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I Les agrumes

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae. lls sont classés dans la sous-

famille des Aurantioideae, qui est divisée en deux tribus : Citreae et Clauseneae (Figure 1).

Aurantioideae

Clauseneae Citreae

Micromelinae ~ Clauseniae Merrillinae Triphasilinae Citringe Balsamocitringe
[ T 1
Afruits Afruitsproches Agrumes

primitifs ~ desagrumes vrais
Micromelum Glycosmis Merrillia Wenzelia Severinia Citropsis Swinglea
Clausena Monanthocitrus  Pleiospermum  Atalantia Eremocitrus Aegle
Murraya Oxanthera Burkillanthus Afraegle
Merope Limnocitrus Clymenia Aeglopsis
Triphasia Hesperethusa Microcitrus ~ Balsamocitrus
Pamburus Feronia
Luvunga Feroniella

Paramignya

Figure 1: Taxonomie de la sous-famille des Aurantioideae d’aprés Swingle et Reece
(1967).

Au sein de la tribu des Citreae, les agrumes (sous-tribu des Citrinae) regroupent six
genres sexuellement compatibles. Le genre Citrus renferme la majorité des espéces dont
nous consommons les fruits (les oranges, les mandarines, les citrons, les pomelos...). Le
genre Fortunella, dont les fruits sont connus sous le nom de kumquat, ne comprend que
deux a sept espéces selon les auteurs (Rahman et Nito, 1994; Swingle, 1915). Le genre
Poncirus est monospécifique : Poncirus trifoliata. 1l se distingue des autres agrumes par ses
feuilles trifoliées et caduques. Ses fruits ne sont pas comestibles, mais il occupe une place
importante en agrumiculture car il est utilisé comme porte-greffe du fait de ses résistances a
plusieurs contraintes biotiques et de son adaptation aux basses températures (Praloran,
1971). Le genre Microcitrus rassemble sept espéces (Swingle et Reece, 1967; Winters, 1976).
Les fruits de Microcitrus australasica, également appelés « lime digitée d’Australie » sont
cultivés et commercialisés seulement depuis quelques années. Le genre Eremocitrus est
composé d’une seule espéece : Eremocitrus glauca dont les fruits sont également appelés
« lime du désert australien ». Le genre Clymenia comporte deux especes (Stone, 1985). Les

1
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feuilles de Clymenia présentent un pétiole court et étroit ce qui les distinguent de la plupart
des autres agrumes.

La taxonomie du genre Citrus est assez complexe et confuse, du fait de nombreuses
hybridations inter et intra-spécifiques, de la fréquence élevée des mutations, d’'une longue
histoire de culture et d’une large dispersion (Nicolosi et al., 2000). La classification établie
par Tanaka (1977) éléve au rang d’espece de nombreux hybrides (162 especes référencées),
alors que la classification de Swingle et Reece (1967) ne comporte que seize espéces. La
grande diversité phénotypique observée au sein du genre Citrus est probablement a I'origine
de ces désaccords.

Les études de phylogénie effectuées par Scora (1975) et Barrett et Rhodes (1976)
basées sur des marqueurs biochimiques et morphologiques suggérent que la plupart des
agrumes cultivés appartenant au genre Citrus seraient issus de trois especes vraies : Citrus
medica L. (cédratier), Citrus reticulata Blanco (mandarinier), Citrus maxima L. Obseck
(pamplemoussier). Des études plus récentes portant sur la diversité des caractéres
morphologiques (Ollitrault et al., 2003), de |'analyse des métabolites secondaires
(Fanciullino et al., 2006) et primaires (Luro et al., 2011) ont montré que la diversité
phénotypique des agrumes comestibles résulte principalement de la différenciation de ces
trois taxons de bases. Les études réalisées a I'aide de marqueurs moléculaires (Garcia-Lor et
al., 2012; Nicolosi et al., 2000; Ollitrault et al., 2012) ont confirmé le role central joué par ces
trois taxons de base, ainsi que C. micrantha représentant du groupe des Papeda en tant
gu’espéce la plus primitive (Hodgson, 1967; Nicolosi et al., 2000). La participation de ce
taxon a la genése de Citrus aurantifolia Swing. (limettier de type « Mexicain ») et de Citrus
macrophylla Wester est suggérée par différentes études de diversité et de marquage
génétique (Bayer et al., 2009; Froelicher et al., 2011; Ollitrault et al., 2012) (Figure 2). Les
autres especes dites secondaires seraient issues d’hybridation entre ces quatre espeéces
ancestrales.

Ainsi, les orangers et les bigaradiers seraient apparus a la suite de croisements entre le
pamplemoussier et le mandarinier (Figure 2). Le bigaradier serait un hybride de premiére
génération tandis que l'oranger découlerait de deux croisements de type backcross ou de
type testcross (Gmitter et al., 2012; Ollitrault et al., 2012). Le citronnier serait un hybride
entre le bigaradier et le cédratier (Nicolosi et al., 2000). Le pomelo serait issu d’un

croisement entre I'oranger et le pamplemoussier (Barrett et Rhodes, 1976; de Moraes et al.,

2
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2007; Scora et al., 1982). La lime de type « mexicaine » résulterait d’un croisement entre C.
micrantha et le cédratier (Barkley et al., 2006; Nicolosi et al., 2000). Le clémentinier serait un

hybride entre un mandarinier de type ‘Willowleaf’ et un oranger (Deng et al., 1996).

I o VTR P
e - -0 o
\Ege/( 2o
g LY id =
Va8, — ¥ Citronnier
f\&% 2 | Citrus limon
/

Bigaradier
Citrus aurantium

\ 4
\

Pamplemoussier | ’ Mandarinier Cédratier Citrus micrantha

/ . . .. .
Citrus maxima | S Citrus reticulata Citrus medica
\\ ,/

<€

Oranger :
Pomelo Citrus sinensis Clémentinier
Citrus paradisi

Limettier
Citrus aurantifolia

Citrus clementina

Figure 2: Organisation de la diversité du genre Citrus établie grace a des marqueurs
morphologiques, biochimiques et moléculaires (Barkley et al., 2006; Barrett et Rhodes, 1976;
Luro et al., 2000; Nicolosi et al., 2000; Scora, 1975).

De plus, la difficulté a établir une classification chez les agrumes se retrouve également
au sein méme d’un groupe tel que les mandariniers. En effet, la diversité génétique, la
polyembryonie, les hybridations et les mutations rendent complexe la classification des
mandariniers (Coletta Filho et al., 1998). Webber (1943) classe les mandariniers en quatre
groupes : King, Satsuma, Mandarine et Tangerine. Tanaka (1954) reconnait finalement
trente-six espéces qu’il a classées en cing groupes taxonomiques : le groupe | regroupe les

espéces typiques telles que C. nobilis Lour. (cultivar ‘King’) et C. unshiu (cultivar ‘Satsuma’) ;

le groupe Il rassemble des especes d’une faible importance économique ; le groupe lll
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contient quatorze espéces dont les espéces qui ont une grande importance économique C.
reticulata (‘Ponkan’), C. deliciosa (‘Willowleaf’ ou méditerranéenne), C. clementina
(‘Clémentine’) et C. tangerina (‘Dancy’) ; les espéces les plus représentatives du groupe IV
sont C. reshni (‘Cléopatre’) et C. sunki Hort ex Tanaka (‘Sunki’) et le groupe V regroupe des
especes telles que C. depressa (‘Shekwasha’) et C. lycopersicaeformis. Swingle et Reece
(1967) ont regroupé tous les mandariniers en une seule espece, Citrus reticulata Blanco.
Hodgson (1967) a revu la classification établie par Tanaka (1954) pour suggérer que les
mandariniers ayant une importance économique soient regroupés en quatre espéces : C.
unshiu (‘Satsuma’), C. reticulata Blanco (‘Ponkan’, ‘Dancy’, ‘Clémentine’), C deliciosa Tenore

(‘Willowleaf’) et C. nobilis Loureiro (‘King’).

Différentes hypothéses ont été formulées quant a |'origine des agrumes. Les especes
appartenant au genre Citrus seraient originaires des régions tropicales et subtropicales du
sud-est asiatique (Calabrese, 1992; Webber, 1967), du nord-est de I'Inde, du sud de la Chine,
de la péninsule Indochinoise et de I'archipel Malais (Nicolosi, 2007). Puis ils ont été propagés
sur les autres continents au fur et a mesure des conquétes, des croisades ou du
développement des échanges commerciaux (Figure 3) (Ollitrault et al., 2003;

Papavinasasundaram et al., 2005; Turk et al., 2004).

bet?

& y . Le cédratier a été
A introduit 600 ans av. J.C.
h en Mésopotamie, 300
’,i 0

diversification .
ans av. J.C. en Gréce et

secondaire “ |C'\ 136ans av. J.C. en ,
w0 ST _ ~ Palestine apon

Etats-Unis i,

= A partir . / ~ )
. ‘ S C
\)-‘\:de 1665 . coto™® Bassin \ ;_‘,“‘{7_@\0.'5 r':"f?ug 3 ¢

[2"sigcle

% méditerranéen & Centre
15 CPr)
1 18 d’origine

Mexigue - sigcle v X® et mki-gle: & )Q% ..
q 1540 ; Xe siecley o bigaradiers, orangers 5 0 - . asiatique
orangers \ % citronniers

= .__.Cara'l'hes e

AR
-

-
n
XIX® siecle: mandariniers 5= o 4
-~

'q/)
"5'0 (/A
s S0, i igue
%, O ozamibigu XIFetXIN® Ll

f)%‘
XV\: s o siecle Australie
slecle
Afrique du Sud

5 }7
1788

Figure 3: L'origine et la dispersion des agrumes d’aprées Ollitrault et al. (2003).
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Ainsi les agrumes ont été diffusés dans plusieurs régions du monde. De ce fait, la zone

eme eme

de production, qui s’étend du 40" paralléle nord (Corse, Japon) au 40" paralléle sud
(Nouvelle-Zélande) (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996), couvre une diversité climatique tres
importante. La température est le principal facteur limitant I'expansion géographique de la
culture des agrumes. En effet, le froid et les gelées endommagent le fruit et I'arbre lui-méme
si la période de froid est prolongée. Les températures basses limitent la croissance, le
développement et la maturation du fruit (Goldschmidt, 1997). Parmi les agrumes, seul,
Poncirus trifoliata a des feuilles caduques, caractére qui démontre une adaptation marquée
aux températures plus froides des zones Nord-Est asiatique (Monselise et Halevy, 1985).

En outre, le climat affecte aussi la qualité du fruit. Les fruits qui se développent dans
un climat tropical chaud ont tendance a étre plus riches en sucres que les fruits des climats
plus frais (Goldschmidt, 1997), ce qui présente un avantage pour la transformation en jus.
Mais ces fruits ont une acidité plus faible, limitant leur intérét pour le marché du fruit frais.
En revanche, les régions subtropicales, plus fraiches, sont préférables pour la production de

mandarines et d’oranges destinées au marché du fruit frais (Spiegel-Roy et Goldschmidt,

1996).

Il. Importance économique des agrumes

Les agrumes sont les fruits dont la production est la deuxiéme plus importante au
monde avec 122,6 millions de tonnes (Mt) apres la production de tomates (151,7 Mt) et
devant la production de bananes (102 Mt), de pommes (69,5 Mt) et de raisin (67,1 Mt) (FAO,
2010) (Figure 4).
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Figure 4: Représentation graphique des différentes productions fruitieres mondiales.
Les productions fruitiéres sont exprimées en Mt et le détail de la production des agrumes est exprimé
en % d’apres les données de la FAO (2010). La tomate (m ), les agrumes (m), la banane (), la pomme
(m) et le raisin (m) sont représentés.

Les oranges représentent 56% de la production totale des agrumes, tandis que les
petits agrumes tels que la clémentine et la mandarine ne représentent que 18%, les citrons
11% et les pomelos 6% (FAO, 2010).

Les principaux pays producteurs d’agrumes sont la Chine (23,9 Mt), le Brésil (20,31
Mt), les Etats-Unis (9,98 Mt), I'Inde (9,6 Mt) et le Mexique (6,86 Mt) (FAO, 2010). Le bassin
méditerranéen produit 18 Mt d’agrumes. L'Espagne est le plus gros producteur (5,4 Mt) mais
aussi le premier exportateur de « petits fruits » d’agrumes, représentés par les mandarines
et hybrides de mandarines (‘Clémentine’, ‘Fortune’ et ‘Afourer’). Les autres producteurs sont
la Turquie (3,57 Mt), I'Egypte (3,52 Mt), I'ltalie (3,19 Mt) et le Maroc (1,36 Mt) (FAO, 2010).
La production d’agrumes en Corse est de 28 300 tonnes pour les clémentines et de 3 200
tonnes pour les pomelos en 2011.

La production d’agrumes alimente deux filieres : celle des fruits frais, qui représente
65% du marché mondial et celle des produits transformés. La production du Brésil et de la
Floride est essentiellement destinée a la transformation et, a I'inverse, celle de la Chine et du

bassin méditerranéen est orientée vers le marché du fruit frais (Imbert, 2005).
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Les agrumes étant des fruits non-climactériques, la commercialisation en fruits frais

nécessite une récolte a maturité. La maturation ne se fait donc que sur I'arbre.

. Le fruit

l1l.1. La structure du fruit

Les fruits d’agrumes présentent une diversité pomologique importante. La forme des
fruits varie d’aplatie a oblongue et la couleur du jaune au rouge foncé. Le poids d’un fruit
peut aller de quelques grammes (kumquat) a plusieurs kilogrammes (pamplemousse).

Malgré cette diversité les fruits d’agrumes présentent la méme structure anatomique a
savoir une baie pluriloculaire composée de deux parties distinctes: le péricarpe et

I’endocarpe (Milind, 2008) (Figure 5).

wwpe: Flavedo, glandes a huiles essentielles

lésocarpe: Albedo

A 41 @

Axe: columelle

a: cloison des segments

Segmen

1ts et sacs a jus

Figure 5: Coupe transversale schématique d'une clémentine (Citrus clementina Hort. Ex
Tan.), d'aprés Praloran (1971) et Milind (2008).

Le péricarpe est divisé en deux parties, |'épicarpe et le mésocarpe. L'épicarpe, riche en
glandes a huiles essentielles et le mésocarpe externe forment le « flavedo ». L'« albedo »
correspond au mésocarpe interne qui est plus blanc et dont I'épaisseur varie en fonction des
espéces. L'endocarpe ou « pulpe » est issu d’un seul ovaire constitué de plusieurs carpelles
soudés. Ces différentes cavités forment les segments ou « quartiers » dont le nombre varie

entre 5 et 18. Les quartiers sont entourés d’'une membrane formée a partir de I'épiderme
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interne des carpelles. Les sacs a jus sont implantés autour d’un axe central et leurs vacuoles

se remplissent de jus au cours du développement du fruit.
lll.2. Les stades de développement du fruit

Le développement du fruit est divisé en trois stades majeurs : la division cellulaire qui
correspond au stade |, le grossissement cellulaire au stade Il et la maturation du fruit au

stade Il (Bain, 1958) (Figure 6).

N\ Stade | Stade Il Stade IlI

T 9 O Q

i

Mai Juin Juil. Aolt Sept. Oct. Nov. Déc. Jan.

Taille et poids du fruit

V!

2
-~

Figure 6: Croissance et développement de l'orange ‘Valencia’ au cours du temps,
d’apres Bain (1958).

La période de la division cellulaire (stade |) débute immédiatement aprés I'anthese et
se poursuit pendant quatre a neuf semaines. L'augmentation de la taille du fruit a cette
période est la conséquence de la division des cellules (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).

Le stade Il est la phase du grossissement cellulaire. Les sacs a jus s’agrandissent et
comblent les segments (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996). Le stade Il dure de quatre a six
mois (Mehouachi et al., 1995). Le stade |l est caractérisé par I'accumulation d’eau, des
sucres et des acides dans la vacuole des cellules des sacs a jus.

Le stade Ill est connu sous le nom de maturation du fruit (Bain, 1958). La croissance du
fruit est fortement ralentie et le fruit commence son processus de maturation non-

climactérique. La respiration du fruit diminue lentement tout au long du stade Il et Ia
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synthése d’éthyleéne chez les fruits d’agrumes n’évolue presque pas (Aharoni, 1968; Eaks,

1970; Goldschmidt et al., 1993).

I1.3. Evolution des teneurs en pigments au cours du développement du fruit

Les principaux pigments chez les agrumes sont les chlorophylles et les caroténoides.
Les chlorophylles sont responsables de la couleur verte de la pulpe et de |la peau au stade |
alors que les caroténoides conférent a la pulpe ou a la peau la couleur rose ou jaune orangée
au stade Il

Au cours du développement du fruit, l'accumulation des caroténoides est

concomitante avec la dégradation des chlorophylles de la peau (Figure 7).

et

Concentrations en chlorophylles
en

Juin Juil. Aot Sept. Oct. Nov. Déc. Jan.
Stade | Stade ll Stade Il

Figure 7: Evolution des teneurs en pigments (chlorophylles et caroténoides) de la peau
au cours des différents stades du développement d'une orange d'aprés Tadeo et al. (2008).

Les changements visibles lors de la maturation du flavedo sont comparables a ceux
observés durant la sénescence des autres tissus chlorophylliens, comme le révéle la
transformation des chloroplastes en chromoplastes (Goldschmidt, 1988). La diminution des
teneurs en chlorophylles de la peau prend plusieurs mois et le début de I'accumulation des
caroténoides coincide avec la disparition des chlorophylles (Kato et al.,, 2004). La
dégradation de la chlorophylle est dépendante de la variation de la température ambiante et

est accélérée par I'éthyléne. Dans les zones ou la température varie amplement au cours de
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la saison et entre le jour et la nuit, la dégradation des chlorophylles s’opére précocement au
cours de la maturation. C'est ainsi que les clémentines (agrumes a maturité précoce)
produites en Corse atteignent la coloration orangée de facon naturelle tandis que celles
produites dans des pays plus au sud n’atteignent cette coloration qu’aprés un traitement

artificiel a I’éthyléene.

I1.4. Evolution des teneurs en sucres-acides au cours du développement du

fruit

Les sucres principaux de la pulpe des agrumes sont le saccharose, le glucose et le
fructose dont les concentrations varient en fonction des espéces (Cercos et al., 2006; Sanz et
al., 2004). Chez 'orange, les teneurs en sucres de la pulpe augmentent régulierement tout
au long du développement du fruit (Figure 8) (Tadeo et al., 2008). L'accumulation des sucres
commence a la fin du stade |, est croissante lors du stade Il et atteint un palier au stade IlI.

Plus précisément, I'orange mature accumule du saccharose, du glucose et du fructose
dont le rapport est de 2 : 1 : 1 (Iglesias et al., 2007).

Les principaux acides organiques de la pulpe des agrumes sont I'acide citrique, I’acide
malique, I'acide succinique, I'acide ascorbique et I'acide oxalique. L'accumulation d’acides
organiques dans la pulpe du fruit (Figure 8) débute a la fin du stade |, avec un maximum
d’accumulation au milieu du stade Il. Puis aprés cette accumulation, la quantité d’acides
organiques diminue en fin de phase Il pour atteindre pendant la phase lll une plus faible

guantité d’acides organiques (Erickson, 1968; Iglesias et al., 2007).

10
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organiques
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Figure 8: Evolution des concentrations en sucres et en acides organiques au cours des
différents stades de développement d’'une orange, d’aprés Tadeo et al. (2008).

La baisse de I'acidité au cours de la maturation du fruit n’est pas aussi marquée, voire

absente, chez les fruits trés acides (citron, lime et cédrat) (Sinclair, 1984).

I.5. L’acidité chez les agrumes

L'acidité est I'un des principaux déterminants du goQt des fruits charnus. La saveur
acide est liée a la perception de l'ion H*. La mesure de l'acidité est définie par trois
paramétres : le pH, I'acidité titrable et la composition en acides organiques et aminés
(Ulrich, 1970).

L'acidité tres élevée de la pulpe est la principale caractéristique des agrumes. Elle est
liée a la composition de la pulpe en acides organiques et plus particulierement en acide
citrique (Pierre et Queiroz, 1979; Scheible et al., 2008; Sinclair, 1984; Vandercook, 1977).
L'acide citrique, en général, représente de 60% chez les fruits dits « intermédiaires »
(orange, clémentine et mandarine) a plus de 90% chez les fruits dits « acides » (citron et

lime) des acides organiques totaux (Sinclair, 1984; Vandercook, 1977).

11
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l11.5.1. Variabilité de I'acidité selon les espéces

Le pH et I'acidité titrable de la pulpe des fruits d’agrumes a maturité different selon les

especes (Tableau 1).

Tableau 1: Acidité titrable et pH de différents fruits d'agrumes a maturité.

