromosomes. Ces nouvelles
hypothéses remettent en cause les précédentes basées sur la formation de multivalents ou
d’'univalents lors de la méiose proposant, a I'origine, soit un ancétre a x=7 chromosomes qui
aurait subit différentes duplications, soit des événements d’alloploidisation entre des
progéniteurs a x=7 et x=8 chromosomes (Evans and Campbell 2002). Toutefois, le
développement des méthodologies et des techniques dans le domaine des biologies
moléculaires pourrait une nouvelle fois remettre en cause I'hypothese de l'ancétre a x=9

chromosomes.

Chromosomes of the Pyreae ancestor
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Figure 16. Reconstruction des régions synténiques Figure 17. Modéle expliquant I'évolution des neuf
du pommier en tenant compte de l'ancienneté des chromosomes ancestraux aux 17 chromosomes des
évenements de recombinaison (Velasco, Zharkikh Maloideae (Velasco, Zharkikh et al. 2010).

et al. 2010).

Le pommier est généralement diploide (2n=34 chromosomes) mais certaines variétés

comme ‘Jonagold’ ou ‘Mutsu’ peuvent étre triploides (Janick, Cummins et al. 1996).
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C. Données nutritionnelles et santé

La pomme, avec sa composition variée et son faible apport calorique (54 Kcal au 100 g), est
souvent considérée comme un « fruit santé » (Tableau 1). Elle est d’'une part trés riche en
eau (plus de 85% de sa masse totale) et I'essentiel de ses calories est fourni par les sucres,
principalement du fructose (51%) du saccharose (21%) et du glucose (19%). Elle contient
également une grande quantité de minéraux et d’'oligo-éléments (environ 300 mg pour 100 g
de pomme) jouant un role essentiel dans le métabolisme cellulaire. La pomme posséde une
large gamme de vitamines du groupe B (de 0,007 a 0,3 mg en moyenne pour 100 g de
pomme selon les vitamines) ainsi que la vitamine E (0,49 mg), la provitamine A (0,045 mg) et
surtout la vitamine C (12 mg) principalement présente dans la peau du fruit (Food-allergens,
2012). Il convient de préciser ici que ces données renvoient a des teneurs moyennes
mesurées, la composition du fruit variant significativement selon plusieurs éléments :

variétés, origines géographiques,...

Tableau 12. Composition moyenne pour 100g de pomme (Food-allergens, 2012).

Composants (9) Minéraux  (mgQ) Vitamines (mg) Energie
Eau 85,3 Potassium 145 Vitamine C 12,0 KCalories 54,0
Glucides 11,8 Phosphore 12,0 Vitamine E 0,49 KJoules 226,0

Fibres alimentaires 2,3 Calcium 7.0 Vitamine B3 ou PP 0,3

Lipides 0,4 Magnésium 6,0 Vitamine B5 0,1
Protides 0,3 Sodium 3,0 Vitamine B6 0,045
Chlorure 2 Provitamine A 0,045
Fer 0,48 Vitamine B1 0,035

Zinc 0,12 Vitamine B2 0,03
Cuivre 0,1 Vitamine B9 0,007

Manganese 0,065

De nombreuses études épidémiologiques menées ces derniéres années tendent a montrer
gue la consommation de pomme ou de cidre est inversement corrélée aux risques de
développer de Il'asthme, du diabéte, certains cancers ou certaines maladies

cardiovasculaires (Boyer and Liu 2004; Crozier, Jaganath et al. 2009).
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Liée a la forte teneur en fibres des pommes (2,1 g pour 100 g de fruit, Food-allergens, 2012)
et a la bonne proportion entre fibres solubles et insolubles (Gorinstein, Zachwieja et al.
2001), la consommation de pommes est en particulier associée a une diminution des risques
de cancer du colon (Thebaudin, Lefebvre et al. 1997). Les fibres ont un effet sur le transit
intestinal avec une augmentation de la masse fécale et une diminution du temps de transit
(McDougall, Morrison et al. 1996). Cette diminution du temps de transit permet de diminuer
le temps d’exposition des agents cancérigenes contenus dans le bol alimentaire permettant

ainsi de réduire les risques de cancer.

Les fibres auraient aussi un effet sur I'assimilation du glucose et des lipides de l'alimentation
en réduisant la diffusion des nutriments au travers des muqueuses (McDougall, Morrison et
al. 1996). Cette propriété permettrait ainsi de diminuer le taux de cholestérols sérique et les

risques d'obésité.

La pomme est également I'un des fruits les plus riches en composés phénoliques derriere la
canneberge, la fraise, le litchi, le raisin et I'abricot (Sun, Chu et al. 2002; Brat, Georgé et al.
2006). Puisque c’est le fruit le plus consommeé en France, la pomme est la premiére source

fruitiere en composés phénoliques de l'alimentation (Brat, Georgé et al. 2006).

In vitro, les composés phénoliques ont montré des propriétés anticancéreuses (Lin and
Weng 2006) en agissant a différents niveaux : sur la cancérogénése, l'inflammation ou la
réduction des stress oxydatifs responsables de certains cancers (Le Marchand 2002). lls
auraient également des propriétés antiprolifératives (Sun, Chu et al. 2002) liées a leur action
sur le cycle cellulaire (Sun and Hai Liu 2008), 'altération de la signalisation intracellulaire et
de la biosynthése de polyamine (Gosse, Guyot et al. 2005) ou encore linduction de
I'apoptose (Gosse, Guyot et al. 2005; Maldonado-Cellis, Bousserouel et al. 2009). Des
études ont également montré des effets sur les maladies cardiovasculaires en modifiant, par

exemple, le rapport des lipoprotéines haute et faible densités (Lam, Zhang et al. 2008).

En revanche, il reste encore un certain nombre de questions concernant la métabolisation
des composés phénoliques et de leur biodisponibilité apres ingestion. Les études de Kahle
et al. (2007) ont montré que leur métabolisation était fortement liée a la nature du composé
tandis que Hagl et al. (2011) ont montré I'importance de la matrice alimentaire pour leur
absorption par le systeme digestif. Plusieurs études ont montré que la consommation
d'aliments riches en flavonoides ne permettait pas d'augmenter significativement leur
concentration dans le sang (Lotito and Frei 2006). L'augmentation du potentiel antioxydant
observé dans le plasma aprées consommation de pommes serait méme davantage liée a

I'effet du fructose sur le métabolisme de I'acide urique qu'a la teneur en flavonoides (Lotito
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and Frei 2004). Il est difficile d’attribuer des effets anticancéreux in vivo sachant que les
concentrations en composés phénoliques dosés dans le sérum humain sont généralement
tres inférieures aux doses utilisées in vitro pour les tests pharmacologiques (Peer and
Murphy 2006).

La pomme, fruit consommé depuis plusieurs milliers d'années, est aujourd’hui
une espéce fruitiere de premiére importance mondial e, tant au niveau culturel,
économique, que scientifique. Sa consommation est b énéfique pour la santé méme
s'il reste encore un certain nombre de questions su r les réles respectifs de chacun de

ses constituants.

D. La filiere cidricole

Les milliers de variétés de pommes recensées a travers le monde peuvent étre classées en
fonction de leur utilisation : pommes de table, & cidre, & cuire, & jus, & compote, 4™
gamme... En France, on distingue deux grandes catégories : les pommes de table, ou
pommes a couteau et les pommes a cidre. Quelques variétés sont également dédiées a la

production des jus. Pour les autres usages, ce sont les variétés de table qui sont utilisées.

Le cidre est une boisson alcoolisée issue de la fermentation des jus de pommes. Les
variétés de pommes utilisées pour la préparation des cidres ont des caractéristiques bien
particulieres et sont tres différentes des variétés de pommes de table. En France, le
Ministere de I'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét recensait plus de 1,7 millions de
tonnes de pomme de table récoltées en 2010 contre seulement 0,2 millions de tonnes pour

les pommes a cidre (Agreste, 2011).

Les pommes a cidre se différencient des pommes a couteau principalement par une plus
grande amertume liée a leur forte teneur en composés phénoliques (Guyot and Drilleau
1998). On peut également noter quelques tendances générales concernant les
caractéristiques agronomiques des pommiers a cidre tel que le port buissonnant de I'arbre,
une vigueur importante, une alternance de production marquée ainsi qu’'une résistance
accrue aux différentes maladies, a I'exception du feu bactérien (Bore and Fleckinger 1997)
(IFPC, 2011).
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En France, les différentes variétés de pomme a cidre sont classées en fonction de leur
saveur : Douce (‘Clos Renaud’ ou ‘Douce Coét Ligné’), Douce-ameére (‘Bisquet’ ou ‘Douce
Moén’), Amére (‘Marie Ménard’ ou ‘Fréquin Rouge’), Acidulée (‘Locard Vert) et Aigre (‘Petit
Jaune’ ou ‘Judor’). Cette classification porte sur l'acidité et la teneur en composés

phénoliques totaux des modts (Tableau 2).

Tableau 13. Classification des pommes a cidre en fonction de leur acidité et leur teneur en tanins (Tavernier and
Jacquin 1959).

Catégories  Acidité (meg/L) Tanins (g/L)

Douce A<60 T<2
Douce-amére A<60 2<T<3
Amere A<60 T>3
Acidulée 60<A<90 T<2
Aigre A>90 T<2

L’acidité est estimée en équivalent d’acide malique a l'aide d'un titrimétre. Les principaux
acides présents dans le jus de pomme sont les acides malique (847,7 mg/100 mL), quinique
(41,8 mg/100 mL), citrigue (11,9 mg/100 mL), isocitrique (3,8 mg/100 mL), shikimique
(1,4mg/100 mL) et fumarique (0,14 mg/100 mL). Les teneurs indiquées entre parenthéses

sont celles dosées en moyenne par Eisele et Drake (2005) dans 175 variétés de pommes.

Les composés phénoliques totaux sont, quant & eux, dosés avec le test de Folin-Ciocalteu

dont le protocole est décrit dans le paragraphe I1.E.

Le cidre était déja connu du temps des Romains, avec des procédés de fabrication
semblables a ceux employés aujourd’hui. En France, les premiers écrits mentionnant la
consommation de cidre datent du haut Moyen-age (VI°™ siécle aprés J.-C.) (Feret 1855)
bien que sa consommation courante n'est relatée qu’a partir du XVI°™ siécle en Normandie
(CRL, 2011). Le Royaume-Uni, 'Allemagne et la Finlande ont également une longue tradition
dans la production des cidres et des vins de fruit. La Suéede, quant a elle, n'a débuté que
récemment le développement de son industrie cidricole. En Belgique et en Espagne, le cidre
est couramment consommé comme boisson alternative aux vins pétillants, plus riches en
alcool (AICV, 2011). On retrouve également cette boisson au Canada, c6toyant sa variante

plus sucrée : le cidre de glace.
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Le terme de cidre recouvre des produits différents car chaque pays a ses propres procedés
de fabrication et ses variétés de pomme, ce qui fait de chaque cidre un produit unique et

spécifique du pays de production (AICV, 2011).

En France, les cidres commercialisés sont traditionnellement issus d'un mélange de
plusieurs variétés. La base est généralement formée de variétés douces et douces-ameres
qui apportent la teneur en sucre et assurent un bon degré dalcool et une bonne
conservation. Des variétés ameres peuvent étre rajoutées pour donner du « corps » au cidre
tandis que les variétés acidulées apportent de la fraicheur et limitent I'altération du produit en

abaissant le pH (Bore and Fleckinger 1997).

\

Les pommes a cidre se récoltent a pleine maturité de mi-septembre a fin décembre en
fonction des variétés (Bore and Fleckinger 1997). Aprés stockage, il est nécessaire de les
laver pour éliminer les impuretés qui pourraient altérer la qualité des cidres. Les pommes
sont ensuite broyées ou rapées puis disposées dans des toiles, empilées les unes sur les
autres pour étre pressées. On laisse ensuite reposer le jus obtenu pendant deux a cing
jours, jusqu’a formation du « chapeau brun ». Cette couche, qui se forme a la surface du jus,
contient, en plus de débris variés, des quantités importantes de pectines (Will, Schulz et al.
2002). Ces polymeres de polysaccharides acides, trés concentrés dans les pépins de
pomme, sont responsables de la gélification des matrices et doivent donc étre retirés du jus.
Le jus clarifié peut alors étre soutiré et envoyé dans de grandes cuves ou a lieu la
fermentation permettant la transformation du sucre en alcool et en gaz carbonique. Une fois
le bon degré d'alcool atteint (6-8°), les cidres sont mis en bouteille. La fermentation peut
alors se poursuivre légérement puis se stabiliser grace a 'augmentation de la pression du

gaz dans la bouteille.

L’Europe produit le quart de la production mondiale des boissons alcoolisées et plus de la
moitié de la production de vin. Leur commerce permet un bénéfice annuel de neuf milliards
d’euro a I'Union Européenne. Comparé aux autres boissons alcoolisées, le cidre arrive loin

derriere le vin, la biére et les spiritueux (Commission Européenne, 2011).

Au XX*™ siécle, la production cidricole représentait une part importe de I'activité de I'ouest
de la France. Depuis les années 1920, la surface plantée en pommiers a cidre au niveau

national est en perpétuelle diminution. Elle est ainsi passée de 51,7 millions d’arbres en
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1929 a 19,3 millions au début des années 80 et a 9,2 millions d’arbres en 2006 (Viniflhor,
2011).

En 2010, 574 000 hectolitres de cidre ont été vendus par la grande distribution, soit un chiffre
d’affaire de 111,8 M€. La consommation de cidre est en constante diminution ces derniéres
années, avec un recul en volume de -2,4% en 2008, -2,3% en 2009 et -5,1% en 2010 qui
s’accompagne d’un recul en valeur bien que le prix au litre soit augmenté : +6,3% en 2008,
+5,2% en 2009 et +2,9% en 2010 (Viniflhor, 2011).

La production et la consommation francaise de cidre restent trés régionalisées,
principalement dans I'ouest de la France. Les régions Bretagne et Normandie représentent
31,4% des ventes en volumes en 2010. Elle est également soumise a une saisonnalité forte

avec des pics de vente a la Chandeleur, I'Epiphanie et en été (Viniflhor, 2011).

Les variétés les plus plantées en 1997 étaient, par ordre d’'importance, ‘Douce Moén’ (12%),
‘Douce Coét Ligné’, ‘Judor’, ‘Petit Jaune’, ‘Judeline’, ‘Juliana’, ‘Binet Rouge’, ‘Judaine’,
‘Kermerrien’, ‘Avrolles’ et ‘Clos Renaux’ (4%). Ces 11 variétés constituent a elles seules 75%
des plantations. Parmi elles, les variétés ‘Judor’, ‘Judeline’, ‘Juliana’ et ‘Judaine’ sont issues
d'un programme de création variétale entrepris par I'INRA en 1953 a la demande de

I'interprofession cidricole (Bore and Fleckinger 1997). Les autres sont plus anciennes.

Afin de relancer l'intérét des consommateurs pour cette boisson, les industriels recherchent
de plus en plus a diversifier leur produits. La derniére innovation en matiere de cidre est
I'utilisation des pommes a chair rouge pour la confection des cidres rosés. La régularité de
production des arbres et leur résistance aux bioagresseurs restent des enjeux majeurs
d’amélioration pour les sélectionneurs et les producteurs. Les composés phénoliques ont
également un intérét pour les sélectionneurs puisqu’ils sont directement impliqués dans la
qualité organoleptique des produits en affectant 'amertume, I'astringence, la couleur et les
ardbmes des cidres (Lea and Arnold 1978; Herrero, Cuesta et al. 1999; Song, Yao et al.
2007).

L’étude du matériel végétal menée par I'Institut Francais des Productions Cidricoles (IFPC) a
pour objectif d'améliorer le comportement agronomique des variétés actuelles
(principalement régularité de production et résistance aux maladies), tout en conservant leur
qualité technologique. Elle a également pour objectif I'élargissement des saveurs et des

périodes de récolte (Dupont 2010).
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En 2007, un nouveau projet de sélection variétale a été initi€ en collaboration entre I'INRA,
'IFPC et plusieurs coopératives et pépiniéristes privées (Dupont, Laurens et al. 2011). Les
objectifs de ce programme de cing ans étaient, d'une part, de déterminer I'impact du choix
des variétés dans la qualité organoleptique des cidres et, d’autre part, d’initier un nouveau
cycle de sélection basé sur I'étude de trois descendances. Les principales caractéristiques
ciblées pour la création variétale sont : la régularité de production, la résistance durable aux
principales maladies du pommier (tavelure, oidium, feu bactérien, pucerons) et le maintien

des qualités cidriéres.

En lien avec leur teneur en composés phénoliques, les pommes a cidres ont
des caractéristiques de qualité bien différentes de s pommes de table. La production et
la consommation des cidres frangais sont tres régio nalisées et en déclin depuis les
années 1920. Pour relancer cette filiere, il est im portant de proposer de nouvelles
variétés qui sauront a la fois donner des produits de qualité, attractifs pour le
consommateur mais également plus respectueuses de | ‘'environnement (résistance
aux maladies) et économiquement viables pour le pro  ducteur (alternance de

production).

ll.  Les composés phénoliques

A. Définition

En tant que composés d'origine végétale, les composés phénoliques appartiennent au
groupe des métabolites secondaires, groupe qui doit son nom a trois

caractéristiques principales (Macheix, Fleuriet et al. 2005) :

« Difficultés pour attribuer aux composés une fonction précise dans la physiologie de la
plante
« Nature et concentration des composés tres différentes selon les especes

« Faible remobilisation des composés apres leur accumulation

Le terme de composés phénoliques regroupe plusieurs milliers de molécules qui répondent
difficilement a une définition simple. D’un point de vue chimique, ils se définissent par leur
cycle benzénique porteur d’au moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une
autre fonction (éther, ester...). La seule classification sur la structure chimique est

insuffisante et il est important de prendre en compte l'origine biosynthétique des molécules.
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Le terme de « composés phénoliques » se rapporte ainsi uniquement aux molécules issues

de la voie du shikimate ou des poly-B-cétoesters (polyacétates).

Ces définitions sont toujours sujettes a controverse lorsqu’il est question, par exemple, de la
lignine. En effet, ce composé est classé parmi les composés phénoliques puisqu’il possede
au moins un cycle aromatique et qu’il est issu de la voie du shikimate. Par contre, il est
présent chez tous les végétaux, a un role central dans la survie de l'individu, et ne répond

pas a I'ensemble des remarques strictement associées aux métabolites secondaires.

B. Structure et classification (Macheix, Fleuriet et al. 2005)

Les structures des composés phénoliques se distinguent par leur squelette carboné (nombre
de carbone), puis leur degré de modification (oxydation, hydratation, méthylation...) et enfin
les liaisons pouvant exister avec d'autres molécules comme des sucres ou d'autres

composés phénoliques.

Les composés phénoliqgues sont communément classés en fonction des voies de
biosynthese impliquées dans leur élaboration. On distingue ainsi une dizaine de grandes
classes de composés regroupant des formes simples (phénols simples, acides
hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques, coumarines, naphtoquinones, stilbénes,
flavonoides, lignanes...) et des phénols condensés issus de la polymérisation des lignanes
(lignines) ou de certains flavonoides (tanins). Chez le pommier, les acides
hydroxycinnamiques et les flavonoides sont les principaux composés phénoliques présents

dans le fruit.

Seules les structures chimiques des composés majoritairement présents dans la pomme et
identifiés au cours de ces travaux de thése seront détaillés dans les paragraphes suivants.
lls ne tiennent pas compte des autres composés également décrits dans le fruit ou le jus
comme l'acide protocatéchique, l'acide gallique, l'acide néochlorogénique, les acides
caféigue, p-coumarique et férulique, la cyanidine-3-glucoside, la cyanidine-3-arabinoside, la
gquercétine-3-arabinopyranoside, le  3-hydroxyphloretin-2’-xyloglucoside et le  3-
hydroxyphloretin-2’-glucoside (Kermasha, Goetghebeur et al. 1995; Tsao, Yang et al. 2003;
Napolitano, Cascone et al. 2004; Kahle, Krauss et al. 2005; Khanizadeh, Tsao et al. 2008;
Wojdylo, Oszmianski et al. 2008; Chagne, Krieger et al. 2012). Les acides caféique, p-
coumarique et férulique seront cités dans le paragraphe suivant pour expliciter la structure
des acides caféoylquinique et coumaroylquinique mais n'ont pas été dosés dans nos

échantillons.
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Les acides hydroxycinnamiques sont une structure de base en Cq-Cs; dérivée de l'acide

cinnamique (Tableau 3).

Tableau 14. Structure chimique des acides hydroxycinnamiques.

Structure chimique R ; R, R; Nom du composé
e H H H Acide cinnamique
HO H OH H Acide p-coumarique
Rs OH OH H Acide caféique
o OCH; OH H Acide férulique
2

OCH; OH OCH;4 Acide sinapique

lIs sont généralement estérifiés, le plus souvent avec l'acide quinique (Tableau 4). Les
liaisons a l'acide quinique peuvent se faire sur les trois positions porteuses d’'un hydroxyle,
en 3, 4 et 5. L'acide 5'-caféoylquinique, aussi nommé acide chlorogénique, est I'acide
majoritaire des pommes. L’acide 4’-p-coumaroylquinique est également présent en grande

guantité.

Tableau 15. Structure chimique des esters d’acides hydroxycinnamiques de la pomme.

Structure chimique R Nom du composé
9H OH
HOYO/ 0 H Acide 4'-p-coumaroylquinique
o Y "o =
OH

OH OH Acide 4’-caféoylquinique

H  Acide 5-p-coumaroylquinique

OH Acide 5'-caféoylquinique
OH (acide chlorogénique)
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Les flavonoides ont un squelette de base en C6-C3-C6, formé de deux cycles aromatiques

(A et B) et d'un hétérocycle dihydropyrane (C) comme représenté sur la Figure 4.

Figure 18. Squelette carboné de base des flavonoides.

En fonction du degré d’oxydation du cycle (C), on peut distinguer différentes sous-familles de
flavonoides. Chez la pomme, on trouve quatre sous-familles majoritaires : les flavanols, les

flavonols, les dihydrochalcones et les anthocyanes.

Les flavanols

Les flavanols ont le cycle (C) le plus réduit des flavonoides. Les principaux monoméres chez

la pomme sont la (+)-catéchine et I'un des stéréo-isomeéres, la (-)-épicatéchine (Tableau 5).

Tableau 16. Structure chimique des monomeres de flavanols de la pomme.

Structure chimique R1 R2 Nom ducomposé

OH H (+)-Catéchine

H OH (-)-Epicatéchine

Ces monomeres ont la propriété de se polymériser pour donner les procyanidines, aussi
appelées tanins condensés. La structure des procyanidines les moins condensées est
aujourd’hui bien décrite avec des liaisons en C)—C ou C4)—Ce) (Tableau 6 ; Figure 5) et
peut étre déterminée par des méthodes couplées d'analyse (LC-UV, LC-MS") ou par

comparaison avec les standards commerciaux disponibles (He, Pan et al. 2008).
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Pour les procyanidines plus condensées, la variabilité structurale est plus importante et les
données de la littérature ne permettent pas une identification exacte sans travaux de
purification préalable et analyse RMN exhaustive. Par ailleurs, les standards commerciaux
au-dela du degré de polymérisation 3 ne sont pas disponibles. Pour la suite de ce rapport,
les polyméres seront donc nommés en fonction de leur degré de polymérisation (DP) :
procyanidine C (trimeére), D (tétramere)... et de leur temps de rétention en chromatographie

liquide phase inverse : Ca (premier trimere élué), Cb (deuxiéme élué)...

Tableau 17. Structure chimique des procyanidines majoritaires de la pomme
Structure chimique Nom du composé
épicatéchine-(4p—8)-catéchine Procyanidine B1
épicatéchine-(4p—8)-épicatéchine Procyanidine B2
épicatéchine-(4f—6)-catéchine Procyanidine B5

[épicatéchine-(43—8)],-épicatéchine  Procyanidine C1

(A) (B)

Figure 19. Exemple de structure d’'une procyanidine C1 liée en Cu)—C (A) et de la procyanidine B5 liée en
Ca—Cee) (B).

Les flavonols

Les flavonols ont une fonction carbonyle, une insaturation en position 2,3 et un groupement
hydroxyle additionnel sur le cycle (C). Les différents composés de cette sous-famille se
distinguent par le degré d’hydroxylation du cycle B (monohydroxylé en 4’ pour le kaempférol,
dihydroxylé en 3’ et 4’ pour la quercétine et trihydroxylé en 3’, 4’ et 5’ pour la myricétine) et
par la nature des sucres liés a la génine. Dans la pomme, on trouve principalement les

dérivés de quercétine glycosylés en position 3 (Tableau 7).
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Tableau 18. Structure chimique des flavonols de la pomme.

Structure chimique R Nom du composé
OH Quercétine
O-Galactose Hypérine
OH
O-Rhamnose Quercitrine
O-Glucose Isoquercitrine
O-Xylose Reynoutrine
O-Arabinose Avicularine
O-Rutinose Rutine

Les dihydrochalcones

Contrairement aux autres flavonoides, les dihydrochalcones n'ont pas subi la cyclisation
intramoléculaire conduisant a I'élaboration du cycle pyrane (C). On retrouve deux principaux
composés glycosylés dans la pomme dérivés de la phlorétine : la phloridzine et le

xyloglucoside de phlorétine (Tableau 8).

Tableau 19. Structure chimique des dihydrochalcones de la pomme.

Structure chimique R Nom du composé

OH
O OH Phlorétine

HO OH
O O-Glucose Phloridzine

O-Glucose-Xylose 2'-O-xyloglucoside de phlorétine
R 0

Les anthocyanes

Les anthocyanes ont le niveau d’oxydation du cycle (C) le plus élevé et sont présents sous
forme cationique en milieu tres acide (pH=1). On distingue la encore les différents
anthocyanes en fonction du degré d’hydroxylation de leur cycle (B) et de la nature des

sucres associés (Tableau 9).

Les anthocyanes sont responsables de la coloration rouge des pommes. Plusieurs facteurs
peuvent intervenir simultanément pour modifier la couleur des anthocyanes comme la nature

méme des molécules, leur concentration, le pH ou les interactions avec d’autres molécules

23



Etude bibliographique

du milieu (co-pigments). La couleur d’'une solution d’anthocyanes peut ainsi varier du rouge

au bleu en passant par toutes les teintes de violet (Macheix, Fleuriet et al. 2005).

Dans la pomme, on ne retrouve principalement qu'un dérivé glycosylé de la cyanidine,
I'idéaine (Duncan and Dustman 1936). Ce composé, responsable de la couleur rouge de la
peau des pommes, ne se retrouve qu’en tres faible quantité dans les jus de pomme (Mullen,
Marks et al. 2007).

Tableau 20. Structure chimique des anthocyanes de la pomme.

Structure chimique R Nom du composé

OH Cyanidine

O-galactose Idéaine

C. Voies de biosynthése des composés phénoliques

La biosynthése des composés phénoliques du pommier, largement décrite dans la littérature,
dérive de la voie du shikimate et de la voie des poly-B-cétoesters (trois unités malonyl CoA)
pour I'élaboration de 'unité phloroglucinol (Hoffmann, Besseau et al. 2004; Macheix, Fleuriet
et al. 2005; Winkel 2006; Li, Flachowsky et al. 2007; He, Pan et al. 2008; Fowler and Koffas
2009; Gosch, Halbwirth et al. 2009) (KEGG, 2012 ; Figure 6).

La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la tyrosine ammonia-lyase (TAL) catalysent la
désamination non-oxydative de la phénylalanine et de la tyrosine pour donner
respectivement l'acide cinnamique et l'acide p-coumarique. L’'addition d'un groupement
hydroxyle en position 4 du noyau aromatique de l'acide cinnamique par la cinnamate 4-
hydroxylase (C4H) permet également de former I'acide p-coumarique. Sous l'action de la 4-
coumarate CoA ligase (4CL), l'acide p-coumarique peut former le p-coumaroyl-CoA,
précurseur des voies de biosynthese des flavonoides, isoflavonoides, acides

hydroxycinnamiques, dihydrochalcones, lignines et tanins.
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Figure 20. Voie de biosynthése des composés phénoliques (Hoffmann, Besseau et al. 2004; Macheix, Fleuriet et al. 2005;
Winkel 2006; Li, Flachowsky et al. 2007; He, Pan et al. 2008; Fowler and Koffas 2009; Gargouri, Manigand et al. 2009; Gosch,
Halbwirth et al. 2009) (KEGG, 2012). 4CL (4-coumarate : CoA ligase), ANR (anthocyanidin reductase), ANS
(anthocyanidin synthase), C3'H (p-coumarate 3'-hydroxylase), C4H (cinnamate 4-hydroxylase), CHI (chalcone
isomerase), CHS (chalcone synthase), D2'GT (dihydrochalcone 2-O-glucosyltransferase), DFR (dihydroflavanol
4-reductase), F3'H (flavonoid 3’hydroxylase/flavonoid 3’-monooxygenase), FHT (flavanone 3-8-hydroxylase), FLS
(flavonol synthase), FNS (flavone synthase), HCT (shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase), HQT (quinate O-
hydroxycinnamoyltransferase), IFS (isoflavanone synthase), LAR (leucoanthocyanidin reductase), PAL
(phenylalanine ammonia lyase), TAL (tyrosin ammonia lyase), UFGT (UDP-glucose:anthocyanidin/flavonoid 3-
glucosyltransferase).

Les acides hydroxycinnamiques

Sous l'action de la shikimate O-hydroxycinnamoyltransférase (HCT), le p-coumaroyl-CoA
peut donner soit le p-coumaroylshikimate soit le p-coumaroylquinate par addition d’une unité
shikimate ou quinate respectivement. Ces deux acides peuvent ensuite étre oxydés en
caféoylshikimate ou en caféoylquinate par action de la p-coumarate 3-hydroxylase (C3'H).
Les groupements shikimate et quinate peuvent ensuite étre retirés par I'HCT pour donner
I'entité caféoyl-CoA. Les acides caféoylquiniques peuvent également étre directement

synthétisés a partir du caféoyl-CoA sous laction de la quinate O-

hydroxycinnamoyltransferase (HQT) (Hoffmann, Besseau et al. 2004).
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Les ﬂavono‘fdes

Les flavonoides sont des composés mixtes impliquant non seulement la voie du shikimate
mais également celle des poly-B-cétoesters. lls sont synthétisés a partir du coumaroyl-CoA
suivant une chaine de réactions générant de nombreuses sous-classes chimiques
apparentées de composés phénoliques telles que chalcones, flavonols, anthocyanes ou
encore tanins. En premier lieu, les chalcones synthétases (CHS) permettent la formation des
chalcones en condensant 3 molécules de malonyl-CoA avec le 4-coumaroyl-CoA. Les
chalcones servent ensuite de substrat aux chalcones isomérases (CHI) pour former les
flavanones. Ces derniéres, principalement représentées par la naringénine et I'ériodictyol,
peuvent servir de substrat aux flavones synthétases (FNS) pour la synthése des flavones et
aux flavanones 3-hydroxylases (FHT) pour la synthese des dihydroflavonols. Les
dihydroflavonols peuvent ensuite étre oxydées en flavonols par les flavonols synthétases
(FLS). Les flavonols présents dans la pomme sont les dérivés glycosylés de la quercétine
formés sous I'action des UDP-glucose: flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT) (Ju, Liu et
al. 1995; Jones, Messner et al. 2003). La dihydroquercétine peut également étre réduite par
les dihydroflavanols 4-réductases (DFR) pour former les leucoanthocyanidines, précurseurs
des flavanols et anthocyanes. Différentes études ont déja montré la compétition des
différentes enzymes pour le méme substrat mettant ainsi en évidence un lien de régulation
fort entre ces deux groupes de composés (Joung, Kasthuri et al. 2003; Han, Vimolmangkang
et al. 2012). En effet, les leucoanthocyanidines peuvent étre réduites en catéchine sous
I'action des leucoanthocyanidines réductases (LAR) ou étre synthétisées en anthocyanes
sous l'action des anthocyanes synthétases (ANS). Les anthocyanes sont présents dans la
pomme sous forme glycosylée. On trouve principalement l'idéaine, issue de l'ajout d'un
galactose par les UFGT (Ju, Liu et al. 1995). Les anthocyanes peuvent également étre
réduits par les anthocyanidines réductases (ANR) pour former I'épicatéchine et son épimére
la catéchine (Gargouri, Manigand et al. 2009). La catéchine et I'épicatéchine peuvent ensuite
se polymériser pour former les procyanidines (He, Pan et al. 2008). In vitro, la polymérisation
de ces composés peut se faire spontanément (He, Pan et al. 2008) mais I'étude de mutants
chez 'orge (Jende-Strid 1993) et les récents travaux de cartographie QTL pour le degré de
polymérisation moyen des procyanidines réalisés chez la vigne laisse supposer I'existence

de régulateurs génétiques (Huang, Doligez et al. 2012).

Si les chalcones sont les précurseurs de I'ensemble des composés précédemment décrits,
leurs parents hydrogénés, les dihydrochalcones, sont un peu en périphérie du schéma
principal puisque pour leur synthese, le 4-coumaroyl-CoA est tout d'abord réduit en 4-
hydroxydihydrocinnamoyl-CoA par une réductase avant de servir de substrat aux CHS pour

former la phlorétine. Dans la pomme, ce sont les formes glycosylées de la phlorétine qui sont
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retrouvées en grande quantité dans le fruit ou les feuilles suite a I'addition de sucres par les
dihydrochalcones 2’-O-glucosyltransferase (D2'GT) (Gosch, Halbwirth et al. 2009). Gréace a
la séquence du pommier, la réductase en amont de la synthese des dihydrochalcones est en
cours d'identification et de validation (Dare,communication orale ICP2012 et Martens, poster
RGCS6).

La voie de l'acide shikimique conduisant a la synthese de la tyrosine et de la phénylalanine
n'est présente que chez les végétaux et les micro-organismes et serait localisée dans les
chloroplastes. Les acides aminés produits seraient ensuite transportés dans le cytosol pour

la synthése des composés phénoliques (Weaver and Herrmann 1997).

Des études d’'immunolocalisation ont permis de mettre en évidence la localisation d’'une
majorité des enzymes de biosynthése des phénylpropanoides au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique (Macheix, Fleuriet et al. 2005). En effet, des complexes d’enzymes
formés des C4H, F3'H et F3'5'H liées entre elles par des interactions protéines-protéines ont
été mis en évidence a la surface de cet organite. Certaines enzymes de la biosynthése ont
également été mises en évidence au niveau de la vacuole et du noyau (Zhao and Dixon
2009). Plus particulierement, les procyanidines seraient polymérisées dans la vacuole, aprés
transport des catéchines glycosylées dans ce compartiment, avant d’étre transportés dans la
paroi (Zhao and Dixon 2009).

Les composés phénoliques sont acheminés et stockés principalement dans la vacuole et la
paroi cellulaire. Cependant, ils peuvent également étre présents dans le cytosol, le réticulum
endoplasmique, les chloroplastes, le noyau, les vésicules golgiennes ou l'espace
intercellulaire, ce qui laisse supposer un systeme de transport extrémement élaboré et
capable de s’adapter aux conditions de I'environnement. Celui-Ci serait en partie assuré par
les vésicules produites par le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi ainsi que par les
transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) et MATE (Multidrug And Toxic compound
Extrusion) assurant I'entrée et la sortie de ces composés dans les différents organites (Zhao
and Dixon 2009).

Les métabolites secondaires sont associés au potentiel adaptatif des plantes a leur
environnement. Différents facteurs biologiques, physiques et chimiques peuvent réguler leur

synthése et leur accumulation dans la plante.
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La biosynthése des composés phénoliques est trés fortement régulée au cours du
développement du fruit. Une trés forte teneur en composés phénoliques est observée un
mois apres la floraison. Cela est di a la forte activité des enzymes de biosynthése dans le
fruit au cours de la phase de division cellulaire. Au cours de la maturation, cette activité est
fortement diminuée et la teneur globale en composés phénoliques diminue, aussi bien dans
la peau que dans la chair. Plus précisément, les teneurs en dihydrochalcones et acides
hydroxycinnamiques diminuent fortement, tandis que celles en flavanols restent relativement
stables (Treutter 2001). La teneur en anthocyanes et flavonols, quant a elle, augmente au
cours de la maturation, en lien avec une augmentation de l'activité de la CHI (Lancaster and
Dougall 1992; Ju, Liu et al. 1995). L'étude de Burda et al. (1990) a également mis en
évidence une diminution de la teneur en composés phénoliques au cours du développement
du fruit. Par contre, ils constatent une stabilité de ces teneurs au cours de la maturation du
fruit et de la conservation au froid (Burda, Oleszek et al. 1990). Ces données sont en accord
avec I'étude de Ju et al. (1995) qui montrent une forte augmentation de l'activité PAL aprés
la floraison puis une diminution rapide et enfin la stabilité de cette activité enzymatique au

cours du développement du fruit (Ju, Yuan et al. 1995).

La lumiere (Jakopic, Stampar et al. 2009), la teneur en nutriment du sol, les blessures ou
attaques de pathogénes (Treutter 2001, Lillo, Lea et al. 2008), la température (Ubi, Honda et
al. 2006) ou encore les signaux hormonaux et métaboliques endogenes (Moalem-Beno,
Tamari et al. 1997) peuvent intervenir dans la synthése des composés phénoliques en
agissant sur les facteurs de transcription de type Myc, Myb, WDA40-like protein, WRKY,
MADS homeodomain genes, TFIlIA-like proteins « WIP » et bZIP (Weisshaar and Jenkins
1998; Ban, Honda et al. 2007; Li, Flachowsky et al. 2007; He, Pan et al. 2008; Mellway, Tran
et al. 2009; Lin-Wang, Micheletti et al. 2011; Xie, Li et al. 2012). Chez le pommier, les
facteurs de transcription MYB ont particulierement été étudiés pour la synthese des
anthocyanes. Les génes MdMYB1, MAMYBA et MAMYB10 seraient en fait différents alleles
d'un méme gene localisé sur le bas du groupe de liaison (GL) 9 (Chagne, Carlisle et al.
2007; Lin-Wang, Bolitho et al. 2010). MdMYB1 et MAMYBA sont impliqués dans la synthése
des anthocyanes dans la peau des fruits, tandis que MdMYB10 est responsable de
'accumulation des anthocyanes dans la peau et la chair du fruit, ainsi que dans les feuilles
(Takos, Jaffe et al. 2006; Ban, Honda et al. 2007; Espley, Hellens et al. 2007). De plus, ces
facteurs de transcription seraient capables de s’'associer pour former des complexes
régulateurs des enzymes de biosynthése, notamment les facteurs de transcription MYB,
bHLH et WD40 (Ramsay and Glover 2005; Espley, Hellens et al. 2007; An, Tian et al. 2012).
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Chez le pommier, le type de sol peut aussi avoir une incidence sur la teneur en composés
phénoliques en particulier sur les concentrations en catéchines, dihydrochalcones et acide
chlorogénique. Il semble également y avoir un impact de la charge de I'arbre sur la teneur en
composés phénoliques des fruits avec une augmentation de la teneur des acides
hydroxycinnamiques et des monomeéres de flavanols pour les arbres les moins chargés
(Travers 2004).

