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Introduction générale

La population associe couramment une alimentation saine et équilibrée a la consommation de
fruits et légumes. La pomme, par exemple, connue pour ses qualités nutritionnelles grace a
une teneur élevée en polyphénols, est le fruit le plus consommé en France avec pres de 18 kg
par an et par ménage. La production frangaise de pommes est estimée a 1 737 tonnes en 2013
(Agrimer, 2014), placant la France au rang de troisieme producteur européen, derriere la
Pologne et I'Italie. Plus de 80% de cette production est destinée au marché frais, le reste a la

transformation.

La qualité organoleptique de la pomme est une notion primordiale pour le consommateur et
par conséquent, pour les producteurs, les metteurs en marché et les distributeurs. La qualité
organoleptique fait référence a tous les sens: le visuel, avec I’aspect extérieur, le goft et
I’odorat au travers des saveurs percues (1’acidité, le sucré, les arbmes...), la perception tactile
en bouche au travers de la texture (fruit ferme, fondant, juteux...), mais également 1’ouie,
avec le croquant du fruit. De nombreuses études sensorielles ont montré que la texture est un
des criteres les plus importants pour le consommateur (Jaeger et al., 1998; Symoneaux et al.,
2012). C’est pourquoi I’étude de la texture du fruit constitue un objectif majeur pour toute la
filiere. La texture est un caractere complexe qui fait référence a de nombreux descripteurs
sensoriels tels que le croquant, la jutosité, la fermeté, le fondant ou la farinosité. Parmi ces
descripteurs, certains sont rejetés par le consommateur tels que la farinosité, considérée
comme un défaut textural majeur. L’ensemble de ces descripteurs texturaux évoluent au cours
du développement du fruit et sont soumis a différents facteurs de variabilité intrinseques, liés
aux génotypes cultivés, et exogenes, regroupant les facteurs environnementaux en production
(e.g climat, sol) et les facteurs liés a I’itinéraire cultural et a la gestion des produits en post-
récolte (conduite de I’arbre, conditions de stockage). La complexité de la texture liée a la
multiplicité de ses descripteurs et de ses facteurs de variabilité rend alors difficile son étude de
maniere globale et explique pourquoi la plupart des recherches réalisées ciblent souvent sur
un seul descripteur, le plus souvent la fermeté, et I’étude d’un ou deux génotypes. Parmi ces
études, un nombre important a pour objectif de comprendre comment la texture du fruit se
met en place et évolue, en particulier sa fermeté, et quelles voies métaboliques sont a 1’origine
des désordres texturaux. Ainsi, les études réalisées sur les especes modeles telles que la
tomate (Solanum lycopersicon L) et la fraise (Fragaria vesca L) contribuent a une meilleure
compréhension des processus impliqués. Cependant, des différences majeures entre ces
especes limitent le transfert des connaissances d’une espece a une autre. Effectivement, la

fraise est le modele des fruits non climactériques alors que la tomate, modele des fruits
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Introduction générale

climactériques (comme la pomme), présente notamment une perte de fermeté tres différente
de celle de la pomme, suggérant la mise en jeu de voies métaboliques différentes. Pour ces
différentes raisons, les connaissances des bases biologiques et génétiques de la texture de la

pomme restent encore tres parcellaires.

Le récent décryptage de la s€équence complete du génome du pommier (Velasco et al., 2010) a
permis le développement de la premiere puce d’expression couvrant I’ensemble des genes
annotés du pommier (Celton, Gaillard et al., 2014 ; projet AryANE-v1, financement INRA-
Région Pays de Loire 2010). Celle-ci constitue un outil adéquat que j’ai utilisé au cours de ma
theése, afin d’aborder 1I’étude fonctionnelle des déterminants de la texture de la pomme.
Compte tenu de la difficulté a intégrer 1’aspect multi-descripteur de la texture, nous nous
sommes particulierement intéressés a la farinosité qui est un caractere textural tres dépréciatif
pour le consommateur. Cette theése a ainsi pour principal objectif de mieux comprendre les
bases moléculaires liées au développement de la farinosité. Cette analyse a pour finalité
d’identifier des geénes potentiellement marqueurs de la farinosité pouvant servir au criblage

des lots de pommes pour les sélectionneurs, les producteurs ou les metteurs en marché.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a 1’état des connaissances sur la texture de la
pomme et plus particulicrement la perte de fermeté et le développement du caractere farineux.
Dans un premier temps, elle a pour objectif de souligner la complexité de ce caractere et de
présenter I’ensemble des facteurs dont elle dépend. Dans un second temps, 1’état des

connaissances concernant son déterminisme cellulaire et moléculaire sera présenté.

A la suite de I’étude bibliographique, la deuxieme partie, présentée sous la forme d’un article
scientifique, se décompose en deux axes. Tout d’abord, il a pour objectif de présenter un
nouveau test de criblage phénotypique permettant d’évaluer la farinosité d’une facon
quantitative et non sensorielle, comme cela est le plus couramment réalisé. Cela m’a d’ailleurs
amenée a repréciser ce qu’est le phénotype farineux, trop souvent assimilé au caractere de
perte de fermeté ou « softening », alors qu’il peut en étre distingué. D’autre part, il a pour
objectifs I’identification et I’étude d’un gene impliqué dans la structuration de la paroi
végétale. Ce gene apparait comme un marqueur moléculaire précoce de la farinosité au sein

de six génotypes, issus d’une population ségrégeant pour ce caractere.