Citron 6,0
Lime 6,3
Mandarine 1,1
Orange 2,1
Pamplemousse Siamese 0,06
Pamplemousse Chandler 0,9
Pomelo 1,3

2,4
2,6
3,5
3,3
ND
ND
3,0

Karadeniz, 2004 ; Marsh et al., 2003
Ziena, 2000

Karadeniz, 2004

Marsh et al., 2003 ; Karadeniz, 2004
Marsh et al., 2003

Marsh et al., 2003

Pailly et al., 2004 ; Karadeniz, 2004

Les citrons et les limes présentent les valeurs de pH les plus faibles (2,4 et 2,6,

respectivement) suivi du pomelo (pH de 3,0) et du groupe des oranges et des mandarines

(pH supérieur a 3,0). D’un point de vue génétique, les agrumes peuvent étre divisés en deux

groupes : celui des acides (citrons et limes) et celui des intermédiaires (oranges, mandarines,

pomelos...) (Ollitrault et al., 2003). En effet, I'acidité titrable des citrons et des limes est la

plus forte (respectivement 6,0 et 6,3%) comparée a celle des oranges (2,1%), des pomelos

(1,3%) et des mandarines (1,1%).

Les trois especes ancestrales du genre Citrus se distinguent nettement par leurs

teneurs en métabolites primaires : les sucres et les acides organiques (Luro et al., 2011)

(Figure 9).
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Figure 9: Analyse en composantes principales des teneurs en métabolites primaires
pour différentes espéces du genre Citrus, d'apres Luro et al.(2011).

Le groupe des acides (limes, citrons, hybrides de citron, combava et cédrats) est

celui

des

pamplemoussiers (orange, pomelo et pamplemousse) dont les teneurs en glucose et

fructose permettent de le différencier des autres et celui des mandariniers dont les

concentrations en acide succinique et en saccharose sont plus élevées par rapport aux deux

autres groupes. Les bigarades présentent une composition en métabolites intermédiaire aux

trois autres groupes.

L'organisation de la diversité basée sur les métabolites primaires est proche de la

distribution de la diversité des agrumes établie grace a des marqueurs moléculaires neutres

de type microsatellites (Barkley et al., 2006; Luro et al., 2000; Nicolosi et al., 2000; Ollitrault

etal., 2003).
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I11.5.2. Variabilité de I'acidité au sein d’'une méme espéce

Il existe des mutants dits « sans acidité » pour différentes especes. lls sont caractérisés
par une moindre accumulation de I'acide citrique au cours du développement du fruit. Ces
variants sans acidité, apparus spontanément, résulteraient de mutations qui auraient affecté
le déroulement normal du processus d’accumulation de I'acide citrique. Leurs fruits
présentent donc une acidité titrable inférieure a celle des fruits acides des variétés du méme

groupe (Tableau 2).

Tableau 2: pH et acidité titrable de différents fruits d'agrumes et de leurs mutants sans
acidité (Albertini, 2007).

Citron acide 2,6 100
Citron doux 4 15
Lime acide 2,5 102
Lime douce 6,5 1
Orange acide 3 28
Orange douce 6,5 1

Cette différence d’acidité entre les fruits acides et leur mutants doux serait liée a
I’absence de la pompe H*-ATPase (AHA10) sur la membrane vacuolaire des mutants doux

(Aprile et al., 2011).

L'utilisation de ces trois variétés (citron, lime et orange) et leurs mutants sans acidité a
permis d’élaborer deux modeéles métaboliques « fruit acide » et « fruit doux » (Albertini,

2007).

IV. Mécanismes de I'acidification de la pulpe des agrumes

Le métabolisme des sucres est indissociable de la respiration cellulaire qui fournit
I’énergie, sous forme d’ATP, nécessaire a la cellule pour fonctionner. Le principal substrat

respiratoire des cellules végétales est le saccharose (Kruger, 1990).
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IV.1. Modéle général

Le modele général représenté dans la Figure 10 montre les voies possibles en fonction
de I'état énergétique de la cellule : si la cellule favorise la production d’énergie donc d’ATP

et/ou si celle-ci privilégie les synthéses (lipides, acides organiques et aminés).

Saccharose

N

Fructose Glucose

ATP

Fructose 6- Glucose 6-
phosphate <3 phosphate

ATP PPi

ADP Pi
Fructose 1,6-bisphosphate $

Saccharose
Glycéraldéhyde /\

3-phosphate
PRosp Dihydroxyacétone
% phosphate Glucose Fructose

Malate Vacuole

Citrate

2 Phosphoénolpyruvates

ADP g
ATP

1 Pyruvate
1 Oxaloacétate *
Pyruvate
NAD™
NADH o,
Acétyl CoA CoA-SH
Citrate
J/ Oxaloacétate \l/
; | v
Malate <~ O Malate 1 Citrate a-cétoglutarate
Succ'natij Glutamate
&--"""
GABA, Proling, Glutamine,
Arginine, Histidine

Figure 10: Schéma général du devenir du saccharose dans une cellule végétale.
La croix rouge représente |’éventuelle interruption du cycle de Krebs et les ronds gris les
transporteurs.
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Le saccharose issu de la photosynthése qui entre dans les cellules des sacs a jus a
plusieurs issues possibles :

- il peut étre clivé en glucose et en fructose via 'invertase alcaline (pH 7,0 a 7,8)
(Echeverria et Burns, 1989) qui vont emprunter la voie de la glycolyse

- et/ou étre stocké dans la vacuole ou il pourra étre clivé en glucose et en fructose
via 'invertase acide (pH 4,0 a 5,3) (Echeverria, 1990).

Le glucose et le fructose produits sont ensuite phosphorylés par une hexokinase (EC.
2.7.1.1) pour former, respectivement, le glucose 6-phosphate et le fructose 6-phosphate.

Le glucose 6-phosphate est isomérisé en fructose 6-phosphate via la glucose 6-
phosphate isomérase (EC. 5.3.1.9). Le fructose 6-phosphate est le substrat des
phosphofructokinases dont il existe deux types chez les végétaux, I'une est dépendante de
I’ATP (ATP-PFK, EC. 2.7.1.11) et 'autre du pyrophosphate (PPI-PFK ou PFP, EC. 2.7.1.90)
(Buchanan et al., 2000). Ces deux enzymes catalysent la conversion du fructose 6-phosphate
en fructose 1,6-bisphosphate. Ces deux enzymes sont activées par le pyrophosphate
inorganique et inhibée par la présence de phosphoénolpyruvate (PEP) et de citrate (Goren et
al., 2000; Taiz et Zeiger, 2006). L'activité de la PFK a été mise en évidence chez I'orange
« Valencia » a maturité (Echeverria et Valich, 1988) et celle de la PFP chez la mandarine, la
lime douce et le citron (Tzur et al., 1992).

La réaction irréversible catalysée par la phosphofructokinase est I'étape régulatrice de
la glycolyse (Botha et al., 1988; Cawood et al., 1988; Dennis et Greyson, 2006; Knowles et al.,
1990).

Le fructose 1,6-bisphosphate donne du phosphoénolpyruvate apres plusieurs réactions
catalysées par différentes enzymes, deux voies sont ensuite possibles en fonction de I’état
énergétique de la cellule :

- si la cellule a des besoins énergétiques importants, le phosphoénolpyruvate est
transformé en pyruvate par la pyruvate kinase. Le pyruvate va entrer dans la mitochondrie
ou il va étre décarboxylé en acétylCoA. L’acétylCoA se condense a I'oxaloacétate et le cycle
de Krebs fonctionne pour produire de I'énergie.

- si les besoins énergétiques de la cellule sont couverts et que les besoins sont
orientés vers la synthése d’acides organiques tels que le citrate, un phosphoénolpyruvate

donnera un pyruvate qui produira ensuite de I'acétylCoA et le second phosphoénolpyruvate
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fournira de |'oxaloacétate lors de la réaction catalysée par la phosphoénolpyruvate
carboxylase (PEPC, EC. 4.1.1.31). Cet oxaloacétate va donner du malate via la malate
déshydrogénase cytoplasmique. Le malate ainsi formé va entrer dans la mitochondrie et va
entrer dans le cycle de Krebs et ainsi fournir de I'oxaloacétate grace a la malate
déshydrogénase mitochondriale. L’acide citrique est ensuite formé par la condensation de
I'acétylcoA et de I'oxaloacétate par la citrate synthase (EC. 2.3.3.1). L'inhibition de l'isocitrate
déshydrogénase mitochondriale (EC. 1.1.1.41) (Bogin et Wallace, 1966; Lemaitre et al., 2007,
Sadka et al., 2000b) permet la sortie de l'acide citrique de la mitochondrie par un

transporteur spécifique.

Dans le cytoplasme le citrate a plusieurs devenirs possibles (Figure 11) :

- |l peut étre clivé par la citrate lyase (EC. 4.1.3.6) pour donner de I'oxaloacétate et
de I'acétylCoA. L'acétylCoA ainsi formé est précurseur de la biosynthése des lipides.

- Il peut étre stocké dans la vacuole.

- Il peut étre transformé en a-cétoglutarate, via I'isocitrate déshydrogénase NADP-

dépendante (EC. 1.1.1.42) (Chen et Gadal, 1990; Hanning et Heldt, 1993; Sadka et al., 2000c)

Lipides Citrate
A Vacuole
I
1
1 Pyruvate Oxaloacétate Acétyl CoA
1 Acétyl CoA
/l\ / Citrate
Oxaloacétate 1 Citrate ,
K a-cétoglutarate
Malate _.- Glutamate ~__
el Tta
GABA Proline, Glutamine, Arginine

et Histidine
Figure 11: Le devenir du citrate dans le cytoplasme.

La croix rouge représente I’éventuelle interruption du cycle de Krebs et les ronds gris les
transporteurs.
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L'utilisation de I'a-cétoglutarate implique sa transamination en glutamate qui pourra
étre converti soit en glutamine soit en proline. Le glutamate, via le « GABA shunt », pourra
former du succinate et éventuellement permettre la synthése de sucres. La voie du GABA
semblerait étre impliquée dans la dégradation de I'acide citrique (Cercos et al., 2006). Il a
également été suggéré par Chen et al. (2012) que la voie du GABA jouerait un réle important
dans la dégradation de I'acide citrique chez les agrumes.

Les acides organiques jouant un role trés important dans la qualité du fruit, la perte de
I'acidité, au cours de la maturation, a des répercussions économiques. Pour comprendre les
mécanismes d’acidification et d’accumulation des sucres de la pulpe des fruits d’agrumes,
une étude a été réalisée par une approche fruit acide et variant doux avec trois variétés :

I'orange, le citron et la lime (Albertini, 2007).

IV.2. Etude d’un fruit acide et de son variant doux

IV.2.1. Rapport sucres/acides de ces trois variétés

Les analyses biochimiques ont permis d’établir le rapport entre la quantité de sucres et

celle des acides organiques (Figure 12).
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Figure 12: Concentrations en acides organiques et en sucres des fruits (exprimées en
%) apres 50 jours de développement (stade Il) pour six variétés d’apres Albertini (2007).
Les acides représentés sont I'acide citrique ( ! et I'acide malique () et les sucres représentés sont le
fructose (), le saccharose ( ) et le glucose ( ).

Les fruits acides (citrons et limes) présentent davantage d’acide citrique (52 et 60%,
respectivement) que les variétés douces ou il ne représente que 5 et 3%, respectivement,
des acides organiques totaux (Figure 12). La variation d’acidité entre les fruits acides et doux
semble essentiellement liée a I'augmentation de la concentration en acide citrique chez les
variétés acides et a l'augmentation des concentrations en fructose pour les fruits doux.
L'étude de la variation de la composition en sucres chez les fruits doux montre une
prédominance du fructose (Albertini, 2007).

Chez les fruits doux, le fructose est majoritaire (52 a 70%) (Albertini, 2007).

Ces résultats ont permis de proposer deux modeles d’accumulation de I'acide citrique:
un modeéle d’accumulation de I'acide citrique chez un fruit acide et un autre chez un fruit

doux.

IV.2.2. Le modeéle d’accumulation de I'acide citrique chez les fruits acides

La particularité du fruit acide est sa capacité a stocker une quantité importante d’acide

citrigue dans sa vacuole selon le modeéle suivant (Figure 13) (Albertini, 2007).
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Figure 13: Modele fruit acide, d'aprées Albertini (2007).
Les ronds gris représentent les transporteurs.

Pour les fruits acides, I'acide citrique serait directement accumulé dans la vacuole
contre le gradient osmotique. Il n’y a pas de diminution de formation de I'acide citrique au
cours du développement du fruit. Il ne semble donc y avoir aucune dégradation
cytoplasmique de l'acide citrique ce qui est compatible avec I'absence d’activation de

Iisocitrate déshydrogénase cytoplasmique.
IV.2.3. Le modeéle d’accumulation de I'acide citrique chez les fruits doux

A la différence des fruits acides, les fruits doux accumulent peu d’acide citriqgue mais

beaucoup de fructose (Figure 14).
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Figure 14: Modéle fruit doux, d'apres Albertini (2007).
Les ronds gris représentent les transporteurs.

Le fructose est stocké dans la vacuole contre un gradient osmotique. Une
augmentation des transcrits du gene codant pour I'invertase vacuolaire a été observée ainsi
gu’une augmentation de I'activité enzymatique chez les fruits doux (Albertini, 2007).

Chez les fruits doux, le citrate est peu stocké dans la vacuole. Dans le cytoplasme, le
citrate donne de lisocitrate puis de [I'a-cétoglutarate par action de [Iisocitrate
déshydrogénase (Lee et al., 2010). L’augmentation de la quantité de transcrits de I'isocitrate
déshydrogénase ainsi que la mesure de l'activité enzymatique confirment cette
transformation. L'a-cétoglutarate pourra ensuite étre transformé en glutamate qui donnera
soit des acides aminés (proline, arginine, glutamine) soit sera décarboxylé en GABA. Cercos
et al. (2006) ont mis en évidence I'activation de la voie du GABA « shunt » chez la clémentine

lors de la maturation.
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IV.3. Comment I'acide citrique est-il utilisé ?

Chez les fruits acides, I'acide citrique va étre majoritairement stocké dans la vacuole, il

va permettre la synthése d’acides aminés de facon plus minoritaire.
IV.3.1. Le stockage

L’acidification de la vacuole des cellules végétales est essentielle pour maintenir un
gradient de potentiel électrochimique. Le transport des acides organiques vers la vacuole est
possible grace a une différence de concentration en ions H® dans la membrane
tonoplastique. Cette différence de concentration est générée par deux pompes a protons,
une V-ATPase (ATPase vacuolaire) et une V-PPase (pyrophosphatase vacuolaire)(Rea et
Sanders, 1987). Ce potentiel électrochimique fournit I'énergie aux transporteurs actifs
secondaires des sucres, des acides aminés, des ions et de nombreux métabolites secondaires
(Leigh, 1997). Le transport actif secondaire utilise la force électrochimique générée par les

pompes du transport actif primaire (Figure 15).

ATP ADP + Pi PPi 2 Pi

il ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ
iy I | I | ronopleste

Vacuole H* Gradient de concentration
des ions H*

Cytoplasme

Figure 15: Transport actif primaire: les pompes a protons V-ATPase et V-PPase,
d’apres Taiz et Zeiger (2006).

La pompe V-ATPase permet I'entrée d’ions H' suite a I’hydrolyse d’une molécule
d’ATP. La pompe V-PPase a la méme fonction mais hydrolyse une molécule de
pyrophosphate (Taiz et Zeiger, 2006).

Ces deux pompes font entrer dans la vacuole des ions H* contre leur gradient de

concentration (Figure 15). Le pH de la vacuole est alors plus acide que celui du cytoplasme
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ce qui entraine un gradient de pH entre ces deux compartiments. Ce gradient est nécessaire
a I'entrée du citrate dans la vacuole (Muller et al., 1997).

L’entrée du citrate dans la vacuole dépend d’une protéine spécifique de type antiport
citrate/H". Le transport du citrate via les transporteurs est également appelé transport actif

secondaire (Figure 16).
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Figure 16: Transporteur de citrate, d'apres Taiz et Zeiger (2006).

Au niveau de I'antiport, les ions H* sortent de la vacuole. Cette force est utilisée pour
transporter le citrate contre son gradient de concentration et ainsi le faire entrer dans la

vacuole.

Les acides organiques peuvent également entrer dans la vacuole grace a une protéine
« canal ». Les protéines « canal » permettent la diffusion facilitée des acides organiques a
travers le tonoplaste, selon leur gradient électrochimique. Les protéines « canal » agissent
comme des pores dans la membrane vacuolaire et leur spécificité est déterminée

principalement par les propriétés biophysiques du canal lui-méme (Taiz et Zeiger, 2006).
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IV.3.2. La mobilisation de I’acide citrique

L'acide citrique stocké dans la vacuole peut étre mobilisé par la cellule grace au

transporteur citrate/H" nommé CsCitl (Shimada et al., 2006). Le transport du citrate via

CsCitl est de type symport (Figure 17).
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2H" CitH*

cytoso )C

2H CitH%
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Figure 17: L’'homéostasie du citrate dans les cellules des sacs a jus, d'apres Shimada et

al. (2006).

L’anion citrate® (Cit*) qui entre dans la vacuole via des canaux (Ratajczak et al., 2003;

Rentsch et Martinoia, 1991) et aussi via la pompe ATP-dépendante (Brune et al., 1998; Canel

et al., 1995; Ratajczak et al., 2003) est protoné dés son entrée dans la vacuole en citrate Hs,

citrate H, et citrate H*. Lors du développement du fruit, le pH vacuolaire augmente ainsi

que la quantité de citrate H* qui est exportée en dehors de la vacuole via le transporteur

CsCitl (Figure 17). La spécificité de CsCitl pour le citrate H? et la faible perméabilité du

tonoplaste pour ce dernier contribuent a maintenir le pH acide de la vacuole (Shimada et al.,

2006).
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IV.3.3. Les métabolites issus de la dégradation cytoplasmique de I'acide

citrique

Une fois dans le cytoplasme, le citrate est transformé en isocitrate puis en a-

cétoglutarate, le précurseur du glutamate.

IV.3.3.1. Le glutamate

L’a-cétoglutarate cytoplasmique pourra ensuite étre transformé par la glutamate

synthase (EC. 1.4.1.14).

a-cétoglutarate + Glutamine : > 2 Glutamate

NADPH + H NADP*

Le glutamate ainsi que la glutamine, sont les premiers acides aminés synthétisés par
I'intégration de I'ion ammonium sur un squelette carboné. Le glutamate représente un
précurseur pour d’autres acides aminés. Les aminotransférases catalysent le transfert d’un
groupement aminé, trés souvent issu du glutamate, sur un squelette carboné.

Le glutamate est un important carrefour métabolique.

GABA <—— —> Glutamine
it
! \
I’ \\
rd \
L= A
A-pyrroline-5-
by Ornithine
carboxylate p
f’l
P I
/”, :
e 1
Lz A
Proline Arginine

Chez les agrumes, les concentrations en glutamate ne varient pas entre les jeunes

fruits et les fruits matures (Aristoy et al., 1989) mais |’expression des genes impliqués dans la
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syntheése du glutamate augmente. Ces résultats suggerent que le glutamate est consommé
au cours de la maturation du fruit (Cercos et al., 2006). Nous allons nous intéresser a la

proline et au GABA qui sont formés a partir du glutamate.

IV.3.3.2. La proline

Le glutamate est précurseur de la proline, acide aminé cyclisé. La chaine de réaction
commence par la réduction du glutamate, par la A'-pyrroline-5-carboxylate synthétase
(P5CS, EC. 1.5.1.12) (Figure 18), en glutamyl-y-semialdéhyde qui se cyclise spontanément en
A'-pyrroline-5-carboxylate qui est réduit ensuite en proline via la A'-pyrroline-5-carboxylate
réductase (P5CR, EC. 1.5.1.2) (Delauney et Verma, 1993). L'ornithine est également
précurseur du A'-pyrroline-2-carboxylate (P2C) qui est transformé en proline par I'action de
la Al—pyrroline—z—carboxylate réductase (P2CR, EC. 1.5.1.21) (Schindler et al., 1989).
Contrairement a la majorité des acides aminés synthétisés essentiellement dans le
chloroplaste, la synthése de la proline a partir du glutamate est cytoplasmique alors que la
transamination de I'ornitnine en P5C se produit dans la mitochondrie (Hare et Cress, 1997).

La A'-pyrroline-5-carboxylate synthétase est I'étape limitante de la biosynthése de la

proline (Lehmann et al., 2010). Cette voie est inhibée par la proline (Hu et al., 1992).

> a-céto-8-aminovalérate

Spontané

Al-pyrroline-2-carboxylate
(P2C)

Spontané .
lutamyl-y- Ol line-5-carboxylat
glutamyl-y pyrroline-5-carboxylate

semialdehyde (P5C)

v

Figure 18: Biosynthese de la proline, d'apres Delauney et Verma (1993).

Chez les agrumes, la proline serait I'acide aminé majoritaire chez I'orange et le citron,

dans des fruits récoltés a maturité (Ting et Attaway, 1971). La concentration en proline
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augmenterait au cours du développement du fruit (d’environ 10 a 40 et 100 mg 100 mL™,
respectivement pour le citron et I'orange) (Erickson, 1968).