Les différentes études menées pour estimer 'effet de I'année sur la teneur en composés
phénoliques des pommes montrent des résultats contradictoires. Ainsi, 'année peut n’avoir
aucun effet sur les dosages, avec des résultats trés reproductibles d’une année sur 'autre,
ou bien étre I'un des principaux facteurs de variation (Van der Sluis, Dekker et al. 2001; Lata
2007). La part génétique dans la teneur en composés phénoliques reste toutefois trés
importante par rapport aux effets mesurés de I'année ou de I'interaction génotype x année.
Les flavonols semblent en revanche plus sensibles a ces changements environnementaux
que les autres classes de composeés, probablement di & leur plus grande sensibilité a la

lumiere et a la température (Volz and McGhie 2011).

D. Les composés phénoliques de la pomme

Les composés phénoliques sont connus pour avoir diverses fonctions chez les végétaux au
niveau de la physiologie de la plante et des relations avec son environnement (Macheix,
Fleuriet et al. 2005). L'interaction des groupements hydroxyles et des électrons du cycle
aromatique entraine la formation de radicaux libres pouvant interagir avec les especes
réactives de l'oxygéne, tres dommageable pour les cellules vivantes. On parle alors de
capacité antioxydante, principal réle physiologique attribué aux polyphénols (Colin-Henrion
2008).

Autre réle physiologique majeur associé aux polyphénols : le réle de soutien des lignines
présentes dans toutes les plantes vasculaires actuelles ou fossiles. La présence de ce
polymére complexe dans les tissus vasculaires assure également la conduction de l'eau
dans toute la plante. On attribue ainsi I'une des étapes clef de I'évolution des végétaux a
I'intégration des lignines dans les parois cellulaires qui a permis, il y a 480 millions d’années
environ, le passage des plantes aquatiques vers les plantes vasculaires aériennes (Macheix,
Fleuriet et al. 2005).
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Par ailleurs, en tant que composés phénoliques, ils absorbent tous dans le domaine spectral
de l'ultraviolet (UV) (Solovchenko and Merzlyak 2003). Leur présence dans les tissus les
plus externes des plantes (épiderme des feuilles, des fruits...) permettrait ainsi de limiter la
pénétration de ces rayonnements et de protéger les structures végétales sensibles comme
I’ADN, les pigments photosynthétiques, les lipides membranaires... (Macheix, Fleuriet et al.
2005).

Différents travaux ont mis en évidence le réle régulateur des flavonoides au niveau de la
transcription de certains génes, de [lactivité de certaines enzymes, des voies de
signalisation, des trafics vésiculaires (notamment celui impliqué dans le transport de I'auxine)

ou encore au niveau de la fluidité membranaire (Peer and Murphy 2006).

Des mutants d'Arabidopsis affectés au niveau de la biosynthése des composés phénoliques
ont également permis de mettre en évidence I'implication de ces composés au niveau de la
dormance, de la germination et de la longévité des graines ainsi que de la morphologie des

semences (poids et taille) (Debeaujon, Leon-Kloosterziel et al. 2000).

Les polyphénols et certains de leurs dérivés ont aussi de tres nombreuses fonctions au
niveau des relations de la plante avec son environnement. On peut noter I'appartenance de
certains composés a la classe des phytoalexines (e.g. scopolétine, resvératrol) ou comme
agents d’allélopathie toxiques pour certaines especes (e.g. juglone). A l'inverse, ils peuvent
aussi avoir un role positif comme attracteur des pollinisateurs (e.g. anthocyanes) et
régulateurs de certaines symbioses bactériennes (e.g. Iutéoline, génistéine) ou

mycorhiziennes (e.g. formononétine) (Macheix, Fleuriet et al. 2005; Peer and Murphy 2006).

Plus particulierement pour le pommier, linfection par Erwinia amylovora (bactérie
responsable de la maladie du feu bactérien), Venturia inaequalis (champignon responsable
de la tavelure) ou différents champignons responsables de maladies de conservation
entrainent une modification du contenu et/ou du profil phénolique des fruits ou des feuilles
(Sumbali and Mehrotra 1981; Leser and Treutter 2005; Tomankova, Luhova et al. 2006;
Pontais, Treutter et al. 2008). L'étude de Mayr et al. (1997) a montré que I'accumulation de
flavanols dans les feuilles était corrélée a une plus grande résistance des plantes a la
tavelure (Mayr, Michalek et al. 1997). De plus, le traitement avec [linhibiteur de la
phénylalanine ammonia-lyase (PAL) : le L-2-aminooxy-3-phenylpropionic acid (AOPP) sur
des plantes sensibles et résistantes a la tavelure, augmente la sensibilit¢é des plantes
sensibles sans affecter la résistance des autres. Ces résultats confirment I'importance de la
voie des composés phénoligues dans la résistance des plantes et l'existence de

mécanismes de défense majeurs, non liés avec la voie des composés phénoliques. C'est le
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cas notamment du géne de résistance Vf dont la protéine est impliquée dans les interaction
gene-pour-géne avec un éliciteur du champignon (Gessler and Pertot 2012). D’autre part, les
pommiers transgéniques sur-exprimant le géne Lc du mais (Leaf colour, facteur de
transcription de la famille des bHLH) ont davantage de flavanols et d’anthocyanes que les
plantes non transformées et sont également plus résistant a la tavelure et au feu bactérien
(Flachowsky, Szankowski et al. 2010). Mais les tests de toxicité de la seve des plantes
transformées sur les bactéries E. amylovora montrent que ces composés ne sont pas
directement responsables de la résistance des plantes. Ces résultats vont dans le méme
sens que ceux de Pontais et al. (2008) qui proposent comme hypothése pour la résistance
au feu bactérien, la synthese de produits d’oxydation ayant un effet bactéricide a partir des

dihydrochalcones (Pontais, Treutter et al. 2008).

Les composés phénoliques, comme I'ensemble des métabolites secondaires se répartissent
tres inégalement entre les espéces végetales, les variétés, les stades d’évolution

physiologique et les organes ou tissus considérés (Macheix, Fleuriet et al. 2005).

Comme notre étude porte exclusivement sur la teneur en composés phénoliques des
pommes et jus de pomme, seule la répartition de ces composés au sein du fruit sera

présentée dans cette partie.

De nombreuses études se sont portées sur la teneur des différents composés phénoliques
des pommes. D'importantes différences sont a noter selon les variétés considérées. Les 28
variétés de pomme de table analysées par Wojdilo et al. (2008) montrent des teneurs totales
en composeés phénoliques allant de 523 mg/Kg pour la variété ‘Topaz’ a 2 724 mg/Kg pour
‘Fialka’. Pour chaque composé dosé€, on note également de grands écarts entre les variétés
pouvant aller jusqu’a 200 fois la teneur en acide chlorogénique et 1 000 fois la teneur en

anthocyanes.

D’une maniere générale, les variétés a cidre sont plus riches en polyphénols totaux que les
variétés de table. L’étude de Tsao et al. (2003) montre des concentrations comprises entre
0,94 et 2,45 g/Kg de matiere fraiche pour 8 variétés de pommes de table tandis que I'étude
de Sanoner et al. (1999) montre des concentrations comprises entre 1,04 et 6,99 g/Kg de
matiére fraiche pour 12 variétés de pommes a cidre. De méme pour les jus, I'équipe de
Kahle (2005) montre des teneurs comprises entre 154,4 et 178 mg/L pour des variétés de

pommes a couteau et entre 261 et 970 mg/L pour des variétés de pommes a cidre. C'est
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d’ailleurs cette forte teneur en composés phénoliques qui confére aux pommes a cidre leurs

fortes amertume et astringence caractéristiques.

Les flavanols sont généralement la classe majoritaire des composés présents dans
'ensemble du fruit avec la présence d'un grand nombre de procyanidines plus ou moins
condenseées, suivies des acides hydroxycinnamiques, surtout présents dans la chair. Suivant
la variété considérée, l'acide chlorogénique, I'épicatéchine ou la procyanidine B2 sont
généralement les composés majoritaires (Podsedek, Wilska-Jeszka et al. 2000; Alonso-
Salces, Korta et al. 2001; Tsao, Yang et al. 2003). Les dihydrochalcones sont surtout
présentes dans le trognon, et constituent la classe majoritaire de ce tissu. Les flavonols et
les anthocyanes sont presque exclusivement présents dans la peau. Quelques variétés
comme ‘Red Delicious’ ou ‘Golden Delicious’ ont de la quercitrine en faible quantité dans la
chair (Guyot, Marnet et al. 1998; Tsao, Yang et al. 2003).

On peut également noter une répartition tres inégale de certains composés entre les
différents tissus du fruit. La chair est le compartiment qui contient la plus grande partie des
composés phénoliques du fruit (65% des polyphénols dosés pour la variété a cidre
‘Kermerrien’). Viennent ensuite la peau (24%), le trognon (10%) et enfin les pépins (1%)
(Guyot, Marnet et al. 1998). Ce classement ne tient cependant pas compte de la taille
relative des différents compartiments. Rapportés en milligrammes par grammes de matiére
seche, la peau est le compartiment le plus riche en composés phénoliques, suivi des pépins,
du trognon et enfin de la chair (données pour les variétés ‘Jonagold’ et ‘Elstar’) (Awad, De

Jager et al. 2000).

Les composeés phénoliques interviennent dans les principales qualités organoleptiques des
cidres a savoir 'amertume, l'astringence, la couleur et la formation d’'une partie des ardmes
(Guyot and Drilleau 1998).

Les composés phénoliques sont responsables de I'amertume et de I'astringence des cidres.
L’étude de Lea et Arnold (1978) a montré que les procyanidines avec un faible degré de
polymérisation (DP) (2<DP<5) étaient plutdt responsables de I'amertume tandis que ceux
avec un plus fort DP (6<DP<10) étaient plutdt responsables de I'astringence. Ces propriétés
sont liées a la capacité des procyanidines a se lier aux protéines. La sensation d’astringence
est causée par l'interaction des procyanidines avec les protéines salivaires (principalement

des glycoprotéines) tandis que celle de 'amertume est due a l'interaction des procyanidines
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avec les récepteurs protéiques de I'amertume (Travers 2004). Les procyanidines ne sont
toutefois pas les seules molécules impliquées dans I'astringence ou 'amertume. Les produits
formés par 'oxydation des composés phénoliques natifs peuvent également avoir un réle
(Guyot and Drilleau 1998).

Les composés phénoliques interviennent également dans le potentiel aromatique des cidres.
En effet, aprés hydrolyse des esters, les acides hydroxycinnamiques peuvent servir de
précurseurs aux phénols volatils formés au cours de la fermentation (Herrero, Cuesta et al.
1999).

La structure chimique des composés phénoliques leur confere une grande capacité
d’'oxydation qui peut étre spontanée, au simple contact de l'air ou catalysée par la
polyphénoloxydase (PPO) (cf. § Il.D.4.). Les études menées par Song et al. (2007) pour
comprendre le phénomeéne de brunissement des jus de pomme ont montré que les teneurs
en procyanidines, catéchine et phloridzine était davantage corrélées avec le degré de
brunissement des jus mesuré par absorbance a 420 nm (corrélation >0,8) que celle de

I'acide chlorogénigue (0,6).

Le pressurage est I'étape qui affecte le plus la teneur en composés phénoliques. Les
monomeres (catéchine et épicatéchine) et plus encore les polyméres (procyanidines) de
flavanols sont les plus touchés par cette étape avec un taux de transfert du fruit au jus
inférieur & 50% (Guyot, Marnet et al. 2003). L'affinité des tannins pour les constituants des
parois cellulaires explique en grande partie leur rétention dans le modt (Renard, Baron et al.
2001). Les flavonols sont également moins concentrés dans le jus que dans le fruit entier.
Leur localisation dans la peau du fruit peut expliquer leur faible extractabilité, les jus étant

principalement extraits de la chair du fruit (Perez-lizarbe, Hernandez et al. 1997).

Méme si la période de maturation ne modifie pas la teneur en composés phénoliques dans le
fruit, il semblerait qu'elle joue sur la structure de la paroi qui réagit différemment au
pressurage, permettant une libération des composés phénoliques (en particulier les

flavanols) plus efficace lors de la préparation des cidres.

La variété de pomme considérée a également une importance sur le taux de transfert des
composeés lors du pressurage. Il est compris entre 56,9% pour la variété ‘Avrolles’ et 77.2%
pour la variété ‘Kermerrien’ pour des fruits récoltés a pleine maturité (régression d’amidon
100%) (Guyot, Marnet et al. 2003).
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L’oxygénation du jus a un impact fort sur la teneur en composés natifs, la encore dépendant
de la variété considérée. La désorganisation des cellules liées au broyage entraine la mise
en contact de I'enzyme PPO, stockée dans les chloroplastes, et des composés phénoliques.
En présence doxygene, l'enzyme peut catalyser la formation des O-quinones,
majoritairement a partir des acides hydroxycinnamiques (Oszmianski and Lee 1990). Les O-
qguinones, composés hautement réactifs, peuvent par la suite oxyder les autres composes
phénoliques pour donner des pigments bruns (Vaughn, Lax et al. 1988; Kim, Seo et al.
2001).

La centrifugation des jus pour I'obtention des jus clarifiés a relativement peu d’effet sur la
teneur en composeés phénoliques. Les flavanols sont les plus affectés avec une diminution
de leur concentration et de leur degré de polymérisation moyen s’expliquant par I'élimination
des procyanidines liées a des fragments de paroi cellulaire en suspension dans le jus brut
(Guyot, Marnet et al. 2003).

Contrairement & ce qui a pu étre décrit pour le vin (Sacchi, Bisson et al. 2005), I'étape de
fermentation semble avoir peu d'effet sur la teneur en composés phénoliques (Nogueira,
Guyot et al. 2008). Les principaux composeés affectés sont les acides hydroxycinnamiques

pouvant servir de précurseurs a la synthése de composés aromatiques.

La nature et la teneur en composés phénoliques des pommes ont largement été
étudiées et décrites dans la littérature. Dans le f  ruit, les groupes de polyphénols
majoritaires sont les flavanols (monoméres et polym eres), les acides
hydroxycinnamiques, les flavonols, les dihydrochalc ones et les anthocyanes. Les
teneurs de chacun des composés varient considérable ment d’'une variété a l'autre,

tout particulierement entre les variétés de pommes a cidre et de pommes de table.

La voie de biosynthése de ces composés est égalemen t bien connue avec la
mise en évidence des enzymes impliquées dans la syn  thése des différents composés

et de certains facteurs de transcription régulateur S.

Dans la plante, les composés phénoliques ont difféer  ents réles dans la

physiologie et dans l'interaction de la plante avec son environnement. Dans le fruit,
ces composés peuvent également avoir un impact fort sur la qualité organoleptique
des cidres en jouant sur l'astringence, I'amertume, la coloration et le potentiel

aromatique des produits.
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E. Les méthodes d'analyse

Il existe différentes méthodes pour doser les composés phénoliques. La méthode de Folin-
Ciocalteu permet, par exemple, d’estimer la teneur totale en composés phénoliques présents
en solution. Le réactif de Folin utilisé entraine la formation de complexes colorés en bleu
suite a l'oxydation des composés présents dans I'extrait. L'intensité de la couleur de la
solution est proportionnelle & la concentration en composés réducteurs et peut étre
guantifiée par colorimétrie & 720 nm. Ce test reste une estimation de la teneur en composeés
phénoliques totaux car il dose tous les composés réducteurs présents en solution. Les

résultats obtenus sont donc généralement surestimés (Sanoner 2001).

Les méthodes de chromatographie liquide sont plus adaptées a des analyses plus
spécifigues des composés phénoliques puisqu’elles permettent de les doser

individuellement.

La Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) est probablement la méthode la
plus utilisée actuellement pour analyser les composés phénoliques d'un extrait. Elle a
'avantage d'utiliser peu de matériel végétal, de travailler sur les composés phénoliques
individuellement, de pouvoir associer dans un méme temps des données qualitatives et

guantitatives pour chacun d’eux et de présenter une trés bonne répétabilité.

Pour I'analyse des composés phénoliques, on utilise généralement des colonnes en phase
inverse (apolaires) de type C18. Les solvants organigques (méthanol ou acétonitrile) sont
alors couramment employés pour I'élution des molécules. Les composés sont séparés au
cours du temps en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile.
Dans les mémes conditions d’analyse, le temps de rétention (Rt) du composé sur la colonne

est caractéristique de la molécule analysée.

Dans le cas d'extraits végétaux complexes comme le jus de pomme, les temps d’analyse
nécessaires a la séparation des composés peuvent étre trés longs. Il est alors intéressant
d'utiliser une Chromatographie Ultra Haute Performance (UHPLC) plutét qu'une HPLC. La
différence entre ces deux méthodes repose sur la granulométrie des particules de la phase
stationnaire utilisée dans la colonne chromatographique. Celles-ci ont un diamétre inférieur a
2 um en UHPLC alors qu’elles sont de l'ordre de 3 & 5 um en HPLC. La diminution de la
granulométrie des colonnes permet d’augmenter sensiblement la surface spécifique de la

phase stationnaire et ainsi d’améliorer les parametres chromatographiques, en particulier en

35



Etude bibliographique

réduisant les temps d’analyse par rapport a I'HPLC. Cette réduction de taille engendre un
accroissement de la perte de charge subie par I'éluant liquide lors de la traversée de la
phase stationnaire ce qui nécessite des pressions de travail bien supérieures en UHPLC

(entre 600 et 1000 bars) en comparaison de I'HPLC (généralement entre 150 et 350 bars).

A ce jour, selon certains auteurs, plus de 8000 structures différentes de composés
phénoliques ont été identifiées dans le régne végétal (Quideau, Deffieux et al. 2011). La
diversité de la voie de biosynthése de ces composés (glycosylation, alkylation, acétylation...)
engendre une grande variabilité structurale qui peut compliquer I'identification exacte de ces
composeés. De nombreuses méthodes peuvent étre envisagées pour recenser les composes
phénoliques présents dans un échantillon selon les besoins analytiques (qualitatifs ou
guantitatifs) et la nature des molécules présentes (standard commercial disponible ou

constituant a structure originale).

Pour lidentification compléte et sans ambiguité d’un composé original, la spectroscopie par
résonance magnétique nucléaire (RMN) mono et bidimensionnelle demeure la méthode la
plus utilisée (Stobiecki and Kachlicki 2006). Il faut néanmoins considérer I'important travail
de préparation de I'échantillon nécessaire pour I'analyse des composés purifiés (obtenus par

HPLC-préparative ou flash chromatographie par exemple).

D’autres méthodes d’analyses sont également disponibles, et couplées entre elles, peuvent
aboutir a [lidentification partielle d'un composé. Il s'agit principalement de la
spectrophotométrie UV et de la spectrométrie de masse qui peuvent étre couplées en sortie
de chromatographie liquide. Associées a l'utilisation de standards commerciaux pendant les
analyses et en s’appuyant sur leur temps de rétention, leur masse, leur profil de
fragmentation et leur spectre d’absorption en UV, il est possible d'identifier sans ambiguité

un COfT]pOSé connu.

La spectrophotométrie UV

Grace a leur noyau aromatique, tous les composés phénoliques absorbent dans le domaine
UV. Les profils des spectres d’absorption rencontrés se distinguent quelque peu selon les
classes chimiques des composés phénoliques (nombre de fonction phénolique, insaturation
en position 2,3, présence d’'un groupe carbonyle en position 4...). Les anthocyanes ont en

plus la particularité d’absorber également dans le visible (Figure 7).
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Les esters d'acides hydroxycinnamiques ont un maximum d’'absorbance autour de 330 nm
précédé d'un épaulement vers 300 nm. Les flavanols et les dihydrochalcones ont un pic
d’absorbance autour de 280 nm et les flavonols ont un maximum d’absorbance autour de
375 nm avec un deuxieme pic vers 265 nm. Les spectres d’absorptions peuvent toutefois
subir de légéres modifications liées par exemple aux modifications chimiques des molécules
(Tsao and Yang 2003). Les spectres UV fournissent ainsi une premiere information
concernant la classe chimique d’appartenance de ces composés phénoliques. Les maxima
d’absorbances ou toutes autres longueurs présentant un facteur de réponse satisfaisant

peuvent ensuite étre utilisés pour doser les composés.
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Figure 21. Spectre UV des principaux composés phénoliques de la pomme (Tsao, Yang et al. 2003) : (A) : acide
gallique ; (B) acides hydroxycinnamiques ; (C) : monoméres et diméres de flavanols ; (D) : dihydrochalcones ;
(E) : flavonols ; (F) : anthocyannes. ga : acide gallique ; cla : acide chlorogénique ; cfa : acide caféique ; fa : acide
férulique ; ectn : épicatéchine ; ctn: catéchine ; bl : procyanidine B1; b2 : procyanidine B2; pzn : phloridzine ;
ptn : phlorétine ; q3gl : isoquercitrine ; g3x : reynoutrine ; q3ga : hyperine ; q3ru : rutine; q3rh : quercitrine ; k3g :
kaempferol-3-glucoside ; peo3r: peonidin-3-rutinoside ; pe3g: pelargonidin-3-glucoside ; c3r: cyanidin-3-
rutinoside ; c3gl : cyanidin-3-glucoside ; c3ga : ideaine ; m3g : malvidin-3-glucoside.

L3 spectrométrie de masse

Les composés phénoliques, en tant que composés organiques polaires de bas poids
moléculaires, figurent parmi les analytes particulierement adaptés a une analyse par
spectrométrie de masse. Ces analyses réalisées en aval du systeme chromatographique
permettent de connaitre le rapport masse/charge (m/z) d’ions pseudomoléculaires chargés

positivement ou négativement des composés sortant de la colonne de chromatographie.

Brievement, les spectrométres de masse sont constitués de trois parties distinctes :
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* la source d'ionisation
* ['analyseur

* le détecteur

La source d'ionisation permet de charger positivement ou négativement les molécules par
ajout ou suppression d’'un proton. Les masses alors observées seront du type [M+H]" ou [M-
H]". Selon la source utilisée, des adduits d’origines variées peuvent apparaitre. Par exemple,
I'ion sodium conduit généralement a I'observation d'un signal de masse [M+Na]". Il existe
différents types de source d’ionisation. Celle utilisée dans ce travail de thése était de type
électrospray (Figure 8). L'échantillon qui entre dans le spectrometre passe a travers un fin
capillaire soumis a un champ électrique intense. De fines gouttelettes chargées se forment
alors et s'évaporent progressivement grace au chauffage de la source et au flux du gaz de
nébulisation. L'augmentation de la densité de charge dans la gouttelette entraine son
éclatement, formant des microgouttelettes contenant les composés chargés. Ce type de
source permet d'ioniser les molécules en douceur afin de limiter la fragmentation des

composeés étudiés.

lonised
Liquid (+)

as (N.) Gas-phase lon

Nebuliser

G
Taylor  Aerosol Formation
Cone  Plume .t

- Fused-Silica
Capillary ~+1.5 kV

ESI Combination Model
@ o9
i
++
- + T+
@ d 40
D -

Figure 22. Représentation d’'une source d’ionisation électrospray (Lamondlab, 2011).

L'analyseur peut étre de différents types. Les plus communs sont les quadrupdles, les
trappes d’ions ou les temps de vol (TOF). Plusieurs analyseurs peuvent étre branchés en
seérie pour permettre la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Les trappes d'ions
permettent de piéger les ions pour faire de la fragmentation spécifique permettant d’accéder
aux relations MS/MS des molécules étudiées (piégeage d’ions ou de fragments pouvant a
leur tour étre fragmentés). Le spectrometre de masse utilisé au cours de ces travaux est un
triple quadrupéle. Le premier quadrupdle peut étre utilisé pour sélectionner une masse m/z
en patrticulier (ce qui permet d’éliminer tous les autres produits co-€lués). La seconde partie

du spectrométre est en réalité une chambre de fragmentation et non véritablement un
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qguadrupdle. Enfin la derniere partie est un second quadrupdle qui peut également étre utilisé
pour sélectionner un fragment particulier parmi ceux produits dans la chambre de
fragmentation. Cette utilisation particuliére est appelée mode SRM (Selected Reaction
Monitoring) et permet d’obtenir une réponse spécifique pour chaque composé puisqu’il est
caractérisé par I'obtention d’'un fragment défini a partir d’un ion parent précis. Cette méthode
SRM est particulierement adaptée aux travaux de quantification car elle permet de réduire

significativement le bruit de fond de I'analyse et les co-€lutions possibles (Jemal 2000).

Enfin, le détecteur permet de transformer les ions en signal électrique proportionnel a la
guantité d’ions. Le signal est également amplifié pour permettre le traitement des données

par informatique.

Principe de quantification

Généralement pour I'analyse des polyphénols, les études de quantification sont réalisées par
couplage LC-UV ou LC-MS. Quel que soit le mode de détection retenu, il est nécessaire
d’avoir des étalons pour la quantification. Les mesures quantitatives de notre étude ont été
réalisées par étalonnage externe. Cela consiste a injecter une solution de témoins purs a
différentes concentrations et a créer ensuite une droite d’étalonnage en fonction de Il'aire
sous la courbe du pic chromatographique du composé. Pour les détecteurs UV, ce sont les
chromophores des molécules qui sont responsables du niveau de réponse du signal.
Lorsque les composés appartenant a une méme famille chimique ont un chromophore
comparable (A et €), une droite d’étalonnage établie avec un étalon commercial peut étre
utilisée pour toutes les molécules de cette famille. La quantification obtenue est alors relative
au standard utilisé puisque certains composés peuvent avoir le méme maximum
d’absorbance mais un coefficient d’extinction molaire différent. Dans le cas des
spectrométres de masse, le signal obtenu est entierement dépendant du comportement du
compose lors de I'étape d’ionisation et de fragmentation. Il est donc nécessaire d’avoir un
témoin purifié par composé a doser, ce qui limite considérablement le nombre de composés

dosables en spectrométrie de masse.

De maniere générale, les expériences de couplage chromatographique utilisant un détecteur
UV présentent une meilleure reproductibilité que celles réalisées avec un spectrometre de
masse. Par contre, ces dernieres permettent d’atteindre des seuils de détection et de

quantification inférieurs a ceux observés en UV-visible.
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Les tests de validation de méthodes

L'un des principaux enjeux des analyses quantitatives est de limiter au maximum les biais de
guantification pouvant intervenir lors du phénotypage. Différents tests peuvent étre réalisés
pour estimer la qualité/efficacité des méthodes de quantification en chromatographie

liquide (d’apres « ICH », International Conference on Harmonisation (2005)):

» Spécificité : capacité d'une méthode d'analyse a différencier et quantifier I'analyte en
présence d'autres composants dans I'échantillon

» Fidélité : capacité d'une méthode a donner toujours la méme valeur pour un analyte
dosé dans des conditions similaires (répétabilité)

» Justesse : capacité d’'une méthode a donner la valeur réelle de la concentration d’'un
composé donné (s'estime avec les tests de recouvrement qui comparent la réponse
du détecteur obtenue pour une quantité danalyte pur ajoutée a I'échantillon
comparée a la quantité réelle de I'ajout)

e Linéarité des droites d'étalonnage : vérifie la relation entre la réponse du détecteur et
I'injection de concentrations connues de I'analyte

« Limites de détection et de quantification : concentrations limites (basses de maniére
générale) pour lesquelles la méthode d’analyse est applicable

» Stabilité : temps nécessaire a la dégradation significative de I'analyte en fonction des

conditions de stockage, de la matrice étudiée et du contenant utilisé

Plusieurs études ont été publiées concernant I'analyse des extraits et jus de pomme en
HPLC-UV et HPLC-MS (Tsao, Yang et al. 2003; Abad-Garcia, Berrueta et al. 2007). Etant
donné la grande quantité de composés, et tout particulierement de procyanidines dans les
échantillons de pomme, il est souvent nécessaire d'augmenter considérablement le temps
des méthodes d’analyse pour avoir une résolution suffisante pour la quantification. Dans le
but de simplifier les chromatogrammes, il est possible d'ajouter du phloroglucinol pour
dépolymériser les procyanidines et les doser globalement. On peut également de cette
maniére connaitre le degré de polymérisation moyen des tanins. Celui-ci est compris entre
4,2 et 7,5 pour la plupart des variétés de pommes a cidre et peut atteindre 40,7 et 50,3 pour

les variétés ‘Guillevic’ et ‘Avrolles’ (Sanoner, Guyot et al. 1999; Kennedy and Jones 2001).

Deux études ont récemment été publiées I'une spécifiquement sur le développement d’'une
méthode de dosage en UHPLC-MS (Ceymann, Arrigoni et al. 2011) et 'autre utilisant une

méthode en UHPLC-UV pour la cartographie des composés phénoliques (Chagne, Krieger
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et al. 2012). Ces méthodes permettent de doser respectivement 12 et 23 composés
phénoliques présents dans les extraits de pomme en un minimum de temps (moins de 10

min).

La chromatographie liquide est aujourd’hui une méth ode trées largement
développée pour I'étude des composés phénoliques. D e nombreuses données sont
disponibles dans la littérature tant au niveau des conditions chromatographiques
pour la séparation des composés que pour leur ident ification basée sur les données
de spectrométrie. Pour ce qui est de I'étude des po mmes et jus de pomme, de
nombreuses méthodes ont été publiées en HPLC, mais elles sont généralement trés
longues. A notre connaissance, deux méthodes ont ét & publiées en UHPLC-MS et
permettent de réduire significativement les temps d ‘analyse. En HPLC, plusieurs
études ont mis en évidence des différences de quant ification entre les détecteurs UV
et masse, attribuées essentiellement aux problemes de co-élution. En revanche, rien
n‘a encore été publié pour une méthode chromatograp hiqgue plus performante,

susceptible de limiter ces phénomeénes d’élution sim ultanée telle que 'UHPLC.

lll.  Etude génétique des caractéres quantitatifs

Les principaux caractéres d’intérét agronomique du pommier sont généralement des
caracteres complexes dont I'expression génique dépend de plusieurs genes. L'étude de ces
caractéres est donc plus compliquée que pour un caractéere monogénique. Des outils et
méthodes d'analyse spécifiques ont été développés afin de mieux comprendre leur

fondement génétique pour a posteriori, améliorer plus efficacement les variétés.

Le séquencage récent du génome du pommier est l'une des derniéres avancées
significatives dans le domaine. Les données de séquences publiées en 2010 (Velasco,
Zharkikh et al.) ont d’ores et déja permis de développer a trés grande échelle de nouveaux
marqueurs moléculaires (SNP) et d’entrevoir de nouvelle méthodes de sélection toujours

plus performantes.

A. Le séquencage du génome du pommier

Le séquencage et I'assemblage du génome du pommier ont été entrepris en 2008 par
'équipe de IASMA-FEM en s’appuyant sur un large consortium international. La variété

‘Golden Delicious’ diploide a été séquencée par des méthodes de séquencgage classique
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Sanger et & haut débit de 454 (Roche). L'approche itérative d’assemblage utilisée pour le
génome de la vigne a été utilisée pour construire les contigs puis les méta-contigs. Leur
longueur totale couvre environ 80% de la séquence totale estimée du génome et leur
ancrage sur les cartes génétiques a été guidé par les marqueurs moléculaires SNP
(Velasco, Zharkikh et al. 2010). La position des génes et leur annotation prédites a partir des
autres génomes disponibles (Arabidopsis, tomate, peuplier, vigne...) sont également
disponibles. Ces informations sont regroupées sur un browser développé pour la
visualisation et la manipulation des séquences génomiques et disponibles sur le site du
Genome Database for Rosaceae (GDR, 2012).

Grace a la séquence du pommier, un trés grand nombre de marqueurs SNP ont pu étre
développés sur I'ensemble du génome (plusieurs millions) et les régions homologues entre
groupes de liaison ont clairement pu étre identifiées. De plus, depuis la publication du
génome du pommier, les génomes du fraisier (Shulaev, Sargent et al. 2011) et du pécher
(GDR, 2012) ont également été séquences et ont servi a mettre en évidence les régions
synthéniques entre ces trois especes (llla, Sargent et al. 2011) ainsi que les différents modes

d’évolution suivis par ces trois sous-familles de Rosaceae (Jung, Cestaro et al. 2012).

Les séquences actuellement disponibles ne couvrent pas la totalité du génome. De plus, des
haplotypes alternatifs (jusqu'a quatre) ont été observés a certains endroits, entrainant une
confusion dans le positionnement des genes (communication personelle_S. Gaillard, IRHS).
Gréce a la réduction des codts et a 'augmentation des capacités des nouvelles technologies
de séquencage a haut débit (Next Generation Sequencing, NGS), de nombreux programmes
de reséquencage ont été et sont actuellement entrepris, notamment par des membres du
projet FruitBreedomics pour reséquencer une quinzaine de variétés et d’especes de Malus.
D’autre part, les travaux de séquencage haut débit d’ARN messagers (RNAseq) menés
actuellement par différentes équipes internationales (Agricultural Research Council en
Afrique du Sud, institut Plant & Food Research en Nouvelle Zélande, Université de Leuven
en Belgique, IASMA FEM en ltalie et IRHS d’Angers) permettront d’'améliorer I'annotation du

génome du pommier (communication personnelle_F. Laurens et J.-M. Celton, IRHS).

B. Construction des cartes génétiques

Une carte génétique est une liste de marqueurs ordonnés dont les distances sont
déterminées par le taux de recombinaison mesuré en centiMorgan (cM). C’est Morgan qui, le

premier, fit le lien entre crossing-over et distance génétique et la premiére carte génétique fut
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publiée en 1913 par I'un de ces étudiants travaillant sur la drosophile (Sturtevant 1913). I
utilisait alors des marqueurs phénotypiques (comme la couleur des yeux) et a ainsi pu
cartographier les génes majeurs contrblant ces caracteres. Aujourd’hui, les marqueurs
moléculaires sont largement employés pour la réalisation des cartes (Cheema and Dicks
2009). Chez les plantes, leur utilisation remonte aux années 1980 avec ['utilisation des
marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) pour la construction des
cartes génétiques du mais et de la tomate (Helentjaris, Slocum et al. 1986). Depuis, le
nombre de marqueurs disponibles ne cesse d’augmenter en lien avec le développement des

techniques de biologie moléculaire et les connaissances sur les génomes.

Un marqueur moléculaire peut étre considéré comme une « borne » du génome, localisée a
un endroit précis de 'ADN et transmissible a la descendance selon les régles classiques de
I'hérédité (Semagn, Bjornstad et al. 2006). Contrairement aux marqueurs morphologiques ou

biochimiques, ils sont généralement neutres vis-a-vis de I'environnement.
Les principales caractéristiques recherchées d’un marqueur moléculaires sont :

e Fort polymorphisme

» Co-dominance des alléles

« Fréguence et répartition homogeéne le long du génome

« Facilité d'acces via par exemple la mise a disposition de base de données (pour les
marqueurs utilisant des amorces spécifiques)

« Facilité et rapidité de I'analyse

» Codt faible

» Utilisation en haut débit (automatisation, multiplexage...)

» Haute reproductibilité

e Haut transfert entre populations, espéces...

Ces marqueurs peuvent étre utilisés pour différencier des clones ou cultivars, déterminer les
liens de parenté entre individus (phylogénie), évaluer la biodiversité, étudier les flux de
genes entre espéces, cartographier des genes ou développer la sélection assistée par
marqueurs (SAM) (Kumar, Gupta et al. 2009).

Il existe plus d’'une vingtaine de marqueurs moléculaires différents décrits dans la littérature,
avec pour certains, plusieurs variantes ou synonymes (Semagn, Bjornstad et al. 2006). Ils

sont en général classés selon les techniques d’analyse employées pour les étudier : deux
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Tableau 21. Principe, avantages et inconvénients des principaux marqueurs moléculaires utilisés en cartographie génétique (Semagn, Bjornstad et al. 2006; Kumar, Gupta et

al. 2009).

Marqueurs

Principe

Avantages

Inconvénients

RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

Utilisation d’enzymes de restriction pour digérer '’ADN génomique
Transfert sur membrane par Southern blot et hybridation avec des
amorces radioactives pour révéler le profil de bandes sur film
photographique

Co-dominant
Fréquent et répartition
homogene

Pas besoin de
connaitre la séquence
Reproductible
Transférable

Locus spécifique

Faible polymorphisme

Long et laborieux d’utilisation
Cher

Pas d’automatisation
Grande quantité d’ADN
nécessaire

Développement de banque
d’amorces spécifiques
Utilisation de la radioactivité

RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

Utilisation d’amorces d'oligonucléotides dessinées aléatoirement
pour I'amplification PCR

Fréquent et répartition
homogéne

Pas besoin de
connaitre la séquence
Rapide et facile
d’utilisation
Automatisation

Faible quantité d’ADN
nécessaire

Dominant
Non reproductible
Non transférable

AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism)

Utilisation d’enzymes de restriction pour fractionner le génome
Ligation de séquences d’oligonucléotides connues aux extrémités
des fragments (adaptateurs)

Amplification des fragments par PCR a 'aide d'amorces spécifiques
des adaptateurs

Polymorphe

Fréquent

Pas besoin de
connaitre la séquence
Automatisation
Transférable

Locus spécifique

Dominant

Laborieux

Cher

Non reproductible
Grande quantité d’ADN
nécessaire

ISSR (Inter-Simple sequence
repeat)

Utilisation d’amorces complémentaires des microsatellites
Amplification par PCR des séquences entre deux microsatellites

Polymorphe

Fréquent et répartition
homogéne

Pas besoin de
connaitre la séquence
Simple et rapide
d'utilisation

Principalement dominant
Peu reproductible
Multilocus




Tableau 10 (suite).