Dans un second chapitre, 1’objectif est d’élargir cette étude moléculaire a un set de 34
cultivars. Cette étude a pour objectif, en s’affranchissant de la notion de fond génétique,

d’identifier de nouvelles voies métaboliques et de nouveaux genes candidats associés au
3
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développement de la farinosité au cours de la conservation. De nouvelles pistes d’explications

moléculaires du développement de ce phénotype sont proposées.

Ce travail a donné lieu aux publications et communications suivantes :

- Communications dans des congres internationaux a comité de lecture :
Mikol S, Bruneau M, Gourdon C, Celton J-M, Orsel M, Laurens F et Renou J-P, 2012.
Deciphering apple fruit mealiness, a transcriptomal approach. Sixth Rosaceae Genomics

Conference, 30-4 Octobre 2012, Trento, Italie. Poster.

Mikol S, Bruneau M, Celton J-M, Orsel M, Delaire M, Juchaux M, Laurens F et Renou J.-P,
2013. Genome wide analysis reveals WAK and PME implications in textural default of apple
fruit. The XIII™ Cell Wall Meeting, 7-12 Juillet 2013, Nantes, France. Poster.

Mikol S, Bruneau M, Celton J-M, Le Gall S, Bouder A, Francin-Allami M, Juchaux M,
Laurens F, Orsel M et Renou J-P, 2014. Global transcriptome analysis reveals the implication
of one PME gene in apple mealiness development. Seventh Rosaceae Genomics Conference,

24-26 Juin 2014, Seattle, Etats-Unis. Communication orale et poster.

- Publications dans des revues internationales a comité de lecture
Mikol Segonne S, Bruneau M, Celton JM, Gall SL, Francin-Allami M, Juchaux M, Laurens
F, Orsel M and Renou JP, 2014. Multiscale investigation of mealiness in apple: an atypical

role for a pectin methylesterase during fruit maturation. BMC Plant Biology 14:1593.

Mikol Segonne S, Pelletier S, Guyader A, Laurens F and Renou JP. Jasmonate controls apple
mealiness during maturation through fine-tuning of ethylene and oxidative stress pathways. In

preparation.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

1 LE POMMIER

1.1 Particularités biologiques du pommier

Le pommier (Malus x domestica Borkh.) est I’arbre fruitier le plus cultivé en France avec pres
de 39 508 ha en 2013 (Agrimer, 2014). Il est classé dans le genre Malus, de la sous-famille
des Maloideae (autrefois Pomoideae), de la famille des Rosaceae qui comprend d’autres

especes d’importance économique telles que le poirier ou le rosier (Potter et al., 2007).

Le pommier est une plante pérenne qui présente une phase juvénile plus ou moins longue (3 a
5 ans) durant laquelle il ne fleurira pas ou tres peu, suivie d’une phase adulte, dite phase de
pleine production, durant laquelle il produira des fruits pendant 15 a 20 ans. L’utilisation de
porte-greffes de faible vigueur en production contribue a hater la mise en production et a

optimiser la productivité.

Le pommier se distingue également par son mode de reproduction allogame caractérisé par
une auto-incompatibilité pollinique de type gamétophytique. Cette caractéristique a des
conséquences sur les schémas de sélection et sur la conduite en verger. D’ une part, il n’est pas
possible de baser les études génétiques sur la création de lignées pures comme cela est réalisé
pour de nombreuses especes. D’autre part, cela implique la plantation de variétés
pollinisatrices dans les vergers. Ainsi, I’ensemble des variétés cultivées présente un fort taux
d’hétérozygotie et nécessite une propagation clonale par multiplication végétative (greffe),

afin d’assurer I’homogénéité des plantations.

Ainsi, compte tenu de la durée d’implantation d’une parcelle, le choix de la variété a
implanter est crucial pour le producteur. En plus de bonnes caractéristiques agronomiques et
de rusticité, la variété choisie doit présenter des qualités organoleptiques répondant aux

attentes du consommateur.
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Figure 1 - Schéma d’une coupe longitudinale (A) et transversale (B) d’une pomme.

(UPMC, 2011).
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Figure 2 - Coupe schématique d'une section radiale de cortex de pomme.