La proline joue le role de soluté osmo-régulateur chez les plantes soumises a des stress
osmotiques (Delauney et Verma, 1993). L'accumulation de proline permettrait également de
réguler le pH cytoplasmique et d’équilibrer le statut redox de la cellule (Lehmann et al.,
2010). De plus, cet acide aminé semble étre impliqué dans la signalisation du stress en
influencant les réponses adaptatives (Lehmann et al., 2010; Maggio et al., 2002). Par ailleurs,
I'accumulation de la proline dans les tissus végétaux en réponse a différents stress
abiotiques joue un réle important contre les dommages oxydatifs causés par les espéces
réactives de I'oxygéne (ROS) (Mohanty et Matysik, 2001).

La photosynthése augmente la quantité de sucres qui favorise I'accumulation de
proline (Pesci, 1993; Stewart et al.,, 1966). Une forte concentration en saccharose et en
glucose entraine une accumulation de proline plus importante dans les feuilles de Brassica
napus (Larher et al., 1993). Cette régulation est probablement due a un contrdle au niveau
transcriptionnel du métabolisme de la proline, puisque le niveau de transcrits du gene
codant pour la A'-pyrroline-5-carboxylate synthétase augmente alors que le géne codant
pour la proline déshydrogénase, enzyme du catabolisme de la proline, est réprimé par le
saccharose (Hanson et al., 2008; Kiyosue et al., 1996; Nakashima et al., 1998). Donc cette
accumulation de proline permettrait d’agir sur la répartition du saccharose entre les

organes-source et les tissus-puits (Rook et al., 1998).
IV.3.4. Le « shunt » du y-aminobutyrate
Cette voie de dégradation cytoplasmique de I'acide citrique, chez les agrumes a été

décrite par Cercos et al. (2006). Le GABA « shunt » est une voie métabolique qui comporte

trois réactions (Figure 19) (Bouche et Fromm, 2004).
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Figure 19: Le « GABA shunt », d'aprés Bouche et Fromm (2004).
SSADH : Succinate semialdéhyde déshydrogénase.

La synthése du GABA est une réaction qui consomme des protons et est catalysée par

la glutamate décarboxylase (EC. 4.1.1.15) (Bown et Shelp, 1997).

Glutamate + H* GABA + CO,

La seconde étape du GABA « shunt » est catalysée par la GABA-transaminase (EC.
2.6.1.19), qui est une enzyme mitochondriale. Le transporteur du GABA, permettant son

entrée dans la mitochondrie n’est pas encore connu (Fait et al., 2008).

GABA Succinate
semialdéhyde
Pyruvate Alanine
a-cétoglutarate Glutamate
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La GABA transaminase permet la conversion du GABA en succinate semialdéhyde. Les
GABA transaminases peuvent utiliser I'a-cétoglutarate ou le pyruvate comme accepteur de
groupements aminés (Bouche et Fromm, 2004). Chez les plantes, la GABA transaminase
pyruvate dépendante est plus active que celle dépendante de I'a-cétoglutarate (Narayan et

Nair, 1990).
La derniére étape du GABA « shunt » est la conversion du succinate semialdéhyde en

succinate. Cette étape est catalysée par la succinate semialdéhyde déshydrogénase (EC.

1.2.1.16).

Succinate semialdéhyde + NAD* Succinate + NADH + H*

La succinate semialdéhyde déshydrogénase est inhibée par I'ATP et le NADH. La
régulation de la succinate semialdéhyde par I'ATP est le point-clé de la régulation de I'entrée
du succinate produit par le GABA « shunt » dans la chaine respiratoire (Bouche et Fromm,
2004). De plus, cette étape du GABA « shunt » fournit du NADH a la chaine respiratoire et du
succinate. L’oxydation du succinate en fumarate dans le cycle de Krebs est concomitante a la
réduction du FAD lié a la succinate déshydrogénase en FADH2 qui transferera ses électrons a
I"'ubiquinone. La dégradation du GABA pourrait ainsi limiter I'accumulation de ROS lors d’un
stress oxydatif (Bouche et Fromm, 2004).

La régulation de I'expression des génes codant pour les enzymes du GABA « shunt »
pourrait représenter un facteur-clé dans la régulation de la répartition du carbone et de
I'azote, et reliant ainsi le métabolisme des acides aminés avec le cycle de Krebs (Fait et al.,
2008). Le GABA « shunt » est associé a différentes réponses physiologiques, telles que la
régulation du pH cytoplasmique, du flux de carbone entrant dans le cycle de Krebs, la
protection des cellules vis a vis du stress oxydatif, la défense contre les insectes,
I’osmorégulation et la signalisation (Bouche et Fromm, 2004). Chez la tomate (Rothan et al.,
1997) et dans des suspensions de cellules de carotte (Carroll et al., 1994), la glutamate
décarboxylase est activée suite a un stress. La synthése du GABA est stimulée par une

diminution de la concentration en protons dans le cytoplasme (Bown et Shelp, 1997).
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Les travaux de Cercos et al. (2006) ont confirmé que chez les agrumes le GABA
« shunt » jouait un réle central dans la régulation de I'acidité dans le cytoplasme des sacs a

jus.

V. Quels sont les facteurs environnementaux et culturaux aboutissant a une

variabilité de la teneur en acide citrique ?

V.1. Le porte-greffe

Chez les agrumes, le porte-greffe influence les caractéristiques du fruit a savoir la
taille, la forme, I'épaisseur de la peau, la quantité de jus et les concentrations en sucres et en

acides de la pulpe du fruit (Castle et al., 1993; Wutscher, 1977; Wutscher, 1988) (Tableau 3).

Tableau 3: L'effet du porte-greffe sur I'acidité titrable (%), d'aprés Wutscher (1988).

Pamplemousse « Red » Bigaradier 1,16
« Rough lemon » 1,06°
Orange Hamlin Bigaradier 0,8°
Volkameriana 0,55°

Les différentes lettres (a et b) montrent les différences significatives entre les porte-greffes.

Les porte-greffes de la famille des citrons (Rough lemon et Volkameriana) entrainent
une diminution de [l'acidité titrable chez le pomelo et I'orange (Wutscher, 1988)

comparativement au bigaradier.

V.2. Llirrigation

La qualité des fruits d’agrumes semble trés affectée par un déficit hydrique (Navarro et
al., 2010). En effet, les propriétés du jus sont différentes : les quantités de sucres et I'acidité
sont augmentées (Navarro et al., 2010) ce qui entraine une diminution de la qualité du fruit

(Mougheith et al., 1977).
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Garcia-Tejero et al.(2010) ont montré les effets d’un déficit d’irrigation sur I'acidité

titrable de I'orange Salustiana (Tableau 4).

Tableau 4: Acidité titrable en fonction du déficit hydrique (Garcia-Tejero et al., 2010).

2005 2006 2007
Déficit hydrique sévére 0,92° 0,64° 1,12°
Déficit hydrique modéré 0,81° 0,58"° 1,04%
Déficit hydrique faible 0,80° 0,54° 1,03%
Témoin 0,71° 0,59° 0,95°

Les différentes lettres (a, b et c) montrent les différences significatives entre les traitements.

Les fruits des arbres qui ont subi un stress hydrique sévére présentent une acidité
titrable plus élevée que les fruits témoins quelle que soit I'année de mesure. La réduction de
I'irrigation lors du développement du fruit appliquée de facon plut6t tardive entraine une
augmentation de I'acidité titrable et des concentrations en sucres solubles (Castel et Buj,

1990; Gonzalez-Altozano et Castel, 1999; Hutton et al., 2007; Peng et Rabe, 1998).

V.3. Leclimat

Les variations de la qualité du fruit peuvent étre imputées aux conditions
environnementales telles que les températures, lorsque les fruits sont encore sur I'arbre
(Hutton et Landsberg, 2000). Hutton et Landsberg (2000) ont montré que I'acidité titrable du
fruit diminue a mesure que les températures augmentent. Richardson et al. (1997) ont
montré chez la mandarine Satsuma, qu’une légere augmentation de la température lors des
premieres semaines du premier stade de développement du fruit a une conséquence
dramatique sur la croissance et sur la composition du fruit en sucres et en acides. En effet,
ces conditions de températures entrainent une augmentation du rapport sucres/acidité

titrable.
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VI. Comment peut-on faire varier expérimentalement la teneur en acide citrique ?

Le fait qu’un organe ou un tissu constitue une source ou un puits dépend du sens dans
lequel s’effectue le transport des assimilats (Dickson, 1990), un organe ou un tissu qui
produit plus d’assimilats qu’il n’est nécessaire pour maintenir son activité métabolique ou sa
croissance est une source. Une source est donc un producteur ou un exportateur, autrement
dit, il exporte plus d’assimilats qu’il n’en importe. Les feuilles adultes et tous les autres tissus
qui ont une photosynthése active constituent les principales sources chez la plupart des
plantes, a 'inverse, un puits est un importateur ou un consommateur de photoassimilats.
Les racines, les tissus de la tige et les fruits en cours de développement sont les tissus ou les
principaux organes qui se comportent comme des puits. Le principe qui régit le transport par
le phloeme est que les photo-assimilats sont transportés d’une source vers un puits. Les
organes puits utilisent les photo-assimilats soit en les faisant entrer dans leur métabolisme
respiratoire, soit en les utilisant pour structurer leur cellule et leur cytoplasme, soit enfin

pour les mettre en réserve sous forme d’amidon ou d’autres glucides (Hopkins, 2003).

Pour jouer sur la diminution de la production d’acide citrique, il faut diminuer I'entrée
de carbone donc de sucres, deux voies sont alors possibles, soit en diminuant la taille du

puits, soit en diminuant la taille de la source.

Il existe plusieurs méthodes pour limiter les apports en sucres : 'annélation qui est une
incision, de quelques centimeétres, de I’écorce d’une branche afin de bloquer le transport des
assimilats de la photosynthése et ainsi isoler le rameau du reste de I'arbre (Goldschmidt et
al., 1996) ; la suppression de fruits qui consiste a diminuer la charge en fruits de 'arbre ; la
défoliation partielle, ol une certaine proportion de feuilles (entre 66 et 75%) est enlevée de

I'arbre (Iglesias et al., 2002).
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VI.1. L’annélation

Cette technique permet d’intervenir au niveau du transport de la seve élaborée,
circulant dans le phloéme. La distribution des produits de la photosynthése et des

phytohormones peut étre bloquée de cette maniere.

L’annélation consiste a couper les conductions phloémiennes (Figure 20A). Le tissu
phloémien peut étre prélevé en séparant le phloéme du xyléme (vaisseau conducteur de la
séve brute constituée d’eau et de sels minéraux) (le bois) au niveau du cambium vasculaire.
En pratique la technique revient a enlever une bande d’écorce large de 1 cm sur la branche a

étudier (Figure 20B).

I

Apex

B Ecorce .
(phloeme)

Phloléme Xyléme

Bois
(xyléme)
Annélation

Base

B C

B Ssuber [0 Ccortex [ Phlcéme fonctionnel
[l Fhellogéne [C] Phloéme non-fonctionnel [] Phloéme en développement

[0 Phelloderme [] Phloéme dégénérescent  [] Cambium
Figure 20: Annélation sur une tige ligneuse.

A : illustration schématique de I'anatomie de I'annélation, d’aprés Schneider (1954) ; B : morphologie
de I'annélation d’une branche ligneuse ; C : résultat d’une annélation, d’aprés Hopkins (2003).

Les plantes ayant subi une annélation présentent un renflement caractéristique des

tissus de I'écorce, juste au-dessus de la zone de décortication (Mataa et al., 1998) (Figure
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20C). Ce renflement caractéristique est d{, en partie, a une accumulation de photoassimilats
transportés dans le flux descendant qui se trouve bloqué au niveau de I'annélation. Le flux
descendant renferme également des composés azotés et probablement des hormones qui
interviennent dans la stimulation de la prolifération et de la croissance de cellules situées en
amont du point de blocage (Hopkins, 2003). L’annélation est utilisée pour modifier le rapport
organe-source/organe-puits sur les arbres fruitiers en isolant une branche fructifére du reste
de 'arbre (Fishler et al., 1983), par exemple. Un tel systeme expérimental permet la création
de modéles de développement du fruit (Génard et al., 1998). L’annélation est largement
utilisée chez la vigne, les agrumes, le pommier et le pécher pour modifier
expérimentalement le rendement, la taille et la qualité du fruit. La largeur de I'annélation n’a
pas d’incidence sur l'intensité de la réponse. Chez les agrumes, I'annélation permet
d’augmenter le calibre du fruit (Simdes Junior et al., 1999) et la quantité de sucres solubles
(Yamanishi et al., 1995). Les fruits des branches annelées présentent une couleur plus

attrayante et le rapport sucres/acidité est amélioré (Peng et Rabe, 1996).

Tableau 5: Influence de la date de I'annélation sur la teneur en sucres solubles et sur la
nouaison 25 et 50 jours apres |'anthése sur le développement des ovaires de la mandarine
‘Fortune’, d’apreés Rivas et al. (2006).

25 jours apres anthese 50 jours apres anthese

Témoin 13,7°¢ 7,6° 13°¢ 10,5 ° 5,2° 35°¢
Annélation
15 jours 21,1° 67° 46" 6,5" 53° 65"
avant
anthése
Annélation

33,4° 6,5° 60° 0,7°¢ 5,3° 9,0°
anthése

Les résultats sont exprimés : ' en mg.g”* MS et * en %.
Les différentes lettres (a, b et c) montrent les différences significatives entre les traitements.

Chez la mandarine ‘Fortune’ (Tableau 5), la nouaison est plus importante sur les
branches annelées que sur les branches-témoins non annelées. La concentration en

saccharose varie entre les fruits des branches annelées et ceux des branches témoins et est
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plus importante apres I'annélation (Rivas et al., 2006). La disponibilité accrue en sucres,
résultant de I'annélation, pour les jeunes fruits, semble étre I'explication la plus plausible

quant a I'augmentation de la nouaison (Rivas et al., 2006).

VI.2. Ladiminution de la charge en fruits

La technique consiste a enlever des fruits des rameaux qui sont au préalable annelés
pour les isoler du reste de I'arbre. Les fruits de chaque rameau sont enlevés afin d’avoir le
rapport feuilles/fruits souhaité. Cette technique peut étre utilisée sur des especes comme le
pécher, car la chute physiologique des petits fruits est tres faible. Les agrumes sont des
arbres fruitiers qui produisent une profusion de fleurs. Apres la floraison, I'abscission de
nombreux ovaires en développement est suivie par une vague de chutes des petits fruits
(Goldschmidt, 1999). Le nombre de fruits arrivant a maturité au final est de moins de 2% par
rapport au nombre de fleurs formées (Ruiz et al., 2001). Par conséquent, le nombre de fleurs
produites par les agrumes est trés supérieur au nombre de fruits récoltés (Iglesias et al.,

2003). La diminution de la charge en fruits n’est donc pas adaptée a ce modele d’étude.

VI.3. La défoliation partielle

Les sucres jouent un réle-clé dans tout le métabolisme de la plante. Le manque de
sucres initie chez la plante des réponses variées et de profonds effets sur le métabolisme et
le processus de développement de la plante (Yu, 1999). En effet, différentes études ont
montré qu’une carence en sucres déclenche différentes réactions: un arrét de la
multiplication cellulaire, une consommation rapide des stocks de sucres de la cellule et une
diminution de la respiration, une dégradation des lipides et des protéines, une augmentation
de I'accumulation de phosphate inorganique, de phosphorylcholine et des acides aminés
libres et une diminution de I'activité des enzymes glycolytiques (Aubert et al., 1996;
Brouquisse et al., 1992; Chen et al., 1994; Dieuaide et al., 1992; Journet et al., 1986). En
général, une carence en sucre entraine une surexpression des génes de la photosynthese
des feuilles, de la remobilisation et de I'exportation des sucres des feuilles vers les puits. Les
génes codant pour le stockage des sucres sont réprimés. La réduction du rapport

source/puits par une défoliation partielle entraine une diminution de la concentration des
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sucres dans les feuilles et une augmentation de la photosynthese (lIglesias et al., 2002). De
plus, la stimulation de la photosynthese par un effeuillage partiel est un phénoméne défini
comme étant « une photosynthése compensatrice » (Nowak et Caldwell, 1984). Chez la
mangue, la taille du fruit diminue proportionnellement a la diminution du rapport
feuille/fruit, probablement a cause d’un manque d’assimilats disponibles. Pour la péche, un
faible rapport feuille/fruit entraine une réduction de la taille du fruit et réduit le temps de
maturation du fruit (Léchaudel et al., 2005). Chez le kiwi, pour que le fruit se développe

correctement, il faut également un nombre de feuilles suffisant (Tableau 6).

Tableau 6: Effet de I'annélation et du rapport feuille/fruit sur le volume du fruit et la
surface foliaire par fruit chez le kiwi 'Hayward', d'apres Lai et al. (1989).

Avec annélation

1/1 782 96 °

2/1 110° 239°
Sans annélation

1/1 106 ° 102 °

2/1 104 ° 246 °

Les différentes lettres (a et b) montrent les différences significatives entre les traitements.

L’expérience chez le kiwi sans annélation montre que les sucres peuvent étre apportés
au fruit d’une autre partie de I'arbre afin d’en assurer sa croissance. En revanche
I’expérience avec annélation montre que le rapport feuille/fruit de 1 n’est pas suffisant pour
permettre au fruit de croitre normalement (Lai et al., 1989). Le déséquilibre source-puits par
le biais de I'annélation, de la défoliation, de la suppression de fruits a été utilisé chez les
agrumes pour étudier le réle des sucres non-structuraux situés dans les feuilles dans la

régulation de la photosynthése (Iglesias et al., 2002; Syvertsen et al., 2003).

VI.4. L’action sur la dégradation de I'acide citrique

Quelques études ont été réalisées pour induire la dégradation de l'acide citrique
guand sa teneur a maturité est incompatible avec la commercialisation des fruits. Au cours

du développement du fruit, des vaporisations d’arsenic ont été réalisées chez le tangelo
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Minneola et chez Natsudaidai pour réduire les teneurs en acide citrique a maturité mais ce
traitement ne peut pas étre utilisé a cause de sa toxicité (Kubo et al., 2002; Sadka et al.,
2000a).

Les traitements a la chaleur sont normalement utilisés pour contréler les maladies
provoquées par les champignons, pour détruire les insectes mais également pour maintenir
la qualité des fruits pendant le stockage (Kim et al., 2009; Schirra et al., 2008). Des travaux
récents ont été réalisés sur la mandarine Ponkan (Chen et al., 2012) qui est riche en acides
organiques a maturité ce qui en fait un excellent modéle pour étudier leur dégradation. Un
traitement a I'air chaud (40°C pendant 2 jours) a été appliqué apres récolte des fruits et a
montré une dégradation de I'acide citrique et une accumulation des sucres solubles (glucose

et fructose).

VIl. L'objectif de ce travail

Dans les pays producteurs d’agrumes de la zone méditerranéenne, il a été remarqué
ces derniéres années que l'acidité des agrumes, de la famille des « intermédiaires » en
termes d’acidité (orange, clémentine et mandarine), tend a diminuer de fagon importante
lors de la maturation. Il a été constaté que les changements climatiques ont un impact sur la
qualité du fruit. Par exemple, chez la pomme, ces changements entrainent une hausse des
concentrations en sucres (Moretti et al., 2010) et chez la vigne une diminution des
concentrations en acide malique et tartrique (Coombe, 1987). Une Les modifications
générales du climat, en l'occurrence des automnes de plus en plus doux observés, peuvent
induire une respiration plus élevée des fruits. Paralléelement, la photopériode en automne
est courte, la photosynthése est donc plus limitée. Ces deux constats nous ont amenés a
émettre I'hypothése que les teneurs plus faibles d’acidité obtenues a maturité des fruits
dans ces nouvelles conditions climatiques seraient dues a un déséquilibre de I’alimentation
carbonée des fruits. Afin de tester cette hypothése, notre stratégie envisagée est donc de
créer artificiellement un déséquilibre carboné. Ce déséquilibre peut étre obtenu de deux
maniéres, soit par une diminution des apports carbonés soit par une augmentation. La
stratégie de l'augmentation de |‘apport carboné peut étre réalisée par un ajout de
saccharose dans les vaisseaux conducteurs ou par une saturation de I'air en CO, afin de

favoriser la photosynthése, ce qui est trés difficilement réalisable sur des arbres adultes en
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plein champ. Nous avons donc opté pour la limitation de I'apport carboné en utilisant la
technique de I'annélation suivie d’'une défoliation partielle. Nous avons également opté
d’effectuer cette défoliation a deux périodes clés dans le développement du fruit, lors de la
phase d’accumulation des acides organiques dans la pulpe (début du stade Il) et juste avant
le début de la maturation (fin du stade Il).

Afin de vérifier I'impact de la défoliation sur le métabolisme du fruit, il est nécessaire
d’établir (1) dans un premier temps, un bilan sucres-acides des fruits soumis aux différentes
réductions d’apport carboné et d’identifier la ou les périodes ol la réduction de I'apport
carboné a, le cas échéant, le plus d’'impact sur les quantités de sucres et/ou d’acides
organiques, (2) d’étudier [I'activité d’enzymes clés du métabolisme glucidique
(phosphofructokinase et invertase acide) ou impliquées dans le métabolisme des acides
organiques (phosphoénolpyruvate carboxylase et isocitrate déshydrogénase cytoplasmique),
(3) d’analyser I'expression de genes d’intérét comme le transporteur qui permet le
déstockage de l'acide citrique depuis la vacuole (CsCitl) et les génes potentiellement
impliqués dans la dégradation cytoplasmique de l'acide citrique par la voie du GABA
«shunt » (transcrits de la succinate semialdéhyde déshydrogénase) ou par la voie de la
proline (transcrits de la A'-pyrroline-5-carboxylate synthétase). Enfin, il sera éventuellement
possible d’établir des modeles pour représenter I'impact des réductions carbonées sur le
métabolisme primaire.