Marqueurs

Principe

Avantages

Inconvénients

SSR (Simple Sequence
Repeat)

Amplification des microsatellites par PCR via des amorces
spécifiques des régions qui I'encadrent

Polymorphe
Co-dominant

Fréquent et répartition
homogéne
Multiplexable
Reproductible
Transférable

Peu d’ADN nécessaire

Connaitre la séquence
Difficilement utilisable a haut
débit

CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence)

Amplification par PCR de fragments obtenus par restriction
enzymatique

Reproductible

Facile d'utilisation
Faible quantité d’ADN
nécessaire

Faible polymorphisme

SCAR (Sequence
Characterized Amplified
Region)

Amplification d’'un fragment d’ADN génomique par des amorces
spécifiques

Les amorces sont définies apres clonage et séquencage des deux
extrémités d’'une bande obtenue avec un marqueur RAPD

Facile et rapide
d'utilisation
Reproductible

Locus spécifique
Faible quantité d’ADN
nécessaire

Connaitre la séquence

STS (Sequence Tagged
Site)

Amplification par PCR d’une région unique du génome a l'aide
d’amorces spécifiques développées au départ pour des marqueurs
RFLP ou AFLP

Co-dominant
Répartition homogéne
Haut débit
Reproductible

Connaitre la séquence
Laborieux

SNP (Single Nucleotide
Polymorphism)

Amplification PCR de fragment d’ADN génomique possédant une
base mutée entre deux chromosomes

Co-dominant
Fréquent et répartition
homogéne

Trés haut débit

Peu cher

Plusieurs méthodes
d’'analyse disponibles

Connaitre la séquence
Développement de banque
d’amorces spécifiques
Haute qualité d’ADN
nécessaire
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groupes principaux peuvent étre distingués : les marqueurs basés sur la techniqgue de PCR
(Polymorphism Chain Reaction) et ceux qui ne I'utilisent pas (Semagn, Bjornstad et al. 2006;
Kumar, Gupta et al. 2009). La PCR permet d’'une part de réduire les quantités d’ADN
nécessaires a l'analyse des marqueurs et dautre part de cibler certaines régions
spécifiques. Le Tableau 10 regroupe les informations concernant le principe, les avantages
et les inconvénients des principaux marqueurs moléculaires utilisés en cartographie
génétique. Les marqueurs SSR et SNP qui ont servis a I'élaboration des cartes génétiques

utilisées au cours de cette thése seront décrits plus en détail ci-aprés.

Les mardueurs SSR

Les marqueurs SSR sont constitués de courtes séquences d’ADN répétées en tandem
(exemple d’'un dinucléotide : ATATATAT). lls peuvent étre amplifiés par PCR grace a
I'utilisation d’amorces spécifiques qui encadrent le marqueur. Les produits PCR sont ensuite
analysés sur gel d’agarose. Si 'une des amorces a été synthétisée avec un fluorophore, il
est possible de réaliser I'analyse a I'aide d’'un séquenceur capillaire. Il est alors possible de
multiplexer plusieurs marqueurs différenciés par la couleur du fluorophore. Le
polymorphisme mis en évidence par les SSR est un polymorphisme de taille (mesuré en
nombre de paires de bases) lié a la plus ou moins grande répétition des séquences. Il peut
étre relativement important, entre 11 et 21 alléles mis en évidence pour neuf marqueurs
(Laurens, Durel et al. 2004). Les différents alleles peuvent se transmettre a la descendance
et leur ségrégation peut étre visualisée a I'aide du logiciel GenMapper® pour déterminer la

classe génotypique de chacun des descendants.

Les marqueurs SSR (Simple Sequence Repeat) ont été tres utilisés chez le pommier depuis
1998 en raison de leur fort polymorphisme, de leur faible colt et de leur facilité d’utilisation
(Gianfranceschi, Seglias et al. 1998). Une importante base de données est aujourd’hui
disponible sur le site du GDR (2012) ainsi que sur celui du projet européen HiDRAS (High-
quality Disease Resistant Apples for a Sustainable Agriculture, 2012). Ces marqueurs
permettent de couvrir les 17 groupes de liaison avec une densité de couverture suffisante

pour la détection de QTL (Quantitative Trait Loci).

Les mardueurs SNP

Les amorces développées pour ces marqueurs permettent la mise en évidence du

polymorphisme d’'un seul nucléotide, lié a l'insertion, la délétion ou la mutation d’une base.
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Les marqueurs SNP sont co-dominants et il est seulement possible de différencier I'alléle
sauvage de lalléle muté (sans distinction des différentes mutations). Le taux de
transférabilité de ces marqueurs chez le pommier a été évalué a 40,9% en moyenne, selon

la variété considérée (Micheletti, Troggio et al. 2011).

En 2008, un premier set de 93 marqueurs SNP créé a partir des séquences géniques (EST =
Expressed Sequence Tag) de pommier a été publié par une équipe Néo Zélandaise
(Chagne, Gasic et al. 2008). Depuis 2010, avec le séquencage du génome de pommier et
les projets de reséquencage de différentes variétés, plusieurs millions de SNP ont été mis en
évidence. Une premiére puce couvrant I'ensemble du génome du pommier a été réalisée
avec pres de 8 000 SNP. Une premiére carte génétique, construite a l'aide de cette puce, a
récemment été publiée (Antanavicuite, Fernandez-Fernandez et al. 2012). Grace au
reséquencage de variétés supplémentaires dans le cadre du projet FruitBreedomics, une
puce 20 000 SNP est en cours de création. Les analyses avec cette nouvelle puce devraient
étre du méme ordre de prix que celles réalisées avec la puce 8 000 SNP (environ 50€ par

échantillon).

L'utilisation des marqueurs SNP chez le pommier est donc de plus en plus répandue. En
fonction de I'objectif, les méthodes de génotypage utilisées peuvent étre différentes. Pour
'analyse d’'un nombre réduit de SNP, ce qui est le cas de la SAM ciblée sur quelques
caracteres, les méthodes a faible débit comme 'HRM (High Resolution Melt), KASPar
(Kompetitive Alelle Specific PCR) ou BeadExpress VeraCode peuvent étre utilisées. La
méthode HRM est basée sur le principe de PCR en temps réel suivie de l'analyse haute
résolution des courbes de fusion des fragments amplifiés. Les méthodes KASPar et
BeadExpress reposent sur la méthode d’amplification PCR: les amorces s’hybridant
parfaitement a lalléle sauvage permettent I'élongation de la séquence alors qu’elles
s’hybrident moins bien avec les alleles mutés, limitant I'élongation. Lors de I'élongation, des
fluorochromes sont insérés permettant par la suite de distinguer les homozygotes sauvages
(double dose de fluorescence), muté (pas de fluorescence) et les hétérozygotes (une dose
de fluorescence). Les résultats sont ensuite visualisés avec différents logiciels en fonction du
type de marqueur utilisé. La principale différence entre ces deux méthodes est la présence
de codes barres avec la méthode BeadExpress qui permettent de différencier chaque
marqueur et ainsi de multiplexer tres fortement les SNP. Dans le cadre de cette these, La
méthode BeadExpress a été utilisée pour le génotypage des individus avec un set de 384

marqueurs développé a IASMA-FEM.

Les puces hautes densités actuellement disponibles permettent de génotyper un trés grand
nombre d'individus a des prix de plus en plus attractifs. Le génotypage par séquengage

(GBS) est de plus en plus développé, pour des colts encore plus attractifs. Il reste toutefois
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guelgques aspects bio-informatiques a étudier avant que cette technique ne se développe a

grande échelle (Poland, Brown et al. 2012).

Le pommier, espéce exclusivement allogame, posséde une forte hétérozygotie.
Contrairement aux descendants issus de parents homozygotes qui ont deux alléles
possibles par locus, les descendances issues de parents hétérozygotes peuvent présenter
jusqgu’a quatre alléles par locus. Les méthodes classiques de cartographie génétique
conduisant a la création d’une seule carte F1 ont donc di étre adaptées (Maliepaard, Jansen
et al. 1997). La méthode repose alors sur la construction de deux cartes parentales dont
'ensemble des marqueurs peut par la suite étre intégré pour créer une troisieme carte

appelée carte intégrée.

Préalablement a la réalisation de cartes génétiques, il faut vérifier le polymorphisme des
marqueurs pour les parents de la descendance. Les marqueurs sélectionnés sont ensuite
analysés sur I'ensemble de la descendance. En fonction des marqueurs et du génotype des
parents, plusieurs cas de figures peuvent étre rencontrés qui seront plus ou moins
informatifs pour la construction de la carte (Tableau 11). Le logiciel de cartographie estime

alors leur position par rapport aux autres marqueurs.

Tableau 22. Différents cas de figure de polymorphisme des marqueurs moléculaires dans une descendance issue
de parents hétérozygotes. En vert les marqueurs utilisables pour les deux cartes méle et femelle, en rose les
marqueurs utilisables que pour la carte femelle et en bleu les marqueurs utilisables que pour la carte male.

Alleles méles différents des alléles Alléles méles identiques aux alléles
femelles femelles
Polymorphe male Monomorphe male Polymorphe méale  Monom orphe méle

Polymorphe

femelle ab x cd ab x cc ab x ab ab x bb
Monomorphe
femelle aa x bc aa x bb aaxab aa x aa

Avec les marqueurs polymorphes pour les deux parents, les alleles peuvent étre notés a, b,
c et d. Les descendants issus d’'un croisement ab x cd pourront étre : ac, ad, bc ou bd, en
proportion équivalente. Dans le cas ou la proportion ¥ n’est pas vérifiée pour chacune des
classes génotypiques, on parlera alors de distorsion. Elle peut étre plus ou moins importante,
pouvant aller jusqu'a I'absence complete d’'une classe génotypique (cas par exemple d’'une

combinaison létale ou d'une sélection drastique des individus pour un caractére lié au
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marqueur considéré). Les marqueurs trés distordus sont généralement difficiles a
cartographier et sont retirés de I'analyse. Les marqueurs de type ab x ab peuvent servir a
I'élaboration des cartes génétiques mais comme I'affiliation des alléles pour les descendants
ab ne peut étre déterminée, ils peuvent entrainer des biais dans la détection de QTL et sont

donc eux aussi généralement exclus des analyses.

L'analyse des marqueurs sur I'ensemble de la descendance permet de les ordonner et
d'estimer la distance entre eux. Plus les marqueurs sont proches et moins il y a
d’événements de recombinaison (ou crossing-over) entre ces marqueurs. Ces événements
de recombinaison sont estimés en comparant la phase des individus de la descendance :
pour les marqueurs d’'un méme groupe de liaison (GL), la majorité des individus de la
descendance aura la phase parentale tandis qu’'une minorité aura subit des évenements de
recombinaison entrainant une modification de la phase (phase recombinée, Figure 9). Il est
donc nécessaire d’avoir une grande quantité d'individus génotypés (au minimum une
centaine) pour pouvoir observer des recombinaisons entre marqueurs proches. Le
pourcentage d'individus recombinant entre deux marqueurs (ayant subi un crossing-over)
renseigne directement sur la distance génétique mesurée en centiMorgan (cM). Par
exemple, 1% de recombinaison équivaut a 1 cM (Sturtevant 1913). Au-dela de 50% de
recombinaison on dit que les marqueurs sont indépendants et aucune distance génétique ne

peut étre calculée.

Marqueur 1

Marqueur 2

Magqueur 3

Phasc recombinée Phasc parcntale

Figure 23. Crossing-over entre deux chromosomes appariés au moment de la méiose.

Plusieurs logiciels sont disponibles pour I'élaboration des cartes génétiques. lls permettent
de regrouper, dordonner et d'estimer les distances entre les marqueurs. Les cartes

génétiques établies dans cette étude ont été réalisées avec le logiciel JoinMap qui permet
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I'analyse de populations issues du croisement de deux parents hétérozygotes (Van Ooijen
2006). Il peut étre utilisé en cartographie de régression ou maximum de vraisemblance et
deux fonctions sont disponibles pour calculer les distances génétiques : la fonction Haldane
qui considére que chaque crossing-over est indépendant des autres et la fonction Kosambi
qui tient compte des interférences possibles liées a la présence de deux crossing-over
proches (Cheema and Dicks 2009).

Il existe de nombreuses études qui ont permis de développer des marqueurs moléculaires
pour la cartographie génétique du pommier. La carte établie a I'aide de marqueurs SSR par
Silfverberg-Dilworth et son équipe en 2006 est utilisée jusqu’a présent comme carte de
référence (Silfverberg-Dilworth, Matasci et al. 2006). Une premiere carte génétique réalisée
avec les marqueurs SNP a également été publiée trés récemment (Antanavicuite,
Fernandez-Fernandez et al. 2012). Pres de 2300 marqueurs SNP ont ainsi pu étre

cartographiés pour une descendance a l'aide de la puce 8 000 SNP.

C. Cartographie génétique des caractéres quantitatifs

Les caractéres phénotypiques d'un individu peuvent étre classés en deux groupes
principaux en fonction du nombre de génes impliqués. On parle alors d'une part, de
caractéres monogéniques, dont I'expression phénotypique est de type « tout ou rien », et
d’autre part, de caractéres quantitatifs, impliquant plusieurs génes, dont I'expression conduit
a un phénotype continu. Les régions contenant les génes impliqués dans I'expression des
caractéeres quantitatifs sont appelés QTL pour Quantitative Trait Loci (Collard, Jahufer et al.
2005).

Le principal objectif de la génétique quantitative est de comprendre les fondements
génétiques impliqués dans I'expression des caracteres complexes ou quantitatifs. Les
méthodes d’'analyses reposent toutes sur la nécessité d'étudier des individus contrastés
phénotypiqguement et génotypiquement. Cependant, il est souvent difficile d’associer sans
ambigiité un phénotype donné avec un génotype particulier. Les différents QTL pour un
caractére donné peuvent interagir avec le fond génétique (phénomene d’épistasie) ainsi
gu'avec I'environnement. Toutefois, I'hérédité de ces caractéres repose sur des fondements

semblables a ceux des genes majeurs.
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La recherche de QTL abordée dans cette thése repose sur I'étude d’'une descendance qui
ségrége pour le caractére étudié et pour laquelle on dispose de marqueurs polymorphes.

Deux types de données sont donc nécessaires pour réaliser une détection de QTL :

* Les données de phénotypage : valeurs quantitatives attribuées a chacun des
individus de la population pour les caractéres étudiés. Dans le cadre de ces travaux,
il s’agit de la teneur en composés phénoliques.

* Les données de génotypage : formes alléliques des marqueurs. Ces données servent
dans un premier temps a la construction de la carte génétique puis a la cartographie

des QTL a proprement parler.

Des logiciels spécialisés intégrent ensuite I'ensemble de ces données et déterminent
statistiquement les loci associés aux phénotypes observés comme représenté dans la Figure
10 (Collard, Jahufer et al. 2005).

Marker E Marker H
12 3 4 $ 6 7 8 9 10 11121314 I1S16 1718 1920 1 2 3 4 5 67 8 910111213014 1516 1718 1920
AABBABABABBAAABAAABRBSB ABBABBBBAABDBAAABAAGB A
33314038 28 43 3240 30 3942 2830 29 41 313032 40 39 33314038 28 43 3240 30 3942 2830 29 41 313032 40 39
Group | (progeny Group 2 (progeny Group | (progeny Group 2 (progeny
with fragment A) with fragment B) with fragment A) with fragment B)
50 50
Mean Mean
height 4 height 40
3( 30
20 20
! 10
0 Marker E 0
A B 4 Marker H
4 Genotype A B Genotype
P value <0.0001 = significant P value 0.5701 = not significant
Conclusion: marker is linked to a QTL Conclusion: marker is unlinked to a QTL

Figure 24. Principe de cartographie QTL (Collard, Jahufer et al. 2005).

Le logiciel MapQTL

Le logiciel MapQTL utilisé dans cette étude pour la détection de QTL, a été développé pour
'analyse de populations issues de croisements entre parents hétérozygotes (Van Ooijen,
Boer et al. 2002). Ce logiciel permet entre autres des analyses paramétriques comme
I'Interval Mapping (IM) ou le Multiple QTL Mapping (MQM) et non paramétriques comme le
test de Kruskal-Wallis (KW). En IM, tous les intervalles entre deux marqueurs adjacents sont
analysés simultanément (Collard, Jahufer et al. 2005). Le MQM, réalisé aprés I'IM, permet

de tenir compte de l'effet des QTL détectés précédemment qui sont alors placés en co-
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facteurs pour refaire la détection. Cela permet dans un premier temps de mettre a I'écart les
QTL les plus forts et permettre ainsi I'émergence des plus faibles, et dans un second temps
de valider les QTL détectés jusqu’alors. Les résultats obtenus en IM et MQM sont exprimés
en LOD (logarithm of odds) score. Un LOD de 3 correspond a une probabilité 1000 fois
supérieure d’avoir un QTL a la position indiquée que de ne pas l'avoir. Il est alors possible de
déterminer le LOD score en tout point du GL. Une représentation graphique est alors créée
par le logiciel schématisant le GL concerné et la courbe de LOD correspondante (Figure 11).
Les tests de permutations réalisés par le logiciel MapQTL permettent de déterminer le seuil
de significativité des QTL a prendre en compte dans les détections en IM et MQM. La valeur
du rz est également calculée pour chaque QTL, correspondant au pourcentage de variation
phénotypique du caractere expliqué par le QTL. Cette valeur est principalement dépendante
de la liaison entre le phénotype et le génotype au marqueur considéré, de I'héritabilité du

caractére et de la différence phénotypique existante entre individus.

Group LGS

LOD score

ChO4g08_M

Hio7d11_F1

156_SNPO0284_C
ChOSeD6_m
Hi04d02_{
ChOSTG
Chi3a0d
Chiywiion

Eadi o

90_SMPO1694_f C
40_SNP02834_bof C
99_SNPODB32_m_C

200_SNP00231_bof m_C

Figure 25. Représentation d'une courbe de LOD. La courbe en pointillés représente le LOD seuil déterminé par le
test de permutation. Les différents marqueurs du groupe de liaison sont positionnés sur I'axe des abscisses.

La détection de QTL sur une ou un nombre faible de populations permet d’obtenir des
résultats intéressants mais limités au matériel étudié (les deux ou quelques parents
impliqués). Leur intérét en sélection est donc a priori limité. D’autres approches permettent
de prendre en compte une variabilité plus grande comme les détections en populations
connectées, en peédigrée (pedigree-based analysis, PBA) ou en génétique d’association
(GA).
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L'étude de populations connectées par un parent commun permet généralement
d’augmenter la précision des QTL détectés mais la variabilité considérée est encore

relativement faible (Calenge, Drouet et al. 2005).

La détection de QTL en PBA consiste en I'étude de plusieurs populations connectées par
leurs pédigrées. Cette méthode permet de travailler sur un grand nombre de populations de
petites tailles et d’augmenter trés fortement la variabilité considérée. Cette approche a été
développée pour la premiére fois sur le pommier dans le cadre du projet Européen HiDRAS
(Bink, Boer et al. 2008) (HIDRAS, 2012).

La GA est une méthode plus récente permise par le développement d'un trés grand nombre
de marqueurs SNP. La population considérée est formée d’'un ensemble de variétés et non
plus d’'une ou plusieurs descendances. La variabilité considérée est alors beaucoup plus
importante. Des études préalables sont toutefois nécessaires pour éviter la structuration de

la population et estimer le déséquilibre de liaison (Rehman Arif, Nagel et al. 2012).

D. Identification des génes candidats

La mise en évidence de génes candidats est une avancée complémentaire dans la
compréhension des mécanismes génétiques. Leur identification peut se faire avec ou sans a

priori, in silico ou in vitro. Les génes mis en évidence doivent ensuite étre validés.

Un gene candidat peut étre « n'importe quel géne potentiellement impliqué dans la variation
du caractere, choisi pour sa fonction biologique et/ou sa localisation sur la carte génétique. »
(Pflieger, Lefebvre et al. 2001). Les approches sans a priori permettent ainsi de rechercher
les génes responsables d’'un caractére sans connaitre a I'avance les mécanismes impliqués.
C’est le cas par exemple des méthodes de tanscriptomique utilisant les puces full transcripts.
Le principe repose sur la mise en évidence des transcrits différentiellement exprimés entre
deux individus (ou groupe d'individus) contrastés pour le caractere d'intérét (et donc
potentiellement impliqués). Des approches avec a priori peuvent également étre
développées si les génes impliqués dans le phénoméne étudié sont connus. On peut par
exemple dessiner des amorces spécifiques des genes candidats et les cartographier sur une
carte génétique. La co-localisation de ces génes avec des QTL renforce leur implication
potentielle dans le caractere étudié. Dans le cas ou la séquence génomique de l'individu
étudié est connue, il est possible de rechercher les genes candidats in silico directement

dans les intervalles de confiance des QTL. Le logiciel BLAST2GO utilisé dans ce but au
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cours de ma these permet d’aligner 'ensemble des séquences extraites de lintervalle du
QTL contre I'ensemble des bases de données génomiques disponibles sur le site NCBI. Sur
la base des homologies de séquences, il est possible d’obtenir la fonction présumée de ces
genes (Conesa, Gotz et al. 2005). De plus, le module « KEGG map » de BLAST2GO permet
de positionner 'ensemble des enzymes présumées sur les différentes voies de biosynthése

disponibles dans la base KEGG.

Une fois les génes candidats mis en évidence il est nécessaire de confirmer leur implication
dans le caractére. On peut alors réaliser des PCR quantitatives qui permettent d’estimer la
gquantité de transcrits présent dans un échantillon. La comparaison des concentrations entre
différents échantillons contrastés permettent de déterminer I'implication du géne ciblé dans
le caractére étudié. La méthode la plus pertinente pour confirmer I'implication d’'un géne
dans un phénotype particulier est la transformation génétique. Cette technique permet de
désactiver le géne candidat ou au contraire de I'insérer dans un tissu, cultivar ou organisme
ne le possédant pas a I'état sauvage. L'observation du phénotype aprés transformation et la
comparaison avec un témoin non transformé renseigne directement sur I'implication de ce

gene dans le caractére.

Le développement de plus en plus rapide des nouvell es technologies de
génotypage et de séquencage rend aujourd’hui les ét  udes génétiques beaucoup plus
simples, rapides et beaucoup moins cheres qu’avant. Le séquengage du génome du
pommier a permis une trés grande avancée dans les m  éthodologies et les outils
développés pour cette espece. Le développement des méthodes de génétiques
d’association ou de sélection génomique ont ainsi é té rendu possible avec le
développement des marqueurs SNP. La recherche des g énes candidats in silico est

également facilitée.

E. Application de la cartographie de QTL chez le pommier

L'emploi de produits phytosanitaires pour lutter contre les bioagresseurs est I'une des
principales causes de pollution liée a l'agriculture. L'étude génétique de la résistance du
pommier est donc primordiale pour tenter d’améliorer les variétés existantes dans le but de

limiter les intrants. Jusqu'a présent, les programmes d’amélioration génétique se sont
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principalement focalisés sur les genes majeurs de résistance. C'est le cas par exemple du
géene majeur Vf conférant une résistance aux principales souches de tavelure introgressé
dans un grand nombre de variétés de pommier (Korban and Tartarini 2009). La résistance
conférée est trés efficace mais non durable puisque les agents pathogenes ont la capacité
d’évoluer trés rapidement et de contourner ce type de résistance. L'un des moyens
d’augmenter la durabilité des résistances génétiques est le pyramidage de facteurs de
résistance majeurs et partiels (QTL) qui limite les pressions de sélection sur les populations
pathogenes (McDonald and Linde 2002; Palloix, Ayme et al. 2009; Brun, Chevre et al. 2010).
La détection de QTL de résistance chez le pommier a ainsi fait I'objet d’'un grand nombre
d’études, principalement pour la résistance a la tavelure (Liebhard, Koller et al. 2003;
Calenge, Faure et al. 2004), a I'oidium (Calenge and Durel 2006), au feu bactérien (Calenge,
Drouet et al. 2005) et aux pucerons (Stoeckli, Mody et al. 2008). Les premiers travaux de
pyramidage réalisés chez le pommier avec deux génes majeurs et deux QTL de résistance a
la tavelure ont montré une meilleure résistance, plus durable dans le temps (Lasserre-
Zuber_poster RGC5).

La plupart des variétés de pommiers a cidre ont une alternance de production trés marquée.
Celle-ci se définit par une forte production de fruits une année, suivie d’'une trés forte
diminution I'année suivante, voire de I'absence totale de fructification. Le principal moyen
employé pour limiter I'alternance est I'éclaircissage de I'arbre qui consiste a réduire la charge
en fruits en éliminant les fleurs ou les jeunes fruits de fagon manuelle ou a laide
d’éclaircisseurs chimiques ou mécaniques. Certaines variétés s’éclaircissent naturellement
et les bases génétiques liées a ce caractere font I'objet d’études menées entre I'INRA de
Montpellier et I'Institut Plant & Food Research de Nouvelle Zélande (Guitton, Kelner et al.
2012).

Des études QTL ont également été réalisées pour tenter de comprendre les mécanismes liés
a la qualité du fruit. Différentes études se sont intéressées aux composés aromatiques
(Dunemann, Ulrich et al. 2009), a la qualité (Kenis, Keulemans et al. 2008) et a la texture
(Longhi, Moretto et al. 2012) du fruit. Les analyses portant sur l'architecture de l'arbre
(Segura, Durel et al. 2009) et la floraison (Celton, Martinez et al. 2011) ont également permis

d’obtenir des QTL pour ces caractéres.

Trés peu d'études portent sur la détection de QTL des composés phénoliques chez les
plantes. La majorité des études disponibles dans la littérature se concentrent principalement

sur une classe de composés en particulier. De fagon non exhaustive on peut citer les études
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menées sur les anthocyanes des pétales de lys (Abe, Nakano et al. 2002), de la vigne
(Fournier-Level, Le Cunff et al. 2009), de la framboise (Kassim, Poette et al. 2009; Dobson,
Graham et al. 2012) et du cassis (Hackett, Russell et al. 2010), des tannins du haricot
(Caldas and Blair 2009), du colza (Lipsa, Snowdon et al. 2012) et de la vigne (Huang,
Doligez et al. 2012), des flavonoides du riz (Jin, Xiao et al. 2009; Shao, Jin et al. 2011) ou
encore des monolignols et acides phénols du mais (Barriere, Thomas et al. 2008). L'étude
de Reaeizad et al. (2011) a plus particulierement été réalisée sur I'ensemble des composés
phénoliques du tourteau de colza par génétique d’association. 49 cultivars ont été analysés
et 53 marqueurs ont été identifiés pour leur association avec la teneur en acides phénols, en

monomeres et polyméres de flavanols, et en anthocyanes.

Deux études QTL récentes se sont intéressées aux composés phénoliques des pommes en
Nouvelle-Zélande (Chagne, Krieger et al. 2012) et Hollande (Khan, Chibon et al. 2012). Elles
se basent sur deux descendances de pommiers a couteau, respectivement ‘Royal Gala’ x
'‘Braeburn’ et ‘Prima’ x ‘Fiesta’. Les approches de quantification des composés phénoliques
et de détection de QTL employées dans ces travaux sont différentes: I'équipe Néo
Zélandaise a dosé les composés majoritaires pour deux années de récolte par UHPLC-UV et
la détection de QTL a ensuite été réalisée avec le logiciel MapQTL sur les deux cartes
parentales séparément. Sept clusters ont pu étre cartographiés sur les GL1, GL14 et GL15
pour les acides p-coumaroylquiniques, sur le GL9 pour les anthocyanes, sur le GL16 pour

les flavanols et sur le GL17 pour la rutin et I'acide chlorogénique (Figure 12).

L’équipe Hollandaise a détecté 418 composés dans la peau et 254 dans la chair par HPLC-
MS. Cependant, seulement 69 et 30 composés respectivement ont pu étre identifiés, au
moins partiellement. Parmi ces 99 composés, 81 sont des polyphenols ou des
phénylpropanoids. La détection QTL a ensuite été réalisée avec le logiciel MetaNetwork qui
permet I'analyse d’'un grand nombre de caracteres en méme temps. Cing régions ont été
mises en évidence dans cette étude sur le GL1 pour les glycosides de flavonols, sur le GL8
pour la quercétine rhamnoside, sur le GL13 pour les glycosides d’'isorhamnétine, sur le GL16

pour les glycosides de kaempférols et sur le GL17 pour I'acide chlorogénique (Figure 13).
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Figure 26. Détection de QTL réalisée sur les cartes génétiques de ‘Royal Gala’ et ‘Braeburn’ pour la teneur en
composés phénoliques de la peau et de la chair des fruits et positionnement des génes candidats (Chagne,
Krieger et al. 2012).
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Figure 27. Résultats de la détection QTL réalisée sur les cartes génétiques de ‘Prima’ et Fiesta pour la teneur en
composés phénoliques de la peau (A) et la chair (B) du fruit (Khan, Chibon et al. 2012). En vert : les mQTL pour
lesquels les alléles favorables sont sur une méme phase parentale, en jaune : les mQTL pour les composés
détectés en dehors du haut du GL16, en rouge : les composés inversement corrélés aux composés en vert et qui
ont un mQTL sur le haut du LG16. Le LG porteur des mQTL est indiqué. Les lettres A, B, C... ont été utilisées
pour distinguer les différents mQTL obtenus a différents endroits du génome pour un composé donné. Les lettres
a et b correspondent aux alléles originaires du parent ‘Prima’ et ¢ et d ceux du parent ‘Fiesta’. PAL :
phenylalanine ammonia-lyase, C4H : cinnamate-4-hydroxylase, 4CL : 4-coumaroyl:CoA-ligase, CHI : chalcone
isomerase, CHS : chalcone synthase, F3'H : flavonone 3’ hydroxylase, DFR : dihydroflavonol 4-reductase, HCT :
hydroxycinnamoyl-CoA quinate/shikimate hydroxycinnamoyl transferase, LAR : leucoanthocyanidin 4-reductase,
UGT : UDP-glycosyltransferase, FLS : flavonolsynthase et ANS : anthocyanidin synthase.
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Dans ces deux études, le haut du GL16 pour la teneur en flavanols a trés largement été mis
en avant et la recherche de genes candidats a permis de mettre en évidence une

leucoanthocyanidine reductase (LAR) impliquée dans la biosynthése de ces composés.

Les approches QTL menées jusqu'a présent sur le pom  mier ont permis de
mettre en évidence un grand nombre de facteurs géné tiques impliqués dans la
résistance des plantes ou la qualité du fruit. L'ét  ude des composés phénoliques chez
le pommier est beaucoup plus récente. Les QTL mis e n évidence dans ces études

montrent déja d'importantes régions impliquées dans I'expression de ces composés.

IV.  Sélection assistée par marqueuts

La création variétale est un processus long et complexe, en particulier pour les espéces
pérennes comme le pommier. Il faut compter entre 15 et 25 ans entre le premier croisement
et I'inscription d’une nouvelle variété (Lauri and Laurens 2005). Cela s’explique en partie par
la durée de la phase juvénile (de 3 a 5 ans) et par le temps nécessaire a I'évaluation de la
stabilité des caractéres dans différentes conditions environnementales. Le temps et le codt
des programmes de sélection peuvent étre réduits et surtout optimisés grace a l'introduction
de marqueurs moléculaires au travers de la sélection assistée par marqueur (SAM). Cette
méthode, a condition d’avoir des marqueurs fortement liés aux caractéres et spécifiques des
familles en sélection, permet de déterminer précocement les potentialités d’'un individu et
ainsi d’éliminer rapidement les individus de faible qualité. Le sélectionneur a alors le choix
soit de réduire le nombre d'individus testés en parcelle ou, & surface égale en verger,

d’augmenter la qualité des individus en sélection.

Cependant, il est nécessaire de réaliser des études préalables, souvent longues, pour
déterminer les marqueurs utilisables en sélection. L'utilisation des QTL en sélection reste
aujourd’hui encore marginale, principalement a cause de la faible densité des cartes
génétiques, de l'influence du fond génétique et de I'environnement sur les QTL, de la faible
variabilité allélique considérée et du colt élevé des infrastructures et des consommables
nécessaires a la SAM (Collard and Mackill 2008). De plus, les approches de SAM réalisées
sur le blé et l'orge ont montré qu’elles étaient surtout efficaces pour la sélection des

caractéres monogéniques ou de QTL a effets forts (Miedaner and Korzun 2012).

Le développement des nouvelles technologies de génotypage et de détection de QTL sont

en passe de combler un certain nombre de ces limitations. Les cartes génétiques du
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pommier ont trés largement été densifiées avec le développement des marqueurs SNP. De
plus, le colt d’analyse de ces marqueurs est en constante diminution. De leur cété, Les
méthodes de génétique d’association et d’analyse en pédigrée (PBA) permettent de prendre

en compte une trés grande variabilité allélique.

Deux projets internationaux sont actuellement développés pour palier le « gap » entre les
résultats des recherches génétiques et la sélection. En 2009 a débuté le projet RosBREED
principalement porté par plusieurs équipes Américaines. Il a pour objectif d’améliorer
I'efficacité de la SAM et développer les approches en PBA pour quatre especes fruitieres de
la famille des Rosaceae comprenant le pommier (RosBREED, 2012). Le projet
FruitBreedomics, débuté en 2011, est quant a lui principalement porté par des équipes
Européennes mais compte parmi ses participants la plupart des équipes mondiales
impliquées sur la génétique et la génomique du pommier et pécher. Il a pour objectifs
d’'améliorer l'efficacité de la SAM et développer les approches en PBA, la génétique
d’association et les méthodes de transcriptomique pour ces deux especes (Laurens, Durel et
al. 2010).

V. Enjeux et objectifs de la thése

Que ce soit en lien avec leur réle protecteur pour la plante, leur effet sur la santé humaine ou
leur importance pour I'industrie agroalimentaire, les composés phénoliques constituent une
classe majeure de métabolites secondaires a étudier. Leur caractérisation et 'identification
des enzymes de biosynthese ont déja fait I'objet d’'un grand nombre d’études mais il reste

encore aujourd’hui de nombreuses questions concernant la génétique de ces composés.

La pomme, espece d'importance économigue mondiale, est I'un des fruits les plus riches en
composés phénoliques. La sélection assistée par marqueurs (SAM) est particulierement
indiquée pour ce type d'especes qui requiert des cycles de sélection particulierement long et
colteux. Des études préalables, comme la cartographie de QTL, sont nécessaires avant

d’entreprendre ce genre d’approche.

Deux études ont été publiées sur la cartographie QTL des composés phénoliques des
pommes (Chagne, Krieger et al. 2012; Khan, Chibon et al. 2012), Cf. § Ill.LE.2, p.56. Deux
principales différences sont & noter entre ces études antérieures et celle présentée dans ce

manuscrit :

» La descendance étudiée ici est de type pomme a cidre alors que les études

antérieures portaient sur des pommes a couteau. Les différences phénotypiques
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entre ces deux types de pomme ont largement été démontrées dans les paragraphes
précédents et la comparaison génétique des deux montrera également des points de
divergence.

L’étude des jus est tout a fait originale dans ces travaux de thése puisque les deux

études précédentes sont centrées sur I'analyse des fruits.

Les travaux développés au cours de cette thése sont articulés autour de trois questions de

recherche qui constitueront par la suite les trois chapitres principaux de ce manuscrit :

60

Les méthodes de génotypage actuelles, rapides et simples d'utilisation, permettent
'analyse d’'un grand nombre d’individus. En revanche, les méthodes de phénotypage
sont encore souvent longues et laborieuses ce qui limite souvent les études
génétiques. Les méthodes HPLC décrites dans la littérature pour I'analyse des jus de
pomme permettent d’automatiser les dosages des composés phénoliques mais
restent encore trop longues, compte tenu du nhombre d’échantillons nécessaire aux
détections de QTL. De plus, des différences significatives peuvent étre obtenues en
fonction du détecteur considéré (Weingerl, Strlic et al. 2009; Sallustio, Noll et al.
2011).

» La méthode UHPLC peut-elle étre utilisée a haut débit pour le phénotypage et

guelles sont les différences entre une quantification en masse ou en UV ?

Les composés phénoliques ont déja fait I'objet de nombreuses études visant a les

caractériser qualitativement et quantitativement, aussi bien dans les fruits que dans

les jus de pomme. En revanche, ce travail n'a pour le moment jamais été realisé au
sein d'une descendance de pommiers a cidre.

» Quels sont les profils phénoliques et la variabilité observée dans les fruits et

les jus préparés a partir d'une descendance de pommiers a cidre ? Quelle est

I'héritabilité au sens large de ces caracteres? (Travaux réalisés en

collaboration avec I'INRA de Rennes)

Malgré leur importance pour la filiere cidricole, les composés phénoliques n'ont a

I'heure actuelle fait I'objet d’aucune étude génétique.
» Quels sont les QTL impliqués dans la teneur en composés phénoliques des
fruits et des jus pour une descendance de pomme a cidre ? Quels sont les

génes candidats sous-jacents ?
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Développement, validation et comparaison de deux
méthodes de chromatographie liquide (VHPLC-UV et
UHPLC-MS/MS) pour la quantification des composés

phénoliques du jus de pomme.
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Contexte

Avant de commencer I'étude génétique des composés phénoliques, il a fallu déterminer la
méthode avec laquelle le phénotypage devait étre réalisé. L'étude de la bibliographie a
permis de mettre en évidence l'efficacité, la précision et la reproductibillité des méthodes de
chromatographie liquide associées aux détecteurs de type masse ou UV. En revanche,
toutes les méthodes développées en HPLC classique pour I'analyse de matrices complexes,

comme peut I'étre un jus de pommes, sont souvent tres longues et/ou peu résolutives.

Comme les détections de QTL nécessitent un trés grand nombre d’échantillons, I'adaptation
de ces méthodes existantes pour notre étude aurait engendrée des temps d’analyse
beaucoup trop longs. Avec l'acquisition en 2010 d’une UHPLC associée a un détecteur de
type masse triple quadrupéles, suivi en 2011 d'un détecteur UV-PDA par le laboratoire
SONAS, il nous a été possible de développer des méthodes de séparation des composés
phénoliques plus rapides qu'en HPLC et d’assurer une quantification spécifique des

composes, tout particulierement grace a I'utilisation du mode SRM.

Ce premier chapitre de la thése propose donc deux méthodes en UHPLC-UV et UHPLC-
MS/MS pour la séparation et la quantification des composés phénoliques majoritaires du jus
de pomme. Ces deux méthodes ont été validées séparément en estimant les limites de
détection et de quantification, la linéarité, le recouvrement et la précision pour la
quantification de 15 composés phénoliques majoritaires. Les quantifications obtenues pour
120 génotypes de la descendance étudiée ont permis de comparer ces deux modes de
détection. Il en résulte une trés bonne corrélation des dosages obtenus en UV et en SRM.
En revanche, une surestimation de l'acide chlorogénique en UV met en évidence une
possible co-élution non détectée en SRM. A linverse, la surestimation des dosages de
I'épicatéchine, I'acide 4-p-coumaroylquinique, I'avicularine et la quercitrine en SRM semble,
guant a elle, mettre en évidence des effets de matrice interférant au niveau de la source
d’ionisation du spectrométre de masse. Malgré l'utilisation d’'un systeme chromatographique
performant et un choix de conditions expérimentales (temps d’analyse de 35 min pour une
résolution >1.5), quelques divergences demeurent entre les mesures quantitatives obtenues

avec les deux détecteurs.

Ces travaux ont fait I'objet d’'une publication dans « Molecules » et d’'un poster présenté lors

du XXVI™ International Conference on Polyphenols (Annexe I).
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Le détail de la méthode chromatographique utilisée en 2009 est présenté en Annexe II.
Seuls le débit de solvant, le temps d’analyse et le spray voltage sont différents de ceux

présentés dans ce chapitre.

L’ensemble des composés détectés avec cette méthode est présenté en Annexe |Il.
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COMPARISON OF TWO METHODS, UHPLC-UV AND UHPLC-MS/MS, FO R

THE QUANTIFICATION OF POLYPHENOLS IN CIDER APPLE JUICES
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Abstract

The aim of this study was to develop faster andenafficient phenotyping methods for in-depth gemstudies

on cider apple progeny. The UHPLC chromatograpyétesn was chosen to separate polyphenolic compounds
and quantifications were then simultaneously penfed with a UV-PDA detector and an ESlI-triple quadie
mass analyzer (SRM mode). Both quantification meéshwere validated using two apple juice sampled 5o
major compounds, on the basis of linearity, linmfdetection and quantification, recovery and fgieci tests.
The comparison between UV and SRM quantifications20 different samples of a cider apple progemonstl

an excellent correlation for major compounds quatiwith both methods. However, an overestimaticas
revealed for five compounds with the UV detectod dhe mass analyzer. Co-elution and matrix effaces
discussed to explain this phenomenon. SRM methbdsld therefore be considered with restrictionsame
cases for quantification measurements when seydraholic compounds are simultaneously quantified in
complex matrices such as apple juices. For botlhadst analyses were carried out over short peobddisne
while maintaining a high quality for the simultamsoquantification of phenolic compounds in applegu Each

method is relevant for more in-depth genetic studiethe polyphenol content of apple juice.

Keywords: Malus x domestica; LC-UV; LC-MS"; phenolic compounds.
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1. Introduction

Cider is essentially produced and consumed in FEueop Canada. Apple varieties and manufacturinggsses
differ, depending on the country. In France, cidars the result of a combination of many apple etas,
chosen on the basis of their acidity and tannintex@n(Tavernier and Jacquin 1959). Cider qualitgégined
with respect to color, astringency, bitternesspapacidity and sugar content. Some of these taagdirectly
related to the phenolic content. The polymeric degof procyanidins influences either the bitterneisshe
astringency of the beverage, whereas its coloiniedl to the enzymatic oxidation of p(Weingerl,ligtet al.
2009)henolic compounds such as procyanidins, (t8etén and phloridzin by polyphenol oxidase (Lea an
Arnold 1978; Song, Yao et al. 2007). Some hydroxgamic acids may also be the precursors of sonsibeol
compounds responsible for cider aroma (Herrerostuet al. 1999). Furthermore, these compoundsiialely
considered to have a favorable antioxidant potefdfshuman health. Indeed, phenolic compounds sngavn
in vitro anticancer properties (Lin and Weng 2006). Fangxe, chemoprevention of human colon cancer has
been reported for apple procyanidins, whereas pears that the flavonoids, quercetin and naringdoiner
lung cancer risk (Le Marchand, Murphy et al. 2080sse, Guyot et al. 2005; Maldonado-Cellis, Boumsaret
al. 2009). As far as cardiovascular and coronarthdiseases are concerned, diets high in flavananel

anthocyanidins are associated with a reduced fidkeath (Mink, Scrafford et al. 2007).

Apple, apple juice and cider consumption are irMgrsorrelated with the development of diseased ag
asthma, diabetes, cancer and cardiovascular diséBsger and Liu 2004; Crozier, Jaganath et al9200inked
to thein vitro effects of phenolic compounds, the favorable ¢ffe¢ apple consumption are often attributed to
their high phenolic content related to their higttiexidant potential. Lee et al. (2003) showed thaércetin
glycosides, epicatechin and procyanidin B2 contgbmore than vitamin C to the total antioxidantgmtial of
apples (Lee, Kim et al. 2003). However, it is stitht understood how these compounds can transér th
antioxidant potential to the human body and whathis protective role of other constituents sucHilasrs

against these diseases (McDougall, Morrison et86; Lotito and Frei 2006).

To understand the favorable effects of phenolic paunds on human health, a large number of studige h

been devoted to apples in the past. The main dadsgolyphenols are monomeric and polymeric fla8asis
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(e.g., catechins or procyanidins), phenolic acidsy,( chlorogenic acid), flavonols (e.g., quercitrin) and

dihydrochalcones (e.gphloridzin) (Tsao, Yang et al. 2003).

The present study was carried out to develop adyag@nsitive and reproducible quantification metludd
phenolic compounds in order to conduct a genetidysbased on a large number of progenies. Indezspite
their great interest for the cider industry, noe@nstudy had yet been published for cider apfes.study was
based on a cider apple progeny containing 120rdifteindividuals. Because of the high number of gas) a

fast phenotyping method was required and the UHRh&thod seemed to be the most appropriate. Faster
methods have been recently proposed to quantifyppehols using more powerful chromatographic system
such as UHPLC coupled with a UV detector (Novakdpacil et al. 2010; Ortega, Romero et al. 20103 or

mass analyzer (Ortega, Romero et al. 2010; Ceynfemigoni et al. 2011).

Nevertheless, significant differences have alred#en reported between the quantification of phenoli
compounds obtained using the HPLC-UV and HPLC-M$hos. This disparity has often been associateld wit
co-elution phenomena and, more generally, with imagffects, particularly those observed in HPLC-UV

analysis (Weingerl, Strlic et al. 2009).

To define which detector could be adapted to oahical requirement, two UHPLC methods using a BMA
detector and an ESlI-triple quadrupole mass analyged in SRM (Single Reaction Monitoring) mode were
developed. UHPLC-UV and UHPLC-MS/MS were used staméously to quantify 15 major phenolic
compounds in cider apple juice. Both methods wegasately validated by linearity, limits of detectiand
quantification, recovery and precision tests. Addilly, both quantifications obtained for 120 sdespwere

used to compare results for major phenolic compsund

2. Materials and Methods

2.1. Standards and chemicals
LC/MS-grade MeOH was purchased from Carlo Erbaeetsg(Val de Reuil, France). Formic acid and acetic
acid of LC/MS grade were obtained from Fisher Sifier(lllkirch, France). Ultrapure water was obitad from
a MilliQ water purification system (Millipore S.AMolsheim, France). Standards of procyanidins B2, B5
and C1, 4p-coumaroylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid andlgyktin xyloglucoside were obtained from

Polyphenol Biotech (Bordeaux, France). (+)-catecliiirepicatechin, chlorogenic acid, phloridzin andin
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were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, Francejpétin was obtained from Extrasynthese (Genay,de&jan
avicularin was obtained from LGC Standards SARL @eim, France), and quercitrin was purified in the

laboratory (more than 80% purity).

2.2. UHPLC-UV-MS instrumentation and conditions
All UHPLC analyses were performed using a Thermael@ High Speed LC system (Thermo Scientific,
Gometz le Chatel, France) equipped with a refriggk@autosampler. Samples were injected into a ZoHuéips
Plus C18 column (2.1 x 50 mm, 1.8 um; Agilent) gsa 10-pL loop in partial loop mode. The column was
heated at 30°C and was equipped with an in-linerfi{0.2 um) (Thermo Scientific). The following gehts
were used: (A) 0.1% formic acid in water, and (Bthanol with a time gradient mode T (min)/%B: 0/101,0,

3/18, 11/18.5, 13/21.5, 17/25.5, 21/29, 23/32, @5I%he flow rate was set at 250 pL/min.

The UV experiments were performed with a Thermo ed@cPDA detector. Hydroxycinnamic acids were

detected at 320 nm and dihydrochalcones, flavoarudisflavanols were detected at 280 nm.

The MS experiments were performed with a Thermo T&@ntum Access MAX equipped with an electrospray
interface (ESI) operating in the negative ionizatrnode. Each standard was infused into the elgu@gson
source at 5 pg/mL in MeOH using a syringe pump #ibw rate of 250uL/min to determine the collision
energy, the tube lens offset and the SRM trangticiosen to be the most sensitive with the lowelision

energy for each compound (Table 1).

The Selective Reaction Monitoring (SRM) mode wasdu® quantify phenolic compounds. The ESI cond#io
were as follow: spray voltage, 3500 V; vaporizenperature, 350°C; sheath gas pressure, 48 arbitraty
(au); ion sweep gas, 1 au; auxiliary gas presdif@u; capillary temperature, 200°C; skimmer offSedu. The
collision gas used was argon at a pressure of TarmThe data were processed using Xcalibur sowa.1).

The retention times (Rt) of each compound are lggged in Table 1.

Moreover, the method described made it possiblsefmarate and quantify the major phenolic compowids
apple juices in 35 min. Quantifications were siranéiously performed with a UV-PDA detector and am- ES
triple quadrupole mass spectrometer. The specteyndatert valve was set to the waste position duthre first

minute to prevent more polar compounds such asspotharides from entering the ion source.
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2.3. Preparation of standard solutions
A 1 mg/mL stock solution was prepared for eachddiathin MeOH and stored at -80°C (except for chijeroc
acid and epicatechin: 10 mg/mL). Stock solutiongeveombined into one single solution accordinghe t
expected relative proportions of each compoundiigeted apple juices. This single solution washirdiluted
in order to prepare different working solutions (S¥y SWS2 and SWS3; data not shown). Calibratiomesur
were fitted for each standard using ten differémalfconcentrations corresponding to the appropniahge for
each compound (e.g., 0.5-500 ng injected for cate€h015-50 ng injected for hyperin). Five reptes were
taken and the mean linear regression of the maasadyte injected versus its peak area was usadakbration

curve. The SWS solutions were stored at -80°C.

2.4. Sample preparation
The progeny used in this study was derived from IMRA hybrids, X5210 and X8402, crossed in 200Q] an
composed of 120 trees. Trees were planted on tweir roots in 2003 in the orchards of the Horticrgtu

Experimental Unit at INRA, Angers-Nantes.

Fruits (1 kg/tree) were harvested between Septemmb@érNovember 2010 at the mature stage “50% codrfall
fruits” which is the harvest stage in commercialeri orchards. The two hybrids used to validatentethod
(P12R3A28 and P12R3A67) were harvested in Septe2®@®. Whole fruits were then cored and crushed to

extract the juices. Sodium fluoride was addedap sthenolic oxidation and apple juices were state@®0°C.

Sample stability was estimated with three replieaier tree prepared according to the two methodsribed
above and stored at -80°C. Samples were then dedrosixed and placed in the autosampler 5 minogdsre
analysis began. Full analysis was completed aftdrouirs with injections every 5 hours. Stabilityswestimated

through ANOVA analysis.

2.5. Validation study
The method was developed on the 15 major phenoligpounds present in apple juices. Limits of debecti

(LOD) and quantification (LOQ), linearity, recoveaynd precision of the method were evaluated.
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For the LC-UV and LC-MS/MS methods, LOD and LOQ &estimated by injecting serial dilutions of worin
solutions with the final criterion signal-to-noisatio (S/N) of 3 and 10, respectively. The linearitf the
calibration curves was assessed by injecting tdonwes of SWS in five replicates. Residuals (diffexe
between nominal concentration and calculated cdretéon by the linear model) and their distribution
(normally distributed around the mean) were moeitiorThe recovery of the method was tested in bpghea
juices, P12R3A28 and P12R3A67, with the additiodl@® pL of SWS1. These two mixes (P12R3A28-SWS1
and P12R3A67-SWS1) were analyzed in triplicate [(linjection). Results were expressed for each aedly
comparing their levels in spiked samples with thobéained in initial juices to which a known amougft
analyte was added: recovery (%) = (am@uat amouniysed/amounteasuredl00. The precision of the method,
expressed by the relative standard deviation (R9DwWas estimated by measuring the compound levels i
several replications of both apple juices. Theahttay variation was evaluated on five replicatebath apple

juices, whereas the inter-day variation was evatliah three replicates per juice on three diffedays.

3. Results and Discussion
3.1. Sample preparation

During this study, two analytical methods for théagtification of the major polyphenols in applecgs, i.e.,
UHPLC-UV and UHPLC-MS/MS, were applied to a largember of apple juice samples (batch of 120 juices i
triplicate), leading to long waiting times in thaetasampler. To evaluate the stability of phenobienpounds
based on former observations, a quantificationashecompound was made every 5 hours for a storadgedp
(autosampler at 4°C) of two days (Suarez, Picirgtlial. 1998). Two sample preparations were testedfirst
one consisted in the injection of the raw appleguiwhereas the second one corresponded to aodilwith an

equal volume of MeOH with 1% acetic acid.

A significantly better stability of compounds ovkt hours was obtained under acid conditions (detamown).

3.2. UHPLC-UV& UHPLC-MS/MS conditions
Optimization of the chromatographic conditions vgagded by the research of resolution values of catja
peaks greater than 1.5. Separations were perfowithda total run time of 35 min in order to avoid-elutions
that could have significantly impaired the UV qufication of polyphenols (except for compounds 1@l d1;

Fig. 1). The analysis time was divided into thregraents in the ESI-triple quadrupole mass spectennd he
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first one (0 to 2 min) made it possible to avoigausignals. The second one (2 to 28 min) was tsadalyze
more polar phenolic compounds. In this segmeng swmpounds were analyzed in parallel with a scifthw
and time fixed at 0.5 m/z and 0.08 s, respectivehe third segment (28 to 35 min) made it possiblanalyze
less polar compounds. Six compounds were therg/zeilin parallel (0.5 m/z and 0.08 s). With thesguced
scan times, the digital resolutions were still ight for automatic integration and quantificatigkt the same
time, a full scan analyses was completed in thel thiladrupole between 150 and 1160 m/z, with a So@nof
0.289 s. Additionally, the SRM mode developed iis tinethod allowed an accurate identification widryw
good signal-to-noise ratios for compounds of irge(Eig. 2). Indeed, 4-caffeoylquinic acid, rutipyercitrin and
avicularin compounds could be easily quantifiederewhen they were barely detected in the TICs gleap

juices.

These conditions allowed us to separate major gitec@mpounds in 35 min. This time analysis is lenthan
that reported by Ceyman et al. (2011) (Ceymannigémi et al. 2011). We chose to increase analysis to
separate all major phenolic compounds present pieajuice, especially to avoid, as much as possibte
elutions that may affect UV and mass quantificatioinie to possible matrix effects already reportgather
authors (Weingerl, Strlic et al. 2009; SallustiogliNet al. 2011). The chromatogram obtained undesé
conditions is available to quantify 25 additionahtgounds identified primarily as polymeric flavasiodubject

to the availability of standards.

3.3. Method validation
Both methods (UHPLC-UV and UHPLC-MS/MS) were vatith for quantification of the 15 major apple
phenolic compounds, in accordance with performamiteria, by assessing precision, recovery, lingatiOD
and LOQ. The slopes, linear ranges, correlatioffficeents of the calibration curves, LOD, LOQ, pigon and
recovery data are summarized in Table 2. The poecisf each method was evaluated including estonatiof
the intra- and inter-day variations. It is expresses a relative standard deviation (RSD %). Exdept4-
caffeoylquinic acid, intra-day RSD values for aingpounds were below 4.0% for the UHPLC-UV method an
5.8% for the UHPLC-MS method. Inter-day RSD varfeam 2.6 to 6.2% (11.6% for 4-caffeoylquinic acid)
with UV detection, and the values recorded with téSection were slightly higher with variations ramgfrom
3.0 to 10.0%. The recovery of the methods wasddstehe two apple juices, P12R3A28 and P12R3A8%h w
the addition of SWS1. For recovery rates, the tesuibtained ranged from 94.3 to 110.4% with UV dida

and from 91.2 to 113.3% with MS detection (Tablflo2P12R3A28 apple juice). The recovery was moenth
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95% for most of the major phenolic compounds wite two methods. The error range, from 5 to 13%, for
epicatechin, procyanidin C1, gteoumaroylquinic acid and flavonols, is acceptalgaen the number of
simultaneous quantified compounds and requiremfartgenetic studies. The linearity of the methodswa
evaluated with the injection of the SWS at tendtign volumes, in five replicates. For each commhuhe
range of linearity was assessed after control efrésiduals. Calibration data from both methodscatdd the
linearity for all standards of the UV detectio0.990) and the MS detectiori%¥p.989). As expected, the LOD
and LOQ were higher for UV detection with valuedepending on standards — comprised between 0.33 and
ng (LOD) and 0.5 and 10 ng (LOQ), when comparethtzse recorded for MS detection of 0.003 and 2 ng

(LOD) and 0.007 and 6.67 ng (LOQ).

3.4. Comparison of the UHPLC-UV & UHPLC-MS/MS methods
Apple juices were prepared from 120 progenies aexkwvanalyzed in triplicate in both methods. Tabkh8ws
the range of each compound present in the appteguprepared from the apple progeny studied. Therma
compound of apple juice is chlorogenic acid, witmeentrations ranging from 97.23 to 741.1 pg/mLIapp
juice. Procyanidin B2 is the second major compowitd concentrations ranging from 76.2 to 355.7 |lg/ithe
least concentrated compound is rutin, with a cotraéian ranging from 0.16 to 1.75 pg/mL. These lssare in
accordance with former studies published on cig@feajuice (Kahle, Krauss et al. 2005). For alhst@rds, the
concentrations measured by the two methods in gpjes were in agreement over the range of caldma
with correlation coefficients r2> 0.948, except fawicularin and hyperin, with r2=0.898 and r?=0.861
respectively (Fig. 3). The slopes of the linearresgion obtained by comparison of the quantificatid 120
apple juices with the UV-PDA detector and the B¢ quadrupole mass spectrometer (Fig. 3) rariged
0.468 (avicularin) to 1.345 (chlorogenic acid). Royperin, procyanidin B1, procyanidin C1, catechn,
caffeoylquinic acid, phloridzin and phloretin xylagoside, the slope values (around 1.0 + 0.1) euéid that
UV gquantification was in accordance with MS/MS qiifgcation. There seems to be no systematic biashiese
compounds in both methods (no co-elution phenomemanatrix effect). Despite the independent vailaabf
the two methods, the quantifications were not eajeivt for five compounds. On one hand, chloroganid was
overestimated with the UV-PDA detector compareth®oMS quantification (slope value: 1.345). Makffects
are generally associated with response suppressi@cts, as observed in ESI-MS quantification, when
compared to other detection methods (Cappiello,iflanhet al. 2008; Weingerl, Strlic et al. 2009)nder our

conditions, a co-elution phenomenon probably ergldhe UV/MS differences in chlorogenic acid estiores
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(Caporossi, Tranfo et al. 2010). Indeed, this aealyas co-eluted with an unidentified compound witisitive
UV absorbance at 320 nm and which was not quadtifieder SRM conditions with MS filters at 353 ariR1
uma. This hypothesis was supported by the emergeha weak peak at 436.7 uma under UHPLC-MS
conditions, at the same retention time as chloriegaeid. Despite the use of the UHPLC system araladively
long time analysis, the chromatographic resoluticas not sufficient to avoid co-elutions for concated

compounds such as chlorogenic acid in apple juitks.use of SRM was therefore well adapted indasse.

On the other hand, quercitrin, epicatechin argebumaroylquinic acid, as well as avicularin, warelerrated
with the UV-PDA detector compared to the MS quacuifon (slope values: 0.782, 0.629, 0.649 and &).46
respectively). Several studies have already repaitailar results without any additional explanati®eingerl,
Strlic et al. 2009; Sallustio, Noll et al. 2011)Jn& we compared the results obtained from simatias UV and
MS analysis here, samples or standard preparatimuig not be implicated in these variations. Resodtuld be
explained by matrix effects, often highlighted i€{ESI-MS, with an increasing ionization responssoagted
with co-eluting components. The recovery test tsswbtained for the P12R3A28 apple juice for these
compounds seem to be in accordance with this hgsatlsince four of the five results obtained asehighest
ones in this assay. However, results obtainedHersecond apple juice, P12R3A67, were better adichali
show any matrix effects. Nevertheless, it remaiifificdlt to draw conclusions on the basis of thessults. It
therefore appears that LC-MS quantifications carreubiquitously applied to the linear quantifioatiof all
phenolic compounds, especially when dealing witmglex matrixes such as apple juices. Further studid
then be required to validate our explanations. Hedo et al. (2007) have already proposed to gredtije the
sample in order to reduce the presence of mattecference (Hernando, Ferrer et al. 2007). Howetes is

only applicable for some apple juices that areisiefitly concentrated to be quantified with boththoals.

Conclusion

The use of the UHPLC system to separate phenofigpoonds in apple juice allowed a more sensitiverante
rapid analysis than conventional HPLC. The two méhfor the quantification of phenolic compoundsjiple
juices by UHPLC-UV and UHPLC-MS/MS were validated e basis of LOD, LOQ, linearity, recovery and
precision tests. A total of 120 different samplésider apple juice were analyzed using these twethods, and
12 major compounds were quantified with both meshaad then compared. Good correlations, rangingdsst
0.860 and 0.989, were obtained for all compoundsvéver, the slope value showed an overestimaticihef

UV detector for chlorogenic acid and an overestiomtof the mass analyzer for epicatechinp-4-
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coumaroylquinic acid, avicularin and quercitrin.eTéverestimation of chlorogenic acid could be exgld by a
co-elution with an unknown compound, highlightitng tadvantage of using the SRM mode to quantifylhigh
concentrated compounds. For the four other compguedme matrix effects may be responsible of the

overestimation.

Even if these five compounds are relatively ovémestied with one detector, the high correlation ot
obtained indicates that both methods are well aghfidr genetic studies. Moreover, UHPLC-based nusho
make it possible to significantly reduce the analysne and to provide a better resolution, comgaceHPLC
methods. Given the large number of samples reqdimedenetic analysis, UHPLC is the preferable rodtto

be used in genetic studies.
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Figure 1. UHPLC-ESI Total lon Current (TIC) A) and UHPL-UV (A 280 nm) B) chnmatograms of standa
working solutions. Procyanidin E(1), catechin (2), chlorogenic acid (3), procyaniB2 (4), ¢caffeoylquinic
acid (5), epicatechin (6), procyain C1 (7), «~p-coumaroylquinic acid (8), procyann B5 (9), hyperin (10

phloretin xyloglucoside (11), phldzin (13), avicularin (14) anquercitrin (15).
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Figure 2. UHPLC-UV TIC (A 280 1m, A) and UHPL-MS/MS in Single Reaction Moioring (SRM) optimizec
for procyanidin B: 577 m/z pareions and 289 m/z fragment ions were selected gollision energy at 16 '
(B); and for rutin: 609 m/parent ons and 300 m/z fragment ions were selected wollision energy at 40 °
(C). Procyanidin B1 (1), catect (2), chlorogenic acid (3), procyanidin B2 (4)-caffeoylquinic acid (5)
epicatechin (6), procyanidin C1 ), 4-p-coumaroylquinic acid (8)procyanidin B5 (9) hyperin (10), phloreti

xyloglucoside (11), rutin (12), phtidzin (13), avicularin (14) and quercitrin (1
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Tables

Table 1.Retention time (Rt), MS/MS fragment ions, collisienergy (CE) and Tube Lens Offset (TLO) for the

15 major phenolic compounds of apple juices.

Compounds R, (min) Precursor ion [M-H]  (m/z) Fragments [M-H] (m/z) CE (V) TLO (a.u.)

PB1 6.8 577 289 30 159
Ca 9.1 289 245 16 159
CA 11.2 353 191 22 62

PB2 12.5 577 289 30 159
4CA 135 353 173 20 58

ECa 17.6 289 245 16 159
PC1 18.0 865 289 45 159
4PCQA 18.6 337 173 16 159
PB5 27.2 577 289 30 159
QGa 30.8 463 300 32 159
PLXG 31.0 567 273 20 139
QR 31.6 609 300 40 159
PLG 32.8 435 167 32 159
QA 33.7 433 300 15 160
QRO 34.2 447 300 32 159

®PB1: procyanidin B1; Ca: (+)-catechin; CA: chlorageacid; PB2: procyanidin B2; 4CA: 4-caffeoylquini
acid; ECa: (-)-epicatechin; PC1: procyanidin C1C@A: 4p-coumaroylquinic acid; PB5: procyanidin B5;
QGa: hyperin; PLXG: phloretin xyloglucoside; QRtiny PLG: phloridzin; QA: avicularin; QRh: querditr
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Table 2. Calibration curve parameters for the 15 major plhiermmmpounds according to UV or MS detection aesuits of the validation study for P12R3A28

apple juice.

. Precision RSD RSD  Recovery

b Correlation Linear range® LOD® LOQ® Juice

Compound$ Regression equatio Added® Measured

coefficient (r) (%) (%) (%)
Intrd"  Intef
UHPLC-UV
PB1 Y=21689+2153.2X 0.9923 13.30 -500 0.3 1.7 24.33 4.1 10,00 36.26 1.0 95.9
Ca Y=-489.51+3086.7X  0.9989 4.0-150 0.5 2.0 18638 1 4.1 3.0 20.83 2.3 103.8
CA Y=45046+9890.3X 0.9997 20-1500 <0.5 05 1103% 2.6 30,00 138.14 1.7 101.6
PB2 Y=13047+1674.0X 0.9944 13.3-500 0.7 6.7 76.826 2 2.6 10,00 92.1 2.7 94.3
4CA Y=8413+8554.6X 0.9912 1.67-25 0.3 1.7 244 53 11.6 0.5 3,00 9.5 98,00
ECa Y=-23692+3783.4X 0.9971 33.3-500 0.7 1.7 67.334 2.9 10,00 73.37 11 105.2
PC1 Y=12620+1922.0X 0.9900 20-300 1.0 4.0 51.58 3.73.2 10,00 57.29 5.8 107.5
4PCQA Y=9224.5+10112X 0.9999 1.67-500 0.3 0.7 22.162 2.6 10,00 32.23 2.2 99.8
PB5 Y=-390.79+3058.7X  0.9995 1.78-66.5 0.9 1.8 454.0 4.2 1.33 5.74 21 101.7
QGa Y=-1292.4+7250.6X  0.9994 1.33-50 3.3 10.0 5.18.3 2.9 1.0 5.78 4.7 106.9
PLXG Y =935.15+5226.0X  0.9997 2.0-150 0.5 1.0 58.62.1 2.8 3.0 22.19 4.5 97.6
QR nd nd nd nd nd nd nd nd 0.1 nd nd nd
PLG Y=-782.23+8112.4X  0.9998 1.33-100 0.3 1.3 6.86..8 3.2 2.0 8.54 2.1 103.8
QA Y=-665.42+7232.9X  0.9991 3.33-50 3.3 100 335.22 38 1.0 3.94 3.0 110.4
QRh Y=-2177.8+5159.0X  0.9994 4.0-150 4.0 10.0 3.32.7 6.2 3.0 6.04 1.4 104.6
UHPLC-MS/MS
PB1 Y=-42711+39800X 0.9970 6.67 -500 0.2 0.17 23.896 10.7 10.00 34.14 2.7 99.3
Ca Y=-92586+46791X 0.9938 4.0-150 2.0 4.0 1531 4498 3.0 18.44 5.7 99.3
CA Y=7634200+302370X 0.9922 20-1500 0.5 1.0 12638 6.8 30.00 171.18 2.9 91.2
PB2 Y=-3107.7+29137X  0.9968 1.67-500 0.2 0.33 66.(67 8.1 10.00 77.18 3.1 98.6
4CA Y=39949+297480X 0.994 0.33-25 0.08 033 1998 6. 9.0 0.5 2.42 2.8 102.7
ECa Y=-328880+53294X  0.9957 13.3-500 1.7 6.7 69.881 8.8 10.00 80.03 3.7 99.8
PC1 Y=12323+20204X 0.9976 4.0-300 <0.1 0.2 34.013 0. 4.9 10.00 41,00 1.4 107.4
Y=-
4PCQA 1655300+131390X 0.9893 0.67-500 0.17 0.67 2146 25 3.0 10.00 27.76 2.6 113.3
PB5 Y=-9772.9+37935X  0.9961 0.89-66.5 0.08 0.2 3.22.3 5.07 1.33 4.46 4.9 102.4
QGa Y=-66428+333280X  0.9977 0.67-50 <0.@e02 4.9 2.8 3.5 1.0 5.76 3.8 102.4
PLXG Y=565330+480430X 0.9981 2.0-150 <0.0B0 21.46 3.9 5.0 3.0 24.81 3.0 98.6
QR Y=-10222+570740X  0.9991 0.070-5 0.003 0.007 0.17.2 3.7 0.1 0.19 5.7 102.8
PLG Y=-4619.6+198410X 0.997 0.33-100 <0.0R03 6.68 54 5.2 2.0 8.33 3.1 104.1
QA Y=-61100+84940X 0.9973 1.33-50 0.17 1.3 284 58 4.0 1.0 3.46 2.7 110.9

QRh Y=-218580+174400X 0.9972 2.0-150 <0.@b05 3.68 4.2 3.9 3.0 5.96 1.4 112.1




*PB1: procyanidin B1; Ca: (+)-catechin; CA: chlorageacid; PB2: procyanidin B2; 4CA: 4-caffeoylquinicid; ECa: (-)-epicatechin; PC1: procyanidin C1;
4PCQA: 4p-coumaroylquinic acid; PB5: procyanidin B5; QGapahsin; PLXG: phloretin xyloglucoside; QR: rutin; BL phloridzin; QA: avicularin; QRh:
quercitrin.

by = peak area; x = concentration of compound (pg/mL

‘in nanograms

Yintra-day (n=5)

finter-day (n=3x3)

frecovery (%) = (amoupke + aMOUN ged/@aMOUNkeasured 100%

nd: not detected
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Table 3.Range of concentrations of different phenolic coomuts quantified with the UV-PDA detector and the
ESlI-triple quadrupole mass analyzer in 120 apptegiprepared from the progeny, X5210 x X8402.

UHPLC-UV UHPLC-MS/MS
Compoundg’ Min " Max” Min " Max®
PB1 16.7 231.7 39.1 326.7
Ca 5.6 138.2 11.9 105.5
CA 89.3 2240.9 97.3 741.1
PB2 120.1 650.3 ng ng
4CA 34 17.8 1.8 12.4
ECa 54.3 298.5 49.4 246.8
PC1 54.9 269.7 54.1 242.8
4PCQA 2.9 394.1 12.2 126.3
PB5 6 35.7 ng nq
QGa 6.7 23.7 2.3 12
PLXG 13.3 113.9 14.6 126.9
QR nd nd 0.2 17
PLG 7.5 74.1 6.3 44.3
QA 6.8 20.6 2.8 10.3
QRh 9.2 76.6 3.8 37.2

®PB1: procyanidin B1; Ca: (+)-catechin; CA: chlorageacid; PB2: procyanidin B2; 4CA: 4-caffeoylquini
acid; ECa: (-)-epicatechin; PC1: procyanidin C1C@A: 4p-coumaroylquinic acid; PB5: procyanidin B5;
QGa: hyperin; PLXG: phloretin xyloglucoside; QRtiny PLG: phloridzin; QA: avicularin; QRh: querditr

®in pg/mL apple juice

nd: not detected

ng: not quantified
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Chapitre 11 :

Analyse des données de phénotypage et comparaison
des profils phénoliques obtenus dans les jus de
pomme et les fruits préparés 3 partir d'une

descendance de pommiers 3 cidre.
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Contexte

La descendance de pommiers étudiée au cours de cette thése a été réalisée a I'origine pour
la création de nouvelles variétés cidriéres. Elle est issue du croisement de deux hybrides
sélectionnés l'un pour ses qualités cidriéres, I'autre pour sa résistance aux maladies. Les
462 arbres qui composent cette descendance sont plantés sur le site de I'INRA d’Angers.
Cette descendance a été sélectionnée dans le cadre du programme interrégional
INNOVACIDRE (2005-2010) qui a eu pour objectif la sélection de nouveaux géniteurs de
pommiers a cidre. Dans le cadre de ce projet, des analyses sur la teneur en composés
phénoliques des fruits ont été réalisées a 'INRA de Rennes pour les fruits récoltés entre
2007 et 2010. Leur dosage dans les jus et la cartographie de QTL ont été réalisés dans le

cadre de cette these.

Avant de réaliser la détection de QTL, nous avons souhaité étudier les différences
guantitatives et qualitatives existantes entre les extraits de fruit analysés a 'INRA de Rennes
et les jus de pomme préparés a Angers. Les variations liées a I'année de récolte ont
également été pris en compte. Dans |'état actuel de nos connaissances, aucune étude n'a

fait état de I'analyse des profils phénoliques au sein d'une descendance de pommes a cidre.

Les concentrations et les profils phénoliques observés dans la descendance sont
représentatifs des principales variétés a cidre Européennes décrites dans la littérature, aussi
bien pour les jus que pour les fruits. Les composés phénoliques sont plus concentrés dans
les fruits, en lien avec leur rendement d’extraction. Tous les composés ont un effet génétique
significatif mais pour certains flavonols, l'effet de I'année de récolte est supérieur.
L’héritabilité calculée est forte pour tous les composés, avec des valeurs plus faibles pour les

jus.

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication soumise dans « Journal of the Science of Food

and Agriculture ».

Les distributions des données phénotypiques obtenues dans les fruits en 2008 et 2009 et

dans les jus en 2009 et 2010 (UV et SRM) sont présentées en Annexe IV.
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Abstract

Background: Polyphenols have a favorable antioxigarential on human health, suggesting that thijh

content in apple is responsible for the benefiefédcts of apple consumption. They are also linicethe quality
of apple juices and ciders since they are predamtijnaesponsible for astringency, bitterness, calod aroma.
Major phenolic compounds were quantified by ligetlsromatography in fruits and juices from a cideplap
progeny harvested for three years. The total comteprocyanidins and their average degree of pelymation

(DPn) were also determined in fruits by phloroghatysis. Variability and extraction yield of thesempounds

were determined.

Results: The variability observed in the progenys wepresentative of the variability observed in ynaider
apple varieties. Hydroxycinnamic acids were the tn@dractable group, with an average extractiondyaf

67%, whereas flavonols and anthocyanins were twt.le

Conclusion: This study is the first one to introdueariability and extraction yields of the main phkc
compounds in both fruits and juices of a cider agpiogeny. This dataset will be used for an upcgn@iL

mapping study, an original approach that has negen undertaken for cider apple.

Keywords: Malus x domestica; cider apple; phenolic compound; extractabilithlgsoglucinolysis.
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1. Introduction

Apple is one of the most highly produced fruitghie world, with more than 69.5 million tons prodddée 2010
over an area of 4.7 million hectares (FAO, httpdétat3.fao.org/). Cider is made using specifidetias of
apple that are different from the ones used foselesapple production. A large number of cider aprieties
are grown throughout the world, with a wide diversn terms of organoleptic criteria (including @stency,
bitterness, aroma, color and acidity), crop managerand disease resistance (Bore and Fleckingéf)198is
variability among varieties in different countrigsvery pronounced, particularly with regard toithmlyphenol
composition (Sanoner, Guyot et al. 1999; Alonse&s| Barranco et al. 2004; Marks, Mullen et al. 0@or

these reasons, they can serve as a relevant gezsiiarce for breeders.

Six main phenolic groups are present in apple:aftals, which are subdivided into monomers (i.eteaans)
and oligomers (i.e., procyanidins, also referred @8 condensed tannins), hydroxycinnamic acids,
dihydrochalcones, flavonols and anthocyanins. Hygtmnamic acids are mainly represented by 5-
caffeoylquinic acid (often referred to as chloroigearcid), 4-caffeoylquinic acid and gkeoumaroylquinic acid.
Flavanol monomers are mainly represented by (+et@h and (-)-epicatechin, the latter being the tmos
abundant in apple. Procyanidins are the group thiéhhighest global concentration in apple and #rgelst
number of compounds (Guyot, Le Bourvellec et aD20Each compound is differentiated by the natirthe
constitutive flavanol units, the polymerization deg and the position of the interflavanic linkagékerefore,
this polydispersity (or the heterogeneity of thetiibbution of molecular masses) in apple makedfiicdlt to
individually quantify procyanidin molecules with lgmerization degrees above 3-4. However, the use of
acidolysis in the presence of nucleophiles (ilgiglysis or phloroglucinolysis), coupled with HPL&Dhalysis,
makes it possible to characterize and quantifygliodal procyanidin fraction in crude apple samglésiyot,
Marnet et al. 2003). Dihydrochalcones are mainlyresented by phloridzin (phloretin @-glucoside) and
phloretin xyloglucoside in apple. Flavonols are essimlly represented by quercetin glycosides, nyainl
avicularin (quercetin-®-arabinoside), hyperin (quercetin€galactoside), isoquercitrine (quercetiro3-
glucoside), quercitrin (quercetin@-rhamnoside), reynoutrin (quercetincBxyloside) and rutin (quercetin-G-
rutinoside). They are mainly present in the skirhaf fruit, along with anthocyanins, essentiallgressented by

ideain (cyanidin-39-galactoside) (Marks, Mullen et al. 2007).