Pour notre étude, nous avons, dans un premier temps, choisi d’étudier quatre espéces
appartenant a la famille des « intermédiaires » en termes d’acidité (un clémentinier, deux
orangers et un mandarinier). En effet, pour ces quatre espéeces une diminution de I'acidité au
cours de la maturation est observée. Aprés des expériences préliminaires, nous avons choisi
de travailler uniguement sur la mandarine méme si la clémentine est le produit phare de
I'agrumiculture en Corse. Les raisons qui expliquent notre choix sont les suivantes: la
clémentine et I'orange ont le méme parent : la mandarine. La mandarine leur transmet ses
mitochondries et la synthése de I'acide organique majoritaire des agrumes, I'acide citrique,
est réalisée dans la mitochondrie lors de |la premiére réaction du cycle de Krebs.

La mandarine Willowleaf est également appelée Baladi, commune, de Nice, de
Valence, Belady, Beldi, Beledi, Blida, Bodrum, etc... (Cottin, 2002). Le nombre excessif de
noms par lesquels est désigné cette mandarine témoigne de sa popularité sur les pourtours

méditerranéens (Hodgson, 1967). De plus au cours des quinze dernieres années les
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mandarines et les agrumes de type mandarine sont les plus nombreux a avoir été mis en
circulation dans le monde (Nicotra, 2001), méme si la clémentine (hybride naturel de la
mandarine willowleaf) I'a supplantée en termes de volume de production. L’alternance de la
production ainsi que la présence de nombreux pépins ont contribué a son déclin. Le golt
caractéristique de « mandarine », lié a la présence d’'une molécule le N-méthylanthranilate
(Chisholm et al., 2003), reste malgré tout recherché. Cette variété est aussi tres utilisée dans
les programmes de création variétale (Grosser et al., 2010). Un hybride triploide, nommé
Mandalate, issu d’un croisement avec mandarine a récemment été sélectionné (Recupero et

al., 2005) pour ses qualités organoleptiques et pour son caractere « sans pépin ».
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I Le matériel végétal

Les essais ont été réalisés sur le mandarinier (Citrus reticulata Blanco selon Swingle et
Reece (1967) ou Citrus deliciosa selon Tanaka (1977)). lls sont réalisés sur des arbres ayant
atteint la maturité productive (> 10 ans), cultivés en plein champ sur le site de la station de
recherche agronomique INRA-CIRAD de San Giuliano, Corse (42°18'55” Nord, 9°29'29” Est ;
51m a.s.l.). Les mandariniers de la variété Willowleaf sont greffés sur le porte-greffe Poncirus
trifoliata (L) Raf et sont tous situés sur la méme parcelle. Tous les arbres ont une hauteur
d’environ 2,5 m, ils sont espacés de 4m dans un méme rang et I'espace entre les rangs est de
6 m. Les expérimentations ont été réalisées sur des arbres irrigués, indemnes de maladies et

soumis aux mémes conditions culturales (fertilisation et traitements phytosanitaires).

Il. Ledispositif expérimental : réduction de I’alimentation carbonée

Les rameaux sélectionnés sont composés de pousses agées de moins d’un an. lls sont
situés sur la face Est des arbres et a hauteur d’homme (environ 1,50 m). Les rameaux sont
répartis sur quatre arbres, ont un diamétre équivalent et sont exposés de maniere similaire.

La pleine floraison est observée mi-avril et les rameaux sont annelés, quel que soit le
traitement appliqué, aprés la chute physiologique, 90 jours apres la nouaison. L’annélation
consiste a enlever un morceau d’écorce large de 1 a 1,5 cm au milieu de la tige principale de
chaque rameau afin d’empécher tout transport des assimilats depuis les rameaux vers le
reste de I'arbre, ou inversement. Seules les connexions phloémiennes ont été supprimées.

Les traitements sont appliqués aléatoirement. Chaque rameau possede un seul fruit.
Pour les fruits SF, les rameaux ont été annelés a 30 feuilles, ce rapport feuilles/fruit a été
choisi en fonction d’études précédentes et il garantit un approvisionnement optimal en
sucres (Souplet, 2002). Cette condition est considérée comme la condition témoin.

Pour les fruits SFR1 une réduction de nombre de feuilles, de 30 a 6, est effectuée a 113
jours de développement en début de stade Il, avant la phase d’accumulation des acides

organiques.

41



Matériel et méthodes

Pour les fruits SFR2, la réduction du nombre de feuille est effectuée a 155 jours de

développement en milieu de stade Il juste pendant la phase d’accumulation des acides

organiques.
Témoin , > }
90 jours 220 jours
Réduction -
foliaire 1 90 jours > - 220jours
i i Réduction
Reduction foliaire 2 155 6 feuilles/fruit  SFR 2

v

Les prélevements ont été réalisés a 90 jours de développement jusqu’a 220 jours et
quatre fruits par traitement ont été récoltés.

Un suivi de croissance non destructif est effectué en mesurant le diametre des fruits
grace a un pied a coulisse solaire Mitutoyo (Kanagawa, Japon) pendant toute la durée de la
campagne d’échantillonnage.

A chaque prélevement, les fruits sont pesés au champ, leur diamétre est mesuré, puis
ils sont pelés a vif et plongés directement dans I'azote liquide. Les échantillons pour les
études de biologie moléculaire et d’enzymologie sont conservés a -80°C tandis que ceux

pour les analyses de sucres et d’acides organiques sont lyophilisés.

lll. Identification et quantification des acides organiques et des sucres par

chromatographie liquide haute performance (HPLC)
lIl.L1. Préparation des échantillons

Les quartiers de fruits lyophilisés sont réduits en poudre fine a I'aide d’un broyeur a
bille (MM 200, Retsh, Haan, Allemagne). 100 mg de poudre sont solubilisés dans 5 mL d’eau
bi-distillée, homogénéisés au Dounce pendant une minute puis au vortex. Cette suspension
est centrifugée pendant 10 min a 5000 g a température ambiante. Le surnageant est filtré

sur une membrane d’acétate de cellulose de porosité 0,2 pm (VWR, West Chester, Etats-
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Unis) et est analysé par chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Perkin Elmer,

Série 200).
lll.2. Conditions d’analyse chromatographique des acides organiques

Les différents acides organiques sont identifiés par HPLC, en phase inverse sur colonne
Spheri-5 RP 18 (220 x 4,6 mm, 5 um) maintenue a une température constante de 20°C.
L’élution des acides organiques est réalisée en mode isocratique dans un tampon phosphate
25 mM & pH 2,4 avec un débit de 1 mL.min’. Lanalyse se fait en plusieurs étapes : dix
minutes d’équilibrage de la colonne, quinze minutes d’élution et une minute de lavage avec
30% d’acétonitrile (VWR, West Chester, Etats-Unis). Les acides organiques sont détectés a
une longueur d’onde de 210 nm. llIs sont identifiés en fonction de leur temps de rétention
sur la colonne en comparaison avec celui des cing standards suivants : acide oxalique, acide
malique, acide ascorbique, acide citrique et acide succinique (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Allemagne).
lIl.3. Conditions d’analyse chromatographique des sucres

Les différents sucres sont identifiés par HPLC sur une colonne échangeuse de cations
Sugar pak | column, Waters (3,5 mm x 500 mm) maintenue a une température constante de
85°C. L’élution des sucres est réalisée en mode isocratique dans une solution d’EDTA sous
forme de sel de calcium (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) a 50 mg.L™ pH 5,5 avec un
débit de 0,6 mL.min™. L’analyse se fait en plusieurs étapes : deux minutes d’équilibrage de la
colonne, dix-huit minutes d’élution et une minute de rincage (Gomez et al., 2002). Les sucres
sont détectés en fonction de leur indice de réfraction en comparaison avec celui de trois

standards : glucose, fructose et saccharose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne).
ll.4. Identification et quantification des acides organiques et des sucres

Les différents composés sont identifiés par comparaison des temps de rétention ou
des indices de réfraction des standards. L’acquisition des données a été réalisée a I'aide du
logiciel TotalChrom™ version 6,2 (Perkin Elmer Instruments, Shelton, Etats-Unis). Les

quantités d’acides organiques et de sucres sont exprimées en mg/fruit.
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l1.5. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne + des écarts types. lls ont été soumis
a une analyse de variance (ANOVA) a l'aide du « package agricolae » du logiciel R (http.R-
project.org). Le test t (P < 0,05) a été utilisé pour déterminer la plus petite différence

significative (Isd) entre les moyennes.

IV. Dosage de la proline

Cette méthode est adaptée de celle décrite par Troll et Lindsley (1955). Les quartiers
de fruits congelés sont réduits en poudre fine a I'aide d’un broyeur a billes (MM 200, Retsch,
Haan, Allemagne). 20 mg de poudre sont homogénéisés dans 10 mM de tampon HEPES-KOH
a pH 7 contenant 20% d’éthanol (v/v). homogénat est ensuite chauffé a 80°C pendant 10
min, 200 pL de tampon HEPES-KOH a 50 mM et a pH 7 sont ensuite ajoutés, le mélange est
agité puis centrifugé 5 min a 14000 g. Le surnageant est conservé a 4°C et le culot est
resuspendu deux fois dans 200uL de tampon HEPES-KOH a 50 mM et a pH 7, agité a 'aide
d’un vortex et centrifugé 5 min a 14000 g, les deux surnageants obtenus par lavage des
culots sont rajoutés au surnageant initial, le volume final est de 600uL. A 50 pL de
surnageant sont ajoutés 100 pL de réactif contenant 1% de ninhydrine (p/v) 60% d’acide
acétique (v/v) et 20% d’éthanol (v/v). Le mélange est agité puis incubé a 95°C a I'abri de la
lumiére pendant 20 minutes, refroidi dans la glace, avant la lecture de I'absorbance a 520
nm au spectrophotomeétre (Specord 205, Analytic Jena (Wembley, Angleterre)). Une solution
de proline (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) est utilisée pour générer une courbe de
calibrage, de 0 mM a 10 mM, afin de quantifier la concentration en proline dans la pulpe des

agrumes. Les quantités sont exprimées en umol/fruit.
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V. Mesure des activités enzymatiques

V.1. Préparation des extraits protéiques

Un quartier de fruit est broyé en fine poudre a I'aide d’azote liquide. 20 mg de cette
poudre sont resuspendus dans du tampon selon le protocole décrit par Dieuaide-Noubhani
et al. (1997). Le tampon d’HEPES a 500 mM et a pH 7,5 contient 10 mM de MgCl,, 10 mM
d’EDTA, 10 mM d’EGTA, 10 mM de benzamidine, 10 mM d’acide e-aminocapronique, 2,5%
(p/v) d’albumine bovine sérique, 2mM de leupeptine, 0,5 mM de DTT, 10% (v/v) de Triton
X100, 1% (p/v) PVP et 20% (v/v) de glycerol. Aprés centrifugation a 14000 g pendant 5

minutes a 4°C, le surnageant est prélevé et conservé dans la glace.

V.2. Dosage de la phosphofructokinase

L’activité enzymatique de la PFK est difficile a suivre directement, nous utilisons donc

le couplage de réactions suivant :

Fructose 6- Fructose 1,6-

Dihydroxyacétone Glycerol

bis
Phosphate / S ohosphate phosphate /\/ 3-Phosphate
ATP ADP NAD* NADH,
H+

Glycéraldéhyde
3-Phosphate

2ulL de surnageant sont ajoutés a 500 mM de tampon Tricine-KOH a pH 8,5 contenant
25 mM de MgCl,, 0,25 mM de NADH, 7,5 mM de fructose 6-phosphate, 1 U.mL* d’aldolase,
1 U.mL™ de triose phosphate isomérase, 1 U.mL? de glycérol 3-phosphate déshydrogénase.
La réaction démarre par I'ajout d’ATP dont la concentration finale est de 1 mM pour les
essais. Les témoins sont réalisés sans ATP. La réaction est arrétée au bout de 20 minutes par
I'ajout de 20 uL de HCL a 0,5 M. Les microplaques, contenant le mélange réactionnel, sont
ensuite agitées et centrifugées pendant 2 min a 2000 g, puis 20 pL de soude a 0,5 M sont

ajoutés afin d’ajuster le pH a 9.
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La suite du protocole consiste a étudier le cycle entre la glycérol 3-phosphate oxydase

(EC. 1.1.3.21) et la glycérol 3-phosphate déshydrogénase (EC. 1.1.1.8).

02 / \ ) H202

Glycérol 3-phosphate  Dihydroxyacétone phosphate

NAD* < K / NADH + H*

La glycérol 3-phosphate oxydase catalyse la conversion dioxygéne dépendante du
glycérol 3-phosphate en dihydroxyacétone phosphate et la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase convertit la dihydroxyacétone phosphate en glycérol 3-phosphate en
oxydant le NADH. La diminution de la concentration en NADH se traduit par une diminution
de I'absorbance a 340 nm.

Au mélange réactionnel précédent sont ajoutés 100 mM de Tricine-KOH a pH 8
contenant 1,5 mM de MgCl,, 1 mM de NADH, 1,8 U.mL™ de glycérol 3-phosphate oxydase et
0,7 U.mL™ de glycérol 3-phosphate déshydrogénase, selon le protocole décrit par Gibon et

al. (2004). La diminution de I'absorbance est lue a 340 nm pendant 30 min.
V.3. Dosage de l'isocitrate déshydrogénase

Le dosage de l'activité de l'isocitrate déshydrogénase cytoplasmique est adapté du

protocole décrit par Sadka et al. (2000c). La réaction catalysée par I'IDH cytoplasmique est la

suivante :

Isocitrate /\ > o-cétoglutarate

NADP* NADPH+H*

Le mélange réactionnel est le suivant: 2 yL de surnageant sont ajoutés au tampon

Tricine-KOH a 100 mM et a pH 8 contenant 4 mM de MgCl, et 1 mM de NADP". La réaction
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est initiée par I'ajout d’isocitrate dont la concentration finale est de 2 mM pour les essais.
Les témoins sont réalisés sans isocitrate. Aprés 20 min d’incubation a 25°C la réaction est
arrétée par l'ajout de 20 pL de soude 0,5M. Les microplaques, contenant le mélange
réactionnel, sont ensuite agitées puis centrifugées 2 min a 2000 g. Elles sont ensuite scellées
avec du papier aluminium puis chauffées & 95°C pendant 5 min afin de détruire la NADP*
résiduel qui pourrait interférer avec la suite du dosage. Aprés avoir refroidi les microplaques

sur la glace, 20 puL de HCL 0,5 M sont ajoutés afin d’ajuster le pH a 9.

Le NADPH formé au cours de la réaction précédente est quantifié grace a la conversion

MTT oxydé en MTT réduit par I'action du méthosulfate de phénazine (PMS).

Glucose 6-Phosphate / \/ 6 phosphogluconate

NADP  NADPH+H

MTT MTT

red ox

La quantité de NADPH formée est mesurée selon la méthode décrite par Gibon et al.
(2002). Au mélange réactionnel précédent sont ajoutés 45 pL de Tricine-KOH a 100 mM et a
pH 9 qui contient 5 mM de MgCl,, 4 mM d’EDTA, 0,1 mM PMS, 0,6 mM de MTT, 3 mM de
glucose 6-phosphate et 3 U.mL" de G6PDH. L’augmentation de I'absorbance est lue a 570

nm pendant 30 min et a 30°C.

V.4. Dosage de la phosphoénolpyruvate carboxylase

Le dosage de |'activité de la PEPC (EC. 4.1.1.31) a été adapté du protocole de Uedan et

Sugiyama (1976) et utilise le couplage de réactions suivant :

Phosphoénolpyruvate / >  Oxaloacétate / \/ > Malate

co, NADH +H* NAD*
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2ulL de surnageant sont ajoutés au tampon Tricine-KOH a 100 mM et a pH 8 contenant
20 mM de MgCly, 1 U.mL™ de malate déshydrogénase (EC. 1.1.1.37), 10 mM de bicarbonate
de sodium et 0,1 mM de NADH. Les contaminations de la solution-méere de NADH par le
NAD" sont évitées en la chauffant & 95°C pendant 5 min. La réaction est initiée par I'ajout de
phosphoénolpyruvate dont la concentration finale est de 2 mM pour les essais. Les témoins
sont réalisés sans phosphoénolpyruvate. Au bout de 20 min la réaction est arrétée par
I'ajout de 20 pL de HCl a 0,5 M. Les microplaques, contenant le mélange réactionnel, sont
agitées puis centrifugées 2 min a 2000 g. Elles sont ensuite scellées avec du papier
aluminium puis chauffées a 95°C pendant 5 min afin de détruire le NADH résiduel. Apres un
refroidissement rapide sur la glace, 20 uL de soude a 0,5 M sont ajoutés afin d’ajuster le pH a

9.

Le NAD" formé au cours de la réaction précédente est quantifié grace a la conversion

du MTT oxydé en MTT réduit par I'action de I’éthosulfate de phénazine (PES).

Ethanol / \/ Acétaldéhyde

NAD  NADH+H

MTT MTT

red ox

La quantité de NAD formée est mesurée selon la méthode décrite par Gibon et al.
(2002). Au mélange réactionnel précédent sont ajoutés 45uL de Tricine-KOH a 100 mM et a
pH 9 qui contient 6 U.mL™ d’alcool déshydrogénase (EC. 1.1.1.1), 4 mM d’EDTA, 0,1 mM de
PES, 0,6 mM de MTT et 500 mM d’éthanol. L'augmentation de I'absorbance est lue a 570 nm

pendant 30min.
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V.5. Dosage de l'invertase

La réaction catalysée par I'invertase acide est la suivante :

Saccharose + H,0 > Glucose + Fructose

Le mélange réactionnel (200 uL) contient 50 mM d’acétate de sodium a pH 4,6 et 125
mM de saccharose. La réaction est initiée par I'addition de I’extrait protéique (10 uL de
surnageant) pour les essais puis elle est arrétée par I'ajout de 40 pL de Tris a 300 mM et a pH
9 au bout de 5 min. Pour les témoins, 'extrait protéique est ajouté une fois que le pH est
ajusté a 9. La quantité de glucose formé au cours de la réaction précédente est dosée grace
a un kit Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne). Le principe de ce kit est de suivre la formation
de NADH lors de la réaction catalysée par la glucose 6-phosphate déshydrogénase lors du

couplage de réactions suivant :

Glucose /\/ > Glucose 6-Phosphate /\( > 6 phosphogluconate
ATP ADP

NAD®  NADH+H"

L’augmentation de I'absorbance a 340 nm pendant une heure a 25°C est
proportionnelle a la concentration en glucose formé.

VI. Les techniques de biologie moléculaire
VI.1. Extraction et quantification des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a I'aide du kit Qiagen (Dusseldorf, Allemagne) « RNeasy
plant mini kit » a partir de 80 mg de poudre de pulpe. Le protocole a été adapté a la pulpe

d’agrumes. En effet, le pH de la pulpe des agrumes n’est pas compatible avec I'extraction
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des ARN. Au moment d’utiliser le tampon d’hydrochlorate de guanidine, il est nécessaire

d’ajouter 6 uL de soude a 1 N afin de remonter le pHa 7.

La qualité des ARN totaux extraits est controlée par électrophorése dans un tampon
TAE (40 mM de Tris-acétate et 1 mM d’EDTA a pH 8) sur un gel d’agarose a 2%. Les ARN
ribosomiques 28 S (4,7 kb) et 18 S (1,8 kb), trés abondants, peuvent étre visualisés sous UV
(330 nm) apres imprégnation du gel dans une solution de bromure d’éthidium (BET) (1
ng.mL™) selon le protocole de Sambrook et al. (1989).

Les ARN totaux extraits sont quantifiés par mesure de I'absorbance a 260 et 280 nm

grace au NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, Etats-Unis).
VI.2. Synthése de ’ADN complémentaire

Pour la synthése de 'ADN complémentaire, 500 ng.uL™ d’ARN sont ajoutés a 1 pL
d’oligo(dT):s (Fermentas, Canada), le volume est ajusté a 12,5 ulL avec de I'eau traitée au
diéthyle pyrocarbonate stérile. Ce mélange est incubé pendant 5 min a 65°C, puis plongé
dans la glace.