Phenolic compounds are directly linked to the majayanoleptic criteria of apples and their produetsple
juice, cider, etc.). Procyanidins are directly mmsgble for the astringent sensation resulting framir

complexation with salivary proteins. They are alsolved in the bitter taste of cider as the resdilspecific
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interactions with bitterness receptors in the motitie intensity of these sensory properties isctlirdinked to
the procyanidin structures and, in particular, itideigree of polymerization (Lea and Arnold 1978&)ld@ogenic
acid is the preferential substrate of the polyphemddase. In the presence of oxygen, it is enzicaly
converted intadO-quinone, which further reacts with catechins, gemidins and dihydrochalcones, resulting in
the formation of oxidation products including ysll@range molecules responsible for the color ofl@jyice
and cider (Oszmianski and Lee 1990; Song, Yao.&0fl7; Guyot, Bernillon et al. 2008). Moreoverridg the
fermentation step of cider making, the ester hygislof hydroxycinnamic acids could be the precusgesome

aromatic compounds (Herrero, Cuesta et al. 1999).

In addition, it has been reported that phenolic poumds are involved in the health benefits of fraiid
vegetable-rich diets (Crozier, Jaganath et al. 20@8ples are widely consumed throughout the ward are
rich in strong antioxidant polyphenols, includingegcetin, (+)-catechin, phloridzin and 5-caffeoyigqa acid.
Epidemiologic studies have shown that apple consiemgs linked to the reduced risk of some cancers,

cardiovascular disease, diabetes and asthma (Bogekiu 2004; Biedrzycka and Amarowicz 2008).

A wide variability of phenolic compound concenteaiis is observed among apple varieties, and cidele age
usually more concentrated in polyphenols than deagple varieties (Sanoner, Guyot et al. 1999pT¥ang et

al. 2003).

A considerable difference between the phenolicemnof fruits and juices has already been repoited. work

of Guyot et al. (2003) on hydroxycinnamic acidsavéinols and dihydrochalcones has shown that the
transferability of phenolic compounds during ju®@cessing can be very different according to #gety. For
example, it ranges from 57% for the ‘Avrolles’ \&ti, to 77% for the ‘Kermerrien’ variety (Guyot, ket et al.
2003). However, the juice of polyphenol-rich vagst has a higher phenolic compound content. This
observation is also true for all phenolic group#ffddences among fruits and juices were mainly akm@d by

the extraction yield of phenolic compounds duringrg processing. Monomers and polymers of flavahals

the smallest transferability rate as a result efrthigh retention in the mash, explained by tladfinity for cell

wall components (Renard, Baron et al. 2001). Therifagation of the juice further reduces the cartcation of
procyanidins and the mean polymerization degreerdmoving tannins associated with fruit solid parts
suspended in the raw juice (Guyot, Marnet et aD3}0Moreover, the release of polyphenoloxidaseQ)PP
during grinding in addition to juice oxygenationusas the degradation of some phenolic compounds
(Oszmianski and Lee 1990). The addition of sodidnorfde during juice processing makes it possilde t

inactivate the PPO and to limit the degradationahpounds by oxidation (Ding, Chachin et al. 1998).
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Numerous studies have focused on the genetic kEspkenolic compounds (Barriere, Thomas et al. 2008
Rezaeizad, Wittkop et al. 2011; Shao, Jin et al.12(Huang, Doligez et al. 2012). Anthocyanins haeen
particularly well studied in fruits since they arajor contributors to fruit quality (Fournier-Leyéle Cunff et

al. 2009; Hackett, Russell et al. 2010; Dobsonh@na et al. 2012). A cluster of three MYB genes Iaed in
the anthocyanin content was identified followin@@L study on grape (Fournier-Level, Le Cunff et2009).

In apple, two studies have recently been publigire@TL detection of phenolic compounds measuretéssert
apple progenies (Chagne, Krieger et al. 2012; Kli@hibon et al. 2012). Chagne et al. (2012) repothed
quantification of 16 and 23 phenolic compounds Wwo tdifferent harvesting years using an ultra-high
performance liquid chromatograph (UHPLC) couplechttyV-PDA detector. Khan et al. (2012) reported the
guantification of 81 phenolic compounds belongioghe two groups of phenylpropanoids and polypreinol
the skin and the flesh, using a high performangeidi chromatograph (HPLC) coupled to a mass speetier
associated with MSClust software. To our knowledhese are the only studies that have been dont@eon

variability of phenolic content existing within apple progeny.

Since cider apples contain many more phenolic camgs than dessert apples, a progeny derived froross
between a cider and a dessert apple was studigerfiorm a genetic study on phenolic content. Atidhstudy
was first carried out to develop a liquid chromasgy method suitable for the quantification of angghenolic

compounds in juices (Verdu et al., submitted).

2. Material and methods

2.1. Phenolic standards and chemicals
LC/MS-grade MeOH was purchased from Carlo Erbaerty(Val de Reuil, France). Formic acid and acetic
acid of LC/MS grade were obtained from Fisher Sifier(lllkirch, France). Ultrapure water was oltad from
a MilliQ water purification system (Millipore S.AMolsheim, France). Standards of procyanidins Bd B8, 4-
p-coumaroylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid andlgrktin xyloglucoside were obtained from Polyphenol
Biotech (Bordeaux, France). (+)-catechin, (-)-efgchin, 5-caffeoylquinic acid, phloridzin and rutimere
purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France). Hyperisoquercitrine and quercitrin were obtained from
Extrasynthese (Genay, France), and avicularin wéaireed from LGC Standards SARL (Molsheim, Fran¢e).
)-Epicatechin-phloroglucinol adduct was purifiedtive laboratory. Reynoutrin was identified accogdio its

m/z ratio and its retention time (Schieber, Ke#ieal. 2001).
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2.2. Plant material
The material was a cider apple progeny consisti@g8s individuals derived from a cross betweenhigbrids
X5210 and X8402. The former (X5210) is derived frdine cider variety, ‘Kermerrien’, whereas the latte

(X8402) is a dessert apple hybrid whose grandpsuientude the two varieties, ‘Florina’ and ‘Prima’.

The cross between X5210 and X8402 was made in Z0@0tlets were selected in a greenhouse for sedb a
powdery mildew resistance. Trees were planted D824 the INRA Horticulture Experimental Unit in gers,

France, with their roots.

This study was carried out both on fruit extraatsl apple juices. Fruit extracts were prepared f@@rapples
harvested in 2008 and 137 harvested in 2009 (exfetw as FO8 and FQ9, respectively, in this papgsple
juices were prepared from 209 and 123 hybrids floenprogeny harvested in 2009 and 2010, respegt{uéb
and J10, respectively). The fruits were collectetha mature stage “when 50% of the fruits haviefabff the

tree”, which is the harvest stage used in commilecidar orchards.

2.3. Sample preparation
2.3.1.Fruit sampling and sample preparation
For each individual, 30 fruits were randomly colégtfrom one tree and divided into three batchegmfruits.
For each batch, fruits were mechanically cut adogrdo a systematic procedure that made it posdible
randomly select four small pieces per fruit thatravénmediately frozen in liquid nitrogen (Renard03)
Samples were then freeze-dried and reduced toeadiml homogeneous powder with an electrical crusher
(Retsch, model YGG, Bioblock Scientific). The powslavere then kept under vacuum in a desiccatot unti

analysis.

2.3.2.Apple juice preparation
The apple juice preparation consisted of mixing §3tf cored apples using a juice extractor (Philif&l865),
adding sodium fluoride (200 mg'iof apple juice) to limit oxidation of phenolic cgmunds, and centrifuging at
15000 g during 15 min (Sigma 4K15) to recover tleaicapple juice. Following this preparation, oiéuwme of
methanol was added and the mixture was filtere@®RE filters (0.2 um, Uptidisc, Interchim, Frande&fore

chromatographic analysis.
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2.4. Quantification of phenolic compounds
2.4.1.Analysis method for fruit extracts
Methanol extraction of freeze-dried powders.Simple polyphenols, including monomeric catechilosy
molecular weight procyanidins, hydroxycinnamic aciflavonols, dihydrochalcones and anthocyaningewe
extracted from the powders using acidified methaRoécisely weighted aliquots of powders (in thel®0 mg
range) were extracted using 1.2 ml of pure methaaotaining 1% v/v acetic acid for 15 min in anragtonic
bath (Brasson 2200, USA). The mixture was thererfitl on PTFE filters (0.45 um, Uptidisc, Interchim,

France).

Acidolysis of procyanidin oligomers and polymers inthe presence of phloroglucinol (phloroglucinolysis
In previously published studies, (Guyot, Marnealet2001; Guyot, Le Bourvellec et al. 2002; Guydarnet et
al. 2003) acidolysis of procyanidins was appliedapple powders using an excess of benzylmercagam a
nucleophilic agent (thiolysis reaction). Phloroghat rather than benzylmercaptan was used in thislys
because of its advantages (odorless and non-t¢Majthews, Mila et al. 1997; Kennedy and Jones 2001
Moreover, comparative assays using thiolysis opglucinolysis revealed no significant differendegheir
efficiency to quantify and characterize the prodganfraction in crude apple samples (Marnet, Gugbfal.
2002). Interestingly, the phloroglucinolysis reaatileads to the depolymerization of procyanidirudtires
making the distinction between terminal and exi@msinits of procyanidins.Then, quantitative HPL2lgsis
of the phloroglucinolysis media allows the deteration of the total procyanidin concentration, ttaune and
the proportion of the constitutive units of procighns in the crude samples. This makes it possiblealculate

their average degree of polymerization (DPn) (Gultdrnet et al. 2001).

The phloroglucinolysis method was adapted from kelynand Jones (2001). Freeze-dried apple powdérs (3
mg) were treated with a solution of 0.3 M HCI in ®d containing 75 g L-1 phloroglucinol and 10 g L-1
ascorbic acid at 50°C for 50 min, and then combingd 1.2 mL of agueous sodium acetate to stopehetion.

The mixture was then filtered on PTFE filters (0%, Uptidisc, Interchim, France).

RP-HPLC of methanol extracts and phloroglucinolysisreaction media.HPLC analysis was performed using
a Waters 2690 separation module equipped with sosampler, a cooling system set to 4°C, and a \W&®@6

photodiode array detector. The column was a 250nmmx4D with a bead diameter ofifn, and an end-capped
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Purospher RP 18 column (Merck) maintained at 30t& mobile phase contained (A) 2.5% acetic acid(&)d
acetonitrile, which was previously degassed anah tbentinuously sparged with high-purity helium dhgri
analysis. The solvent system was a gradient of @epecetic acid, 2.5% v/v (solvent A), and acetiait
(solvent B). The following gradient was appliechatonstant flow rate of 1 ml.min-1: initial, 3% 8:5 min, 9%
B linear; 5-15 min, 16% B linear; 15-45 min, 50%liBear, followed by washing and reconditioning bét

column. The volume of injection was 10 pL.

The acquisition, integration and processing ofsigmal was controlled using Millennium software @Qgersion
2.1. Simultaneous monitoring was performed at 280 for flavan-3-ols and dihydrochalcones, 320 nm for
hydroxycinnamic acids, 350 nm for flavonols, an® 52n for anthocyanins. Spectra were recorded bet266
and 600 nm. Phenolic compounds were identifiedhenbtasis of their retention times and their charastic
spectra in comparison to available standards. Exoephe series of flavonols that were all quaatfat 350 nm
as hyperoside equivalent, the other phenolic comgsw@and phloroglucinolysis products were quantifisthg
their own calibration curve: 5-caffeoylquinic addd 4-p-coumaroylquinic acid were quantified at 329 (-)-
epicatechin, (+)-catechin, procyanidins B1 and BRloretin xyloglucoside, phloridzin and epicatecRibG
adduct were quantified at 280 nm ; and ideain,aifig molecule from the anthocyanin class considénetthis

study, was quantified at 520 nm according to ite @alibration curve.

2.4.2.Analytic method for apple juices

UHPLC analyses were performed using a Thermo Addeaja Speed LC system (Thermo Scientific, Gometz le
Chatel, France) equipped with a refrigerated aumpder. Samples were injected into a Zorbax Eclijs 18
column (50mmx2.1mm, 1.8 um; Agilent) using a 104pbp in partial loop mode. The column was heated at
30°C and was equipped with an in-line filter (O12)WThermo Scientific). The solvent system wasadgent of
aqueous formic acid, 0.1% v/v (solvent A), and raati (solvent B). The following gradient was apgl&t a
constant flow rate of 250 pL.mim initial, 0% B; 0-1 min, 10% B linear; 1-3 min, 8B linear; 3-11 min,
18.5% B linear; 11-13 min, 21.5 % B linear; 13-1ihn25.5% B linear; 17-21 min, 29% B linear; 2142,
32% B linear; 23-35 min, 50% B linear, followed Wgshing and reconditioning of the column. The vauorf
injection was 1pL. The MS experiments were perfatm@h a Thermo TSQ Quantum Access MAX equipped
with an electrospray interface (ESI) operatinghia hegative ionization mode. Each standard waséadfunto
the electrospray ion source at 5 pg b MeOH using a syringe pump at a flow rate of 280min™ to

determine the collision energy, the tube lens ofisel the SRM transitions chosen to be the mostitbes with
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the lowest collision energy for each compound. Bed¢ective Reaction Monitoring (SRM) mode was used t
quantify phenolic compounds. The ESI conditionsenas follow: spray voltage, 3500 V; vaporizer terapgre,
350°C; sheath gas pressure, 48 arbitrary units {@u)sweep gas, 1 au; auxiliary gas pressure,ul8apillary
temperature, 200°C; skimmer offset, O au. The sioli gas used was argon at a pressure of 1.5 milteerdata

were processed using Xcalibur software (2.1).

Phenolic compounds were identified on the basitheif retention times and their characteristic fnagtation
pattern in comparison with available standards. riifieations were performed in SRM mode, using the

calibration curves of standards.

In addition to procyanidins B1 and B2, ten otheljang@rocyanidins were individually quantified by BHC-
UV at 280 nm with a Thermo Accela PDA detectoruicgs prepared in 2010 to estimate the total cordén

flavanols.

2.5. Statistical analyses
Statistical analyses were performed with R softweagesion 2.13.1 (R Development Core Team 2008) and

GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software, San Die§§oUSA).

Two separate analyses of variance (ANOVA) werequaréd for fruits and juices, to evaluate the genetiect,

the harvest year effect and the interaction genefiear.

Principal component analyses (PCA) were perfornmediriiits and juices to estimate the correlatiotween
different traits. Each year was analyzed separdbelgause there were not enough individuals in commo

between the two harvest years.

Using the method of Guyot et al. (2003), the extoacyields were calculated for each compound, each
individual was analyzed for both fruit and juice eplblic content in 2009 as follows: Yield (%) =
(([CI*R)/[C4]*d)*100 where [G] and [G] were the concentration of the considered polyphénthe juice (mg
L™ and in the fruit (mg Kg), respectively. R was the extraction yield of jhiee (kg of juice per kg of fresh

fruits) and d was the density of the juice (K§L
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3. Results and discussion

3.1. Phenolic compounds in fruits
Four flavanols ((+)-catechin, (-)-epicatechin, praaidins B1 and B2), six flavonols (avicularin, leypside,
isoquercitrin, quercitrin, reynoutrin and rutinwd hydroxycinnamic acids (5-caffeoylquinic acid ade-
coumaroylquinic acid), two dihydrochalcones (ptdaim and phloretin xyloglucoside) and the anthoayan
ideain, were measured by HPLC-UV for two harvesirgeThe phloroglucinolyse reaction was used tiones

the total content of procyanidins and the averaggeak of polymerization of flavanols.

The total concentration of polyphenols in fruit sdes was comprised between 1058 and 6418 riigokdresh
weight (FW), with an average concentration of 2wy kg* (Table 1). These results are in agreement with tot
polyphenol concentrations determined in differeittec and dessert apple varieties (Table 2). Theesbw
concentration obtained in our progeny was closthéoones determined for the ‘Golden Delicious’ éssert
apple variety) and ‘Judor’ varieties (1040 mg'kgf FW), and the highest was close to that of tdercvariety
‘Jeanne Renard’ (6990 mg k@f FW) (Sanoner, Guyot et al. 1999). This widerga observed in our progeny
could be explained by the parents: X5210, a desoeraf the cider apple variety, ‘Kermerrien’ (4500 kg* of
FW in Sanoner et al. (1999)), and X8402 (1400 mg &GFW in our experiment), a descendant of the ehess

apple variety, ‘Florina’ (2240 mg Kgof FW in Wojdylo et al. (2008)).

Phloroglucinolysis coupled to HPLC analysis revdalet the most concentrated group was the flagamdiich
represented 65% of average total polyphenols irfrtie(Table 1). The total content of flavanolsiged from
592 to 4769 mg K§ of FW, with an average concentration of 1761 mg. Kthese results were consistent with
other results obtained on cider varieties, witlotaltflavanol content ranging from 621 to 6195 nag lof FW
(Sanoner, Guyot et al. 1999). The most concentratedpounds within flavanols were (-)-epicatechird an
procyanidin B2, with both concentrations close 10 g kg' FW (Fig. 1). They ranged from 33 to 574 mg‘kg
of FW for (-)-epicatechin, and from 49 to 460 mg'lkaf FW for procyanidin B2 (without one outlier 880 mg
kg'). These concentrations were consistent with prevaiudies (Table 2). The polymerization degreen)f
the flavanol class in the progeny was 3.0, randiog 2.1 to 5.6. This result was consistent withjonaider
varieties, mainly comprised between 3.7 and 7.5wéi@r, some varieties such as ‘Guillevic’ and ‘Alge’

could have a DPn that was higher than 40 (San@emt et al. 1999; Alonso-Salces, Barranco et@042.
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The second most concentrated group was hydroxyaifmacids, with 26.4% of average total polyphenols
(Table 1). The concentration of hydroxycinnamiadadin the progeny ranged from 86 to 2000 mg & FW,
with an average concentration of 715 mg ké-caffeoylquinic acid was the most concentratgdtdxycinnamic
acid and the most concentrated phenolic compouffidits, with an average concentration close to Btpkg"
FW and ranging from 79 to 1865 mgk¢Figure 1). These results were consistent witliptes studies done on
cider apples and high compared to dessert applEsigT2). In some varieties such as ‘Ellis Bitter’‘darry

Masters Jersey’, (-)-epicatechin is the major fphienolic compound (Marks, Mullen et al. 2007) .

Dihydrochalcones represent 4.8% of average tothippenols in the fruit (Table 1). Phloridzin andiqietin
xyloglucoside had proximate average concentraiiotise progeny, close to 60 mgkgf FW and ranging from
17 to 190 mg k4 for phloridzin (without one outlier at 250 mg g and from 6 to 180 mg Kgfor phloretin
xyloglucoside (Fig. 1). These results were constsiéth previous studies on cider apples and highan those

on dessert apples (Table 2).

Flavonols represent 3.5% of total phenolic compsunanging from 20 to 274 mg k@f FW, with an average
concentration of 94 mg Kg(Table 1). These concentrations were low comp#eatevious studies performed
on English cider apples where flavonol concentretianged from 149 to 1215 mgkgf FW in peel (Marks,
Mullen et al. 2007). However, the range betweenntiost and the least concentrated individuals wghkdmiin
our progeny (14-fold) than in English varietiesf¢8d). Quercitrin was the most concentrated flaupmdth
49% of total flavonol concentration ranging fromos161 mg kg of FW (Fig. 1). In previous works, hyperin
was commonly more concentrated than quercitrin Kglaullen et al. 2007; Wojdylo, Oszmianski et2008).
On average, it represented 34% and 33%, whereazimime represented only 13% and 23% of the total
flavonols in English cider and dessert apple vimsetrespectively. However, in some varieties sashthe
ancestor, ‘Florina’, quercitrin was the most coricated flavonol, with a concentration of 45 mgkef FW,
whereas the concentration of hyperin was 29 mg (Myojdylo, Oszmianski et al. 2008). Rutin was teasit
concentrated flavonol (3.8%) and the least conatadrphenolic compound, with concentrations ranfyiogn 1

to 10 mg kg of FW (without one outlier at 39 mg KgFig. 1).

Anthocyanins quantified in fruits represented 0.2%total phenolic compounds (Table 1). The maximum
concentration of ideain obtained in the progeny &@sng kg' of FW, which was low compared to previous

studies on cider apples but higher than conceatraiin dessert apples (Table 2).
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ANOVA was carried out with 14 common individualsrbested in 2008 and 2009. The genetic effect, Isarve
year effect and the interaction genetic x year veggaificant for all compounds (Supplementary daghle S1).
For most compounds, the genetic factor is the rnmogbrtant. However, for the flavonols aviculariryplerin,
isoquercitrin and reynoutrin, the year effect wasrenimportant than the genetic effect. These resukre
obtained with only 14 individuals and they may hetvery representative. Nevertheless, the instplaitid low
repeatability of flavonols was previously reportedalus x domestica germplasm grown in New Zealand (Volz
and McGhie 2011). These variations were mainly @&rgld by the sensitivity of flavonols to light and

temperature.

PCA analyses were performed separately each ydarliphenolic compounds because there were raigin
common individuals between the two harvest yeaig . The first dimension was around 33% and 3866l
the second around 19% and 16% in 2008 and 2008ctegly. Although these dimensions explain onlyb0of
all variables, these PCA can highlight existingretations between variables best representingdarpthne. For
both years, a good correlation was observed withiranols, on the one hand, and within flavonolgtenother.
No correlation between these two groups was obdernRrevious studies on the ‘Granny Smith’ applaera
had already shown that phenolic compounds werdyhigitrelated within their chemical groups (Perkzaibe,
Hernandez et al. 1997). Similar observations wése i@eported in dessert apple progenies studie@hagne et
al. (2012) and Khan et al. (2012), with strong etations between compounds of the same phenoligpgio
contrast to our results, hyperin and reynoutrineaearrelated with procyanidins in the skin (Chadfteeger et
al. 2012). These results tend to show the reguiatjstems of the biosynthetic pathway of phenaimgounds

which act more on an entire group of compound thanparticular compound.

3.2. Phenolic compounds in apple juices
In cider industries, apples are rapped and pressathianically to get the juice. An enzymatic treattrean also
be applied before pressing to hydrolyze the cellsi&rimi et al., 2011). These devices are notadué for the
small amount of fruit that we had available, so aexided to prepare our juice samples with a ceigfeif
although we are conscious that this juice prepamgirocedure strongly differ from the industriabpesses and
is closer to a homemade apple juice. Twelve mafwnplic compounds of apple juices were measured by

UHPLC-MS/MS for two harvest years: four flavano{s)tcatechin, (-)-epicatechin, procyanidins B1 &%),
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four flavonols (avicularin, hyperin, quercitrin angtin), three hydroxycinnamic acids (5-caffeoylgjuiacid, 4-
caffeoylquinic acid and g@-coumaroylquinic acid) and the dihydrochalconesjogdizin. In 2010, the
dihydrochalcone, phloretin xyloglucoside, and teheo major procyanidins were also quantified. Sitice
addition of these 11 compounds makes comparisotis J9 difficult, only the results for J10 are meted

below.

The total concentration of polyphenols in the jeieeas comprised between 740 and 3742 mh@fjuice, with
an average concentration of 1994 mg (Table 3). These results are in agreement withl tpolyphenol
concentrations previously determined in juices preg from cider apple varieties (Table 2). The Bascjder
variety, ‘Larrabetzu’, was particularly concentdtavith a total phenolic content of 13600 mg. [The second
most concentrated variety in this study was ‘Merad&®’, with a total polyphenol concentration of 83@ig L
(Alonso-Salces, Barranco et al. 2004). Howeveltobncentrations determined in dessert and Gerwidar

varieties were lower than ours (Table 2).

The largest group was the flavanols, with 50.7%waérage total phenolic content in the juice (Tad)leThe
total concentration of flavanols ranged from 452168 mg L}, with an average concentration of 1011 mg L
These results are consistent with a previous stuugre the total flavanol content of Basque cidesl@fuice
determined with phloroglucinolysis analysis rangean 347 to 3511 mg L, with an average concentration of
968.5 mg [* (Alonso-Salces, Barranco et al. 2004). Procyan&finvas the most concentrated flavanol with an
average concentration of 289 mg',Lranging from 120 to 650 mg™L(Fig. 3). The second one was (-)-
epicatechin, with concentrations ranging from 6438 mg L*, with an average concentration of 206.9 mg L
Procyanidin B2 represented an average of 28.6%(gse&picatechin an average of 20.4% of the towldhol
content. Their concentrations were consistent ulithse determined for Basque cider varieties (T&ble
Depending on the variety, procyanidin B2 or (-)egpéchin was the major flavanol compound. (-)-dpidain
represented between 6.5% and 29.7% and procyaB#limetween 7.9% and 20.6% of the total flavanoteon
(Alonso-Salces, Barranco et al. 2004). The leastentrated compound was (+)-catechin, with conatiotrs
comprised between 13 and 143 md af juice (without one outlier at 178 mg'). (Fig. 3). These results were

consistent with previous studies on Basque cidegetias (Table 2).

The second major phenolic group was hydroxycinnaamids, with 43.3% of total phenolic compounds (€ab

3). The total content ranged from 137 to 1788 my Wwith an average concentration of 863 m{g. I5-
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caffeoylquinic acid is the most concentrated hygloimnamic acid and the most concentrated phenolic
compound in juices, ranging from 77 to 1413 my With an average concentration of 700 my(Eig. 3). The
range of this compound in our progeny is partidylaigh (18-fold) compared to previous works on &iph (4-

fold), German (6-fold) and Basque (6-fold) cideplepvarieties (Table 2).

Dihydrochalcones represented 3.6% of the total plierontent in juices (Table 3). Total dihydroat@hes
determined in our study ranged from 31 to 244 miguith an average concentration of 73 my Chese results
were consistent with previous studies on Germaercidgrieties (Table 2). Phloretin xyloglucosideni®re
concentrated than phloridzin in our progeny, asviptesly reported in most cultivars (Fig. 3) (Mangas

Rodriguez et al. 1999; Alonso-Salces, Barrancd. 084; Kahle, Krauss et al. 2005).

Flavonols were the least concentrated compoundsiinprogeny, with 2.4% of the total content of pbién
compounds present in juices (Table 3). The conagair of this group ranged from 16 to 179 mg Wwith an
average concentration of 47 mg.LThese results were very high compared to thoseiqusly obtained (Table
2). Quercitrin is the most concentrated flavonathve5% of total flavonol concentration, rangingrn 5 to 98
mg L' (without one outlier at 130 mg™). Rutin is the least concentrated flavonol (1.4a86d the least
concentrated phenolic compound, with concentratimmgjing from 0.06 to 3.35 mgLof juice. These high
concentrations compared to previous studies coeldlie to the extraction method used for juice pedjmm
since we used a juice extractor, whereas pressaggused in previous studies (Alonso-Salces, Baorahal.

2004; Kahle, Krauss et al. 2005).

The same profiles were obtained for common compsundantified in both J09 and J10. However, average
concentrations obtained in JO9 for catechins (2§71, hydroxycinnamic acids (755 mg*).and flavonols (31
mg L) were lower than those obtained in J10. A wideigeawas obtained for these groups (catechins: #2m

to 584 mg [; hydroxycinnamic acids: from 82 to 2053 mg; lflavonols: from 8 to 118 mg't), which could be

explained by the larger number of individuals s&ad{209 individuals in J09 and 123 in J10).

ANOVA was performed with 57 common progenies hategsin 2009 and 2010 for the 12 compounds
quantified in both years. The genetic effect, haryear effect and the interaction genetic x yearevgignificant

for all compounds except for (+)-catechin and akadn, which did not have significant effects faarliest year
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and the genetic x year interaction, respectivelypf@ementary data, TableS2). The genetic effect alaays

the biggest one, except for hyperin that had a dantiyear effect.

PCA analyses were performed separately for bottrsyeging all of the phenolic compounds. The first
dimension was around 37% and 29%, and the secont@rl5% and 16% in 2009 and 20109 respectivelg. Th
results obtained were close to those obtaineduitsfrA good correlation was observed for flavanols the one
hand, and for flavonols on the other, and no cati@h between these two groups was observed. Thadtids,

4-caffeoylquinic acid and g-coumaroylquinic acid, were also correlated in 2(HiQ. 4).

3.3. Extractability of polyphenols from the fruit to the juice
Globally, similar profiles were obtained in fruigsxd juices with flavanols as the major group, fola by
hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones and flavenélowever, in fruits, flavanols and hydroxycinriam
acids represented 65 and 26.4% of the average pib&holic content, respectively, whereas in juidbsy
represented 50.7 and 43.3%, respectively. Thederalifces were directly linked to the extractionldief
compounds during fruit processing. The degradasfocompounds by oxidation was minimized by the tddi
of sodium fluoride. The detailed polyphenol prdiilef the fruits were thus compared to the corredpanjuices
(same year of harvest) according to the method hgeasduyot et al. (2003). The mean extraction yigls then
calculated and is illustrated in Fig. 5. Hydroxytwmic acid was the least affected group followihg juice
preparation, with an average extraction yield o¥6Flavanol monomers were the second group thatthead
best extraction yield, around 48%. Since the tptatyanidin content was not evaluated in juice®0f9, it was
not possible to determine the extraction yieldhi$ group. However, the average concentration ofyanidins
determined in juices prepared in 2010 comparedhéotdtal procyanidin content obtained in fruitswkd an
average extraction yield of around 30%. These tesuk consistent with those obtained by Guyot.gP803)
The high association between procyanidins and thie parts of the fruit, particularly cell wall meials,
explains this low extraction yield (Renard, Bardnaé 2001). However, individually, procyanidin Bfad a
significantly higher extraction yield compared tomomers (CAT and ECAT on Fig. 5). This result colbddin
part explained by the better solubility in waterpybcyanidin B2 compared to (-)-epicatechin, whidd an
octanol-water partition coefficient of 0.172 an@99, respectively (Zanchi, Konarev et al. 2009).rébwer, the

tanning effect of procyanidins is directly relatiedthe degree of polymerization (De Freitas andedsat2002).
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Since procyanidin B2 is a dimer, its associationhwhe proteins of the matrix was less than otherem
polymerized tannins. The extraction yield was gattirly low for flavonols, around 18% (Fig. 5). fhuits, more
flavonol compounds could be quantified comparethtojuices. Isoquercitrin was not detected and aatnn
was not sufficiently concentrated to be quantifieguices with our method. This low extraction yietould be
explained by the localization of these compoundth@fruit skin. Nevertheless, in our progeny, #x¢raction
yield determined for flavonols was better than thagviously reported in cider apple varieties, raggaround
10% (Price, Prosser et al. 1999). The differeneadccbe due to the juice extraction method usedesthey used

a commercial scale pressing method, whereas oitis fuere cored and crushed with a juice extradto2009,
since the dihydrochalcones, phloretin xyloglucosidtas not quantified, the average extraction yigs only
estimated for phloridzin, around 17% (Fig. 5). Ifewconsider the average concentration of total
dihydrochalcones determined in J10 compared todiérmined in fruits, the extraction yield wastéetnearly
33%. Nevertheless, these results are very low coedpt previous results that showed an extractietd yof
80% (Guyot, Marnet et al. 2003). However, to deteemthe fruit content, Guyot et al. (2003) had only
considered the flesh of apples, whereas the skihtam seeds, very concentrated in dihydrochalconese
included in our study (Guyot, Marnet et al. 1998#so0-Salces, Barranco et al. 2004; Khanizadehg €tal.
2008). The extraction yield previously measured Gyyot et al. (2003) had therefore probably been
overestimated. Finally, ideain was exclusively fdum fruits, which is the confirmation of its locztion in the

fruit skin.

3.4. Variability of polyphenol contents between two apple progenies

The variability observed in the progeny was repntéve of that observed for different cider apypéeieties. In
our progeny, 4-coumaroylquinic acid had the largest range indr(d25-fold), and hyperin had the lowest (13-
fold). The variability of DPn was estimated in ageny for the first time. It was almost 3-fold dagiang on the
individuals. In juices, rutin had the largest rangjace it was 56 times more concentrated in thetmos
concentrated individual compared to the least catnated. Procyanidin B2 had the lowest one, leaa 8ifold.
The variability observed in juices was less thaat tbserved in fruits. This could be explained Iy loss of
some phenolic compounds during the juice preparatitowever, rutin was the only compound for whibk t

variability was greater in the juices than in thatk.

The comparison with the New Zealand study on désgmle progeny showed that the variability obseérive

our progeny was similar for g-coumaroylquinic acid and reynoutrin, but was higfa isoquercitrin and
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quercitrin in our progeny. However, the variabilapserved in our progeny was low for flavanols, De@]
anthocyanins. Indeed, the difference between thetrand the least concentrated individual in theseigs
progeny was 172-fold for (+)-catechin and 203-flddideain in the skin, and 61-fold for phloridzin phloretin
xyloglucoside in the flesh (Chagne, Krieger et2812). In our cider progeny, they were 35-, 18- 83d 15-
fold, respectively (Table 1). These comparisonseweased on minimum and maximum values found in
progenies. These results have to be examined wi#atgcare since extreme values were not critically
representative of the entire progeny. In addittbe, Chagne et al. (2012) study was performed for akd flesh

separately, which could have accentuated the \ilityatbserved compared to the whole fruit.

Conclusion

The genetic basis of the progeny under study fieguftom a cross between a dessert apple and adhgbea
cider apple, allowed us to obtain mean values andes for each compound that were very similaréwipus
studies on phenotypic variability in cider apples lhoth fruit extracts and juices. As expecteditgrwere more
concentrated than juices for all the compoundsatiede The differences observed between fruits aiwe$ for
each polyphenol compound can easily be explainethéiy various extractability properties: hydroxycamic
acids were the most extractable group, followed flayanol monomers, procyanidins, dihydrochalcones,
flavonols and anthocyanins. However, phenolic peefiwere similar between fruits and juices with 5-
caffeoylquinic acid and rutin as the most and leasicentrated compounds, respectively. ANOVA risshhve
shown a high genetic effect for all compounds, Wtrsaggests a considerable part of genetic vartalilithe
expression of these traits. However, for flavanalgreater effect of the harvest year was obsdnvedth fruits
and juices, consistent with their high sensititaylight and temperature. The high genetic effeititallow us to

use this dataset for future QTL mapping analysis.
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Figure 1. Turkey boxplot for the mean polyphenol concentratfmg/100g of fresh weight) in the whole fruit
(2008 and 2009 harvest years). EC: (-)-epicate@ii: (+)-catechin; B1: procyanidin B1; B2: procydim B2;
5CQA: 5-caffeoylquinic acid; 4pCoQA: @g-coumaroylquinic acid; AV: avicularin; HY: hyperin|S:
isoquercitrin; QR: quercitrin; RE: reynoutrin; Rldatin; PLZ: phloridzin; XPL: phloretin xyloglucosi] ID:
ideain; DPn: mean polymerization degree. Outliensl aneans are represented with circles and crosses,

respectively.
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Figure 2. PCA of phenolic compounds quantified in fruits hested in 2008 (a) and 2009 (b). Abbreviations:
see Fig. 1; DPn: polymerization degree of flavan@P: total procyanidins without procyanidins BldaBd2;

X4pCoQA: 4p-coumaroylquinic acid; X5CQA: 5-caffeoylquinic acid
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Figure 3. Turkey boxplot for the mean polyphenol concentratimg/L) in juices prepared in 2010.

Abbreviations: see Fig. 1; 4pCoQA:pdeoumaroylquinic acid. Outliers and means are &pred with circles

and crosses, respectively.
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Figure 4. PCA of phenolic compounds quantified in juices prgol in 2009 (a) and 2010 (b). Abbreviations: see

Fig. 1; X4CQA: 4-caffeoylquinic acid; X4pCoQA: gteoumaroylquinic acid; X5CQA: 5-caffeoylquinic acid

112



Chapitre Il

80 -
70 -

Mean extraction yield (%)
BN W DN U oo
o O © © O © ©
1 1 1 1 1 1 1
% -

- S O 5 A A N N A & $%
Q 00— & 6@* <</(_,‘?* & R & s (o QY
@ & “ S )
<9 R N B
N &
<P ,\0
&O

Figure 5. Mean extractability level (in %) of individual phalic compounds as well as total hydroxycinnamic
acids (HA), flavanol monomers, and flavonols defeed within the 124 common individuals analyzedhbiatr

fruits and juices in 2009. Abbreviations: see Hig.
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Tables

Table 1. Mean concentration (mg Kgof fresh weight) of phenolic compounds preserthiwhole fruit (2008

and 2009 harvest yedr)

Total_ Total Total DPn Total  Total Total Ideain” Total
catechins PCA  flavanols HA DHC flavonols polyphenols
Average 253 1508 1761 30 715 131 94 13 2707
Median 237 1394 1644 29 654 127 88 11 2488
Minimum 33 376 592 21 86 35 20 3 1058
Maximum 656 4112 4769 56 2000 332 274 58 6418

& PCA: procyanidins; DPn: average degree of polyma¢ion of flavanols; HA: hydroxycinnamic acids; DHC:
dihydrochalcones.

" The average, median, minimum and maximum conagotrs of ideain were determined for the 82 indiail$ for which
ideain were detected. 134 individuals had no antuoios.
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Table 2. Range of total polyphenol content, total procyamédietermined with acidolysis reaction, polymeitrategree of flavanols and some other phenolicopmamds in

fruit (expressed in mg Kgof fresh weight) and juice (expressed in mY bf different apple varietiés

Number and type of apple varieties Total polyphena Total PCA ECAT CAT B2 DP flavanols 5CQA References
19 English ciderpeel (mg kg of FW) 546-6306 116-2095 10-265 107-1362 30-1163  (Marks, Mullen
apples flesh (mg kg' of FW) 485-4920 ND-2225 6-408 ND-1368 69-1766 et al. 2007)
2 juices, 12 French (Sanoner, Guyot
and 1 English cider (mg kg* of FW) 1040-6990 515-4731 tr-1410 tr-154 42-503 154-1195 ot al 1é99)y
apples '
(Wojdylo,
67 dessert apples (mgkof FW) 1046-5448 469-4679 13-551 2-145 137-400 76-5 3-592 Oszmianski et al.
2008§
31 Basque cider (Alonso-Salces,
apples (mg LY 660-13600 347-3511 39-822 3.3-40.7 47-550 2.7-4.6 172-1099 Barranco et al.
2004)
7 German cider -1y 261.2-970 29.8-189.1 360  29.2-138.4 80.6-487.6 (Kahle, Krauss et
apples al. 2005)
46 Spanish cigerl994 season (mg¥) 570-2060 4.1-234.6 ND-222.9 25.1-377.1 Rom(j'\r/:gﬂggsét Al
apples 1995 season (mg'i) 750-2420 ND-206.5 ND-246.9 21.2-350.5 1999)
4 dessert apples  (mg')L 154.4-178 15.1-51.4 257 20.6-42.5 32.7-54.1 (Kagle'z*éz%u)ss et
Number and type of apple varieties DHC PLZ XPL Tota flavonols HY QR RU ID References
19 Eng|ish Ciderp88| (mg kg1 of FW) 25-1061 ND-201 40-520 18-236 2-6 ND-494 (Marks, Mullen et
apples flesh (mg kg' of FW) 16-159 ND-73 ND-1.2 ND-12 ND-12 al. 2007)
2 juices, 12 French (Sanoner, Guyot et
and 1 English cider (mg kg* of FW) 16-102 10-98 » SUY
al. 1999)
apples
(Wojdylo,
67 dessert apples (mgkgf FW) 1-61 3-41 2-107 4-138 ND-19 ND-20 Oszmianski et al.
2008Y
31 Basque cider . (Alonso-Salces,
(mg L) 11-92 15-137 0.34-4 0.48-6.5 Barranco et al.

apples

2004)



(Kahle, Krauss et al.

7 German cider 1

apples (mg L' 33.5-171 13.2-93.6  20.3-135.9 tr-26.7 tr-8.1 6-4 ND-0.8 5005)
46 Spanish ciderl994 season (mg1) 3.7-36.6 4-159.1 (Mangas, Rodriguez
apples 1995 season (mg1) 2.5-32.4 3.3-107.2 et al. 1999)

4 dessertapples  (mg')L 9.8-35.2 4193 2.7-25.9 tr-3.6 tr-2.2 tr-1.9 (Kah'e*zg;‘)lss etal.

& PCA: procyanidins; ECAT: (-)-epicatechin; CAT:){eatechin; B2: procyanidin B2; DP: polymerizatidegree; 5CQA: 5-caffeoylquinic acid; DHC: dihydrattones; PLZ: phloridzin; XPL:
phloretin xyloglucoside; HY: hyperin; QR: queraitriRU: rutin; ID: ideain; ND: not detected; tr: ¢m

® Values presented by Wojdylo et al. (2008) werelified to be expressed in g of FW. We chose artraryicorrection factor of 5.



Table 3.Concentration (mg t) of phenolic compounds present in the juice (204est yeaf)

Chapitre Il

Total Total Total Total Total Total Total
catechins PCA flavanols HCA flavonols DHC polyphenols
Average 249 762 1011 863 47 73 1994
Median 231 716 988 883 43 65 1911
Minimum 61 339 451 137 16 31 740
Maximum 611 1604 2168 1788 177 244 3742

a: Abbreviations: see Table 1
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Supplementary data

Table S1.Analyses of variance for phenolic compounds quigatifn 14 fruits harvested in 2008 and 2009.

Df Fvalue Pr(>Ff

(-)-epicatechin Genetic 13 56.8667 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 264.141& 2.2e-16 ***
Genetic x Year13 5.7625  1.459e-06 ***
Residuals 56

(+)-catechin Genetic 13137.63  <2.2e-16 ***
Harvestyear 1 131.39 6.735e-14 ***
Genetic x Year6 123.76 < 2.2e-16 ***
Residuals 38

5-caffeoylquinic acid  Genetic 13 351.949 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 674.942 <2.2e-16**
Genetic x Year13 41.623 < 2.2e-16 ***
Residuals 56

4-p-coumaroylquinic acidGenetic 13187.976 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 25.003 5.983e-06 ***
Genetic x Year13 33.938 < 2.2e-16***
Residuals 56

avicularin Genetic 139.7257  3.625e-10 ***
Harvestyear 1 293.9314& 2.2e-16 ***
Genetic x Year13 9.5106  5.388e-10 ***
Residuals 56

hyperin Genetic 13 2.5057 0.008906 **
Harvestyear 1 19.2121 5.198e-05 ***
Genetic x Year13 7.0121  8.303e-08 ***
Residuals 56

isoquercitrin Genetic 1311.247  1.053e-09 ***
Harvestyear 1 67.544  3.327e-10 ***
Genetic x Year8 10.609  6.417e-08 ***
Residuals 41

phloridzin Genetic 13 29.0180 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 115.4964 3.15e-15 ***
Genetic x Year13 5.1033 7.37e-06 ***
Residuals 56

procyanidin B1 Genetic 13130.901 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 280.104 < 2.2e-16***
Genetic x Year12 14.135 2.018e-12 ***
Residuals 52

procyanidin B2 Genetic 13 44.9601 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 33.2019 3.885e-07 ***
Genetic x Year13 7.7954  1.800e-08 ***
Residuals 55

quercitrin Genetic 1319.6917 2.621e-16 ***
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Harvestyear 1 87.6548 4.708e-13 ***

Genetic x Year13 9.8981  2.648e-10 ***
Residuals 56

reynoutrin Genetic 13 10.7439 1.761e-10 ***
Harvestyear 1 189.041% 2.2e-16 ***
Genetic x Year12 6.0709 1.877e-06 ***
Residuals 51

phloretin xyloglucoside ~ Genetic 13 83.6100 < 2.2e-16 ***
Harvestyear 1 11.04160.001574 **
Genetic x Year13 7.9364  1.166e-08 ***
Residuals 56

other procyanidins Genetic 1388.786  <2.2e-16 ***

Harvestyear 1 636.008 < 2.2e-16***
Genetic x Year13 11.394 1.985e-11 ***

Residuals 56

DP flavanols Genetic 13 112.3149 <2.2e-16 ***
Harvestyear 1  11.38820.001348 **
Genetic x Year13 5.5348 2.53e-06 ***
Residuals 56

& DP: polymerization degree.
b x P =0.1;* P =0.05 ** P =0.01.

Chapitre Il
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Df Fvalue Pr(>Fy I\ablle S2. ¢ var . henoli
—— . _ nalyses of variance for phenolic
(-)-epicatechin Genetic 56 7,9445  <2,2e-16™* compounds quantified in 57 juices
Harvestyear 1 36,5646 6.541e-09 **prepared in 2009 and 2010.

(+)-catechin

5-caffeoylquinic acid

4-caffeoylquinic acid

4-coumaroylquinic acidGenetic

avicularin

hyperin

rutin

phloridzin

procyanidin B1

quercitrin

Genetic x Year56 3,6779
Residuals 213

55 20.4264
Harvestyear 1 1,1839
Genetic x Year55 4.3150
Residuals 208

56 20.0224
Harvestyear 1  8.3113
Genetic x Year56 3.0395
Residuals 213

56 4.4218
Harvestyear 1  4.3310
Genetic x Year56 2.2040

Genetic

Genetic

Genetic

Residuals 213

56 30.644
Harvestyear 1  39.829
Genetic x Year56  6.077
Residuals 213
Genetic 56 1.6838
Harvestyear 1  7.8355

Genetic x Year56 1.3703
Residuals 213

56 3.8682
Harvestyear 1  86.6051
Genetic x Year56 1.6145
Residuals 213

56 5.8554
Harvestyear 1  4.7958
Genetic x Year56 2.5930
Residuals 213

56 8.2686
Harvestyear 1  42.8310
Genetic x Year56 1.7611
Residuals 213

56 28.6164
Harvestyear 1 7.8119
Genetic x Year56 3.9667
Residuals 213

56 7.1330
Harvest year 1
Genetic x Year56 2.0002
Residuals 213

Genetic

Genetic

Genetic

Genetic

Genetic

4.344e-12 ***
%% P =0.1; ™, P =0.05 **, P =
0.01.
<2.2e-16 ***

0,2778
1.039e-14 ***

< 2.2e-16 **
0.004344 **
4.026e-09 ***

1.896e-15 ***
0.03862 *
2.901e-05 ***

< 2.2e-16 ***
1.584e-09 ***
< 2.2e-16 ***

0.004544 **
0.005594 **
0.058676 .

5.835e-13 ***
< 2.2e-16 ***
0.00835 **

< 2.2e-16 ***
0.02961 *
4.868e-07 ***

< 2.2e-16 ***
4.377e-10 ***
0.002252 **

< 2.2e-16 ***
0.005664 **
2.077e-13 ***

< 2.2e-16 ***

133.1353% 2.2e-16 ***

0.0002274 ***
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Chapitre III :

Détection de QTL pour la teneur en composés
phénoliques des jus et des fruits et mise en évidence /n

silico de génes candidats.
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Contexte

La sélection assistée par marqueurs permet d’évaluer tres précocement les potentialités d’'un
individu sur la base des marqueurs moléculaires. Pour cela, des études préliminaires sont
nécessaires pour associer le plus finement possible les marqueurs avec les caractéres
agronomiques d’intérét. La détection de QTL (Quantitative Trait Loci) est la premiere étape
qui permet de mettre en évidence les régions génomiques associées aux caracteres
complexes. Des analyses supplémentaires sont généralement nécessaires pour affiner la

position des QTL et vérifier leur stabilité dans différents fonds génétique et environnements.

Jusqu’a présent, aucune étude QTL n’a encore été publiée a notre connaissance pour la
teneur en composés phénoliques des pommes a cidre. Cette analyse a donc été réalisée
avec les polyphénols quantifiés dans les fruits et les jus préparés deux années successives.
Les cartes génétiques parentales et la carte intégrée ont été réalisées a I'aide de marqueurs
SSR et SNP. La détection de QTL a ensuite été réalisée a l'aide du logiciel MapQTL et seuls
les résultats obtenus pour la carte intégrée seront présentés dans ce chapitre. Une
cinquantaine de QTL a été obtenue pour les flavanols, les acides hydroxycinnamiques, les
flavonols et les dihydrochalcones dosés dans les fruits et les jus. Une méta-analyse de QTL
a ensuite été réalisée sur les régions chromosomiques portant plusieurs QTL d’'un méme
composé ou d'un méme groupe de composes, afin de réduire significativement les
intervalles de confiance. Il a ensuite été possible d’extraire les séguences géniques
présentes sous les méta-QTL pour réaliser la recherche de génes candidats grace au logiciel
BLAST2GO. Plusieurs genes identifiés codant pour des enzymes de biosynthése ou des

facteurs de transcription ont ainsi été mis en évidence pour six régions d’intérét.

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication encore en cours de rédaction. Des
expérimentations complémentaires ont été entreprises pour cartographier les principaux
genes candidats et vérifier leurs positions par rapport aux QTL détectés. Ces travaux sont
toujours en cours au laboratoire et ne seront pas présentés dans ce chapitre. Brievement,
des amorces spécifiques ont été dessinées in silico a partir des séquences des contigs
disponibles dans le GDR portant les génes candidats. Le polymorphisme mis en évidence
par ces amorces a été vérifié en testant les parents de la descendance et une dizaine de
descendants. L'ensemble de la population a ensuite été génotypée pour les couples
d’amorces sélectionnés. Les analyses sur séquenceur et le travail de cartographie devraient

se terminer cet été. Ces résultats seront rajoutés a l'article avant sa soumission prévue dans
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« Journal of Experimental Botany ». Un poster reprenant une partie de ces résultats a été

présenté lors du Sixth Rosaceous Genomics Conference (Annexe V).

Les cartes génétiques parentales et intégrée sont présentées en Annexe VI.
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Abstract

Polyphenols have favorable antioxidant potential mman health suggesting that their high content is
responsible for the beneficial effects of applestonption. They are also related to the qualityidéis as they
predominantly account for astringency, bitternesdor and aroma. This study presents for the firae the

QTL mapping of phenolic compound concentrations tedpolymerization degree of flavanols for a cidpple
progeny.

Fruits were harvested and analyzed during threesyaa both fruit extracts and juices. Thirty twargmunds
belonging to five groups of phenolic compounds wdsntified and quantified by liquid chromatograpfye
total content of procyanidins and their polymeiizatdegree were also estimated in fruits by phllucgolysis.
Identification of candidate genes was then perfarmesilico targeting 18 enzymes of the polyphenol pathway

and six transcription factors involved in the apat¢hocyanin regulation.

Fourty height QTLs were detected at the genome wideshold on nine linkage groups of the integrategp.
QTLs for polymerization degree were also detectadtlie first time on parental maps. Some of the3éQ
seemed specific to our progeny, especially QTL atetkfor flavanols and dihydrochalcones. Severayeres
and transcription factors were identified underan@)TL, supporting a complex regulation of the pati. The

potential use of these QTL in breeding programstivas discussed.
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Keywords: Malus x domestica; phenolic compounds; Quantitative Trait Loci; ciglade genes mapping.

1. Introduction

Varieties of apple grown in Europe for fresh conptiom or cider production were derived from thediagentral
Asian speciedalus sieversii. Other wild species present along the silk routg im Europe K. orientalis and
M. sylvestris) have also contributed to the current domesticafgale (Cornille, Gladieux et al. 2012). Common
origins of cider and dessert apples partially expiae low genomic differentiation of these two gps (Lassois
et al., in preparation). However, cider applesaearly defined as a subset from the domesticapptea, with
different qualities determined by their use. They generally more bitter and astringent, more custid more

resistant to the major pathogens of apple.

Phenolic compounds are responsible for bitterrestsingency, color and aroma of cider. The polymdeggree

of procyanidins influence either the bitternesshar astringency (Lea and Arnold 1978). The coldinked to
the enzymatic oxidation of phenolic compounds, fyaichlorogenic acid, procyanidins, (+)-catechin and
phloridzin, by the polyphenoloxydase (Oszmianskid ahee 1990; Song, Yao et al. 2007). Some
hydroxycinnamic acids are also precursors of aenaiatile compounds responsible of cider aromari@te,
Cuesta et al. 1999). Apple consumption is inverselyelated with the development of diseases saasthma,
diabetes, cancer or cardiovascular diseases (BayerLiu 2004; Crozier, Jaganath et al. 2009). Théajh
phenolic content and antioxidant potential are helsponsible for these protective effects. Howeites still

not understood how these compounds can transfeerathigoxidant potential to the human body (Lotod Frei
2006) and what role interactions with other pratectonstituents such as fibers play in the pradecagainst

these diseases (McDougall, Morrison et al. 1996).

Due to their importance in apple quality, phenalienpounds have been investigated in a very largebeu of
studies that have characterized both qualitatieelg quantitatively polyphenols in apple, appleguémd other
derivatives (Lu and Foo 1997; Alonso-Salces, Kettal. 2001; Guyot, Marnet et al. 2003; Tsao, Yah@l.
2003; Alonso-Salces, Guyot et al. 2004; Kahle, Issaet al. 2005). Globally, cider varieties are eichn total
polyphenols than dessert varieties with hydroxyamit acids, monomeric and polymeric flavanols,

dihydrochalcones and flavonols as main phenolicgso

Polyphenol pathway is also well known and severaldiss have highlighted the main involved
enzymes(Hoffmann, Besseau et al. 2004; Winkel 200&lachowsky et al. 2007; He, Pan et al. 2008yler
and Koffas 2009; Gosch, Halbwirth et al. 2009) wadl as their localization in the cell (Jorgens#&inther
Rasmussen et al. 2005). Transcription factorsisfghthway such as MYC, MYB, WD40-like protein, WRK
MADS and TFIIIA-like protein, activated by some émnmental stresses such as light, wound or tenera
have also been identified in other species (Lickdavsky et al. 2007; He, Pan et al. 2008; Mellwergn et al.
2009; Pang, Wenger et al. 2009; Hichri, Heppell.e2@10; Lovdal, Olsen et al. 2010; Zhang, Yanle2810;
Koyama, lkeda et al. 2012). So far in apple, th&¢B (MdMYB1/MdMYBA/MdMYB10, MYB110a and
MYB110b), two bHLH (MdbHLH3 and MdbHLH33) and one M0 (MdTTG1) transcription factors were
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identified for their involvement in the anthocyamathway regulation (Takos, Jaffe et al. 2006; Béonda et
al. 2007; Espley, Hellens et al. 2007; An, Tiaale2012; Xie, Li et al. 2012; Chagne, Lin-Wan@kt2013).

QTL detection is a first step to detect genomidarg implied in agronomic trait variation. Thengthesults
obtained can be used for Marker Assisted Sele¢MbhS), which is a mean to improve breeding effidgrby
reducing the time of the selection process whilereksing its cost and/or improving the averageevaluthe
breeding populations. QTL mapping has been suadéssised to know in depth the mechanisms involired
durable resistance against scab, fire blight or qesw mildew on apple as well as complex fruit tegtu
(Calenge, Faure et al. 2004; Calenge, Drouet &08I5; Calenge and Durel 2006; Longhi, Morettolep@12).
Although widely studied, phenolic compounds haverbthe subject of very few genetic studies. Some ha
been published on raspberry, blackcurrant, lilpeseed, rice, beans or maize but most of themdadiwnly
one or few classes of phenolic compounds (Abe, Nala al. 2002; Barriere, Thomas et al. 2008; Gaktzd
Blair 2009; Jin, Xiao et al. 2009; Kassim, Poettale 2009; Hackett, Russell et al. 2010; Rezagiy¥ittkop et
al. 2011; Shao, Jin et al. 2011; Dobson, Grahaah &012; Lipsa, Snowdon et al. 2012). Only twalsts were
recently published on the genetic basis of phenmdimpound content of apple (Chagne, Krieger eR@l2;
Khan, Chibon et al. 2012). Both were realized ossde apple progenies, separating skin and flegh, two
different approaches to quantify and map phendaimmounds. Chagne et al. (2012) reported the qiatidn

of 16 and 23 phenolic compounds in two differentvhat years using an ultra high performance liquid
chromatography (UHPLC) coupled to a UV-PDA detec&even clusters on linkage group (LG) 1, LG14 and
LG15 for p-coumaroylquinic acids, LG9 for anthocyanins, LGfb® flavanols and LG17 for rutin and 5-
caffeoylquinic acid were particularly highlighted this study. Khan et al. (2012) reported the ¢tiaation of
81 phenolic compounds belonging to the two groupghenylpropanoids and polyphenols in the skin trel
flesh, using a high performance liquid chromatogysa(HPLC) coupled to a mass spectrometer associgitad
MSClust software. Five mQTL hotspot on LG1 for quetin and kaempferol glycosides, LG8 for quercitrin
LG13 for isorhamnetin glycosides, LG16 for kaempfeglycosides and flavanols and LG17 for 5-
caffeoylquinic acid were identified. In both stuslighe top of LG16 was identified as the regioretfhg the
most the flavanol content variation. A candidateegeesearch identified the presence of a leucoapsmidin
reductase (LAR) gene, involved in flavanol biosywdis, within the confidence interval of the LG16 IQT
detected both in flesh and skin (Chagne, Kriegail.€2012).

Since the publication of the apple genome sequkndgelasco et al. (2010) (available on the Genoratabase
for Rosaceae (GDR) website), millions of SNP maskead been identified all along the ‘Golden Deliso
genome and different SNP chips have been builgémotyping purposesn silico identification and mapping of

candidate genes responsible of QTL was also fatglit

The aim of this study was to identify for the fitshe genomic regions controlling phenolic contencider
apples. To achieve this goal, 32 phenolic compowneie quantified by liquid chromatography in frugad
juices prepared from a cider apple progeny, foedhnarvest years. A previous paper describing hieaqtypic
variability within this progeny showed that fruitgere more concentrated in phenolic compounds thmeg

(Verdu et al. submitted in Journal of the Scient&a@od and Agriculture). The less extractable gsodpring
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juice processing were flavonols and anthocyanswquercitrin, reynoutrin and ideain were not quatiie in
juices. Individual broad sense heritability calt¢ethfor these compounds showed a high heritakitityruit
extracts, lower in juices. This paper presentsdfié mapping performed with these phenotypic dandidate

genes were identifieth silico using the apple sequence and some of them mapypine integrated map.

2. Material and methods
2.1. Plant material

The 285 progenies used in this study are derivexh fa cross between two hybrids from the INRA cideple
breeding program: X5210 and X8402. X5210 is derifrech ‘Kermerrien’, a well known French cider apple
variety, while X8402 is a dessert apple hybrid &l from a cross between the two varieties ‘Fldrenad
‘Prima’ (Figure 1). In the selection process, eadjection tests for scab and powdery mildew rasct were
performed in greenhouse and nursery respectivelg003, trees were planted on their own roots énaitthard
of the “Horticulture Experimental Unit” at INRA Amgs-Nantes.

This study was performed both on fruit extracts apgle juices. Fruit extracts were prepared fromhg2rids
harvested in 2008 and 137 harvested in 2009 (c&l0&dand FO9 respectively in the paper). Appledsiwere
prepared from 209 and 120 hybrids harvested in 20@D2010, respectively (JO9 and J10 respectivetheé
paper). Fruits were harvested at the mature sta@# ‘of fallen fruits”, which is the harvest stagecommercial

cider orchards.

2.2. Sample preparation and phenolic quantification

Sample preparation, analytic methods and statistitalyses are described in Verdu et al. (submittetburnal

of the Science of Food and Agriculture). Brieflyif extracts were prepared in triplicate from 30its. They
were cut, frozen in liquid nitrogen and reducediiie homogenous powder. Simple phenolic compounele w
then extracted with acidified methanol. An acid@ysvas also realized on apple powder to depolyraeriz
procyanidins and to determine the total procyanidontent as well as the polymerization degree of
procyanidins. Apple juices were also preparediplitate from 1kg of fruits. Fruits were cored acrdished with
sodium fluoride and the clear apple juice was tbelfected. One volume of acidified methanol waseatitb

stabilize phenolic content during the liquid chraommaphy (LC) analysis.

Phenolic compounds were separated by HPLC for éxfitacts and by UHPLC for apple juices. Quanttfaa
was then performed in UV for FO8, FO9 and J10 an&RM for J09. (+)-catechin, (-)-epicatechin, pracigins
B1 and B2, avicularin, hyperin, quercitrin, 5-cafféguinic acid, 4-p-coumaroylquinic acid and phttzin were
quantified each year and in both materials. Otlmengounds (procyanidins B5 and C1, 4-caffeoylquamd,
isoquercitrin, reynoutrin, ideain, rutin and phlimexyloglucoside) were only quantified in some eXments.
Fourteen other compounds were quantified in Jl@tively to the most closest standard: ten procyasid
(annotated according to their degree of polymedmaand their order of elution: trimer Ca, Ch, GulaCd;
tetramer Da and Db, pentamer: Ea and Eb; hepta&nand another procyanidin with unknown polymerizati
degree: UP), two unknown flavanols (annotated afingr to their m/z ratio: 245 and 518), the 5-p-
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coumaroylquinic acid and another phloretin xylohgde. The phloroglucynolyse reaction performedrixit f
extracts allowed us to quantify globally procyangliand estimate the mean polymerization degree )(DPn
flavanols and procyanidins. The term “other prodgans” (OP) includes all procyanidins of the extsabeside

procyanidins B1 and B2 quantified individually.

2.3. DNA extraction and molecular marker genotyping

DNA extractions were performed from leaves using @T'AB extraction protocol described by Aldrich and

Cullis (1993) with some modifications.

Genotyping has been performed both with SSR and Bldfkers. A hundred and fifty three SSR markers
designed in the HIDRAS project (HIDRAS website, 2pand mapped by Silfverberg et al. (2006) wereetes
on ten genotypes and both parents of the progesglext polymorphic markers for one or both pareRGR
amplifications were performed in 11 pL volume camtag 1.11x mix multiplex (Qiagen), 0.22 uM of each
primer, 2 ng of genomic DNA. SSR amplifications weverformed under the following conditions: initial
denaturation at 94°C for 15 min followed by 34 egcbf 94°C for 30 sec, 55°C for 1 min 30 s, 72°Cifanin.

A final elongation step at 55°C for 15 min was ud#d. PCR products were denaturized in 11.9 pLmelu
containing 0.3 pL of PCR products, 9.5 pL of forn@denand 0.15 pL of ROX. Polymorphism tests were
performed with a capillary sequencer ABI 3130xI DMAalyzer (Applied Biosystems). Results were anadlyz
with the GeneMapper software version 4.0 (AppliedsBstems). Polymorphic SSR markers were amplified
described above on the entire progeny and sehetGENTYANE platform, INRA station of Clermont-Fand

to analyze on a capillary sequencer 3730x| (AppBexbystems).

The 285 progenies were genotyped with 384 SNP mankkich were identified in the ‘Golden Delicious’
genome sequence. Markers were selected for theid glistribution along the apple LG and their good
transferability on six other apple progenies (Tioggersonal communication_GDR, 2012). The 384 8XPI
was analyzed on the entire progeny on the GENTY AdNform, INRA station of Clermont-Ferrand with the

Illumina® technology manufacturer’s instructions.

2.4. Genetic linkage map construction

A genetic linkage map was built for both parentshaedl as the integrated map with all polymorphicrkeas

with JoinMap 4 software (Van Ooijen 2006). Eightydas64 SSR markers as well as 127 and 86 SNP markers
were used to build the female and male genetic magspectively. A logarithm of the odds (LOD) score
threshold of five was used for grouping and gengistances between markers were calculated usirsgidbi

mapping function.

2.5. QTL analysis

QTL analyses were performed with the MapQTL 5 safev(Van Ooijen, Boer et al. 2002) with the phemnoli
compound quantification performed each year intfr@ind juices. The DPn of flavanols and procyasidin

estimated in fruit extracts were also used in thalysis. Interval Mapping (IM) and multiple QTL mapg

129



Chapitre 111

(MQM) functions were used to identify QTLs. Signdince threshold was computed using a 1000 permntati
tests, at the 95% genome-wide (GW) LOD thresholdiskal-Wallis (KW) results were used to confirm QTL
detected in MQM for not normally distributed traitfhe phenotypic distribution was estimated forheac
genotypic class of the marker at the LOD peak bgp8b-Francia test as described by Broman and 3@00j.
QTL were characterized by their LOD score and tpeircentage of explained phenotypic variation (R2je
confidence intervals were defined as LOD-1 and L®Bround the maximum likelihood of QTL. They were

represented as solid bars near the correspondingsin® the MapChart software version 2.2 (Voor2p82).

2.6. Broad sense heritability, allelic and epistatic effects calculation

The individual broad sense heritability (h?) wafakated as follow: h? 52g/(c2g+c2r) wherec2g ando?r were

the individual genetic and residual variances, eespely.

Allelic effects were calculated for each QTL degectin MQM analyses as followed: female additivity:
Af=[(pac+uad)-bc+ibd)])/4, male additivity: Am=[gac+ibc)-(uad+ubd)]/4 and dominance: D3jac+bd)-
(nad+ubc))/4 with a and b being the female parent alledesl ¢ and d, the male parent alleles and pag, b

and pbd the estimated phenotypic means associdte@ach of the four possible genotypic classes.

Epistatic effects were calculated for each traingisR software version 2.13.1 (R Development Coearii
2008) as described by Celton et al. (2011). Brjefiyeractions between QTL detected for a same wvaie

estimated using a global model including all cafest

2.7. Putative candidate genes identification with the BLAST2GO software

The recent publication of the apple genome combindtie use of BLAST2GO software version 2.5.0 (€&
Gotz et al. 2005), allowed us to quickly identifytative genes responsible for quantitative traitatamn. This
software allows the identification of putative ftion of genes by homology of sequence using seesenc

annotated in the NCBI database.

All predicted gene sequences under the confiderteevial of major QTL were extracted from the apgg@ome.

A blastx analyze was realized for each sequencthemo redundant NCBI database with a minimum Blast
Expected Value of 1.10-3. With the annotation ressudlentified enzymes were positioned on KEGG watfs.
Polyphenolic pathway enzymes (4-coumarate:CoA éidd€L), anthocyanidin reductase (ANR), anthocyianid
synthase (ANS), p-coumarate 3’-hydroxylase (C3’Eijnamate 4-hydroxylase (C4H), chalcone isomerase
(CHI), chalcone synthase (CHS), dihydrochalcone -gh@osyltransferase (D2'GT), dihydroflavanol 4-
reductase (DFR), flavonoid 3’-hydroxylase (F3'H)avibnoid 3’,5'-hydroxylase (F3'5'H), flavanone [B-
hydroxylase (FHT), flavonol synthase (FLS), shikieiquinate O-hydroxycinnamoyltransferase (HCT/HQT),
leucoanthocyanidin reductase (LAR), phenylalaninem@nia lyase (PAL), tyrosine ammonia lyase (TAL),
UDP-glucose 3-glucosyltransferase (UFGT)) and th& #anscription factors identified in apple
(MdMYB1/MdMYBA/MdMYB10, MYB110a, MYB110b, MdbHLH3,MdbHLH33, MdTTG1) were selected

as candidate genes.
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3. Results
3.1. Construction of genetic maps

Among the 153 SSR markers tested, 97 were polynmwifph one or both parents of the studied progemy a
were used for the integrated linkage map constracffhe Ch-Vfl SSR marker was removed from theyaisl
because it created too many false double crossirg-in the map. Its relative position was between
GD_SNP00252 and GD_SNP01772 markers, on the LG1th©f384 SNP markers, 170 (44.3%) were
monomorphic, 30 (7.8%) did not amplify or were wadable and 184 (47.9%) were polymorphic (98 ab%@a,
aaxab, 29 abxab). This repatrtition is similar ressfdom Micheletti et al. (2011) with a transfed#éhimean of
40.9% in different apple cultivars with a rangenfr®?5.7% to 67.8%. Among the 184 polymorphic SNP

markers, only 88 were kept for the map constructioreduce the number of problems with SSR markers.

The integrated linkage map construction covereds80M over 17 LG, i.e. 91.5% of cover comparinghe
Silfverberg-Dilworth et al. (2006) ‘Discovery’ mai428.3 cM). The maximum interval between two meske
was 25 cM. Eighty SSR and 54 SNP markers were nthppehe female map, which spanned 1191.6 cM over
16 LG. No polymorphic marker was identified for #egnale LG7. The male map was constructed with 8RB S
and 45 SNP markers spanning 1005.3 cM over 17 LG.

Distortions were observed on LG1, LG11 and LG17%Sehpositions were known to have major genes and QT
of scab or powdery mildew resistance (Liebhard,léoét al. 2003; Calenge, Faure et al. 2004). Dtistos
observed can be explained by the early selectiofoqpeed to select for scab and powdery mildew tasaise.
The use of permutation test to determine the QTkdtold allows to reduce significantly the map atisbn
effects on QTL detection (Churchill and Doerge 1994

3.2. QTL detection

Globally, the individual broad sense heritabilitpsvhigher for compounds quantified in fruit extsaittan those
quantified in apple juices (Table 1). Broad sensetdbility values ranged from 0.13 and 0.98. Ganljcularin
and hyperin were less than 0.5 0.13 for aviculari#09 and 0.39 for hyperin in J10).

48 QTL were detected at GW threshold on nine liekgmpups of integrated map for the majority of coomuds
phenotyped in both fruits and juices (Figure 2; [€a®). 69 and 72 QTL were detected at GW thresloold

female and male map, respectively (Figure 3).

3.2.1.Hydroxycinnamic acid

A first region was specifically detected for hydyoinnamic acids esterified in fourth position (4feaylquinic
and 4-p-coumaroylquinic acids) at the top of LGQZL were obtained for 4-p-coumaroylquinic acid ctifsed

in FO8, FO9 and J10 at GW threshold and for 4-emafjuinic acid quantified in J10. Another QTL fép-
coumaroylquinic acid was detected in J09 at LGsthoéd. The percentage of variability explained thgse QTL
was greater than 40% for QTL at GW threshold arghigr than 15% for that at LG threshold (FigureT2)is
region was detected on the female map (cider paravith six QTL for 4-p-coumaroylquinic and 4-

caffeoylquinic acids quantified in fruits and jusceach harvest years (Figure 3).
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A second important region was obtained for 5-cafligainic acid on the LG17 detected for each yead an
material, with a percentage of explained variapiibmprised between 33 and 43.6%. Additive effertse
found for both parents. This region was detectetath parental maps, with QTL detected at the Gk&/stold,
with a percentage of explained phenotypic varigbilanging from 16.2 to 25.7% and from 19 to 26.8%0
female and male maps, respectively. QTL for 5-prearoylquinic acid, detected slightly upstream ag tlegion
on the integrated map, was only detected on thalfemap, at the same position of that for 5-cafligaipic

acid (Figure 3).

Other QTL for 5-caffeoylquinic and 5-p-coumaroyljgi acids were identified on the LG1 in J10 andlaxgd
13.7 and 15.4% of the variability. These two QTLrevelose (around 15 cM) but did not clusterizedreBhQTL
were detected at GW threshold on the male map foafféoylquinic, 4-p-coumaroylquinic and 5-p-
coumaroylquinic acids quantified in J10, at the sgosition of that for 5-p-coumaroylquinic detectad the

integrated map (Figure 3).

The global variability explained by QTL for 5-caffdquinic and 5-p-coumaroylquinic acids of the grsted
map were respectively 40 and 25%. No epistaticeffeere found (Table 2).

3.2.2. Flavanols

The cluster identified on LG1 included 11 QTL désecfor procyanidins B2, B5, C1, Db and Eb, thenown
procyanidin (UP), the unknown flavanol (245) and tlather procyanidins” (OP) quantified globally firuits
(Figure 2). All QTL were detected either above efolw the suspected position of the Vf gene (46 cMie
percentage of phenotypic variability explained bgste QTL was comprised between 9 and 33.3%. Thienre
was highly detected on the male map, with 23 QTlected at GW threshold for different flavanols diféed
each year in fruits and juices. On female map, twty QTL for procyanidin B2 and one for OP quastifiin
FO08 and FO9 were mapped on LG1 (Figure 3).

The cluster detected at the top of LG4 included QL detected for procyanidins Ca, Cc, Da and d&tdy
quantified in J10, with a percentage of explainbdrmtypic variability ranging from 10.2 to 41.4%d#re 2).
This cluster was detected on the male map, with @TL detected at GW threshold for catechin, proias
B1, Ca, Cc and Da, quantified in J10 (Figure 3).

The cluster on LG12 grouped QTL controlling OP BBFepicatechin quantified in J09 and the procyianil
quantified in J10 explaining 8.1, 8.6 and 12.7%haf variation, respectively. Five additional QTLtefted at
the LG threshold were obtained for epicatechin pmatyanidin B1 quantified in F09, for procyanidirl C
guantified in JO9 and for the two other trimergpodcyanidins (Ca and Cb) quantified in J10 in thens interval
(Figure 2). This cluster was detected on the femade, with four procyanidins quantified in J09 alid. Four
other QTL were also detected at the GW threshotalghtly upstream of this position for epicateghtatechin
and procyanidin B1 quantified in FO9 and J09 (Feg8y).

The cluster at the bottom of LG15 included six Qddtected in J10 for four procyanidins, the unkndlamanol
245 and catechin, with a percentage of variabilggging from 10.7 to 41.9% (Figure 2). This clusteas
detected on the male map, with flavanols quantified09 and J10 at GW threshold (Figure 3).
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The QTL detected for procyanidin B5 quantified @®Dbn the LG3 explained 10% of the variability. é&iather
QTL were detected at LG threshold in the same vateor procyanidins B1, B2, C1 and Eb quantified=09,
J09 and J10 (Figure 2). This cluster was only deteon the female map with five QTL detected at GW
threshold for flavanols quantified in J09 and JEigre 3).

Epistatic effects were only significant for QTL thie unknown flavanol named 245 detected on LG1LaBt5.
The global variability explained by QTL detected fwocyanidins B5, Ca, Cc, Da, Ea, OP and UP rarfigad
27 to 42% (Figure 2).

Several QTL were obtained for the degree of polyraéion of flavanols on parental maps, either coasing all
flavanols (including monomers), DPnFlav, or consittg only procyanidins, DPnProc (Figure 3). Five IQT
were detected in FO8 on female map on LG5, LG1214.@nd LG16, explaining between 12.7 and 23.6%®f t
variability. Two other QTL were detected on the enalap in FO8 on LG1 and LG15, explaining 16% of the
variability (Figure 3).

3.2.3. Dihydrochalcones

QTL for phloretin xyloglucoside (XPL) quantified iF09, FO8 and J10 were detected on the integratgd an
LG5, LG10 and LG15 respectively. They explainedpeesively 16.3, 20.6 and 22.8% of the phenotypic
variability (Figure 2). QTL on LG15 had female dtilcé effect whereas other ones had no such sigmifieffect
(Table 2). Three QTL were detected on the male atape same position on LG5 for phloretin xyloglsicie
quantified in FO8 and F09 and for phloridzin (Plddjantified in J09 (Figure 3). Two QTL were detectedthe
LG15 of the male map at LG threshold for phlorigziuantified in FO8 and J10 but no QTL were fouod f
phloretin xyloglucoside. This result is probablyedio the absence of polymorphic markers in thisorefpr the
male map compared to the integrated map. No QTlewetected for dihydrochalcones on the LG10 ofigafe

maps.

On LG12, a QTL was detected for phloretin xyloglside quantified in FO8 at GW threshold, explain289%
of the phenotypic variability. Two other QTL weretdcted at LG threshold for phloridzine and phioret
xyloglucoside quantified in J10, explaining respesy 10.5 and 5% of the phenotypic variability ire 2).
Only a QTL for phloretin xyloglucoside quantified FO8 was detected at this position on male ma@\at
threshold (Figure 3).