A ce mélange sont ajoutés 4 pL du tampon 5x (Fermentas, Canada), 0,5 pL d’inhibiteur
de RNase (Fermentas, Canada), 2 uL du mélange de dNTP (Fermentas, Canada) et 1 plL de
transcriptase inverse (Fermentas, Canada). Le mélange est incubé 90 min a 42°C, puis la
réaction est arrétée par inactivation de I'enzyme a 70°C (10 min). Le produit de la

transcription inverse peut étre utilisé directement ou stocké a -20°C.
VI.3. Dosage de I’ADN complémentaire

Les ADN complémentaires néoformés sont dosés par fluorimétrie avec le NanoDrop™
3300 fluorospectrometer (Thermo Scientific, Waltham, Etats-Unis). La méthode de
guantification est celle proposée par le fabriquant du kit Quant-it™ OliGreen® Dye

(Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis).
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Nous avons recherché dans la littérature ou dans les bases de données telles que NCBI,

des genes « candidats » impliqués dans le métabolisme et dans le transport des sucres, des

acides organiques et des acides aminés. Des amorces ont été définies pour permettre

I'amplification d’une fraction de ces genes, a partir de leurs ADN.. Les variations de la

guantité de transcrits de ces génes sont évalués par PCR en temps réel.

Les genes « candidats » sélectionnés sont identifiés dans le tableau suivant (Tableau

7):
Tableau 7: Sélection des genes « candidats » a la régulation de I'acidité des fruits
Sucre Invertase acide C. unshiu AB074885 Banque NCBI
Isocitrate Sadka et al.,
C. limon AF176669
Acides déshydrogénase 2000
organiques Succinate sémialdéhyde Cercos et al.,

déshydrogénase

C. clementina

2006

A'-pyrroline-5-

Mouhaya et al.,

Acides aminés C. sinensis Acl174Contig2
carboxylate synthétase 2010
Shimada et al.,
Symporteur citrate/H" C. sinensis EF028327
2006
Pillitteri et al.,
Actine C. sinensis BQ623464

2004

Les amorces utilisées pour I'amplification spécifique des ADNc des génes A'-pyrroline-

5-carboxylate synthétase (P5CS), isocitrate déshydrogénase (IDH), invertase acide (INV),

symporteur citrate/H" (CsCitl), succinate sémialdéhyde déshydrogénase (SSADH) sont

présentées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Séquences des amorces

5’-GGCTTATTCCAGGCTGGACAA
Isocitrate déshydrogénase IDH 191
3’-CATGGACAATGCAACTCCACC

5’-GCTCAAGGTGGGAGAACAAC
Invertase INV 156
3’-GTATGGACGGATGAATGCAG

Succinate semialdéhyde 5’-ATGACGTTGAGTGGAGTGGCA
SSADH 107
déshydrogénase 3’-ATCTGGCGAGAGAAAGCAGGA
A'-pyrroline-5-carboxylate 5-ATGTGCGTGCTGCTATTGAC
P5CS 166
synthétase 3’-AGTCCAAATCGTGCTCCATC

5-GCTGCTCTGGCCTTTCTAAT
Transporteur de citrate CsCitl 125
3’-TGCCTGTTACGGAGACTTGA

5’-CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA
Actine ACT 150
3’-TCGCCCTTTGAGATCCACAT

Ces amorces ont été définies a partir des alignements des séquences codantes de ces
geénes qui ont été isolées a partir des fruits d’agrumes et qui sont disponibles dans les bases
de données. Le logiciel BioEdit version 7.0.5

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) a été utilisé pour les alignements de

séquences tandis que le logiciel Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) a servi

a la définition des amorces.

Dans un premier temps, la PCR en gradient de températures est utilisée afin de
déterminer la température d’hybridation (Tm) optimale de chaque couple d’amorces.

La réaction d’amplification est effectuée dans un volume total de 25 puL contenant : 2,5
mM de MgCl,, 75 mM Tris-HCl a pH 8,8, 20 mM (NH4),S04, 0,01% de Tween 20, 1,25 unités
1

de Taq ADN polymérase, 2 mM de chaque dNTP, 1 uM de chaque amorce et 2 ng.uL

d’ADNc. L’amplification est réalisée dans un thermocycleur Mastercycler gradient
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(Eppendorf, Hambourg, Allemagne) programmé pour effectuer les cycles suivants : 2 min a
94°C, 40 cycles d’amplification (30 sec a 94°C, 1 min au Tm et 45 sec a 72°C) et 6 min a 72°C.
Aprés amplification, les fragments d’ADN ont été séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide a 5% et d’urée a 7 M. Ce gel permet de séparer deux fragments d’ADN au
nucléotide prés. Le gel est placé dans une cuve contenant du tampon TBE (440 mM de Tris,
400 mM d’acide borique et 10 mM d’EDTA a pH 8). La révélation des fragments d’ADN se fait

par coloration au nitrate d’argent comme décrit par Beidler et al. (1982).

VI1.4.2. La PCR en temps réel

Le principe de la PCR en temps réel repose sur la détection et la quantification d’un
émetteur fluorescent. L'augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle

a la quantité d’amplicons générés pendant la réaction PCR.

L’émission de fluorescence est mesurée a la fin de chaque étape d’élongation pour
chacun des cycles par un systéeme de lecture intégré a I'appareil de PCR en temps réel qui
permet de suivre 'augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant la réaction (Bustin,

2000) (Figure 21).
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o

Figure 21: Principe d’action du SYBR® Green.
(a) Durant la dénaturation, le SYBR® Green libre émet peu de fluorescence. (b) A la température
d'appariement, quelques molécules se lient au double brin d'’ADN en synthése entrainant une

émission de fluorescence. (c) Durant la phase de polymérisation de plus en plus de molécules se lient
au brin naissant et I'accroissement de fluorescence peut étre suivi en temps réel.

L’enregistrement de la fluorescence en temps réel permet de visualiser I'amplification

du gene d’intérét. Les amplifications suivent une courbe sigmoide (Figure 22).

0.9 7
0.8 1
0.7 7
0.6 1
0.5 1
0.4 -

Ligne de base
0.3 1
0.2 1

\

0 1 r

Ct: cycle

11

16 21 26 31 36

Nombre de cycles

Figure 22 : Modele graphique de la PCR en temps réel ou l'intensité de la fluorescence
est exprimée en fonction du nombre de cycles.
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Deux phases peuvent étre distinguées : la premiere ou la fluorescence ne se distingue
pas du bruit de fond et la seconde ou la fluorescence passe par une phase exponentielle
durant laquelle I'augmentation de la quantité d’ADN est proportionnelle a la quantité de
matrice puis ralentit pour atteindre un plateau. Le cycle seuil (Ct) est le nombre de cycles

requis pour atteindre un point ou le signal d’émission de fluorescence sera plus élevé que le

bruit de fond (Gibson et al., 1996).

L'amplification est réalisée a l'aide d'un thermocycleur StepOnePLus (Applied
Biosystems, Carlsbad, Etats-Unis). Le mélange réactionnel est composé de 10 pL de
PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix ROX™ (Quanta biosciences, Gaithersburg, Etats-Unis), 0,4
uL de chaque amorce a 10 uM et 4,2 plL d’eau bi-distillée stérile et 2 ng.uL™ de la solution
d’ADNCc. Les étapes de I'amplification sont les suivantes : un cycle de 5 min a 95°C, 40 cycles
de 15 sec a 95°C, 40 sec a 60°C, puis pour la courbe de fusion 15 sec a 95°C, 1 min a 60°C et
le passage de 60°C a 95°C se fait avec un pas de 0,3°C par cycle. Les courbes de fusion

obtenues permettent de vérifier la spécificité de I'amplification (présence d’'un seul pic)

(Figure 23).
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Tm: 80.25

Température

Figure 23: Courbe de fusion, dérivée de la fluorescence du SYBR® Green en fonction de
la température.
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Pour chaque couple d’amorces, une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’'une
gamme de dilutions des solutions d’ADNc (1.107 & 1.10™"2) d’un des échantillons & analyser.
A chaque analyse, trois points de la courbe d’étalonnage sont systématiquement analysés en
méme temps que les échantillons afin de contrdler I'efficacité de la PCR. L'efficacité de la
PCR traduit le pourcentage de brins matrices dupliqués. La régression linéaire entre le
nombre de cycles et la dilution doit aboutir a une droite dont la pente doit étre supérieure
ou égale a 3. Chaque réaction est triplée afin d’en vérifier la reproductibilité.

L’acquisition des données et I'analyse des résultats sont réalisées grace au logiciel
StepOne software v1.2 (Applied Biosystems, Carlsbad, Etats-Unis). Les résultats exprimés
sont issus d’une quantification relative du nombre de transcrits. La quantification se fait par
rapport a un géne dit normalisateur dont I'expression est constante, c'est-a-dire que quels
gue soient les traitements, le nombre de Ct pour ce gene ne varie pas, en |'occurrence

I'actine et par rapport & un échantillon témoin. La méthode de calcul de 272

est
couramment utilisée pour analyser les différences d’expression (Livak et Schmittgen, 2001) :
ou AACt = [(Ct gi) echantillon inconnu — (Ct 8N) échantillon inconnu] — [(Ct 8i) témoin — (Ct 8N) temoin], 8i est le
gene d’intérét et gn le géne normalisateur. Le témoin est un échantillon choisi pour

représenter un niveau d’expression de 1 pour le géne considéré (Winer et al., 1999).
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Les expériences ont été réalisées sur la mandarine qui a été soumise ou pas a une
réduction des apports carbonés. Le traitement SF est constitué de fruits dont la croissance se
déroule sans limitation de carbone issu de la photosynthése (témoins). Leur surface foliaire
est fixée a 30 feuilles durant toute I'expérimentation (Souplet, 2002). Les fruits des
traitements SFR1 et SFR2 ont subi une réduction du nombre de feuilles de 80% afin de
limiter leurs apports carbonés lors du stade Il qui est la phase de grossissement cellulaire.
Pour les fruits SFR1, la réduction a eu lieu au début du stade Il avant I'accumulation des
acides organiques et les fruits SFR2 sont ceux pour lesquels la réduction foliaire a eu lieu au
milieu du stade Il pendant la phase d’accumulation des acides organiques.

L’expérimentation a été réalisée pendant deux années consécutives.

1. L’effet des réductions foliaires sur la croissance du fruit

Afin de caractériser la croissance des fruits soumis ou non a une limitation en apports
carbonés, nous avons suivi les deux parameétres suivants : le calibre du fruit par mesure du

diametre et le poids frais du fruit.

1.1. Mesure des diameétres

Pour les fruits n’ayant subi aucune limitation en apports carbonés (SF), le diametre

augmente de facon réguliere au cours du développement de 25 a 60 mm (Figure 24).
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Figure 24: Diameétre des fruits au cours du développement, en fonction des différents
traitements: SF ( ), SFR1 ( ), SFR2 (—<—).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fleches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Pour les fruits dont la réduction foliaire a eu lieu précocement (SFR1), nous observons
un ralentissement de I'accroissement de leur diamétre apres 134 jours de développement. A
la fin de I'expérimentation, le calibre des fruits SFR1 est inférieur au calibre des fruits SF
(47,3+1,8 et 60,3£1,9 mm, respectivement) (Figure 24).

Pour les fruits dont la réduction foliaire est tardive (SFR2), une semaine aprés la
réduction foliaire le diamétre des fruits n’est pas significativement différent de celui des
témoins. En revanche, a la fin de I'expérimentation, les fruits issus du traitement SFR2 ont un
calibre qui est inférieur a celui des fruits SF (51,7+2,1 et 60,31£1,9 mm, respectivement).

Ces résultats montrent que la limitation des apports en sucres qu’elle soit effectuée
précocement ou plus tardivement pendant la phase d’accumulation des acides organiques, a
un impact sur le calibre de ces derniers. En revanche, le calibre des fruits est le méme que la

réduction foliaire ait lieu au début de stade Il (SFR1) ou en fin de stade Il (SFR2).
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1.2 Mesure du poids frais

Pour les fruits SF, le poids frais des fruits augmente tout au long de I'expérimentation

pour atteindre un poids de 90,215,2 g a 220 jours de développement (Figure 25).
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Figure 25: Poids frais des fruits au cours du développement, pour les différents
traitements : SF ( ), SFR1 ( ), SFR2 (—<).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Lorsque la réduction foliaire est précoce, le poids frais des fruits SFR1 est inférieur a
celui des fruits témoins (SF) (63,2+5,1 et 90,245,2 g, respectivement) aprés 220 jours de
développement. Cette différence significative apparait réellement en fin d’expérimentation
a partir du 186°™m¢ jour de développement. Mais nous pouvons également constater qu’a 155
jours de développement il y a une différence significative et que ce retard est ensuite
rattrapé.

Lorsque la réduction foliaire est plus tardive, le poids frais des fruits SFR2 est réduit par
rapport a celui des fruits témoins et cette diminution est également observable aprés 186
jours de développement (59,7+6,7 et 90,245,2 g, respectivement). Nous constatons que les
fruits ne sont pas capables de compenser la réduction des apports carbonés que la réduction

foliaire soit précoce ou plus tardive au cours du stade Il.
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Ces observations confirment les résultats observés chez la tomate (Baldet et al., 2002),
la mangue (Léchaudel et al., 2002; Léchaudel et al., 2005) et la péche (Génard et al., 1998).

Chez la tomate, lorsque le fruit est dans la phase de division cellulaire, au moment de
la limitation carbonée, le poids sec des fruits n’augmente plus au cours du développement et
leur croissance est réduite de 10 fois par rapport aux fruits témoins. Lorsque le fruit est en
phase d’expansion cellulaire, le poids sec du fruit augmente mais le poids observé est
inférieur de 50% par rapport au poids du fruit témoin et la croissance est réduite de deux
fois en comparaison aux fruits témoins (Baldet et al., 2002). Léchaudel et al. (2005) ont
montré chez le manguier qu’une diminution du nombre de feuilles par fruit entraine une
diminution de la croissance et du calibre final du fruit au moment de la récolte. A maturité,
le poids sec des fruits est supérieur de 20% chez les fruits du traitement 100 feuilles par fruit
par rapport au poids sec des fruits issus du traitement 10 feuilles par fruit.

Comme la limitation carbonée influence les valeurs du poids frais des fruits, les
guantités de métabolites (sucres et acides organiques) seront exprimées en grammes par

fruit plutét qu’en matiere fraiche.

Il. Limpact de la réduction foliaire sur le métabolisme

I1.L1. Le métabolisme des sucres

I.L1.1. Mesure des quantités de sucres

Afin de voir si la réduction foliaire a un impact sur le métabolisme des sucres, nous
nous sommes dans un premier temps intéressés aux quantités de saccharose, glucose et

fructose des fruits.
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Pour les fruits témoins (SF) n’ayant subi aucune carence en apports carbonés la

quantité de saccharose est croissante au cours de leur développement (150,1+9,2 mg/fruit a

96 jours de développement et 4766,7+433,7 mg/fruit a 220 jours) (Figure 26A et B).
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Figure 26: Quantité de saccharose des fruits lorsque la réduction foliaire est précoce
(A) et plus tardive (B) au cours du développement du fruit pour les différents traitements :

SF ( ), SFR1 ( ), SFR2 ( —<%
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fleches

matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b, c, d, e et f) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements («=5%).

Chez les fruits SFR1, la réduction du nombre de feuilles n’influence pas
significativement la quantité de saccharose par rapport aux fruits SF 48h aprés la réduction
foliaire (Tableau 9) puisque le témoin n’augmente pas non plus. Aprés 127 jours de
développement, les fruits soumis au traitement SFR1 accumulent moins de saccharose que
les fruits SF (319,4+31,5 et 482,8+21,7 mg/fruit, respectivement). Cette tendance s’amplifie
au cours du développement du fruit puisque la quantité de saccharose a 220 jours de
développement n’est que de 2604,9+347,8 mg/fruit pour les fruits SFR1 alors gu’elle est de

4766,7+433,7 mg/fruit chez les fruits témoins (Figure 26A).
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Tableau 9: Quantités de saccharose (mg/fruit) 48h et une semaine apres les réductions
SFR1 et SFR2.

295,73+19,74° 482,77+21,69°

299,61+30,36° 319,43+31,51°

1495,24+115,50°  1709,85+153,47°

816,26+11,21° 1699,28+126,82°

Les différentes lettres (a, b, c et d) indiquent les différences significatives entre les traitements et entre les dates
pour chacun des traitements («=5%).

Chez les fruits SFR2, une diminution de la quantité de saccharose en comparaison aux
fruits SF (de l'ordre de 50%) est observable 48 heures apres la réduction foliaire. La
diminution des quantités de saccharose est tres brutale mais bréeve puisque les quantités de
saccharose des fruits SFR2 reviennent a des valeurs similaires a celles observées chez les
fruits témoins (SF) une semaine apreés la réduction foliaire (1699,3+126,8 et 1709,8+153,5

eme

mg/fruit, respectivement) (Tableau 9 et Figure 26B). En revanche, a partir du 186" jour de
développement, ou se fait I'importante accumulation de saccharose chez les fruits témoins,
chez les fruits SFR2 nous observons une stabilisation de I'accumulation au niveau de
1751,24621,7 mg/fruit. A la fin de I'expérimentation, les quantités de saccharose sont de
4766,73+433,75 mg/fruit chez les fruits témoins et de 2705,6+302,9 mg/fruit chez les fruits

SFR2 (Figure 26B).

En conclusion, pour les fruits dont la réduction foliaire a lieu précocement (SFR1),
I'impact de la réduction foliaire sur les quantités de saccharose est peu marqué par rapport
aux témoins pendant les 40 premiers jours puis s’accentue nettement au cours de la
maturation du fruit. Les fruits issus du traitement SFR2, dont la réduction foliaire est plus
tardive, réagissent différemment des fruits soumis au traitement SFR1. La diminution de Ia
guantité de saccharose est brutale (48 heures apreés la réduction) puis il y a de nouveau une
augmentation pour atteindre une valeur inférieure a celle accumulée par les fruits SF en fin
d’expérimentation. Les fruits SFR1 et SFR2 ont accumulé les mémes quantités de saccharose

a la fin de I'expérimentation de I'ordre de 2600 mg/fruit alors qu’elle est de 4766,7+433,7
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mg/fruit chez le témoin. La réduction foliaire a donc bien eu un impact sur la quantité totale

de saccharose.

1.1.1.2.

Le glucose et le fructose

Chez les fruits témoins (SF), les quantités de glucose et de fructose évoluent de la

méme maniére au cours du développement du fruit (Figure 27). En effet, les quantités de

glucose et de fructose augmentent jusqu’au 189

temps.
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Figure 27: Quantités de glucose et de fructose des fruits lorsque la réduction est
foliaire précoce (A) et (C) et plus tardive (B) et (D) au cours du développement du fruit pour

les différents traitements : SF (

), SFR1 (

), SFR2 ( —<).

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b, ¢, d et e) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).
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Pour les fruits SFR1 a partir du 127°™ jour, les quantités de glucose sont inférieures
par rapport aux fruits témoins (SF) jusqu’a 157 jours. Les différences ne sont ensuite plus
significatives jusqu’a 186 jours de développement. A la fin de I'expérimentation (220 jours)
les quantités de glucose sont similaires a celles observées chez les fruits SF.

La réduction foliaire pour les fruits SFR1 a également peu d’incidence sur
I’'accumulation du fructose, 48h aprés la réduction foliaire (Tableau 10 et Figure 27C). De
127 et 157 jours de développement, les quantités de fructose sont inférieures chez les fruits
SFR1 par rapport aux fruits témoins. Puis nous observons les mémes valeurs jusqu’a 164
jours de développement. Cependant, a partir de 189 jours de développement et jusqu’a la
fin de I'expérimentation les quantités de fructose accumulées sont inférieures a celles

observées chez les fruits SF.

Tableau 10: Quantités de glucose et de fructose (mg/fruit) 48h et une semaine apres
les réductions SFR1 et SFR2.

142,81+10,14° 234,49+16,80° 276,57+20,11° 405,57+25,94°

155,99+21,07° 167,97+2,34* 283,41+25,51° 309,31+27,59°

629,92+76,59° 708,32+76,79° 876,05+92,05° 1013,6+93,37°

341,64+48,35°° 736,48+78,39° 530,03+66,10° 1044,78+92,94¢

Les différentes lettres (a, b, c et d) indiquent les différences significatives entre les traitements et entre les dates
pour chacun des traitements («=5%).

Pour les fruits SFR2, 48 heures apres la réduction foliaire, les quantités de glucose et
de fructose des fruits chutent de 629,9+76,6 a 341,64+48,3 mg/fruit et de 876,0+92,0 a
530,0+66,1 mg/fruit, respectivement. Puis, ces quantités reviennent au méme niveau que

eme

celles des fruits SF une semaine aprés la réduction foliaire. A partir du 164~ jour de
développement, les quantités de glucose et de fructose augmentent de maniére progressive
pour revenir aux mémes quantités que les fruits SF (Figure 27B et 27D).

En conclusion, les fruits dont les apports en saccharose ont été limités tardivement au

cours de leur croissance (SFR2), ont des quantités de fructose et de glucose qui chutent trés
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rapidement aprés cette limitation, puis les fruits « s’adaptent » et les quantités de glucose et
de fructose reviennent a des quantités similaires a celles observées chez les fruits témoins.

Lors des deux réductions foliaires, les quantités de saccharose, en fin
d’expérimentation, sont significativement plus faibles (SFR1 et SFR2) que celles des fruits
témoins (SF). Puisque les quantités de glucose et de fructose ne sont pas affectées en fin
d’expérimentation, nous pouvons imaginer que le saccharose présent a suffi pour maintenir
les quantités de glucose et de fructose ou bien que le glucose et le fructose seraient
déstockés depuis la vacuole ce qui sera a confirmer par la mesure de I’activité enzymatique
de l'invertase acide, ou qu’ils aient pu étre re-synthétisés par dégradation cytoplasmique du
citrate qui emprunterait la voie du GABA « shunt ».