A QTL for phloridzine was detected on LG1, explami28.5% of the phenotypic variability (Figure Zhis
QTL was also detected on the male map, clusteritiy another QTL for phloridzine quantified in FOBigure
3).

3.2.4. Flavonols

The major region controlling flavonols concentratiwas localized at the bottom of LG15 at the saotion
as the flavanol cluster described previously. FQUIL were detected for avicularin, hyperin and raymio
compounds at LG or GW threshold, explaining betw&grr and 50.9% of the phenotypic variability inifs.
Only reynoutrin had QTL for both harvest years (08 F09; Figure 2). This region was also deteotethe
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female map with seven QTL detected at GW thresHiotdavicularin, hyperin, isoquercitrin and reynoutr
(Figure 3).

In addition, three QTL were detected for quercijttimo on LG1 for FO8 and J10 and another for FO&hmn
bottom of LG17, with a percentage of explained mitgmic variability of 28.2, 31.7 and 18.7% respeety
(Figure 2).

3.2.5. Anthocyanins

No QTL for ideain was obtained at GW or LG threshoh the integrated map. A QTL was obtained ori_taé
of the female map and on the LG5 of the male maplaiing 19.2 and 12.4% of the phenotypic variahil

respectively (Figure 3).

3.3. Putative candidate genes identification

Clusters on LG1, LG3, LG12, LG14, LG15 and LG17 fimvanols, dihydrochalcones, flavonols and
hydroxycinnamic acids were selected based on thighn explanation of phenotypic variability and thigh
number of QTL clustering. As the NZ05g08 markertioé LG4 could not be blasted, no candidate gene

identification could be performed for this cluster.

For hydroxycinnamic acids, three genes annotatefei344 and two F3'5'H were identified on LG14 andufo
annotated as HCT/HQT and one DFR were identifiedL@17 (Figure 4; Table 3). The MYB110a and
MYB110b genes were also identified in the intemalLG17. For flavanols, one UFGT, three FHT and Bb&
were identified on LG1. The MdTTG1, a WD40 tranption factor was also present in the interval. Fgemes
annotated as DFR, two F3'5'H and one FLS were foandLG3. On LG12, two FLS were identified. The
bHLH33 transcription factor involved in the regudet of anthocyanin pathway was localized underdiuster

of flavanols and flavonols on the LG15. One F3’'Hlame F3'5'H were identified for flavonols on LGEor
dihydrochalcones, six genes annotated as UFGT, ,F3HT, DFR and FLS were identified on LG5, one CHI
was identified on LG12 and one CHS and one FLS vdmntified on LG15. No candidate gene was found on
LG10.

4. Discussion

48 QTL were detected for hydroxycinnamic acidsydiaols, dihydrochalcones and flavonols quantifiedriits
and juices at GW threshold on the X5210 x X8402dgnated map. They are mainly grouped into ten major
clusters on seven linkage groups and summariz&dgure 2. As the content of phenolic compoundsighlly
dependent on environmental conditions, QTL deteetg@ar for a specific compound are generally tels
over all harvest years. However, some regions sscthose on LG1, LG3, LG12 and LG15 are considered

stable for a chemical class as several QTL werectid for several compounds of the same class.
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4.1. Comparisons between cider and dessert apple progenies

Cider apples are commonly more astringent andrhiiten dessert apple. It has been shown that lafipte
varieties were richer in flavanols and/or dihydralcones than non-bitter varieties (Alonso-Sal@ssranco et
al. 2004). With their tanning properties, procyamsdcan form complexes with salivary proteins fstriagency
or receptors for bitterness, depending on theiympetization degree (Lea and Arnold 1978). Howevbe,

involvement in bitterness of dihydrochalcones hatsyet been clearly demonstrated.

At the beginning of this study, we thought thatdsitess and astringency are positively selectediftar apples
and very depreciated for dessert apples. Compargdewious studies, several regions for these tasses of
phenolic compounds were different, supporting ting hypothesis of a differential selection betwesder and
dessert apple. Five main regions were detectedhtoflavanol content on LG1, LG3, LG4, LG12 and 1551
wich were not detected in previous studies in désgmple (Chagne, Krieger et al. 2012; Khan, Chibbml.
2012). In these previous studies, the most impor@arL for the flavanol content was detected atttye of the
LG16. In addition, a leucoanthocyanidin reductds®R) gene was identified in the confidence intental our
study, this region was not detected (QTL detectethe LG16 of the female map were below this chysteor
dihydrochalcones, several QTL were detected spedifiin our progeny on the LG1, LG5, LG10, LG12an
LG15. In previous works, no QTL was presented bad@ile et al. (2012) for this phenolic group and dnly
QTL were obtained by Khan et al. (2012) for phlandquantified in skin (on LG16) and flesh (on LG1%hat
on LG15 may be the same that QTL detected in cagiqary for phloretin xyloglucoside.

As regard to these results and considering thei¢apbn of these phenolic compounds in the astriogeand
bitterness of apple, we thought that these majfferdnces were linked to the cider type of our ermg
However, the study of parental maps has showntliese QTL are derived from both parents, indepethdeh
the cider origin, challenging this hypothesis. Vda only assume that the crossing of a dessert afttbahybrid
has maximized the genetic variability in the stddgogeny and thus allow us to detect different @iELthose

detected in previous studies.

Moreover, our study has shown for the first timaejee regions controling the mean polymerizatiogrde of
flavanols. These QTL were detected on the LG12,4.@fd LG16 on the female map and on the LG1 and
LG15 on the male map. Only those on LG15 and LGdl6aalize with other QTL for the flavanols content,

supporting an independent regulation for the flav@oncentration and the flavanol polymerization.

In addition to these specific regions, we confitra tocation of QTL already detected in former stsdiQTL on
LG1 for quercetin glycosides seemed common with@T& controlling flavonols (quercetin and kampferol
glycosides) obtained by Khan et al. (2012) studytbua lesser extent since only quercitrin quaatdifin FO8 and
J10 had QTL at GW threshold on LG1 in our progéviginy other QTL detected with KW test have been tbun
between GD_SNP01470 and GD_SNP01772 markers foulavin, reynoutrin and rutin (data not shown).

QTL explaining a high phenotypic variability (up 59.9%) were detected at the top of LG14. Thisarediad
also been detected by Chagne et al. (2012) foupredic acid but with lower percentages of explaimadation

(between 7.1 and 19.3%). In addition to the QTL 4gu-coumaroylquinic acid detected annually intgwnd
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juices, a strong QTL was detected for 4-caffeoyiguacid quantified in J10 in the same intervathAlgh no
QTL was obtained for this compound quantified i® Jdth IM, result in KW was very strong (<0.000This
suggests therefore an important region for the esandf hydroxycinnamic acids esterified specifigat the
fourth position, supported by the absence of QTit Facaffeoylquinic and 5-p-coumaroylquinic acid tims

region.

The most stable and conserved region identified rgmthe three studies was the one controlling 5-
caffeoylquinic acid concentration on LG17. The petage of explained phenotypic variability was hiiglihe
three progenies (19% in Khan et al. (2012) studgging from 10 to 46.5% in Chagne et al. (2012)lwtand
from 33 and 43.6% in this study). As Chagne ef2012), we detected in this region four shikimgtéiate O-
hydroxycinnamoyltransferase (HCT/HQT) genes, initlgdwo with a zero min e.Value score. As this oegi
was detected both in female and male maps, we ggposed the presence of a major gene controllieg th

synthesis of this compound.

The LG17 was also described previously to have @darLquercetin glycosides. In our study, one QTL for
quercitrin detected at GW threshold in FO8 andfoneutin detected at the LG threshold in J0O9 waepped on
this LG. This region was confirmed for both compdsiwith KW results each year and for both mateidla
significance threshold ranging from 0.01 to 0.00RPmreover, a DFR was found in the interval, suppgst

conserved region for flavonol content in apple.

This QTL study was the first performed with a cidgple progeny, considering major phenolic compsuamsl
well as the total procyanidin content and their mpblymerization degree. A high phenotypic variipil
representative of major cider apple varieties waseoved in this progeny (Verdu et al. submittedanrnal of
the Science of Food and Agriculture). However, geliwation to cider apple must be taken with cautiince
we are limited to the genetic background of thiegeny. Further genetic studies based on a wideetigen

diversity would have to be planned to confirm angkcse the cider origin of some QTL.

4.2. Putative candidate genes identification to understand the genetic architecture of the phenolic

compounds regulation

Enzymes of the polyphenol pathway have been widecribed and the colocalization with QTL was tfee
easy to determine with the sequence of apple gendt@d/HQT genes identified under the QTL for the
caffeoylquinic acid on the LG17 were describedatatyze the formation of p-coumaroylquinic acidnfrthe 4-
coumaroyl-CoA. This compound is the precursor dfecylquinic acid via the p-coumarate 3'-hydroxydas
(C3'H) gene. Then, caffeoylquinic acid may be ussda substrate by HCT to form caffeic acid. Coralgrs
caffeic acid can be used by HQT to form caffeoydipiacid (Figure 5). HCT/HQT genes identified or RTL
for 5-caffeoylquinic acid on LG17 are good candiédabecause they are directly related to this comgbou
(Hoffmann, Besseau et al. 2004). Similarly, flavioch8'-hydroxylase (F3'H) gene identified for quetineand
kaempferol glycosides cluster on LG1 can directigulate their content. This enzyme is responsibiettie
hydroxylation on the third position of the B rinfjftavonols, dihydroflavonols or flavanones (Figk If this

enzyme is up-regulated, the formation of quercetiuld be favored compared to kaempferol. Inversély,is
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down-regulated, the degradation of kaempferolhigeloand this class of compounds could be favoreapeoed

to quercetin.

Inversely, the UDP-glucose 3-glucosyltransferaseGU) gene found under the QTL for flavanols on L@&l,
described to catalyze the formation of anthocyasici-Og-D-glucoside from anthocyanidins and UDP-D-
glucose (Figure 5). This colocation with flavandl'lQmay be explained by the competition of this eneywith
anthocyanidin reductase (ANR) for anthocyanidinsaasubstrate to form either cyanidin glycosidestiwi
UFGT) or flavanol monomers (catechin and epicat®chindeed, ectopic expression of apple MAANR geénes
tobacco increases the procyanidins content andedses the anthocyanin content in flowers (Han,
Vimolmangkang et al. 2012). In the same way, thensing of the anthocyanidin synthase (ANS) in epgmhs
shown a drastic reduction in the anthocyanin cdn{®mankowski, Flachowsky et al. 2009). Howeverthis
study, the epicatechin content was increased whettéa compound is also dependent of the ANS agtivi
Authors supposed a residual ANS activity associatéd kinetic competition between ANR and UFGT. An
alternative biosynthetic pathway to epicatechimfrecatechin or procyanidins was also suggested kdzaski,
Flachowsky et al. 2009). Both studies have alsavsha modification in the transcriptional level amdin the
enzymatic activities of almost all structural enagmof the polyphenolic pathway, as well as the MYB
transcription factor in tobacco (Szankowski, Flaghky et al. 2009; Han, Vimolmangkang et al. 20I1})ese
results suggest a complex feedback of biosyntlestymes that remain to be clarified to evaluatergtethe

impact of each enzyme on the polyphenol pathway.

Transcription factors involved in the regulationptfenolic compounds in apple have been much lesigest A
MYB gene located on LG9 (with three alleles MYBA/NBY/MYB10), two other MYB genes called MYB110a
and MYB110b located on LG17, two bHLH (MdbHLH3 o511 and MdbHLH33 on LG15) and a WD40
(MdTTGL1 on LG1) transcription factors involved inet anthocyanin pathway have been previously idedtif
(Takos, Jaffe et al. 2006; Ban, Honda et al. 2@&3pley, Hellens et al. 2007; An, Tian et al. 204, Li et al.
2012). The clustering of QTL for hydroxycinnamicidecand flavanols with the MdTTG1 gene and QTL for
flavanols and flavonols with the bHLH33 genes ssggehe involvement of these transcription faciarshe
regulation of several phenolic groups, other thaat bf anthocyanins for which they were previoudbntified
(Espley, Hellens et al. 2007; An, Tian et al. 2012)

These results are based solely on in silico idieatibn of gene potentially involved in the polypioé pathway.
The study was focused on a limited nhumber of geBes.we certainly missed some like other transomipt
factors, small regulatory RNA (miRNA) and all othggnes which could affect the catalytic activityemizymes
or phenolic compounds stability. However, this gthds already highlighted a large number of carididenes
for most of the major QTL. This large number of dgates is rather surprising and it will requirems
validation later on. Sequencing methods, QRT-PCGRn the best case, transgenesis could validata.tkgT L

detection based on the level of expression of theggmes (eQTL) could also be an interesting apgtroa

4.3. Use in marker-assisted selection

This study highlighted few major QTL significantlgsponsible for the variability of major phenolimngpounds

involved in cider organoleptic characteristics. Agahem, one on LG12 detected for flavanols andftwdhe
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hydroxycinnamic acids on LG14 and LG17, showed hstdbility between years, both in fruits and jujces
significant additive effects and high percentagexjlained variability (between 16 and 60%): so/thee good
candidates to be used in cider apple breeding anagyr Flavanols are mainly involved in the bittesnasd
astringency of the fruit, depending on the procglars polymerization degree (Lea and Arnold 1978) ;
hydroxycinnamic acids, more particularly 5-caffemyihic acid, have impact on color (Oszmianski arak L
1990) and aromatic potential of ciders (Herreroe&a et al. 1999). Moreover, different candidateegewere
identified in these regions. Further fine mappihgliges should allow us to precise the positionhese QTL to
be able to use them in marker-assisted selectiba.ZDK SNP chip recently developed in the Europgwaiect
FruitBreedomics could be used to densify map isatmegions. For minor QTL, genome wide selectiariccbe
developed. This method, which is successfully perém in dairy cattle selection, has been more tcéssted

in apple (Kumar, Chagne et al. 2012).

Conclusion

Our study allowed to map several QTL controlling tontent of major phenolic compounds in cider eppl
Some QTL seemed specific to our progeny since these not detected in previous works based on desser
apple progenies. Many candidate genes have bentifiele in several clusters of QTL detected for @uunds
belonging to a same chemical class. Our resultwstichat marker-assisted selection could be deeedlop the
three QTL detected on LG12, LG14 and LG17 for flanla and hydroxycinnamic acids. So far, only thHgge.
studies have been undertaken: they are all bassthgle progenies. So, it is worthwhile to confitimese results

on a wider diversity. Genotypic tools currently dimped from the apple genome sequence allow tdaewnew

fine mapping approaches as pedigree based analydigenome wide association. Genome wide seleatielh,
developed on dairy cattle selection and curremttyed in apple, could be a complementary way &csébr the

other traits.
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Figures
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Figure 1. Pedigree of the studied progeny with ‘Kermerrighg cider ancestor, and X5100, X4972 and X3189,

three dessert apple hybrids.
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Figure 2. Quantitative Trait Loci (QTL) detected on the int@gd map for phenolic compounds in apple fruits
harvested in 2008 (blue) and 2009 (pink) and jufmepared in 2009 (red) and 2010 (green) from tE210 x
X8402 progeny. QTL detected at GW and LG threshedde respectively represented with solid and hatche
boxes extended by lines representing the logarihthe odds (LOD)-1 and LOD-2 confidence interv&l45:
unknown flavanol with a 245 m/z; 4CQA: 4-caffeoyiljo acid; 4pCoQA: 4-p-coumaroylquinic acid; 5CQax:
caffeoylquinic acid; 5pCoQA: 5-p-coumaroylquinicigdc B1: procyanidin B1; B2: procyanidin B2; B5:
procyanidin B5; C1: procyanidin C1; Ca: trimer abpyanidin; CAT: catechin; Cc: trimer of procyamdDa:
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pentamer of procyanidins; G: heptamer of procyamitiY: hyperin; OP: other procyanidins; PLZ: phtixin;
QR: quercitrin; RE: reynoutrin; UP: procyanidin itunknow polymerization degree; XPL: phloretin
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Tables

Table 1.Broad sense genetic heritability of phenolic compmisuquantified in fruit and juice for two harvesiays

Heritability Fo8" FOg JO% J10P
(-)-epicatechin 0.960.94 0.80 0.61
(+)-catechin 0.970.77 0.79 0.79
procyanidin B1 0.980.96 0.78 0.79
procyanidin B2 0.950.89 0.84 0.93
other procyanidins 0.960.92 nd nd
DP flavanol$ 0.89 096 nd nd
5-caffeoylquinic acid 0.920.95 0.87 0.77
4-caffeoylquinic acid nd nd 0.80.87
4-p-coumaroylquinic acid0.96 0.93 0.88 0.80
avicularin 0.58 0.57 0.13 0.59
hyperin 0.60 0.62 0.57 0.39
isoquercitrin 0.800.65 nd nd
quercitrin 0.88 0.74 0.70 0.68
reynoutrin 0.7120.68 nd nd
rutin 0.72 nd 0.52 0.56
phloridzin 0.90 0.89 0.83 0.79
phloretin xyloglucoside  0.880.92 nd 0.75
ideain nd 0.77 nd nd

& DP: polymerization degree of flavanols.
> nd: not determined.
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Table 2. Parameters associated with the quantitative weit(QTL) detected in the apple X5210 x X8402 progby multiple QTL mapping (MQM) for phenolic commuds in fruits harvested

in 2008 (FO8) and 2009 (F09) and in juices preparet09 (J09) and 2010 (J10).

Trait 2 LG Locus Position (cM) LOD? RZ Allelic effects’ Rzglobaf A, A° D" Parent
FLAVANOLS
CAT_Ji10 15 Cho3b10 77,7 6,32 22,8 ad*;bd* 10,82 1,34 0,52 X8402
X5210
ECAT_J09 12 Ch01g12 31,8 6,47 8,6 ad** 17,45 -15,48 5,38 -
X8402
X5210
B2_F08 1 GD_SNP00087 36,5 6,54 25,3 ab** -0,14 0,08 -0,11 -
X8402
B2 J10 1 GD_SNPO01772 47,1 7,58 9,8 -51,12 -10,87 -1,26 X8402
X5210
B5 J09 1 GD_SNPO00575 55,9 6,42 11 ab*** 0.2752 322, 1,4 5,92 -
X8402
X5210
3 Hi03d06 32,6 6,64 10 bc***; bd*** 6,24 12,18 -0,3 -
X8402
B5 J10 1 GD_SNP00087 36,5 12,083,3 -2,01 -1,01 1,47 X8402
C1_J09 1 GD_SNPO00575 55,9 7,36 14,1 ab*** -9,91 4,6 7,66 X8402
C1.J10 1 GD_SNPO00087 36,5 8,24 9 aa* -12,52 3,29 8,26 X8402
Ca J10 4 NZ05g08 0 6,22 11,3 ad** 0.3654 -2,83 0,42 -2,85 X8402
15 Ch03b10 77,7 8,62 16,2 ad*; bc* 4,45 -1 1,12 X8402
Cc_J10 4 NzZ05g08 0 53 10,2 ad**; bd* 0.3424 -0,95 0,07 -0,76 X8402
15 Ch03b10 77,7 7,42 15,5 ad* 1,56 -0,07 -0,07 X8402
Da J10 4 Nz05g08 0 551 12,5 ad***; bc*; bd* 0.4134 -1,59 0,05 -2,49 X8402
15 Ch03b10 77,7 8,84 223 ad*; bc** 3,83 -0,72 0,22 X8402
Db _Ji10 1 GD_SNPO00087 36,5 6,41 24 -9,31 -1,15 7,57 X8402
Ea J10 4 NZ05g08 0 9,72 41,4 ac*; ad***; bc**; bd*** 0.4228 -246 0,37 -2,98 X8R
15 Ch03b10 77,7 10,9441,9 ad**; bc** 297 -195 0,15 X8402
Eb J10 1 GD_SNP00087 36,5 583 9.2 -1,77 -0,61 1,62 X8402



G_Jio 12 Ch01g12 31,8 459 127 bc*; bd* -0,48 -3,39 1,61 X5210
UP_J10 1 GD_SNP00183 33,2 9,74 27 2,51 -0,42 1,07 X8402
245 J10 1 GD_SNP00087 36,5 576 12,1 aa***; ab*** 0.3829 526 -1,43 1,26 X8402
15 ChO3b10 77,7 5,57 10,7 ac***; ad***; bc***; bd** 3,81 4,41 1,14 X8402
. aa:ac***; ab:ac**; aa:ad*; ab:ad*; aa:bc***;ab:bc**
GD_SNP00087: Ch03b10 aa-bd**: ab:bd**
OP_F08 1 GD_SNP01772 47,1 72 238 -0,81 0,08 0,52 X8402
12 Ch01g12 31,8 43 8,1 ad** 0,54 -0,51 0,14 X8402
HYDROXYCINNAMIC ACIDS
X5210
5CQA F08 17 Hi02f12 43,8 16,9613,6 ad***;bc***; bd*** 0,79 08 -0,01 -
X8402
X5210
5CQA_F09 17 Hi02f12 43,8 9,79 33 ad*; bc**; bd*** 0,53 0,52 -0,04 -
X8402
X5210
5CQA J09 17 Hi02f12 43,8 22,585,9 ad*; bd** 128,41 107,08 -20,42 -
X8402
5CQA J10 1 GD_SNP01772 47,1 754 154 ab* 0.4073 -86,8 -33,3995,05 X8402
X5210
17 Hi02f12 43,8 18,3549,7 ad***; bex**; bd*** 193,99 195,36 -10,04 -
X8402
4CQA_J10 14 GD_SNP00207 0 15,159,9 ab*** -1,26  -2,24 1,41 X5210
4pCoQA_F08 14 GD_SNP00207 0 14,050 ab*** -0,17 -0,15 0,18 X5210
4pCoQA _F09 14 GD_SNP00207 0 11,081,3 ab*** -0,09 -0,24 0,1 X5210
4pCoQA _J10 14 GD_SNP00207 0 17,241,5 aa*; ab*** -20,32 -46,53 20,26 X5210
5pCoQA _J10 1 Ch05g08 61,5 495 13,7 ad*; bd** 0.2504 5,72 -2,01 0,25 X8402
X5210
17 Cho04f08 39,3 594 19,1 1,88 6,34 -291 -
X8402
FLAVONOLS
HY_F08 15 Cho02d11 73,4 5,17 23,8 ab* -0,01 -0,02 0,01 X5210
QR_F08 1 HB11AG 28,2 5,02 28,2 nd nd -0,05 -0,02 -0,03 X8402
17 GD_SNP00245 67 455 18,7 0,03 0,01 0,03 -



QR_J10 1 HB11AG 28,3 8,41 31,7 -533 -3,92 1,6 X8402

RE_F08 15 Ch03b10 77,7 6,02 50,9 ad*; bc**; bd*** -0,01 -0,01 0,01 X5-210
X8402
RE_F09 15 Ch03b10 77,7 6,25 26,6 bc* 0 -0,01 0 X5210
DIHYDROCHALCONES
PLZ_J10 1 GD_SNPO01772 47,1 10,228,5 -3,7 -3,61 2,91 X8402
XPL_FO08 10 GD_SNPO00307 44,7 531 20,6 ab* 0.2575 -0,03 0 -0,05 X8402
12 GD_SNP00762 51,7 5,49 23,9 ab*** 0,06 -0,01 0,01 X8402
XPL_F09 5 GD_SNP00632 49,3 4,71 16,3 ab*** -0,07 0 0,01 X8402
XPL_J10 15 GD_SNP01146 22,5 598 22,8 ab* -3,88 929 -2,79 -

& Abbreviations: see figure 1; FO8: fruits harvesite 2008; F09: fruits harvested in 2009; J09:gsiprepared in 2009; J10: juices prepared in 20d:0not determined value.
PMaximum logarithm of the odds (LOD) scores valughsf QTL.

‘Percentage of the phenotypic variation explainethbyQTL.
dsignificance of the allelic combinations estimatgtthe global model based on genotypic informafiom the locus used as co-factor: *, P = 0.1; *= B.05; *** P = 0.01.

*Variation explained by all QTLs estimated by thelbgll model.
"Male additive effect computed as [(uac +ubc) - (ftachd)]/ 4, where pac, pad, pbc and pbd arestimated phenotypic means associated with eadhedfour possible genotypic classes

ac, ad, bc and bd, deriving from an <abxcd> cross.

Female additive effect computed as[(pac +pad) € @pbd)]/ 4, where pac, pad, pbc and pbd aredtimated phenotypic means associated with eattiedbur possible genotypic classes
ac, ad, bc and bd, deriving from an <abxcd> cross.

"Dominance effect computed as [(uac +ubd) - (nathe)]d 4, where pac, pad, pbc and pbd are the asstihphenotypic means associated with each obtirepbssible genotypic classes ac,
ad, bc and bd, deriving from an <abxcd> cross.

"in bolt, parent for which the QTL was obtainedh&t GW threshold.



Table 3.Candidate genes identified in the interval of 1&stérs of quantitative trait loci (QTL) or meta-QTiking the BLAST2GO software.

Phenolic group Top marker Down marker Eg?uk:eer:c%fs P?Ltj?]té\t/i(e)r?;ne MDP® Lzebnp%'gh hi;t#sd e.{\//!\rllu & Sm(%l\;lfe an
:é’igroxyc'””am'c GD_SNP00207 1066 F3'H MDP0000261732 714 20 4.108° 82.85
MDP0000443803 177 20 7.108* 86.25
MDP0000848416 381 20 2.408° 89.55
F3'5'H MDP0000285273 1590 20 0 77.5
MDP0000308262 1770 20 0 77.05
1438 HCT/HQT MDP0000153269 197 20 1.582 82.25
MDP0000261618 348 20 6.5¢° 72.5
MDP0000307780 1538 20 0 89.35
MDP0000371737 1326 20 0 83.2
DFR MDP0000648997 1515 20 4.80&" 78.9
MYB110a MDP0000295218GenBank accession number EB710109
MYB110b MDP0000317257GenBank accession number CN993940
Flavanols GD_SNP00183 Ch05g08 2501 UFGT MDP0000478252 1452 20 0 79.4
MdTTG1 GenBank accession number GU173813
F3'H MDP0000214162 999 20 1.58® 81.15
MDP0000416305 1026 20 0 84.75
MDP0000657536 453 20 3.7& 87.35
FLS MDP0000155229 990 20 1.58* 64.9
GD_SNP01969 2000 DFR MDP0000204525 1572 20 0 92.15
MDP0000265073 1626 20 0 92.3
MDP0000268045 1020 20 0 92
MDP0000729984 978 20 0 92.2
F3'5'H MDP0000630030 1383 20 0 78.05
MDP0000780878 408 20 3.4¢* 80.15
FLS MDP0000703138 270 20 2.7€ 78.4



12 Cho5d11 Ch01g12 963 FLS MDP0000390769 270 20 2.7& 78.4
MDP0000041421 1116 20 0 76.65
15 Ch02d11 GD_SNP02455 1021 MdbHLH33 GenBank accession number DQ266451
Dihydrochalcones 5 Ch04g09x GD_SNP00231 1296 UFGT MDPO0000708060 369 20 1.208 83.85
F3'H MDP0000692178 1866 20 0 70.55
FHT MDPO0000515855 1089 20 0 65.1
DFR MDP0000414002 921 20 4.40e% 77.15
FLS MDP0000222546 1500 20 1.508° 77.25
MDP0000515855 1089 20 0 65.1
12 Ch03c02 Hi07f01 1132 CHI MDP0000252589 732 20 1.308° 88.5
15 Hi03g06 Hi02d02 CHS MDP0000287919 1167 20 0 83.7
FLS MDP0000159118 258 20 1.90&° 81.1
Flavonols 1 GD_SNP01470GD_SNP00183 658 F3'H MDP0000140803 1611 20 0 80.35
F3'5'H MDP0000675937 2556 20 0 86.85
15 Cho2d11 GD_SNP02455 1021 MdbHLH33 GenBank accession number DQ266451

& CHI: chalcone isomerase; CHS: chalcone synthB&&: dihydroflavanol 4-reductase; F3'H: flavonoitt®droxylase; F3'5’H: flavonoids 3',5'-hydroxylasgeLS: flavonols
synthase; HCT/HQT: shikimate/quinate hydroxycinngitnansferase; UFGT: UDP-glucose 3-glucosyltrareser

b putative gene annotated on the apple genome brows
: longest hits which aligned with the sequence

: numbered of alignment achieved

- estimator of the quality of the alignment

C
d
e
! average percentage of sequence similarity
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Discussion générale

Ce chapitre reprend les principaux points de discussion abordés dans les trois chapitres
précédents. Une premiére discussion portera sur l'utilisation a haut débit des méthodes de
chromatographie liquide pour le phénotypage d’'un grand nombre d’individus. Les différents
aspects a prendre en compte lors de I'élaboration de la méthode de dosage seront abordés
et une méthode type sera proposée. Un second point portera sur l'influence des méthodes
de préparation des jus sur leur teneur en composeés phénoliques. Les résultats concernant la
variabilité et I'héritabilité de ces composés dans notre descendance de type cidre seront par
la suite discutés. Une quatrieme partie mettra I'accent sur les principaux QTL obtenus dans
notre descendance, en relativisant nos résultats par rapport aux précédents travaux meneés
sur les descendances de pommes a couteau. Le point suivant portera sur l'identification des
genes candidats réalisée a la suite de la détection de QTL. Cette discussion générale se
finira par une ouverture sur l'utilisation potentielle de ces résultats dans le cadre de

programmes d’amélioration variétale.

l.  Les méthodes de chromatographie liquide pour le

phénotypage 3 haut débit des composés phénoliques

Les méthodes de chromatographie liquide sont les plus adaptées au dosage des composés
phénoliques. Elles sont simples a mettre en ceuvre et permettent une quantification tres
précise des composés. En revanche, la plupart des méthodes décrites dans la littérature
pour I'analyse des composés phénoliques sont trop longues pour une utilisation a trés haut
débit. Le temps d’'analyse peut toutefois étre considérablement réduit, tout en conservant
une tres bonne résolution, grace au développement des technologies UHPLC (Ortega,
Romero et al. 2010). Les analyses réalisées avec le mode SRM de certains spectrométres
de masse permettent également d'augmenter trés fortement la résolution des
chromatogrammes et ainsi réduire encore davantage les temps d’analyse. Nous avons pu
clairement le montrer dans ce travail de thése. Nos résultats ont cependant montré des
surestimations dans les dosages réalisés avec I'un ou l'autre des détecteurs. Nous avons
supposeé des effets de matrices liés a la co-élution de nos analytes avec d’autres composés
du jus de pomme. En LC-UV cela se traduit par le cumul de l'intensité de fluorescence des
composeés co-élués. L'utilisation du mode SRM en LC-MS permet de limiter au maximum les
co-élutions et les effets de matrice associés au niveau du détecteur. En revanche, les
composeés co-€élués au niveau de la source d’ionisation, avant la sélection des ions, peuvent
augmenter ou diminuer l'ionisation de I'analyte et modifier sa réponse par rapport a I'analyte
pur (Modhave 2012). Il faut donc faire un compromis entre temps d’analyse et risques de co-

élutions.
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Le choix du détecteur associé a la méthode chromatographique dépend en grande partie du
nombre de composés a doser. Si I'objectif est de doser I'ensemble des composés d’'un
échantillon, il est nécessaire d’avoir une méthode qui permette leur identification. Les
méthodes couplées LC-UV-MS/MS sont les plus adaptées. Les spectres UV obtenus avec
les détecteurs UV-PDA renseignent sur la nature chimique du composé et constituent une
premiére étape de lidentification. Les détecteurs de masse apportent des informations
complémentaires sur la taille des composés, leurs fragments voire méme leur formule brute
dans le cas des analyseurs trés haute résolution (e.g. analyseur a temps de vol, TOF).
L'identification formelle peut ensuite se faire par comparaison avec un standard purifié.
Cependant, ceux-ci sont généralement chers a I'achat et les composés les plus complexes,

comme les procyanidines, ne sont pas disponibles en tant que standards de quantification.

Le mode de quantification désiré (absolu ou relatif) est également déterminant dans le choix
du détecteur. Pour une quantification absolue en masse, il est nécessaire d'avoir a
disposition tous les standards purifiés correspondant a I'ensemble des composés a doser
pour I'élaboration des gammes étalons. En UV, la quantification d’'un groupe de composés
proches structurellement (A et ¢ voisins) peut se faire a l'aide d’'un seul standard. Les
méthodes de quantification relatives comme celle utilisée par Khan et al. (2012) permet de
s’affranchir de l'utilisation des gammes d’étalonnage et donc des standards purifiés. Cela
permet de diminuer les temps d’analyse, le temps consacré au traitement des données
brutes et le colt de I'analyse tout en augmentant le nombre de composés dosables en
masse. En revanche, cette quantification est relative et ne renseigne donc pas directement
sur la teneur du composé contenu dans I'échantillon. De plus, I'utilisation de la valeur du TIC
(Total lon Curent) ne permet pas de comparer la teneur des différents composés d'un
échantillon entre eux puisqu’'un composé s'ionisant bien dans les conditions fixées de
I'analyse aura une valeur de TIC élevée tandis qu’'un composé avec un taux d’ionisation plus
faible, méme s'il est plus concentré en valeur absolue, pourra avoir une réponse sur le TIC

inférieure.

Si l'objectif est de doser seulement les principaux composés présents dans I'échantillon,
alors le choix du détecteur associé pour la quantification dépend principalement du hombre
d’'individus considéré pour la cartographie. Au vu des fortes valeurs d’héritabilité et le QTL
obtenus, les travaux réalisés au cours de cette thése ont montré que les méthodes de
dosage en UV et en masse étaient toutes deux adaptées a la cartographie QTL. Il est & noter
toutefois que sur les analyses réalisées sur les jus en 2010, nous observons plus de QTL
avec les dosages UV qu'avec ceux réalisés en SRM. Ce plus faible nombre est a mettre en
lien avec un plus faible LOD score, n'atteignant pas toujours le LOD seuil LG ou GW. Nous

attribuons ces résultats a la moins bonne répétabilité des dosages effectués en SRM par
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rapport & ceux en UV. En 2009, le plus grand nombre de QTL obtenus avec cette méme
technique peut étre expliqué par le plus grand nombre d’individus analysés : 224 individus
analysés en 2009 et 120 en 2010.

Finalement, le choix d’'une méthode de chromatographie liquide pour la quantification des
composeés phénoliques dépend essentiellement du temps maximum que I'on peut consacrer
au phénotypage, du nombre d’individus a phénotyper, du nhombre de composés a doser et
du type de quantification désiré. Ces choix sont généralement accompagnés d'un certain
nombre de compromis et restent en général a I'appréciation du chercheur qui doit également

tenir compte du matériel, des moyens financiers et humains qu'’il a a disposition.

Les méthodes de quantification développées au cours de cette thése ont des temps
d’analyse beaucoup trop longs pour envisager de les utiliser pour le phénotypage d’'un trés
grand nombre d’échantillons (>1200). En s’appuyant sur I'ensemble des remarques faites
précédemment, on pourrait envisager une méthode de dosage des principaux composeés
phénoliques en UHPLC-MS/MS, avec un temps d’analyse inférieur a 10 min en suivant les
conditions chromatographiques décrites dans l'article de Chagné et al. (2012) et en faisant
une quantification relative comme celle utilisée par Khan et al. (2012). Les limites de cette
méthode seraient alors principalement liées aux effets de matrice pouvant affecter la

guantification des composés.

ll. _Influence des méthodes de préparation sur la teneur en

composés phénoliques des jus de pomme

Les pommes a cidre sont généralement plus riches en composés phénoliques que les
pommes de table. Leur nature et leur teneur influencent directement la qualité
organoleptique des cidres. L'étude d'une descendance de type cidre semblait donc
constituer un bon choix pour la cartographie génétique des composés phénoliques. Pour des
raisons pratiques et techniques, il n'était pas envisageable de phénotyper directement le
produit final (le cidre). Nous nous sommes donc focalisés sur I'analyse des fruits et des jus
de pomme. Les conditions de stockage, de broyage/pressage et d’'oxydation sont les
principales sources de variabilité pouvant affecter la teneur en composés phénoliques des
cidres. Nous avons donc essayeé de choisir des conditions de préparation des jus proches de
celles développées en industrie cidriere (Guyot, Marnet et al. 2003; Nogueira, Guyot et al.
2008).
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Les pommes a cidre subissent une période de maturation aprés récolte avant d'étre
pressées. Cette période permet généralement le développement des arbmes importants
pour la qualité des cidres. Le stockage des pommes au froid (1 a 4°C) n’affecte pas leur
teneur en composés phénoliques, méme s'il dure plusieurs mois (Burda, Oleszek et al.
1990). En revanche, un stockage a température ambiante de quelques jours aprées cette
phase de froid entraine une modification des profils phénoliques (Perez-llzarbe, Hernandez
et al. 1997; Awad and de Jager 2000; MacLean, Murr et al. 2006). Dans le cadre de cette
thése, les fruits ont été conservés en chambre froide entre deux et sept jours puis sont

restés a température ambiante entre 2 et 9h avant d’étre broyés.