Nos résultats montrent que le métabolisme des sucres est affecté par la limitation des
apports carbonés au cours du développement du fruit. Lorsque la réduction foliaire est
tardive (SFR2), il y a une réaction forte et de courte durée qui n’est pas observée lorsque la
réduction est plus précoce (SFR1). En effet, quand la réduction est tardive le fruit est en
phase d’accumulation des sucres ce qui est observé chez le témoin (SF). Cette diminution de
guantité fortement significative se traduirait par une situation d’« urgence » dans le fruit qui
doit étre compensée d’un point de vue métabolique. Elle nécessite une adaptation aux
nouvelles conditions environnementales trés limitantes et elle ne s’observe pas quand la
réduction se fait en début de stade Il (SFR1) car (i) I'accumulation est faible chez le témoin
également, (ii) la taille du fruit est plus faible et donc la demande respiratoire est également
plus faible.

Ces observations sont en accord avec les travaux réalisés chez la mandarine ‘Satsuma’
(Mehouachi et al., 1995) et chez la tomate (Baldet et al., 2002). Chez la mandarine
‘Satsuma’, la défoliation effectuée au moment de l'anthése affecte I'accumulation du
saccharose, du glucose et du fructose dans les fruits limités 42 jours apres I'anthese
(Mehouachi et al., 1995). Chez la tomate, Baldet et al. (2002) observent lorsque la limitation
des apports carbonés a lieu durant la phase de division cellulaire, une forte diminution des
guantités de sucres durant les quatre jours suivant la limitation. Lorsque la limitation des
apports carbonés a lieu lors de la phase d’expansion cellulaire, les quantités de sucres
solubles diminuent progressivement au cours des trente jours suivant la réduction des

apports carbonés.
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Nous allons maintenant nous intéresser au devenir du glucose et du fructose dans les

fruits.
I.L1.2. Mesure de I’activité de la phosphofructokinase

La phosphofructokinase (PFK) est une enzyme-clé de la glycolyse, qui régule le flux
métabolique. Nous avons étudié son activité enzymatique chez les fruits témoins (SF) et au

cours des deux réductions foliaires.

L’activité enzymatique de la PFK des fruits témoins (SF) diminue faiblement au cours

du temps (7,7£7,5a3 4,1+1,1 nmol.min'l.g'lMF) (Figure 28).

20 A c . B
18 + I .
()]
S -
g o 12
X%E 10 b ab ] b
e £ 10 b
o £ ab ab
\3 3' 8 T 7 ]: a a
S8 6 ] G
= c
&a - 4 - I ] I
2 . .
0
SF | SFR1 | SF | SFR1 | SF | SFR1 SF | SFR2 | SF | SFR2
RF + 48h RF + 1 semaine |RF + 7 semaines RF + 48h | RF + 1 semaine
115 jours | 127 jours | 164 jours 157 jours | 164 jours
Réduction précoce Réduction tardive

Figure 28: Activité enzymatique de la phosphofructokinase (PFK) pour les traitements
SF (=), SFR1 ( m) et SFR2 ( m), 48h, 1 et 7 semaines aprés la réduction foliaire précoce (A) et

48h et 1 semaine apres la réduction foliaire tardive (B).

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Une augmentation significative de I'activité enzymatique de la PFK est observée 48h
apres la réduction foliaire SFR1 (Figure 28A) qui pourrait s’expliquer, puisque les quantités
de saccharose sont stables (Figure 26A), par un déstockage provoqué par l'invertase ce qui

devra étre vérifié ultérieurement. L’activité enzymatique de la PFK a une semaine et a sept
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semaines aprés la réduction foliaire n’est plus significativement différente des témoins
(Figure 28A).

Pour les fruits SFR2, 48h aprés la réduction foliaire I'activité enzymatique de la PFK
semble différente de celle observée chez les fruits SFR1. En effet, pour les fruits SFR1, nous
avons observé une augmentation significative de l'activité enzymatique de la PFK par
rapport au témoin a 115 jours de développement (17,2+1,4 nmol.min™.g*MF). En revanche,
cette activité enzymatique diminue 48h aprés la réduction foliaire (4,6+1,0 nmol.min™.g"
'MF) chez les fruits SFR2 et est méme inférieure a celle des fruits témoins (7,1£1,3 nmol.min’
! g'MF). Cette diminution pourrait étre expliquée par la diminution brutale et transitoire de
la quantité de saccharose de I'ordre de 50% chez ces fruits ce qui pourrait s’expliquer par
une réduction du flux glycolytique. Cette observation devrait étre confirmée par le dosage
de l'activité enzymatique de l'invertase qui ne devrait pas varier par rapport aux témoins.
L'activité enzymatique de la PFK augmente au bout d’une semaine ce qui est en accord avec
la ré-augmentation de la quantité de saccharose.

Une augmentation de 'activité de la PFK implique une augmentation de la disponibilité
du fructose 6-phosphate (Figure 29) qui provient soit du saccharose (photosynthétique) soit
d’un déstockage depuis la vacuole. Comme nous avons imposé une réduction d’apport
carboné aux fruits, I’hypothése la plus probable serait un déstockage depuis la vacuole. Il
faut néanmoins préciser que l'impact de la réduction carbonée sur les quantités de
saccharose n’est visible qu’a 186 jours de développement que ce soit pour SFR1 ou SFR2.

Nous allons nous intéresser a I'éventuelle implication de l'invertase vacuolaire que

nous avons schématisée dans la Figure 29.

68



Résultats et discussion

Saccharose  Vacuole
vacuolaire
Fructose Glucose
)
/ I
! /
/ !
I
o *
; .
/
K ; Transporteurs
/' Saccharose ! des hexoses

!

! .
/ cytoplasmigue ,
f

7 !
L’//\hi

Fructose Glucose
Fructose-6- Glucose-6-
phosphate phosphate

ATP PPi
PPI-PFK
ADP Pi

Fructose-1,6-hisphosphate

Figure 29: Relation entre la phosphofructokinase et I'invertase.

L’'enzyme responsable du clivage du saccharose dans la vacuole en glucose et fructose
est I'invertase acide. Nous avons étudié la variation des transcrits de l'invertase ainsi que

I'activité enzymatique.
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11.1.3. L’invertase vacuolaire

11.1.3.1. Mesure des transcrits

Le niveau d’expression des genes considérés pour les fruits témoins (SF) a été

normalisé a 1.
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Figure 30: Niveau relatif des quantités de transcrits correspondant au géne de
I'invertase vacuolaire pour les traitements SF (=), SFR1 (=) et SFR2 (m), 48h, 1 et 7 semaines
apreés la réduction foliaire précoce (A) et 48h et 1 semaine apres la réduction foliaire tardive

(B).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences

significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Une semaine apres la réduction foliaire, les niveaux de transcrits chez les fruits SFR1
sont plus élevés que chez les fruits témoins (SF). Cette variation se maintient jusqu’a 7
semaines apres la réduction foliaire (Figure 30A)

Cependant, pour les fruits SFR2 le niveau relatif des transcrits du géne codant pour
I'invertase vacuolaire reste constant quel que soit le traitement (Figure 30B), ce qui
supposerait que le réle de cette enzyme soit moins important dans la situation de réduction
foliaire tardive. Il est difficile de conclure en se basant sur ces résultats, nous nous sommes

donc intéressés a 'activité enzymatique de l'invertase vacuolaire.
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1.L1.3.2. Mesure de I’activité enzymatique

L'activité enzymatique de l'invertase, chez les fruits témoins, est stable au cours du

développement du fruit (de I'ordre de 50 nmol.min*.g*MF).
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Figure 31 : Activité enzymatique de l'invertase vacuolaire (INV) pour les traitements SF
(m), SFR1 (m) et SFR2 (m), 48h, 1 et 7 semaines apres la réduction foliaire précoce (A) et 48h
et 1 semaine apres la réduction foliaire tardive (B).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fleches
matérialisent la réduction foligire. Les différentes lettres (a et b) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements («=5%).

Chez les fruits SFR1, une augmentation significative de I'activité enzymatique de
I'invertase est observée 48h aprés la réduction foliaire et se maintient jusqu’a 7 semaines
apres la réduction foliaire. La réduction des apports carbonés se traduit par une diminution
de la quantité de saccharose a partir du 155°me jour de développement (Figure 26A), alors
qgue les quantités de glucose et de fructose ne sont pas affectées (Figure 27B et D). Ces
guantités de glucose et de fructose pourraient étre maintenues par un déstockage de
saccharose depuis la vacuole par l'invertase acide. Nous avons également observé une
augmentation de |'activité enzymatique de la PFK 48h aprés la réduction ce qui est le signe
d’un flux augmenté. L'activité de la PFK se normaliserait par la suite par rapport au témoin
ce qui pourrait signifier une régularisation du flux de la glycolyse.

En ce qui concerne les fruits SFR2, I'activité enzymatique de l'invertase n’est pas

significativement différente du témoin 48h apres la réduction foliaire et ne chute pas une
71



Résultats et discussion

semaine apres la réduction foliaire alors que c’est le cas pour le témoin. Par contre, les
guantités de saccharose ont été fortement affectées a 157 jours de développement par
rapport au témoin ce qui est également le cas du glucose et du fructose. L'invertase, a 157
jours, n’est pas significativement augmentée et la PFK est diminuée ce qui est en accord avec
une réduction du flux glycolytique. La situation s’est normalisée une semaine aprés

probablement par un déstockage depuis la vacuole.

En conclusion, nous pouvons schématiser I'impact du traitement carboné SFR1 au

cours du temps sur le métabolisme des sucres par rapport au témoin.
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Figure 32: Synthése des résultats liés au métabolisme des sucres apres la défoliation
précoce (SFR1).

48h aprés la réduction foliaire précoce (Figure 32A), [lactivité de la
phosphofructokinase est augmentée par rapport a I'activité des fruits témoins (SF). Cette
augmentation d’activité, suggére une augmentation du flux par la voie de la glycolyse. La
guantité de saccharose n’est pas affectée 48h apres la réduction foliaire mais a 164 jours.
L'augmentation rapide de I’activité enzymatique de la PFK serait due a une augmentation du
flux par déstockage des sucres depuis la vacuole par clivage enzymatique du saccharose par
I'invertase acide.

Sept semaines apres la réduction foliaire (Figure 32B), les quantités de saccharose sont
plus faibles chez les fruits issus du traitement SFR1 que chez les fruits témoins (Figure 26).
L'activité enzymatique de la PFK est similaire a celle des témoins, I'activité enzymatique de

I'invertase est supérieure a celle observée chez les témoins. Le saccharose est probablement
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déstocké depuis la vacuole pour compenser la diminution de glucose et de fructose

cytosolique et le flux glycolytique est le méme (activité enzymatique de la PFK stable).

Nous allons maintenant examiner ce qui se passe si la réduction foliaire est tardive par

rapport au témoin.

A 48h

Apports carbonés

B 1 semaine

Apports carbonés

réduits réduits
\\ \\
, = ’ e\
Q T N
/\ / Sac/(:hari(_) e e
\/ Vacuole GIucOﬂlj”‘/cmseH Vacuole

Fructose 6-phosphate Fructose 6-phosphate

L7

Fructose 1,6-hisphosphate Fructose 1,6-bisphosphate

Figure 33: Synthese des résultats liés au métabolisme des sucres apres la défoliation
tardive.

48h apreés la réduction foliaire tardive (SFR2) (Figure 33A), 'activité enzymatique de la
PFK diminue car le flux de fructose 6-phosphate a cataboliser est probablement plus faible.
L'activité de la PFK est méme significativement diminuée par rapport au témoin (Figure 28B).
L'activité glycolytique pourrait étre temporairement ralentie car il y a moins de saccharose
produit par la photosynthése, une diminution rapide et brutale du glucose et du fructose et
moins de déstockage par l'invertase vacuolaire.

La situation se stabiliserait ensuite, une semaine aprés la réduction foliaire ou I'activité
enzymatique de la PFK se retrouve a des valeurs similaires a celles des fruits témoins alors
gue l'invertase vacuolaire a déstocké les sucres depuis la vacuole (Figure 33B), ce qui se

traduit par une stabilisation des quantités de glucose et de fructose.

Nous allons maintenant étudier I'impact des réductions foliaires sur le métabolisme

des acides organiques.
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II.2. Le métabolisme des acides organiques

Nous avons choisi de nous intéresser aux deux acides organiques majoritaires chez les
agrumes (Albertini, 2007; Echeverria et Valich, 1988) : I'acide malique et I'acide citrique. La
proportion, dans le fruit au stade Il, de I'acide malique et de I'acide citrique par rapport aux
acides organiques totaux est de I'ordre de 10 et 70%, respectivement (Albertini, 2007). Il faut
toutefois préciser que dans le cas de la mandarine, I'acide succinique est plus représenté
qgue l'acide malique (8% et 4%, respectivement). Mais comme d’un point de vue
métabolique, le succinique est produit a partir de I'acide citrique lors du cycle de Krebs et
gu’il n’est ni un point de régulation du cycle ni un point de sortie, nous avons choisi de ne

pas présenter les résultats.
1.2.1. Le métabolisme de I'acide malique
1.2.1.1. L’acide malique

L'accumulation de I'acide malique chez les fruits témoins se fait en deux temps. De 96
a 155 jours de développement, I'augmentation de la quantité d’acide malique est réguliére
de 107,5+6,9 & 291,9+7,6 mg/fruit, puis, a partir du 157°™ jour de développement et
jusqu’au 164°m¢ I’augmentation est plus rapide de 309,3+5,9 a 350,6+7,3 mg/fruit. De 164 a
186 jours de développement, I'augmentation de la quantité d’acide malique ralentit et a
partir du 186°™¢ jour, la quantité d’acide malique atteint un plateau a 420 mg/fruit (Figure

34).
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Figure 34: Quantités d’acide malique des fruits lorsque la réduction foliaire est précoce
(A) et plus tardive (B) au cours du développement du fruit pour les différents traitements : SF
( ), SFR1 ( ), SFR2 (—%—).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b, ¢, d, e, f, g et h) indiquent les
différences significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

La réduction foliaire précoce entraine une chute rapide et significative des quantités
d’acide malique dés 48h par rapport aux fruits témoins (147,443,9 et 204,9+6,1 mg/fruit,
respectivement) (Tableau 11). Aprés cette diminution brutale, le fruit (SFR1) recommence a
accumuler de I'acide malique (aprés 127 jours de développement), un plateau est observé
de 164 a186 jours de développement durant la période ou le témoin accumule fortement de

I'acide malique. Puis I'augmentation reprend au début du stade Il (Figure 34A).

Tableau 11 : Quantités d’acide malique (mg/fruit) 48h et une semaine apres les deux
réductions foliaires.

204,95+6,07° 241,94+2,93°
147,44+3,83° 122,985,897
309,325,941 350,65+7,288
179,31+14,31° 260,93+10,09°

Les différentes lettres (a, b, c, d, e, f et g) indiquent les différences significatives entre les traitements et entre les

dates pour chacun des traitements (a=5%).
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Pour les fruits SFR2, les quantités d’acide malique chutent également de facon rapide
et brutale 48h aprés la réduction foliaire (309,3+5,9 mg/fruit pour les fruits SF et 179,3+14,3
mg/fruit pour les fruits SFR1) (Tableau 11). Puis les quantités d’acide malique ré-augmentent
jusqu’a 260 mg/fruit et restent constantes jusqu’a la fin de I'expérience (220 jours) (Figure

34B) et sont significativement inférieures au témoin.

La réduction des apports carbonés influence négativement I'accumulation de I'acide
malique. Les quantités d’acide malique dans les fruits ayant subi la réduction foliaire, quelle
que soit I'époque, sont inférieures a celles des fruits témoins jusqu’a la fin de
I’expérimentation. En effet, la baisse de quantité observée au début de I'expérimentation
(SFR1 ou SFR2) n’est jamais compensée. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés chez
la vigne (Ollat et Gaudillere, 1998). En effet, chez la vigne, une défoliation partielle de 70%
entraine une diminution dans les baies des quantités d’acide malique, acide organique
majoritaire avec l'acide tartrique (Hardy, 1968). Toutefois, la comparaison des résultats
obtenus sur la vigne avec nos résultats sur agrumes sont a nuancer puisque chez la vigne
I'acide malique est I'acide organique majoritaire (40 a 60% des acides organiques totaux
(Andersen et Brodbeck, 1989)) alors que chez les agrumes c’est I'acide citrique qui est
majoritaire.

Dans la cellule, I'acide malique peut étre formé dans le cytosol a partir du
phosphoénolpyruvate par I'action de la PEPC et de la MDH (malate déshydrogénase). Nous
avons préférentiellement étudié I'activité de la PEPC. Chez la péche, espéce pour laquelle
I'acide malique représente entre 50 et 60% des acides organiques totaux alors que le
citrique ne représente que 20 a 25% (Dirlewanger et al., 1999). Cette enzyme semble étre
celle qui a une action de régulation la plus importante (Chollet et al., 1996; Moing et al.,
2000). La PEPC est également I'enzyme qui catalyse la réaction anaplérotique qui va
permettre la réalimentation du cycle de Krebs en oxaloacétate lorsque la cellule doit

synthétiser de I’acide citrique.
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1.L2.1.2. Mesure de Vlactivité de Ila phosphoénolpyruvate

carboxylase

L'activité de la PEPC diminue au cours du développement des fruits témoins. Les
valeurs d’activité enzymatique sont de 30 nmol.min™.g™*MF au début de I’expérimentation et
de I'ordre de 5 nmol.min™.g*MF a la fin de I'expérimentation (Figure 35). Nos résultats sont
en accord avec Tang et al. (2010) qui ont montré que I'activité enzymatique de la PEPC chez
le melon diminue au cours de la maturation. Nous rappelons que parallélement les quantités
d’acide malique augmentent au cours de la méme période semblerait indiquer, qu’a partir
de 157 jours de développement (a partir du stade Il), ce n’est pas la PEPC qui serait
impliquée mais plutot I'enzyme malique. Cette hypothése semble confortée par les travaux
de Hirai et al. (1978) qui ont montré, que chez I'orange, I'activité enzymatique de I'enzyme

malique est croissante tout au long de la maturation du fruit.
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Figure 35: Activité enzymatique de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC) pour
les traitements SF (= ), SFR 1 (=) et SFR 2 (m ), 48h, 1 et 7 semaines apreés la réduction foliaire
précoce et 48h et 1 semaine apreés la réduction foliaire tardive.

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b, ¢, d et e) indiquent les différences

significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Pour les fruits SFR1, 48h aprés la limitation des apports carbonés, l'activité
enzymatique de la PEPC est significativement supérieure a celle des fruits témoins (SF)
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(47,1+1,5 et 29,94,5 nmol.min".g'MF, respectivement) (Figure 35A). L’enzyme pourrait
étre activée pour compenser la diminution de la quantité d’acide malique de I'ordre de 27%
(Figure 34A) et d’acide citrique de I'ordre de 16% (Figure 36A) observée lors de la réduction
foliaire. 48h apres la réduction foliaire SFR1, les quantités de saccharose sont comparables a
celles du témoin, mais nous savons qu’il y a eu déstockage depuis la vacuole (Figure 31A) et
augmentation du flux glycolytique puisque I'activité enzymatique de la PFK est augmentée
(Figure 28A). Comme les quantités d’acides citrique et malique ont diminué, nous pouvons
supposer que l'activité enzymatique de la PEPC augmente pour alimenter le cycle de Krebs
en oxaloacétate qui compenserait la perte d’acide citrique. En revanche, une semaine apreés
la réduction foliaire, I’activité de la PEPC est moins importante chez les fruits SFR1 que chez
les fruits SF malgré le fait que les quantités d’acides malique et citrique réaugmentent. Nous
pouvons alors supposer une contribution différente de la PEPC et de I'enzyme malique chez
les fruits témoins et les fruits SFR1. En effet, sept semaines aprés la réduction foliaire,
I'enzyme malique pourrait étre fortement impliquée pour produire I'acide malique chez les
fruits témoins et non la PEPC ce qui semble étre le contraire chez les fruits SFR1, 48h apres la
réduction foliaire. Il serait important de connaitre la contribution de I'enzyme malique pour
mieux expliquer la réduction foliaire SFR1 au cours du temps. Sur ce point, les travaux
d’Albertini (2007) ont montré que l'activité de I'enzyme malique cytoplasmique augmente

au cours du développement de I'orange acide (jusqu’a 220 jours).