Traditionnellement les pommes a cidre sont rapées puis pressées pour obtenir le jus. Une
étape de traitement enzymatique peut également avoir lieu avant le pressage pour
hydrolyser les parois cellulaires (Grimi, Mamouni et al. 2011). Des essais ont été réalisés au
cours de ma these avec un broyeur mécanique et une presse semblables a ceux utilisés en
industrie (mais de tailles plus réduites) disponibles a I'Unité de Recherches Cidricoles (URC)
de I'INRA du Rheu. Cependant, ces appareils n'étaient pas adaptés a la faible quantité de
fruits que nous avions a disposition. Le temps de traitement d’un échantillon était également
relativement long et le risque d’oxydation des composés phénoliques plus difficile a
contréler. Nous avons donc choisi de préparer nos échantillons de jus avec une
centrifugeuse, plus adaptée a nos échantillons. Cependant, des essais antérieurs réalisés a
'URC ont montré qu'’il pouvait y avoir une meilleure extractabilité des flavonols de la peau
avec une centrifugeuse qu'avec les méthodes de pressage (communication personnelle_S.
Guyot). Les résultats obtenus dans notre étude pour les flavonols semblent confirmer ces
observations. En effet, les taux d’extraction calculés dans notre étude sont plus élevés (18%)
gue ceux estimés précédemment pour des jus préparés par pressage (environ 10%) (Price,
Prosser et al. 1999). lIs restent toutefois faibles et I'isoquercitrine et la reynoutrine n’ont pas
pu étre dosées dans les jus. Les dihydrochalcones ont un rendement d’extraction beaucoup
plus faible dans notre étude que celui déterminé précédemment (Guyot, Marnet et al. 2003) :
80% au lieu de 30% dans notre étude. Cependant, I'étude de Guyot et al. (2003) n'a
considéré que la chair du fruit alors que la peau, prise en compte dans notre étude, est trés
riche en dihydrochalcones (Guyot, Marnet et al. 1998; Alonso-Salces, Barranco et al. 2004;
Khanizadeh, Tsao et al. 2008). Les rendements d’extraction calculés précédemment ont
donc été probablement surestimés. Pour les acides hydroxycinnamiques et les flavanols, les
rendements d’extraction calculés dans notre étude sont comparables avec les données de la
littérature (Guyot, Marnet et al. 2003). Les acides hydroxycinnamiques ont les rendements
d’extraction les plus élevés, suivis des monomeres de flavanols et des procyanidines. La

rétention des procyanidines dans le modQt est liée a leur propriété tannante qui les associe
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fortement aux composants de la paroi cellulaire (Renard, Baron et al. 2001). Cependant, la
procyanidine B2 a un rendement d’extraction significativement supérieur a celui des deux
monomeres, catéchine et épicatéchine. Ce résultat peut s’expliquer par la plus grande
hydrophobicité des deux monomeéres par rapport a la procyanidine B2 (Zanchi, Konarev et
al. 2009) et de sa faible capacité tannante, compte tenu de son faible degré de
polymérisation (De Freitas and Mateus 2002). Pour les deux composés faiblement
concentrés, avicularine et procyanidine Bl1, les rendements d’extraction moyens sont
particulierement élevés (respectivement 89,9% et 67,1%). Les études présentées dans le
premier chapitre de cette thése ont mis en évidence une surestimation de l'avicularine avec
la méthode de dosage en UHPLC-MS/MS qui pourrait expliqguer ce résultat. Il sera donc
nécessaire de mesurer précisément cette surestimation afin de pouvoir appliquer un facteur

correctif sur nos données.

L'oxydation des composés phénoligues au moment du broyage est une étape qui détermine
leur teneur finale dans les jus (Guyot, Marnet et al. 2003; Renard, Le Quere et al. 2011). Elle
est généralement associée a l'activité de la polyphénoloxydase (PPO) qui en présence
d’oxygéne transforme principalement les acides hydroxycinnamiques en O-quinones. Les O-
quinones peuvent a leur tour oxyder les autres composés phénoliques (Vaughn, Lax et al.
1988; Kim, Seo et al. 2001). En industrie, la trés grande quantité de fruits pressés limite
'oxydation des polyphénols en limitant le contact avec l'air. Des méthodes peuvent
également étre employées pour réduire encore davantage cette oxydation comme la
pasteurisation (Spanos, Wrolstad et al. 1990), les micro-ondes (Matsui, Granado et al. 2007)
ou la PEF (Schilling, Schmid et al. 2008). Pour limiter I'oxydation des composés phénoliques
des jus préparés au cours de cette thése, du fluorure de sodium a été ajouté pour inactiver
la PPO (Ding, Chachin et al. 1998).

lIl.  Variabilité et héritabilité des composés phénoliques au

sein de |3 descendance cidre

La variabilité observée dans notre descendance est importante et représentative d'un grand
nombre de variétés de pommes a cidre cultivées en Europe. Que ce soit pour les fruits ou
les jus, le groupe ayant la plus grande variabilité dans la descendance est celui des acides
hydroxycinnamiques avec un rapport de 23 dans les fruits et de 13 dans les jus. Cette
variabilité peut s’expliquer par l'origine des parents utilisés pour ce croisement, 'un issu de la
variété a cidre ‘Kermerrien’ et l'autre étant un hybride de type pomme a couteau. Le parent
méale analysé en 2010 se situe dans la moyenne de la population pour les acides

hydroxycinnamiques et les monomeres de flavanols (Annexes IV). Il est en revanche peu
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concentré en procyanidines et dihydrochalcones et se place plutét dans la moitié haute de la
descendance pour les flavonols. Le parent femelle issu de la variété ‘Kermerrien’ n’a pas pu

étre analysé a cause de I'absence de fructification.

\

La variabilité observée dans notre descendance est comparable a celle obtenue dans la
descendance de pommes de table étudiée par I'équipe de Chagné (2012) pour I'acide 4-p-
coumaroylquinique et la reynoutrine et est supérieure pour l'isoquercitrine et la quercitrine.
En revanche, la variabilité observée dans notre descendance semble plus faible pour les
autres composés, notamment les flavanols. Les valeurs maximales observées dans notre
descendance sont plus élevées que celles de la descendance de pommes de table mais
leurs valeurs minimales sont en revanche beaucoup plus basses, aussi bien dans la peau

gue dans la chair.

Les héritabilités calculées dans cette étude refletent plus la répétabilité des analyses qu’une
héritabilité au sens propre du terme puisque les arbres de la descendance ne sont présents
gu’en une seule copie sur la parcelle. « L’héritabilité/répétabilité » est en fait calculée a partir
de trois échantillons pris sur le méme arbre. Il convient donc de ne pas interpréter
directement les valeurs absolues ; ces données permettent toutefois d’avoir une idée de la
part des effets génétiques sur I'expression des caracteres et permettent la comparaison
entre conditions et composés. Globalement, les valeurs d’héritabilité sont fortes avec
quelques exceptions pour certains flavonols (avicularine, hypérine et rutine). On note
également des valeurs plus fortes pour les composés du fruit par rapport au jus. Ces
résultats peuvent s’expliquer par les modifications subies par le jus par rapport au fruit entier,
notamment liés a la rétention d’une partie d’entre eux dans le modt. Les flavonols ont les
héritabilités les plus faibles, aussi bien dans les fruits que dans les jus. Ces résultats sont
cohérents avec ceux de Volz et McGhie (2011) qui ont montré un fort impact de
'environnement (notamment la lumiere et la température) sur la teneur en flavonols des

pommes.

IV.  Spécificité des pommes 3 cidre

Les pommes a couteau et a cidre se distinguent par de nombreux critéeres, dont la saveur
des fruits. Pour certaines variétés a cidre, 'amertume et I'astringence des fruits peuvent étre
particulierement marquées. Ces caractéres organoleptiques sont directement influencés par
la teneur en tanins, qui selon leur degré de polymérisation affecte plutét I'amertume ou

I'astringence des fruits (Lea and Arnold 1978). L'implication des dihydrochalcones dans
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'amertume n’a pas été clairement établi & ma connaissance mais plusieurs études ont mis
en évidence une plus forte teneur en dihydrochalcones dans les variétés ameres ou douces-
ameres, notamment la variété ‘Kermerrien’ (Sanoner, Guyot et al. 1999; Alonso-Salces,
Barranco et al. 2004). D’autres paramétres comme la couleur ou les arbmes des cidres sont

également liés a la teneur en composés phénoliqgues des pommes.

Les parents de la descendance étudiée ont été sélectionnés pour les caractéristiques
cidrieres du parent femelle (X5210) et pour la résistance aux maladies du parent méale
(X8402). L'un des parents de X5210 est la variété cidre ‘Kermerrien’, tres utilisée dans les
programmes d’amélioration des variétés a cidre menées par I'INRA et 'lFPC. Les autres
grands-parents sont des hybrides de type pommes a couteau. Cette descendance a été
étudiée dans le cadre d’'un programme d’amélioration génétique réalisé conjointement par
'INRA et I'lFPC, financé pendant cinq ans par le projet interrégional INNOVACIDRE. Les
études ont montré une ségrégation des principaux caractéres d’intérét pour la sélection des
variétés de pommes a cidre et certains individus seront utilisés comme géniteurs dans les

prochains cycles du programme d’amélioration variétale.

La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus dans les études précédentes sur
pommes de table a montré des différences importantes en terme de localisation des QTL
détectés pour certains composés phénoliques (Chagne, Krieger et al. 2012; Khan, Chibon et
al. 2012). Cinq régions majeures ont été détectées pour les flavanols sur les groupes de
liaison (GL)1, GL3, GL4, GL12 et GL15 et cinq autres pour les dihydrochalcones sur les
GL1, GL5, GL10, GL12 et GL15 spécifiquement dans la descendance cidre pour les fruits
et/ou les jus de pomme. Dans les deux descendances de pommes de table, un QTL majeur
a été détecté pour les flavanols sur le GL16. Pour les dihydrochalcones, I'équipe de Khan et
al. (2012) reporte la détection de deux QTL pour la phloridzine dosée dans la peau (GL16) et
dans la chair (GL15). Ce dernier QTL pourrait correspondre a celui que nous avons détecté
pour la phlorétine xyloglucoside dans les jus. Aucun QTL n'a été présenté dans I'étude de

Chagné et al. (2012) pour les dihydrochalcones.

L’hypothése que nous avions faite au départ pour expliquer les différences observées entre
ces descendances étaient I'implication de ces composés dans les caracteres d’amertume et
d’'astreingence, recherchés pour les variétés a cidre mais contre sélectionnés pour les
variétés de table. Cependant, I'étude des cartes parentales a montré que les QTL pour la
teneur en flavanols étaient répartis également entre les deux parents, tandis que ceux pour
les dihydrochalcones étaient principalement détectés sur la carte male, parent de type
pomme a couteau. Cette hypothése est donc en partie remise en question. Il est en effet
difficile de généraliser nos résultats a I'ensemble des variétés a cidres puisque nous n’avons

étudié ici qu'une descendance, représentative d’'une faible part de la variabilité génétique
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existante au sein des pommes a cidre. Il serait donc intéressant de poursuivre notre étude
par des méthodes de génétique d’association sur un ensemble de variétés de pommes a
cidre et & couteau pour le caractére de teneur en composés phénoliques. La core collection
de pommes de table développée dans le cadre du projet FruitBreedomics et les collections
de variétés a cidre disponibles a I'INRA d’Angers pourraient étre utilisées pour déterminer
précisément les QTL associés aux variétés de pommes a cidre et ceux associés aux variétés

de pommes de table.

V.  Identification des génes candidats

L'identification des génes candidats sous-jacents aux QTL détectés pour la teneur des
différents composés phénoliques a été réalisée in silico, en ciblant les enzymes de la voie de
biosynthese des composés phénoliques (Figure 14) et les quatre facteurs de transcription
(MdMYB1/MdMYBA/MdMYB10, bHLH3, bHLH33 et MdTTG1) caractérisés chez le pommier
pour leur réle régulateur dans la voie de biosynthése des anthocyanes (Takos, Jaffe et al.
2006; Ban, Honda et al. 2007; Espley, Hellens et al. 2007; An, Tian et al. 2012). Concernant
la colocalisation génes candidats-QTL, trois situations sont rencontrées : i) colocalisation
avec les facteurs de transcription, ii) avec les enzymes directement liées a la synthese du
composeé considéré et ayant un effet positif ou négatif sur sa synthése et enfin iii) avec des

enzymes beaucoup plus en amont de la voie de biosynthese du composé considéré.

Les deux facteurs de transcription MdTTG1 et bHLH33 ont été localisés au niveau des deux
régions portant le plus grand nombre de QTL, détectés pour des composés de classes
chimiques différentes (respectivement sur le GL1 et GL15). Ces facteurs de transcription
pourraient donc étre impliqués plus largement dans la régulation de plusieurs enzymes de
biosynthese en plus de la régulation des anthocyanes. Nous pouvons noter le tres grand
nombre de QTL obtenus pour tous les caractéres étudiés dans la région du gene de
résistance majeur a la tavelure : Vf. Ces résultats doivent étre considérés avec précaution
puisque cette région est connue pour étre tres souvent détectée lors des détections de QTL
réalisées sur des caractéres trés différents comme la résistance a la tavelure (Calenge,
Faure et al. 2004), la texture du fruit (Longhi, Moretto et al. 2012), I'alternance de production
(Guitton, Kelner et al. 2012), le débourrement végétatif (Celton, Martinez et al. 2011) ou
I'architecture de I'arbre (Segura, Durel et al. 2009). Dans notre cas, la descendance étudiée
a été sélectionnée au stade juvénile pour la résistance a la tavelure, (géne majeur Vf). Cette
sélection entraine d'importantes distorsions dans les cartes génétiques utilisées pour la

détection de QTL au niveau de la région de Vf, qui peuvent biaiser les détections.
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Figure 28. Voie de biosynthése des principaux composés phénoliques dosés dans la pomme et le jus de pomme
(Hoffmann, Besseau et al. 2004; Macheix, Fleuriet et al. 2005; Winkel 2006; Li, Flachowsky et al. 2007; He, Pan
et al. 2008; Fowler and Koffas 2009; Gargouri, Manigand et al. 2009; Gosch, Halbwirth et al. 2009) (KEGG,
2012). Les chalcones, flavanones et dihydroflavanols sont respectivement encadrées en jaune, bleu et vert foncé.
Les enzymes indiquées en gras ont été identifies dans les intervalles de confiance des QTL. 4CL: 4-
coumarate:CoA ligase; ANR: anthocyanidin reductase; ANS: anthocyanidin synthase; C3'H: p-coumarate 3'-
hydroxylase; C4H: cinnamate 4-hydroxylase; CHI: chalcone isomerase; CHS: chalcone synthase; D2'GT:
dihydrochalcone 2-O-glucosyltransferase; DFR: dihydroflavanol 4-reductase; F3'H: flavonoid 3'-hydroxylase;
F3'5'H: flavonoids 3',5'-hydroxylase; FHT: flavanone 3-B-hydroxylase; FLS: flavonol synthase; HCT: shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase; HQT: quinate O-hydroxycinnamoyltransferase; LAR: leucoanthocyanidin
reductase; PAL: phenylalanine ammonia-lyase; TAL: tyrosin ammonia-lyase; UFGT: UDP-glucose 3-
glucosyltransferase.

Des enzymes directement et positivement impliqués dans la synthése des composés
phénoliques ont été identifiés pour plusieurs QTL. C’est le cas notamment des F3'H et
F3'5'H identifiées pour la quercitrine du GL1, la CHS pour la phloretin xyloglucoside du LG15
et les HCT/HQT pour l'acide 5-caféoylquinique du GL17 (Figure 14). A Tlinverse, le gene
codant pour I'UFGT identifié sur le bas du GL1 pour les flavanols aurait un effet négatif
puisque cette enzyme catalyse la formation des glycosides de cyanidines a partir des
cyanidines, également substrat de I'enzyme ANR qui catalyse la formation des monomeres
de flavanols (Figure 14). Le lien étroit entre ces deux groupes de composés (flavanols et

anthocyanes) a, par ailleurs, été mis en évidence dans les études de transgénése visant a
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sur exprimer I'enzyme ANR ou « silencer » 'ANS (Szankowski, Flachowsky et al. 2009; Han,

Vimolmangkang et al. 2012).

Pour les autres QTL, les génes codant des DFR, F3'H, F3'5’'H, FHT et FLS ont été identifiés
dans les intervalles de confiance. Ces enzymes interviennent beaucoup plus en amont dans
la biosynthése des composés phénoliques et on s’attendait a la colocalisation de QTL
détectés pour tous les composés positionnés en aval de ces enzymes. Cependant, les
enzymes de biosynthése peuvent avoir des spécificités de substrat plus ou moins
importantes, qui leur permettent de synthétiser certains composés en particulier (Li, Qiu et al.
2012). Par ailleurs, les études de transgénése menées par les équipes de Han (2012),
Flachowsky (2012) et Szankowski (2009) ont mis en évidence un systeme de régulation
beaucoup plus complexe que celui généralement supposé pour cette voie de biosynthese
avec une auto-régulation des niveaux de transcription et/ou de Il'activité enzymatique des
autres enzymes de biosynthése lors de la surexpression ou du silencing des enzymes ANR,
F3'H et ANS.

Les conclusions présentées dans cette partie sont basées uniquement sur l'identification in
silico de génes potentiellement impliqués dans la synthése des composés phénoliques.
L’étude a été ciblée sur un nombre restreint de génes, en réduisant les intervalles de
confiance par méta-analyse. Nous avons donc trés certainement laissé échapper des génes
d’'intérét comme les autres facteurs de transcription impliqués dans la régulation des
enzymes de biosynthese, les génes codant les petits ARN régulateurs (miARN) et tout autre
géne pouvant affecter I'activité catalytique des enzymes de biosynthése (régulation du pH
cellulaire...) ou la stabilité des composés phénoliques dans la cellule (transporteur
membranaire...). Cependant, cette premiére étude a déja permis de mettre en évidence un
grand nombre de génes candidats pour la plupart des QTL majeurs. Ce grand nombre de
candidats est d'ailleurs assez surprenant et il serait nécessaire de les valider ultérieurement.
Les approches de séquencage, de PCR quantitative ou, dans le meilleur des cas, de
transgénése pourraient déterminer/confirmer leur implication dans la synthése de ces
composeés. La détection de QTL basée sur le niveau d'expression de ces enzymes (eQTL)

pourrait également étre une approche intéressante pour les valider.

VI.  Utilisation en sélection variétale

by

Cette étude a permis de détecter des QTL intéressants pour la synthése des acides
hydroxycinnamiques (GL14 et GL17) et des flavanols (GL12) en vue d’'une utilisation en
sélection. Les acides hydroxycinnamiques sont décrits pour avoir une part importante dans

le brunissement des jus de pomme et le potentiel aromatique des cidres, tandis que les
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flavanols sont principalement impliqués dans les sensations d’amertume et d’astringence.
Nous avons choisi les QTL des GL12, GL14 et GL17 car ils expliquaient une grande part de
la variabilité phénotypique (notamment pour les acides hydroxycinnamiques), pour leur
stabilité quelque soit le support (fruit/jus) ou I'année de récolte mais également pour leur
effet additif qui les rend particulierement intéressant en sélection. Pour pouvoir les utiliser
dans le programme de sélection, il serait toutefois nécessaire de réaliser une cartographie

plus fine de ces régions d’intérét en densifiant le nombre de marqueurs.

Le développement récent des méthodes de génotypage trés haut débit liées au séquencage
du génome du pommier laisse entrevoir de nouvelles méthodes d’'analyse génétique
applicables a la sélection. Les approches de sélection génomique largement utilisées chez
les animaux sont actuellement en cours de développement chez le pommier (Kumar,
Chagne et al. 2012). Les méthodes de sélection assistée par marqueurs pourraient étre
utilisées pour la sélection des genes et QTL majeurs (comme les QTL détectés sur les GL12,
GL14 et GL17 cités précédemment) et les méthodes de sélection génomique pourraient étre
développés pour les autres caractéres. Ces approches pourraient étre développées pour la
sélection de nouvelles variétés de pomme a cidre, plus résistantes aux principaux agents
pathogénes, plus réguliéres dans leur production et avec de bonnes qualités cidrieres, aprés

avoir vérifié leur efficacité et évalué leur codt.
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Conclusion généka[e

Ce travail de these mené en collaboration entre le laboratoire SONAS de I'Université
d’Angers et I'lRHS de I'INRA d’Angers-Nantes a eu pour objectif principal d’appréhender les
fondements génétiques impliqués dans la teneur des composés phénoliques de la pomme a
partir d’'une descendance de pommiers a cidre. Ces composés, trés concentrés dans le fruit,
ont un réle déterminant dans la qualité organoleptique des cidres et dans la protection contre
certaines maladies cardiovasculaires et certains cancers. L’évolution des technologies de
séquencage et de génotypage permettent aujourd’hui de développer des études génétiques
sur un tres grand nombre d’individus et de prendre en compte une trés grande variabilité. En
revanche le phénotypage des individus reste le point critique de ces études et reste souvent

long, laborieux et coQteux.

Les méthodes de chromatographie en UHPLC permettent de réduire considérablement les
temps d'analyse et d'améliorer la résolution des chromatogrammes par rapport aux
méthodes d'HPLC. Les deux méthodes développées en UHPLC-UV et UHPLC-MS/MS au
cours de cette these ont notamment permis de diviser les temps d’analyse par quatre. Elles
ont été validées séparément en estimant les limites de détection et de quantification, la
linéarité, le recouvrement et la précision. Les 120 échantillons de jus de pomme analysés en
triplicata ont montré une trés bonne corrélation entre ces deux méthodes pour la majorité
des composés. Malgré la bonne résolution des chromatogrammes, cing composés sont
toutefois surestimés avec I'une ou l'autre. Ces surestimations n’affectent cependant pas leur

utilisation pour la cartographie génétique.

Les échantillons analysés au cours de cette these ont été récoltés dans les vergers plantés a
'INRA d’Angers. Les analyses sur fruit entier ont été réalisées a I'URC de I'INRA de Rennes
et celles sur le jus ont été réalisées a Angers (laboratoire SONAS et UMR IRHS). La
variabilité observée dans notre descendance est représentative de celle des principales
variétés cultivées en Europe, aussi bien pour les fruits que pour les jus. Les profils observés
dans les fruits et les jus sont similaires. Le composé le plus concentré est l'acide
chlorogénique et le moins concentré, la rutine. Le rendement d’extraction des composés
phénoliques dans nos conditions de préparation des jus est trés élevé pour les acides
hydroxycinnamiques et relativement faible pour les flavonols et les anthocyanes. L’héritabilité
au sens large calculée pour ces composés est tres élevée dans les fruits et globalement plus

faible dans les jus.
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La cartographie de QTL réalisée pour cette descendance a mis en évidence plusieurs
régions localisées principalement sur neuf groupes de liaison (GL). Certaines régions ont été
détectées pour plusieurs groupes de composés (GL1 et GL15) tandis que d’autres sont
beaucoup plus spécifiques (GL5, GL10 et GL15 pour la phlorétine xyloglucoside). Des
régions spécifiques ont été mises en évidence entre pommes a cidre et pommes de table,
principalement pour les flavanols et les dihydrochalcones. L'implication de ces composés

dans les caracteres d’amertume et d'astringence, appréciés pour les pommes a cidre et

dépréciés pour les pommes de table, pourrait expliquer ces différences.

Ces résultats ne tiennent compte que d'une part limitée de la variabilité génétique existante
et il serait intéressant de poursuivre ces études sur une plus large variabilité pour confirmer
ces hypothéses. L'expertise acquise a I'lRHS en matiére de structuration de la diversité
génétique et de génétique d’association ainsi que les données de génotypage acquises sur
les collections de pommes a cidre et a couteau pourraient servir a I'étude des composés

phénoliques.

La connaissance de la séquence du génome du pommier nous a permis de reporter les
intervalles de confiance de nos QTL majeurs sur la carte physique afin d’extraire 'ensemble
des genes sous-jacents. Leur fonction potentielle a été estimée in silico et la recherche a été
ciblée sur les enzymes de biosynthese et les facteurs de transcription identifiés chez le
pommier. Les deux régions généralistes (GL1 et GL15) colocalisent avec les facteurs de
transcription tandis que les autres régions ont dans leur intervalle de confiance des génes

directement liés a la synthése du composé ou plus en amont dans la biosynthése.

Ces génes devront par la suite étre validés par QRT-PCR, séquencage et transgénese.

Les QTL mis en évidence sur les GL12, GL14 et GL17 pour les flavanols et les acides
hydroxycinnamiques pourraient servir a la sélection assistée par marqueurs. Pour les
caractéres plus complexes, la sélection génomique pourrait également étre développée pour
la sélection de nouvelles variétés de pommes a cidre durablement résistantes, moins

alternantes et avec de bonnes qualités cidrieres.
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Annexes

Annexe 1l. Méthode UHPLC-MS/MS développées pour le dosage des

composés phénoliques dans les jus préparés en 2009.

Solvant A : Eau-acide formique 0,1%
Solvant B : Méthanol

Débit de solvant : 500 pL.min™

Colonne chromatographique : Zorbax Eclipse Plus C18 Phenomenex 2,1 x 50 mm g 1,8 um
chauffée a 30°C

Gradient de solvant T (min)/%B : 0/10 ; 1,5/18 ; 9/18 ; 16/25 ; 17/35 ; 25/50

Paramétres de la source d'ionisation : Spray Voltage : 3000 V ; Vaporizer temperature :

350°C ; Sheath Gas Pressure : 48 ; lon Sweep Gas Pressure : 1 ; Auxilliary Gas Pressure :
13 ; Capillary Temperature : 200°C ; Tube Lens Offset : -155 ; Skimmer Offset : 0 ; Collision

Pressure : 1,5 mTorr.
Full scan : en Q3 entre 150 et 1160 m/z ; scan time 0,289 s ; mode négatif.

Transition SRM : (+)-catéchine et (-)-épicatéchine : 289 — 245 ; procyanidines Bl, B2, B5:
577 — 289 ; procyanidine C1: 865 — 289 ; acide 4-caféoylquinique : 353 — 173 ; acide 5-
caféoylquinique : 353 — 191 ; acide 4-p-coumaroylquinique : 337 — 173 ; phloridzine : 435 —

167 ; phlorétine xyloglucoside : 567 — 273 ; avicularine : 433 — 300 ; hypérine : 463 — 300 ;
quercitrine : 609 — 300 ; rutine : 447 — 300.
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Annexe lll. Identification des composés phénoliques du jus du

pommeP12R3A28 selon la méthode décrite en Annexe I.

Composé m/z @ Ms? Rt  Intensité ¢
Procyanidine B1 577,0 424,7;406,7 3,50 1,07°7
Tétramere de procyanidine bichargé  576,2 3,79 8,75°5
Trimere de procyanidine 865,2 694,8;576,8 3,84 3,38
Non identifié 307,1 3,96 7,27°5
Pentamére de procyanidine bichargé 720,6 862,9;1150,9 4,07 5,25°5
Coumaroylquinique acide ? 336,9 4,12 1,31°6
Trimére de procyanidine 865,3 694,8;574,7 4,28 9,57°5
Coumaroylquinique acide ? 337,0 4,41 5,47°5
Pentamére de procyanidine bichargé 720,4 4,49 9,98°5
Catéchine 288,9 244,5;204,4 4,67 6,236
Non identifié 326,9 4,83 9,26°5
Non identifié 387,0 4,90 6,03°5
Trimére de procyanidine 865,2 694,8;576,8 5,03 8,76°5
Non identifié 457,1 5,08 4,5°5
Non identifié 308,9 5,27 1,73%
Pentamére de procyanidine bichargé 720,2 862,9;1151.0 5,40 2,6°5
Acide 5-caféoylquinique 352,9 190,5 5,54 1,297
Non identifié 293,0 5,97 3,97°5
Tétramere de procyanidine bichargé  576,4 862,9;424,7 6,20 4,73°5
Procyanidine B2 577,0 424,7;406,7 6,50 1,02°7
Non identifié 324,9 6,82 1,53%6
Tétramere de procyanidine bichargé  576,5 862,9;424,7 6,85 9,29°5
Acide 4-caféoylquinique 353,0 172,4 6,99 1,18°6
Trimére de procyanidine 864,5 694,8;576,8 7,10 2,48°5
Non identifié 357,0 7,33 2,74
Trimere de procyanidine 865,3 694,8;576,8 8,49 4,13°5
Non identifié 351,0 8,93 2,326
Non identifié 325,0 9,21 9,48°5
Pentamére de procyanidine bichargé 720,6 862,9;1151,0 9,37 4,38°5
Acide 5-p-coumaroylquinique 336,9 190,4 9,73 6,5°5
Non identifié 354,9 9,83 8,11°5
Acide caféoylquinique ? 353,0 10,05 8,14°5
Epicatéchine 288,9 244 5 10,35 8,52°6
Acide 4-p-coumaroylquinique 336,9 172,4 11,13 7,82°6
Non identifié 675,1 11,15 1,17°6
Dimére de procyanidine 577,0 11,70  6,08°5
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Procyanidine C1 865,2 11,93 3,68
Non identifié 354,9 12,93 6,45°5
Tétramere de procyanidine 1153,6 13,23 6,54°5
Pentamére de procyanidine bichargé  720,2 13,42 6,04°5
Non identifié 351,0 14,12 3,06°5
Tétramere de procyanidine bichargé  576,0 14,20 4,37°5
Non identifié 563,2 14,36  2,67°6
Fragment de procyanidine ? 245,0 14,68 1,27°6
Non identifié 483,2 15,16 5,9°5
Pentamére de procyanidine bichargé 720,2 15,39 1,05°6
Trimére de procyanidine 864,5 15,98 5,42°5
Non identifié 483,0 16,10  3,39°
Procyanidine B5 577,0 424,7;406,7 18,75 2,02°6
Trimere de procyanidine 865,2 19,42 3,81°5
Acide caféoylquinique ? 353,0 19,60 5,25°5
Hypérine 463,0 300,6;178,4 20,32 3,6°6
Phlorétine xyloglucoside 567,1 272,6;166,4 20552 @ 1,16°7
Isoquercitrine 463,0 20,64 1,21°6
Rutine 609,0 300,6;254,6 20,77 1,09°5
Reynoutrine 4329 300,6;178,4 20,96 1,66°6
Phlorétine xylohexoside 567,1 272,6;166,5 21,16 7,82°5
Quercétine arabinopyranoside 433,0 21,26 3,04°5
Phloridzine 4350 272,6;166,4 2151 4,72°6
Non identifié 547,2 21,92 1,5°6
Avicularine 433,0 300,6;178,4 22,03 2,68°
Quercitrine 447,0 300,6;178,4 22,38 2,99°6
Non identifié 549,1 22,98 2,94°5
Non identifié 429,0 23,32 2,93°5
Non identifié 414,9 23,57  2,63°5
Non identifié 421,0 23,73  5,42°5
Non identifié 429,0 24,00 1,03°%

& : valeur du rapport masse sur charge (m/z) obtenu en négatif.

®: rapports m/z obtenues aprés fragmentation. La premiére valeur indique le pic majoritaire.
°: Temps de rétention (Rt) observés pour le jus P12R3A28 selon la méthode décrite en
Annexe I.

¢ : intensité du pic sur le chromatogramme en fonction du TIC (Total lon Current).
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Annexe 1V. Distribution des données phénotypiques.

Données fruits 2008 en mg/10 g de MF :
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Données Jus 2009 en mg/L:
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Données Jus 2010 UV en mg/L : (la fleche correspond a la position du parent méale X8402)
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Cider quality is dependant on polyphenol content : they affect astringency, bitterness, color and aroma. Five main groups of phenolic compounds are present in the
apple fruit: flavanols, hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones, flavonols and anthocyanins. Their regulation by transcription factors is well known as well as their
biosynthesis. Furthermore, the apple genome has been sequenced and annotated, which facilitate candidate gene identification.

Variability of phenolic compounds has been widely studied in apple germplasm. But until now, only two QTL studies have been performed, both on dessert apple

progenies.

> The aim of this work is to perform a QTL analysis and a candidate gene Material and Methods

research on the phenolic compounds present in fruit extracts and juices

prepared from a cider apple progeny. ] S . ShE

¥x¥
X - . 5 =
Results
T e

0 48 QTL identified at genome wide (GW) threshold on nine linkage groups (LG) of the integrated % h 5
map for flavanols, flavonols, dihydrochalcones and hydroxycinnamic acids. e —— -

0 11 main clusters located on six LG including QTL obtained at GW and LG threshold.

0 Confidence interval for clusters on LG 1, 3, 12, 15 and 17 significantly reduced with Meta-QTL
analysis.

0 Several enzymes and transcription factors implicated in the phenolic pathway identified by in
silico candidate gene research.

e

00 _SNPO253F

2008: 92 2009: 209

2009: 137

S 2010:120

—
= UHPLC-MS/MS

714 compounds

.

4‘ Dihydrochalcones ‘ Shikimate

88T Ch05d04
[ i 8QlTL for flavanols
D Fruit 08, 09 & Juice 09, 10 . .
21,8—H—Cnotgi2 3<r Phloretin glycosides l
(phloridzine, phloretin

xyloglucoside) l
VB #20r g’,‘;‘f‘;&zpm?&] 8QTL for flavanols T ozor Phenyilanine . . .
bHLH Blicien k QTL Detectlon:>> Meta-QTL analysis: >> Candidate genes >
[0}

83,4—— HIOTR1
WD40 o MapQTL MetaQTL identification: BLAST2G

+ DPm of flavanols

n.u-' —
and procyanidins UHPLC-UV
28 compounds

éuantification <éample preparation << Plant material

Tyrosine

723—1— GD_SNP00Z%8

Cinnamic acid

4-hydroxydihydrocinnamoy!
CoA caH
0, _SP0091S | Hydroxycinnamic acids

. 5 C3H . 5
= p-coumaric acid ——— >  Caffeicacid ——

TAL

OH 4cL
I HeT 1617
4-coumaroyl CoA  HCT| L L C3H S > Caffeoyl CoA
(+ 3 Malonyl CoA) By cincieci s Caiepya tilact _W (+ 3 Malony! Cor) 0.0~ GD_SNFO0268
cHs
Eriodictyol chalcone s :;‘:777kmjw

Naringenin chalcone

LG1 lCHI
0.0 GD_SP02428 F3H -, Flavanols 283~ HO205

33 ‘::i:‘)‘]:asg:;wﬁz | Naringenin |—>| Eriodictyol 0
e [ [ v g S ) e [oroms
181 GD_SHFO1470 s - F3H — " 1_DFR - 33<r<436
Lo e | Dihydrokaempferol |—>| Dihydrog | Let idin Procyanidines PO | T
253 HB11AG D 282<r7 <317 g:-; angl%ndaa
girm e fLs FLs | EEMG
ww p Epicatechin
445 GD_SMP00282 15 QTL for flavanols
471 GD_SNPO1772 ’| .
@ N n] . o ¥ © Kaempferol — Quercetin i
559 GD_SHPO0S75 Cyanidin
815 Chosgos UFGT Y:
Quercetin glycosides (avicularin, hyperin, lUFGT
isoquercitrin, quercitrin, reynoutrin, rutin) Cyanidin glycosides (Ideain)
Flavonols Anthocyanins / 163 \
00 _SNPOO2Z2
58—~ Cno3e03
Figure. QTL meta-analysis for phenolic compounds quantified in fruit and juice prepared for two harvest years and candidate gene related
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0 The meta-QTL analysis was a powerful tool to reduce confidence interval of these clusters.
0 BLAST2GO software allowed a rapid analysis of putative gene functions present underneath QTL confidence interval.
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Annexes

Annexe VI. Cartes génétiques mile, femelle et intégrée développées
pour la descendance X5210 x 8402 3 'aide de marqueurs SSR et SNP.
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Cartographie Génétique d les Composés Phénoliques de la Pomm me

Résumé

En lien avec leur potentiel antioxydant, les composés
phénoligues sont généralement associés a [effet
protecteur sur la santé d’'une alimentation riche en
fruits et légumes. lls sont également fortement
associés a la qualité organoleptique des cidres
puisqu’ils affectent directement leur astringence, leur
amertume, leur couleur et leurs ardmes. Deux études
ont récemment été publiées sur la détection de QTL
des composés phénoligues des pommes de table.
Aucune étude n’a encore été publiée pour les pommes
a cidre, réputées pour leur forte teneur en composés
phénoliques. L'objectif de cette thése est d'identifier
les régions génétiques impliquées dans la teneur en
composés phénoliques d'une descendance de
pommiers a cidre. Dans un premier temps, deux
méthodes de quantification ont été développées et
comparées en UHPLC-UV et UHPLC-MS/MS pour les
principaux composés phénoliques du jus de pomme.
Bien quil y ait des surestimations avec l'un des
détecteurs pour certains composés, ces deux
méthodes corrélent trés fortement. Des dosages ont
également été réalisés sur fruit entier a I'INRA de
Rennes. Une grande variabilité a été observée pour
les fruits et les jus de cette descendance,
représentative des principales variétés de pommes a
cidre cultivées en Europe. 48 QTL ont été détectés sur
neuf groupes de liaison (LG). Neuf clusters semblent
particulierement stables, indépendamment de I'année
ou du matériel (fruit ou jus) étudié. Les enzymes de la
biosynthése des composés phénoliqgues et leurs
facteurs de transcription ont été ciblés pour
l'identification des genes candidats, réalisée in silico
au niveau des principaux QTL. Ces travaux proposent
de nouvelles cibles pour la sélection assistée par
marqueurs comme le QTL pour 'acide chlorogénique
du LG17 pour I'amélioration des variétés de pommes a
cidre.

Mots-clés :

Malus x domestica, pommes a cidre, flavanol, acide
hydroxycinnamique, flavonol, dihydrochalcone, anthocyane,
LC-UV, LC-MS", QTL, marqueurs moléculaires, génes
candidats.

Abstract

In relation to their antioxidant potential, phenolic
compounds are usually associated with a protective
effect on the human health of a diet rich in fruits and
vegetables. They are also widely associated to the
organoleptic quality of ciders since they affect
bitterness, astringency, color and aroma. Two studies
have recently been published on QTL detection for the
phenolic content of dessert apple. No study has yet
been published for cider apple, even though they are
usually more concentrated in phenolic compounds.
The objective of this work was to identify genomic
regions involved in the phenolic content for a cider
apple progeny. In a first time, two quantification
methods were developed and compared in UHPLC-UV
and UHPLC-MS/MS for major phenolic compounds in
juices. Even overestimation of some compounds with
one detector were observed, these two methods were
highly correlated. Phenolic compounds of whole fruits
were also quantified at the INRA station of Rennes. A
high variability was observed in both fruits and juices
of this progeny, representative of major cider apple
varieties grown in Europe. 48 QTL were detected on
nine linkage groups (LG). Nine clusters seem
particularly stable according to the year or material
study. Enzymes of the polyphenol pathway and
transcription factors were targeted as candidate gene
and identified in silico under major QTL. This work
offers new targets for the marker-assisted selection
like the QTL for chlorogenic acid on LG17 to improve
cider apple varieties.

Keywords:

Malus x domestica, cider apples, flavanol, hydroxycinnamic
acid, flavonol, dihydrochalcone, anthocyanin, LC-UV, LC-
MS", QTL, molecular markers, candidate genes.