En ce qui concerne l'activité de la PEPC pour les fruits ayant subi la restriction des
apports carbonés tardivement (SFR2), nous observons, 48h aprés cette restriction, que
I'activité de la PEPC est supérieure a celle des fruits témoins (11,2+2,2 et 37,1+0,7 nmol.min
1.g'1MF, respectivement) (Figure 35) alors que la quantité d’acide malique diminue
fortement (43%) et celle de I'acide citrique de 19% (Figure 34B et Figure 35B). La PEPC
jouerait le méme rble que lors de la réduction foliaire précoce pour compenser cette
diminution brutale, sachant que dans ce cas, les quantités de saccharose, en glucose et en
fructose ont fortement diminué. Il n’y a pas eu de déstockage depuis la vacuole et le flux
glycolytique présent servirait donc, par le biais de la PEPC, a alimenter le cycle de Krebs en
oxaloacétate pour synthétiser de l'acide citrique pendant la phase ou l'acide citrique

s’accumule fortement.
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Une semaine aprés la réduction foliaire, I'activité enzymatique de la PEPC pour les
fruits ayant subi la réduction foliaire tardive (SFR2) est plus importante que celle des fruits
non limités. La quantité d’acide malique ayant réaugmenté, la PEPC devrait avoir produit de

I'acide malique.

Le métabolisme de 'acide malique étant corrélé a celui de I'acide citrique, nous nous

sommes ensuite intéressés a la quantité d’acide citrique des fruits.

1.2.2. Le métabolisme de I'acide citrique

1.2.2.1. Mesure des quantités d’acide citrique

Les quantités d’acide citrique pour les fruits SF augmentent entre 80 et 164 jours de
développement de 656,6£91,6 a 2881,6+85,2 mg/fruit. A partir du 164°™ jour de
eme

développement jusqu’au 189" jour les quantités d’acide citrique restent constantes puis

elles diminuent jusqu’a 2022,2+93,3 mg/fruit au 220°™ jour (Figure 36), ce qui est

compatible avec les données de la littérature au stade lll (Iglesias et al., 2007).
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Figure 36: Quantités d’acide citrique des fruits lorsque la réduction foliaire est précoce
(A) et plus tardive (B) au cours du développement du fruit pour les différents traitements : SF
( ), SFR1 ( ), SFR2 ( —4¢).
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b, c, d, e, f et g) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).
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Pour les fruits SFR1 les quantités d’acide citrique diminuent des 48h aprés la réduction
foliaire (Tableau 12) et restent a ce niveau (1187,3+47,7 mg/fruit) la semaine suivant la
réduction foliaire. Les quantités d’acide citrique réaugmentent et sont égales au témoin a
220 jours de développement puisque les quantités d’acide citrique du témoin diminuent lors

du stade Il (Figure 36A).

Tableau 12: Quantités d’acide citrique (mg/fruit) 48h et une semaine aprés les
réductions foliaires SFR1 et SFR2.

1405,7049,25° 1760,37+26,03¢

1187,28+47,72° 1248,33+32,41°

2561,65+85,24° 2881,65+85,24°

2093,10+75,58¢ 2737,28+29,66'

Les différentes lettres (a, b, ¢, d, e, f et g) indiquent les différences significatives entre les traitements et entre les
dates pour chacun des traitements (a=5%).

Pour les fruits SFR2, la diminution est brutale 48h apreés la réduction foliaire (Tableau
12). Puis la quantité d’acide citrique, une semaine apres la réduction, est identique a celle
des témoins jusqu’a 164 jours. La quantité d’acide citrigue accumulée en fin
d’expérimentation est méme légerement supérieure a celle accumulée dans les fruits non
limités (SF).

La production d’acide citrique est affectée immédiatement aprés la réduction foliaire
et pendant une semaine pour les fruits SFR1 et 48h pour les fruits SFR2. Cependant, il faut
préciser que pour les fruits SFR1 en fin de stade Il (187 jours), les quantités d’acide citrique
sont a nouveau inférieures a celles des témoins. Par contre, en début de stade lll, il y a une
diminution des quantités d’acide citrique chez les témoins que nous n’observons pas chez les
fruits SFR1 puisque les quantités semblent avoir atteint un plateau. Les quantités d’acide
citrique des fruits témoins et des fruits SFR1 sont similaires en fin d’expérimentation. Nous
observons le méme phénoméne pour les fruits ayant subi la réduction foliaire tardive. De
plus, la production d’acide malique est fortement diminuée pendant la méme période par
rapport aux fruits témoins (SF) (Figure 35). Il est probable que la cellule favorise la

production d’acide citrique par rapport a l'acide malique ce qui est compatible avec
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I'augmentation significative de I'activité enzymatique de la PEPC, a la méme période, Cette
derniére servant a alimenter le cycle de Krebs en oxaloacétate qui est indispensable pour la
synthése de I'acide citrique. L’acide citrique est moins produit chez les fruits SFR1 et SFR2
par rapport au témoin et nous n’observons pas de diminution significative de sa quantité en
début de stade lll. Ces résultats devront étre confirmés par une étude du devenir de I'acide

citrique lors du stade lll.

Nous allons maintenant nous intéresser au devenir de I'acide citrique.il peut suivre
deux voies métaboliques principales (1) la voie de dégradation cytoplasmique : la formation
de glutamate (Figure 37). Le glutamate pourra ensuite emprunter la voie du GABA « shunt »
(Bouche et Fromm, 2004; Bown et Shelp, 1997) ou permettre la synthése de proline
(Lehmann et al., 2010). (2) le stockage dans la vacuole et son déstockage éventuel. Nous
examinerons donc s’il y a présence ou non d’une remobilisation depuis la vacuole par I'étude

du transporteur vacuolaire CsCitl (Shimada et al., 2006).
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Figure 37: Devenir cytoplasmique de 'acide citrique chez la mandarine.

Nous allons d’abord nous intéresser a la transformation du citrate en a-cétoglutarate
qui se fait en deux étapes. Le citrate est transformé en isocitrate par |’aconitase

cytoplasmique puis en a-cétoglutarate par l'isocitrate déshydrogénase cytoplasmique.
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1.2.2.2. L’isocitrate déshydrogénase cytoplasmique

Nous avons dans un premier temps étudié les transcrits du géne codant pour cette
enzyme. Aucune variation n’est observée chez les fruits SFR1 et SFR2 par rapport aux
témoins (données non montrées). Nous avons néanmoins analysé |'activité enzymatique de
I'isocitrate déshydrogénase cytoplasmique NADP dépendante.

L'activité enzymatique de l'isocitrate déshydrogénase diminue au cours du temps chez

les témoins de 7,33 a 3,8 nmol.min™.g *MF (Figure 38).
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Figure 38: Activité enzymatique de l'isocitrate déshydrogénase cytoplasmique (NADP-
IDH) pour les traitements SF (= ), SFR1 ( =) et SFR2 ( ®), 48h, 1 et 7 semaines apreés la
réduction foliaire précoce et 48h et 1 semaine apreés la réduction foliaire tardive.
Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements («=5%).

Une augmentation significative de 'activité enzymatique de la NADP-IDH est observée
pour les fruits SFR1, 48h apres la réduction foliaire (Figure 38A). Cette augmentation peut
étre reliée a une diminution des quantités d’acide citrique observée a la méme période
(Figure 36A). Puis 'activité enzymatique de la NADP-IDH se « normalise » progressivement

et devient similaire a celle observée chez les fruits témoins (SF).
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Aucune variation significative de I'activité enzymatique de la NADP-IDH par rapport
aux témoins n’est observée chez les fruits SFR2 (Figure 38B) malgré le fait qu’une diminution
significative des quantités d’acide citrique soit observée 48h apres la réduction foliaire

tardive (Figure 36B).

1.2.2.3. Mesure des transcrits du géne codant pour le transporteur

CsCit 1

Nous constatons que le niveau des transcrits est significativement augmenté de 2,4
fois a 48h et de 2,8 fois une semaine apreés la réduction foliaire précoce SFR1 (Figure 39A), ce

qui indiquerait bien un déstockage de citrate depuis la vacuole.
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Figure 39: Niveau relatif des quantités de transcrits correspondant au gene du
transporteur vacuolaire CsCit 1 pour les traitements SF (=), SFR1 (=) et SFR2 (=), 48h, 1 et 7
semaines apres la réduction foliaire précoce et 48h et 1 semaine apreés la réduction foliaire
tardive.

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Le niveau des transcrits est fortement augmenté (14,8 fois), de maniére transitoire,
48h aprés la réduction foliaire tardive (SFR2) (Figure 39B), ce qui est corrélé avec la
diminution brutale des quantités d’acide citrique (Figure 36B). Un signal de stress est
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probablement déclenché puisque nous avons observé une chute brutale de saccharose,
glucose, acide malique et acide citrique. Nous pouvons imaginer un déstockage massif
depuis la vacuole pour pouvoir permettre une resynthése de sucres comme suggéré par
Chen et al. (2012) ou pour compenser la diminution de I’acide citrique.

Pour essayer de préciser la réponse de la cellule lors des deux réductions foliaires,
nous nous sommes donc intéressés au devenir de I'a-cétoglutarate cytoplasmique. Deux
possibilités sont alors envisageables : la voie du GABA « shunt » et la voie de la proline. Nous
avons d’abord étudié la voie du GABA «shunt» en nous intéressant a la succinate

semialdéhyde déshydrogénase.

1.2.2.4. Mesure des transcrits du géne codant pour la succinate

semialdéhyde déshydrogénase

L’étude des transcrits du géne codant pour la succinate semialdéhyde déshydrogénase
montre une forte augmentation 48h aprés la réduction foliaire précoce (SFR1) (Figure 40).
Ces valeurs sont en accord avec I'augmentation de l'activité enzymatique de la NADP-IDH
(Figure 38A) et avec 'augmentation des transcrits du transporteur vacuolaire CsCitl (Figure

39A).
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Figure 40: Niveau relatif des quantités de transcrits correspondant au géne de la
succinate semialdéhyde déshydrogénase (SSADH) pour les traitements SF (= ), SFR 1 (=) et
SFR 2 (m) 48h, 1 et 7 semaines apreés la réduction foliaire précoce et 48h et 1 semaine apres
la réduction foliaire tardive.

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foligire. Les différentes lettres (a et b) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

L'acide citrique déstocké serait transformé en a-cétoglutarate puis en glutamate qui
serait ensuite décarboxylé en GABA. Le GABA serait ensuite transformé en acide succinique
par la SSADH et pourrait ainsi permettre une synthése de glucose et de fructose par la voie
de la gluconéogeneése (Chen et al., 2012).

Par contre, aucune variation des transcrits du géne codant pour la SSADH n’est
observée pour la réduction foliaire tardive (SFR2) (Figure 40B). Cette voie ne serait
probablement pas impliquée lorsque la réduction foliaire est tardive.

Comme le glutamate formé peut également étre un précurseur de la proline, nous
nous sommes intéressés a la formation de proline. Cet acide aminé serait impliqué dans
I’adaptation des plantes aux conditions environnementales défavorables (Delauney et

Verma, 2002).
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Résultats et discussion

1.2.2.5.1. Mesure des quantités de proline

Nous nous sommes intéressés aux quantités de proline chez les fruits ayant subi ou

non les réductions foliaires.

Chez les fruits témoins (SF), les quantités de proline diminuent du 115°™ au 127°™

jour de développement (de 52,8 a 36,7 umol/fruit) puis elles sont constantes au cours de

I’expérimentation de I'ordre de 40 pumol/fruit (Figure 41).
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Figure 41: Quantités de proline pour les traitements SF (=), SFR1 (™) et SFR2 ( m), 48h,
1 et 7 semaines apres la réduction foliaire précoce et 48h et 1 semaine aprés la réduction

foliaire tardive.

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliaire. Les différentes lettres (a, b et c) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements («=5%).

Nous observons une légere diminution des quantités de proline pour les fruits SFR1

48h apres la réduction foliaire. Puis, aucune variation significative des quantités de proline

n’est observée pour le traitement SFR1 par rapport aux témoins (Figure 41A) jusqu’a 164

jours de développement du fruit. Ce résultat confirme les hypotheses précédentes indiquant

que, pour les fruits SFR1, la voie du GABA « shunt » serait privilégiée.
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Par contre une augmentation significative est observée 48h et une semaine apres la
réduction foliaire tardive (SFR2) (Figure 41B) ce qui semblerait nous orienter vers la voie de
la proline.

Deux voies de biosynthése de la proline ont été mises en évidence chez les plantes : la
voie du glutamate et la voie de I'ornithine (Hu et al., 1992; Roosens et al., 1998). Il est
communément admis que la biosynthése de la proline se fait majoritairement via la voie du
glutamate en condition de stress alors que la voie de l'ornithine serait impliquée dans le
développement des jeunes plants (Armengaud et al.,, 2004). Nous avons donc décidé
d’étudier les transcrits de la A'-pyrroline-5-carboxylate synthétase, enzyme qui permet la

synthése de proline.

1.2.2.5.2. Mesure de la quantité de transcrits de la A'-pyrroline-

5-carboxylate synthétase

Lorsque la réduction foliaire est précoce, aucune variation des transcrits n’est
observée (Figure 42A). L'acide citrique déstocké depuis la vacuole par le transporteur
vacuolaire CsCitl serait bien dégradé par la voie du GABA « shunt » comme nous I'avons

déja suggéré précédemment.
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Figure 42: Niveau relatif des quantités de transcrits correspondant au géne de la A'-
pyrroline-5-carboxylate synthétase (P5CS) pour les traitements SF (), SFR 1 (® ) et SFR 2 (m),
48h, 1 et 7 semaines aprés la réduction foliaire précoce et 48h et 1 semaine aprés la
réduction foliaire tardive.

Les points correspondent aux moyennes et les barres verticales aux écarts types. Les fléches
matérialisent la réduction foliagire. Les différentes lettres (a et b) indiquent les différences
significatives entre les traitements et entre les dates pour chacun des traitements (a=5%).

Pour les fruits SFR2, les quantités de proline sont de 54,43 umol/fruit 48h apres la
réduction foliaire alors que les transcrits de P5CS ne sont pas significativement différents du
témoin. Nous pouvons envisager que la biosynthése de la proline se fasse a partir de
I'ornithine. Par contre, la P5CS serait impliguée une semaine aprés la réduction foliaire
puisque les niveaux de transcrits sont significativement supérieurs a ceux des témoins et que

la quantité de proline a augmenté (78,45 umol/fruit).

L'ensemble des résultats que nous avons obtenus nous permet de proposer deux
modeles métaboliques pour chacune des réductions foliaires, puisque les mécanismes mis
en place par la cellule pour faire face a la réduction des apports carbonés ne sont pas les

mémes.
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I1.3. Impact des réductions foliaires sur le métabolisme des sucres et des

acides

La mandarine est un fruit de type « intermédiaire » en termes d’acidité. En effet, les

quantités d’acide citrique sont de 28% et celles de fructose sont de 16%.

28%

40% m

Figure 43: Quantités d’acides organiques et en sucres des fruits de mandarine en fin de
stade Il.
Les acides représentés sont l'acide citrique ( ) et I'acide malique () et les sucres représentés sont le
fructose (), le saccharose (1) et le glucose ().

Le saccharose augmente de maniére importante au cours du stade Il, 150 mg/fruit au
début et jusqu’a 4126 mg/fruit a la fin du stade II. Par contre, les quantités de glucose et de
fructose se stabilisent a partir de 186 jours de développement et I'acidité a chuté en début
de stade Il (diminution des quantités d’acide citrique (Figure 36A)) ce qui est en accord avec
les données de la littérature pour les mandarines. D’aprés le modele proposé par Albertini
(2007) modele établi sur 'orange acide, nous pouvons proposer un modele similaire pour la

mandarine.
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Figure 44 : Modele métabolique de la mandarine en fin de stade II.

La mandarine, en fin de stade Il, présente les caractéristiques d’un fruit de la gamme
des intermédiaires puisque les quantités de sucres et d’acides organiques sont équilibrées.
Les quantités d’acides accumulées sont de I'ordre de 40% (30% acide citrique, 4% acide

malique et 8% acide succinique) et de 60% pour les sucres (14% fructose, 33% saccharose,

11% glucose).

Nous allons schématiser les modifications métaboliques qui se sont produites lors de la

premiere réduction foliaire.
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Figure 45: Modele métabolique 48h apres la réduction foliaire précoce.

L'apport carboné n’est pas affecté puisque les quantités de saccharose sont similaires
a celles du témoin. Les quantités de glucose et de fructose ne sont pas significativement
différentes du témoin. L'augmentation de I'activité de la PFK (Figure 45), chez les fruits SFR1,
sous-entend une augmentation du flux dans la glycolyse. Cependant, le fruit semble puiser
dans la vacuole puisque l'invertase acide est plus sollicitte comme le montre son activité
enzymatique qui est augmentée. De plus, I'élévation de I'activité de la PFK va entrainer une
augmentation du flux de la glycolyse pour produire de l'acide citrique. La réaction

anaplérotique catalysée par la PEPC semble privilégiée et I'acide malique ainsi formé va
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entrer dans la mitochondrie pour permettre la synthése d’oxaloacétate et ainsi maintenir la
production d’acide citrique. De plus, l'acide citrique stocké semble également étre
remobilisé depuis la vacuole, du fait de la surexpression du géne codant pour CsCit 1. L’acide
citrique ainsi déstocké peut étre métabolisé par la NADP-IDH dont I'activité enzymatique est
augmentée. L'a-cétoglutarate formé par I'action de la NADP-IDH est ensuite transformé en
glutamate puis en GABA. La voie du GABA « shunt » semble favorisée puisque I'expression
du géne codant pour la SSADH est augmentée. Nous rappelons que la voie du GABA
« shunt » permet une réalimentation du cycle de Krebs au niveau du succinate (Narayan et
Nair, 1990) pour conduire a une resynthése de sucres (Chen et al., 2012) et est la voie de
dégradation de l'acide citrique privilégiée chez les agrumes (Cercos et al., 2006). Pour
vérifier cette hypothése, il serait intéressant de doser la PEPCK qui permet la resynthése du
glucose par néoglucogenése. De plus, Contento et al. (2004) ont montré qu’en cas de
limitation d’apports en sucres, il y a une augmentation de production de ROS. La voie du
GABA « shunt » pourrait étre activée pour permettre de rétablir le potentiel redox (Bouche
et al., 2003) puisque la dégradation du GABA permet de limiter 'accumulation des ROS
(Bouche et Fromm, 2004) grace a la SSADH qui fournit du NADH a la chaine respiratoire et du
succinate. Nous allons regarder les modifications métaboliques qui se sont produites sept
semaines apres la réduction foliaire précoce pour voir comment le fruit s’est « adapté » aux

contraintes induites pour la défoliation.
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Figure 46: Modéele métabolique sept semaines aprées la réduction foliaire précoce.

Sept semaines aprés la réduction foliaire, I'apport carboné est clairement affecté
puisque les quantités de saccharose ont fortement diminué. Les quantités de glucose et de
fructose ne sont pas significativement différentes du témoin ce qui pourrait s’expliquer par
un déstockage depuis la vacuole car I'activité enzymatique de l'invertase est augmentée.
L'activité de la PEPC est augmentée pour permettre la production d’acide malique. En
revanche, les quantités d’acide citrique ne sont pas significativement différentes du témoin.
L'activité de I'IDH cytoplasmique n’est pas significativement différente du témoin et il n'y a
pas de déstockage de l'acide citrique depuis la vacuole par CsCitl., il n’y a donc pas

consommation de I'acide citrique.
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Lorsque la cellule est en phase d’accumulation des acides organiques, elle semble

privilégier la synthése d’acide citrique.

Nous allons maintenant examiner les changements métaboliques lorsque la réduction

des apports carbonés est tardive.
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Figure 47: Modele métabolique 48h apres la réduction foliaire tardive.

Les quantités de saccharose, glucose et fructose sont trés fortement affectées 48h

apres la réduction foliaire tardive puisque cette réduction se fait lors de la phase
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d’accumulation des sucres. Cette chute des quantités de sucres entraine une diminution de
I'activité enzymatique de la PFK, ce qui diminue le flux glycolytique. L’activité enzymatique
de l'invertase acide n’est pas significativement différente du témoin, il n’y a probablement
pas de déstockage depuis la vacuole. Les quantités d’acide malique ont diminué de 43% par
rapport au témoin et l'activité de la PEPC est fortement augmentée pour favoriser la
synthése d’acide citrique qui n’est diminué que de 19% par rapport au témoin. Ces quantités
d’acide citrique pourraient également étre obtenues par un déstockage depuis la vacuole vu
la tres forte augmentation des niveaux de transcrits du géne codant pour CsCitl. Nous avons
observé une formation importante de proline qui provient du glutamate. Le glutamate est
un acide aminé clé dans le métabolisme des acides aminés et peut étre synthétisé par
différentes voies. La voie la plus importante implique la glutamine synthétase (EC. 6.3.1.2) et
la glutamate synthase (EC. 1.4.7.1) qui est largement répandue dans tous les tissus végétaux
(Lea et Azevedo, 2006). Il a également été signalé que chez les plantes stressées le glutamate
serait synthétisé par la glutamate déshydrogénase (EC. 1.4.1.2) dans la mitochondrie (Lutts
et al., 1999). La voie mitochondriale de synthese du glutamate devrait étre impliquée lors de
la réduction foliaire tardive puisque nous avons observé une production de proline sans
activation de I'IDH cytoplasmique. Comme nous n’avons pas observé 48h aprés la réduction
foliaire une augmentation des niveaux de transcrits de la P5CS la voie de I'ornithine serait
impliquée dans I'accumulation de proline, ce qui devra étre vérifié. En revanche, une
semaine apreés la réduction foliaire la formation de proline proviendrait totalement ou en
partie de la voie du glutamate puisque les niveaux des transcrits de la P5CS sont augmentés.
Lors de la réduction tardive, il n’y a pas d’activation de la voie du GABA « shunt » mais de la
voie de la proline. Ou bien la dégradation des protéines pourrait entrainer une libération de
proline.

Dans la cellule, les sucres peuvent agir comme des osmolytes et permettre le maintien
de la turgescence (Sharp et al.,, 2004). La limitation des apports carbonés effectuée
tardivement entrainerait un stress osmotique, ce qui pourrait expliquer 'augmentation des
guantités de proline puisque la proline est connue pour permettre I'ajustement osmotique
du cytoplasme (Hare et Cress, 1997). De plus, la proline jouerait un réle dans I’élimination
des ROS (Arbona et al., 2003) qui pourraient étre produites suite a la limitation des apports

carbonés (Contento et al., 2004).
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Ce travail de thése s’inscrit dans la compréhension des mécanismes d’acidification et
d’accumulation de sucres chez les agrumes. Nous nous sommes intéressés au groupe
d’acidité intermédiaire (orange, clémentine et mandarine) qui perdent leur acidité au cours
de la maturation (stade lll). Cependant, depuis plusieurs années, une accélération de ce
phénoméne est observée pouvant, dans le cas de I'lGP « Clémentine de Corse », entrainer
une impossibilité de conserver 'GP, une acidité minimum devant étre respectée dans le
cahier des charges. Notre hypothése est que ce phénomeéne est d(i aux automnes de plus en
plus doux induisant une augmentation de la respiration des fruits, a une période au cours de
laquelle la photopériode est assez courte. Ceci se traduirait par un déséquilibre carboné et
une utilisation accrue et prématurée des acides organiques stockés dans la vacuole. Pour
vérifier cette hypothése, nous avons provoqué un déséquilibre carboné par une défoliation
partielle soit en début soit en milieu de stade Il qui est la phase de grossissement cellulaire
durant laquelle les sucres et les acides organiques s’accumulent dans la vacuole des cellules
des sacs a jus. Notre modele d’étude est la mandarine car c’est I'un des parents du
clémentinier et elle posséde une variabilité sur le caractere acide plus importante que le
clémentinier.

Nous avons réalisé une premiere réduction foliaire (SFR1), au début du stade I, et
nous avons étudié son impact a court terme (48h et une semaine) mais également a long
terme (7 semaines) pour savoir si le fruit réagirait au déséquilibre carboné. L'impact de la
réduction foliaire sur les quantités de saccharose est peu marqué par rapport au témoin a
48h et une semaine, mais également pendant les 40 premiers jours. Puis, il s’accentue
nettement au cours de la maturation du fruit. A court terme, les quantités de glucose et
fructose sont similaires a celles du témoin alors que nous observons une augmentation de
I'activité de la PFK dont le substrat est le glucose et le fructose. Ceci permet de supposer que
I'alimentation en glucose et en fructose du flux de la glycolyse proviendrait d’une
remobilisation depuis la vacuole, a partir du saccharose stocké, l'invertase acide étant
effectivement plus sollicitée comme l'indique son activité enzymatique accrue. L’activation
de la glycolyse va permettre la production de I'acide citrique via le cycle de Krebs pour
sauvegarder la pression osmotique. La réaction anaplérotique catalysée par la PEPC semble
donc privilégiée et I'acide malique ainsi formé va entrer dans la mitochondrie pour
permettre la synthése d’oxaloacétate et ainsi maintenir la production d’acide citrique. De

plus, I'acide citrique stocké semble également étre remobilisé depuis la vacuole, du fait de la
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surexpression du gene codant pour CsCit 1. L'acide citrique ainsi déstocké est
vraisemblablement métabolisé par la NADP-IDH puisque I'activité enzymatique est
augmentée. L'a-cétoglutarate formé par I'action de la NADP-IDH est ensuite transformé en
glutamate puis en GABA. La voie du GABA « shunt » semble favorisée puisque I'expression
du gene codant pour la SSADH est augmentée. Du fait que la limitation en apports carbonés
est susceptible d’entrainer la formation de ROS, la mobilisation de la voie du GABA « shunt »
permettrait de limiter I'accumulation de ROS par I'action de la SSADH qui fournit du NADH a
la chaine respiratoire et du succinate.

Nous avons ensuite regardé ce qui s’est passé 7 semaines apres la réduction foliaire
précoce puisque le fruit subit un déséquilibre carboné pendant tout le stade Il et au début
du stade lll. L'apport carboné a été affecté puisque les quantités de saccharose ont
fortement diminué par rapport au témoin. Par contre, comme les quantités de glucose et de
fructose ne sont pas significativement différentes du témoin, il aurait pu y avoir un
déstockage depuis la vacuole, l'activité enzymatique de linvertase étant augmentée.
L'activité de la PEPC est augmentée pour permettre la production d’acide malique. Les
guantités d’acide citrique ne sont plus significativement différentes du témoin. Il y a un
déstockage de I'acide citrique depuis la vacuole par CsCitl mais pas d’activation de la voie du
GABA shunt ce qui est compatible avec I’hypothése que cette voie ne serait activée que par
un stress, ce qui est le cas 48h aprés la réduction foliaire, mais pas a long terme. Lorsque la
cellule est en phase d’accumulation des acides organiques (7 semaines), elle a privilégié la
synthése d’acide citrique. Par contre, méme si le fruit a pu s’adapter au déséquilibre carboné
en mobilisant les pools vacuolaires de glucose, de fructose et d’acide citrique, il y a eu un
impact important sur le calibre et le poids des fruits. Il faut également rappeler que les
guantités d’acide citrique en début de stade Ill sont similaires a celles du témoin. Il serait
intéressant de continuer les expérimentations plus longtemps au cours du stade Il pour
savoir si nous avons pu limiter la diminution d’acide citrique. Dans cette situation de
déséquilibre carboné précoce, s’il y a bien un impact fort, a court terme, sur I'acidité par une
diminution marquée, un nouvel équilibre semble pouvoir s’installer avec une limitation de la
croissance pour s’adapter aux nouvelles conditions d’assimilation du carbone.

Nous avons également effectué une réduction foliaire tardive lors de la phase
d’accumulation du saccharose et de I'acide citrique. Nous n’avons étudié I'impact de la

réduction foliaire qu’a court terme (48h et une semaine).
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Les quantités de saccharose, glucose et fructose sont trés fortement affectées 48h
aprés la réduction foliaire tardive. Cette chute des quantités de sucres entraine une
diminution de I'activité enzymatique de la PFK, ce qui diminue le flux glycolytique. L’activité
enzymatique de l'invertase n’est pas significativement différente du témoin, il n’y a donc
probablement pas de déstockage depuis la vacuole. Parallélement, I'activité de la PEPC est
fortement augmentée pour favoriser la synthése d’acide malique qui fournira I'oxaloacétate
nécessaire a la synthése d’acide citrique. De plus, les quantités d’acide malique et citrique
chutent également trés brutalement. Par ailleurs, il semble y avoir un déstockage d’acide
citrique depuis la vacuole au vu de la tres forte augmentation des niveaux de transcrits du
géne codant pour CsCitl. Nous avons également observé une formation importante de
proline qui provient du glutamate. Comme nous n’avons pas observé d’augmentation des
niveaux de transcrits de la P5CS, la voie de I'ornithine serait impliquée, ceci mériterait d’étre
vérifié par la mesure de I'activité enzymatique de I'ornithine-6-aminotransférase (Roosens et
al., 1998).

En revanche, une semaine aprés la réduction foliaire les quantités d’acide malique sont
toujours inférieures a celle du témoin alors que les quantités d’acide citrique sont proches
de celles observées chez le témoin. Les niveaux des transcrits de la P5CS sont augmentés, la
formation de proline proviendrait donc totalement ou en partie de la voie du glutamate.
Lors de la réduction tardive, il n’y a pas d’activation de la voie du GABA « shunt » mais de la
voie de la proline. Lorsque la réduction foliaire est tardive, le calibre et le poids frais des
fruits est réduit également par rapport a celui des fruits témoins. Comme ce qui a été
observé lors de la réduction foliaire précoce, nous constatons donc que les fruits ne sont pas
capables de compenser la réduction des apports carbonés (poids et calibre) que la réduction
foliaire soit précoce ou plus tardive au cours du stade Il. En début de stade lll, les quantités
d’acide citriqgue sont supérieures a celle du témoin. Il serait donc important d’évaluer
I'impact a long terme de la réduction foliaire tardive et réaliser les mémes mesures a au-dela
de 220 jours de développement pour vérifier I'effet a plus long terme.

Nous avons remarqué que la réduction foliaire tardive semble entrainer une
stabilisation de la quantité d’acide citrique alors que chez les témoins les quantités d’acide
citrique diminuent, mais les quantités de saccharose dans le fruit ont chuté de moitié. Cette
modification pourrait avoir une incidence sur la qualité organoleptique du fruit. Nos

résultats ne semblent que partiellement répondre a I’hypothése que nous avons formulée
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d’une diminution accrue de I'acidité dans les fruits due a un déséquilibre carboné. Nous
pouvons donc nous demander si les périodes pour les défoliations, notamment la seconde
défoliation, n’était pas trop précoce en saison. Il pourrait étre nécessaire de retarder encore
plus la défoliation. Et donc étudier I'effet d’une défoliation juste avant la maturation,
moment ou la croissance du fruit est faible. Ou bien, étudier I'effet de plusieurs petits
déséquilibres carbonés successifs par un systeme d’ombrage et de désombrage afin de
limiter la diminution de la taille des fruits.

Nos modeles devront étre confortés par la mesure d’autres activités enzymatiques ou
le dosage d’autres métabolites. Il est important de mesurer I'activité enzymatique de
I’enzyme malique pour évaluer son implication chez le témoin et lors des deux réductions
foliaires. Lors de la réduction foliaire précoce, il sera utile de doser le GABA, la succinate
semialdéhyde déshydrogénase, et la phosphoénolpyruvate carboxykinase pour évaluer si
une resynthése de sucres s’est produite ou non.

Lors de la réduction tardive, il est important de s’intéresser a la voie de |'ornithine et
d’observer I'impact a long terme de cette réduction sur les différentes voies métaboliques
puisque nos résultats ne montrent que I'effet a court terme de la réduction foliaire tardive.

Nous pourrions également réaliser le méme type de travail sur des clones du groupe
des mandariniers contrastés en termes d’acidité (tres acides, acides et doux). Nous pourrions
envisager d’étudier des cybrides (mandarine x citron) qui sont caractérisés par la coexistence
de mitochondries  qui proviennent  du parent  mandarine  avec des
chloroplastes/chromoplastes et de noyaux en provenance du parent citron.

Il serait également intéressant de confirmer ou non I'hypothése de la formation de
ROS lors des deux réductions foliaires ce qui nous permettrait de savoir si la voie du GABA
« shunt », lors de la réduction foliaire précoce, ou bien la formation de proline, lors de la
réduction foliaire tardive, sont fortement sollicitées afin de lutter contre le stress oxydatif
provenant de la réduction des apports carbonés. Des travaux réalisés au laboratoire ont
montré qu’un stress photooxydatif chez le mandarinier se traduit par une accumulation
importante d’H,0, et de MDA, dans les feuilles. Les augmentations d’activité des enzymes
antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, ascorbate peroxydase...) sont insuffisantes
pour pallier a la quantité de ROS produites. Il serait intéressant de savoir si les mémes
mécanismes ont été mis en place dans le fruit dans des conditions expérimentales similaires

a celles que nous avons créées.
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De plus, pour répondre a I'hypothése du changement climatique comme facteur
principal responsable de la diminution de I'acidité de la pulpe des fruits d’agrumes a
maturité, il serait nécessaire d’étudier I'impact des autres facteurs mis en cause dans le
changement climatique tels que I'élévation des teneurs en CO,, I'élévation des températures
et de la diminution de la disponibilité en eau. L'étude de ces différents facteurs,
nécessiteraient d’étre en conditions contrélées, sur plantes en pots et de combiner ces

différents facteurs.
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Etude et modélisation des mécanismes physiologiques de

I'acidification de la pulpe des agrumes en conditions de

température et de disponibilité en assimilats contrastées
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Cadre de I'étude :

Chez les fruits d'agrumes, les teneurs en acides sont trés élevées. On observe une chute de cette acidité, qui est
essentiellement due a la teneur en acide citrique. Une meilleure compréhension des mécanismes et des génes impliqués
dans I'accumulation et I'utilisation de I'acide citrique dans les fruits d'agrumes permettrait de mieux contréler ce paramétre
et de déveloEper des schémas d’'amélioration de la qualité des fruits plus performants. L'acide citrique est issu des produits de
la photosynthése via la glycolyse et le cycle de Krebs. Pour évaluer les effets des relations entre ces voies métaboliques et

déterminer les génes clés de leur regz[ulation nous projetons d'étudier les effets de la limitation des ressources carbonées sur la
physiologie des fruits dagrumes. Ce

Materiel vegeétal :

& diminution en apports carbonés induirait-elle une consommation accrue d'acides ?

Cléementine Mandarine Lime de Tahiti  Lime du Brésil Orange - rne | Pomelo
Salustiana Valencia late  Star Ruby
Méthodes envisageées : Premiers résultats :
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Mesure de l'activite enzymatique de la Phosphofructokinase et [orange Salustiana
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Roéle de I'acide citrique en cas de carence en
saccharose
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L'objectif de ce travail est d'étudier les effets de la limitation des ressources carbonées (saccharose)
sur la teneur en acide citrique des fruits d’agrumes. L'acide citrique étant I'acide organique maijoritaire
chez les fruits d’agrume.

Nous avons choisi de diminuer I'apport en saccharose du fruit en réalisant une réduction du nombre
de feuilles qui alimentent le fruit durant la phase d'accumulation des acides (SFR 1) et une autre
durant la phase de diminution des acides (SFR 2). Les fruits t&moins (T) n'ont subi aucun traitement.

GROETED

_—
£
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Eau- ralentissement de la croissance du fruit de la Mandarine.
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En situation de bilan carboné déficitaire, 'hypothése d'une remobilisation de I'acide citrique,
préalablement accumulé dans la vacuole semble donc se confirmer. Cette remobilisation
s'effectuerait trés rapidement, puis une adaptation aux nouvelles conditions de disponibilité en

assimilats s’opérerait.
ALIMENTATION ‘
ABRICULTURE
ENVIRONNENENT
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RESUME

Le groupe des agrumes d’acidité intermédiaire (orange, clémentine et mandarine) perd
I'acidité au cours de la maturation (stade lll), mais cette chute semble plus forte depuis
guelgues années dans la zone méditerranéenne. Il a été suggéré que cette perte d’acidité
serait liée au climat (automnes plus doux) ce qui entrainerait une augmentation de la
respiration des fruits avec une photopériode plus courte a cette période et se traduirait par
un déséquilibre carboné. Pour tester cette hypothése, nous avons choisi d’étudier I'effet
d’un déséquilibre carboné, induit par une défoliation partielle, soit en début soit en fin de
stade Il, qui est la phase de grossissement cellulaire ol les sucres et les acides organiques
s’accumulent dans la vacuole des cellules des sacs a jus. Nous avons établi un bilan sucres-
acides des fruits soumis aux différentes réductions d’apport carboné et identifié la ou les
périodes ou la réduction de I'apport carboné a le plus d’impact sur les quantités de sucres et
en acides organique. Puis, nous avons regardé l'impact de ce déséquilibre sur le
métabolisme du fruit en étudiant [l'activité spécifique d’enzyme spécifiques
(phosphofructokinase, invertase acide, phosphoénolpyruvate carboxylase, isocitrate
déshydrogénase cytoplasmique) et I'expression de genes d’intéréts (CsCitl, succinate
semialdéhyde déshydrogénase, Al-pyrroline-5-carboxylate synthétase) et identifié les
mécanismes biochimiques impliqués dans la réponse a la limitation des apports carbonés.
Les résultats obtenus montrent que les fruits ne sont pas capables de compenser la
réduction des apports carbonés (poids et calibre) que la réduction foliaire soit précoce ou
plus tardive au cours du stade Il. Lorsque la réduction foliaire est précoce et a court terme
(48h et une semaine), I'apport carboné n’est pas affecté puisque les quantités de saccharose
sont similaires a celles du témoin. Nous avons observé une augmentation de l'activité
enzymatique de la PFK qui est envisageable grace au déstockage de la vacuole par I'action
de l'invertase acide. La PEPC permet la synthése d’oxaloacétate et maintient la production
d’acide citrique, qui sera dégradé dans le cytoplasme par la NADP-IDH en a-cétoglutarate
qui va donner du glutamate et du GABA. La voie du GABA « shunt » semble favorisée
puisque I'expression du gene codant pour la SSADH est augmentée. A long terme (7
semaines), I'apport carboné a été affecté puisque les quantités de saccharose ont fortement
diminué par rapport au témoin. Il y a un déstockage de I'acide citrique de la vacuole par
CsCit1 mais pas d’activation de la voie du GABA shunt ce qui est compatible avec I'hypothese
gue cette voie serait activée par un stress. Lorsque la cellule est en phase d’accumulation
des acides organiques, elle privilégie la synthése d’acide citrique. En revanche, lorsque la
réduction foliaire est tardive, les quantités de sucres sont fortement affectées 48h apres la
réduction, le flux glycolytique est ralenti et il ne semble pas y avoir un déstockage de la
vacuole. Les quantités d’acide malique et en acide malique chutent également mais I'activité
de la PEPC est augmentée pour favoriser la synthése d’acide citrique. Nous avons observé
une formation importante de proline qui provient du glutamate. Comme nous n’avons pas
observé, 48h apres la réduction foliaire, une augmentation des niveaux de transcrits de la
P5CS, la voie de l'ornithine serait impliquée. Il serait intéressant de confirmer ou non
I’hypothese de la formation de ROS lors des deux réductions foliaires ce qui nous permettrait
de savoir si la voie du GABA « shunt » lors de la réduction foliaire précoce ou bien la
formation de proline lors de la réduction foliaire tardive sont fortement sollicitées afin de
lutter contre le stress oxydatif provenant de la réduction des apports carbonés.
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ABSTRACT

The intermediate acidity group of citrus (orange, clementine and mandarin)
loses acidity during maturation (stage lll). But this decrease seems to steepen since
several years in the mediterranean basin. It has been suggested that the wider loss of
this acidity could be linked to climate (warmer autumns) which would increase fruit
respiration, at the time when photoperiod is short, inducing a carbon imbalance. To
check this hypothesis, we chose to study the effect of a carbon imbalance induced by
partial defoliation, either at the beginning or at the end of stage Il, which is the phase
of cell enlargement where sugars and organic acids accumulate in the vacuole juice
cells bags. We have established a sugar-acid balance of fruit submitted to different
carbon reductions and identified the period or periods for which the reduction of the
carbon input had the greatest impact on sugars and organic acids contents. Then, we
watched the impact of this imbalance on fruit metabolism studying specific enzyme
activity (phosphofructokinase, acid invertase, phosphoenolpyruvate carboxylase,
cytoplasmic isocitrate dehydrogenase) and genes of interest expression (CsCitl,
succinate  semialdehyde  dehydrogenase  genes Al—pyrroline—S—carboxylate
synthetase). We also identified the biochemical mechanisms involved in the response
to the carbon inputs limitation.

The obtained results showed that fruits are not able to offset the limitation of
carbon inputs (weight and size) whether the leaf reduction is early or late during
stage Il. When the leaf reduction is early, for a short-term (48 hours and one week),
the carbon contribution is not affected since sucrose contents are similar to those of
the control. We observed an increase in PFK enzymatic activity which is suitable
through the output from the vacuole due to the action of acid invertase. PEPC allows
oxaloacetate synthesis and maintains citric acid production, which will be catabolized
in the cytoplasm by the NADP-HDI in a-ketoglutarate which will give glutamate and
GABA. The GABA "shunt" pathway seems to be promoted since the expression of the
gene encoding the SSADH is increasing. In long-term (7 weeks), the carbon
contribution was affected since sucrose contents decreased significantly compared to
control fruit. Citric acid is remobilized from the vacuole by CsCit1 but no activation of
the GABA shunt occurs which is consistent with the hypothesis that this pathway
would be activated by stress. Thus, when the cell is in the process of organic acids
accumulation, it seems it promotes the synthesis of citric acid. In return, when the
leaf reduction is late, the sugar contents are strongly affected 48h after reduction,
the glycolytic flux is slow and it does not seem that remobilization of sugars from
vacuole occurs. The contents of malic acid and citric acid also fall deeply but PEPC
activity is increased to promote the synthesis of citric acid. A significant formation of
proline from glutamate is observed. Since we did not observe, 48 hours after foliar
reduction, an increase in P5CS transcript levels, ornithine pathway could be involved.
It would be interesting to confirm or not the hypothesis of ROS inducing in both foliar
reductions in order to verify if the GABA "shunt", for early leaf reduction, or the
proline formation, for late, leaf reduction are involved in oxidative stress response
that might be induced by carbon inputs limitation.
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