Adapté de Khan and Vincent (1990).
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1.2 L’anatomie du fruit

L’espece Malus x domestica représente un treés grand nombre de variétés, dont les fruits a
maturité peuvent présenter une tres grande diversité de tailles, de couleurs et de qualités. D’un
point de vue botanique, la pomme est un fruit complexe charnu, formé par le développement
conjoint du réceptacle, ou conceptacle floral, et de I’ovaire. A maturité, trois zones tissulaires
seront distinctes (Bondoux, 1992): I’épicarpe, appelé communément la peau du fruit, le
mésocarpe et I’endocarpe contenant les loges des pépins (Figure 1). L’endocarpe est issu du
développement de I’ovaire dit infere adhérent : le fruit se développe sous I’insertion des
pieces florales et celles-ci sont soudées au réceptacle floral. Il en résulte la formation de 5
loges carpellaires 1égerement lignifiées dans lesquelles se trouvent les pépins. Le mésocarpe
ou parenchyme cortical correspond a la zone de réserves du fruit. Il représente la partie
charnue comestible. Il comprend les parois carpellaires et le conceptacle. L’épicarpe constitue
la barriere entre I’environnement et le mésocarpe. Il est composé de la cuticule, de 1’épiderme
et de I’hypoderme. La cuticule, a I’interface entre le fruit et son environnement, aurait un role
important dans le développement du fruit et dans la protection contre I’environnement

biotique et abiotique.

En tant que partie comestible, une bonne compréhension de I’organisation du parenchyme
cortical s’avere nécessaire. Les cellules les plus externes du parenchyme sont de petite taille
(50 um de diametre), aplaties et sphériques, contrairement aux cellules prés de I’endocarpe
qui sont de grande taille (300 um), et qui sont organisées en colonnes radiales le long des
vaisseaux conducteurs. Elles se caractérisent également par la présence d’espaces
intercellulaires réduits (Figure 2). Cette organisation tissulaire caractéristique confere au
parenchyme des propriétés mécaniques différentes en fonction de 1’orientation dans laquelle
les contraintes mécaniques sont appliquées sur les tissus. Ce phénomene s’appelle
I’anisotropie (Khan et Vincent, 1993; Mavroudis et al., 2004). Les tissus supportent une
déformation mécanique plus importante lors d’une compression tangentielle que lors d’une
compression radiale (Khan et Vincent, 1993). Les auteurs expliquent cette différence par la
présence des espaces intercellulaires orientés radialement, facilitant la propagation de la
rupture. Mavroudis et coll. (2004) ont confirmé une diminution de 50 a 60 % de la porosité
entre I’épiderme et I’endocarpe. Cette macroporosité est fonction du stade de développement

du fruit et de la variété considérée (Harker er al., 1997a).
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Figure 3 - Les principales phases de développement des fruits climactériques,
caractérisées par ’augmentation du diametre du fruit (growth), le taux de respiration
(respiration rate) et la production d’éthylene (ethylene production). Adapté de Wills et al.
(2007).
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Ainsi, I’organisation des cellules parenchymateuses qui s’élabore au cours du développement

du fruit influence fortement les qualités texturales.

1.3 Le développement du fruit

Dans des conditions de culture optimales, I’évolution du diametre du fruit au cours de son
développement décrit une courbe sigmoide caractéristique. On distingue trois phases
majeures : une phase de division cellulaire, une phase d’accroissement cellulaire puis une

phase de maturation (Figure 3).

Apres la fécondation, le fruit présente une activité mitotique intense pendant 3 a 5 semaines,
correspondant a la phase de division cellulaire. Les divisions cellulaires se font
principalement dans la direction radiale du fruit. Cette phase est suivie par un accroissement
important de la taille du fruit qui dure environ 2 mois. Le diametre du fruit augmente de fagcon
conséquente grace a 1’élongation cellulaire. Les cellules peuvent atteindre 300 p a maturité
contre 10 pu en début de développement (Pefia et Carpita, 2004). Cette forte élongation touche
principalement les cellules du mésocarpe qui ont un développement vacuolaire important ; les
vacuoles représentent alors 80 a 90% du volume cellulaire. Elles sont riches en eau et en
acides organiques (Yamaki, 1984), les fruits charnus contenant 85 a 95 % d’eau. Les phases
de division et d’accroissement cellulaire correspondent a la phase de croissance du fruit. Elle
est suivie de la phase de maturation pendant laquelle les fruits subissent de nombreuses
modifications physiologiques et biochimiques leur conférant leurs caractéristiques
organoleptiques (aréme, couleur, texture...), et les rendant propres a la consommation. La
phase de maturation se confond en partie avec le mirissement (ripening) du fruit qui est initié
apres la maturation des graines, lorsque le fruit a atteint sa taille finale (Janssen et al., 2008).
Cette phase a pour finalit¢ de rendre les fruits attractifs aux animaux qui assureront la
dispersion des graines matures. Il en résulte une distinction entre la maturité commerciale et la
maturité physiologique, parfois considérée comme un stade de « surmaturité » (Goulao et al.,
2007). La maturit¢é commerciale est identifiée a I’aide de plusieurs indicateurs tels que la
couleur de 1’épiderme, des pépins ou a partir du stade de régression d’amidon. La récolte a
maturité commerciale a pour caractéristique de se situer avant la crise climactérique, c'est-a-
dire avant la crise respiratoire et le pic de synthese d’éthylene qui ont pour effet d’accélérer la
maturation du fruit. Le métabolisme du fruit stocké a basse température, parfois sous

atmosphere controlée, sera ralenti, diminuant I’activité respiratoire et ainsi la consommation
8
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des substrats. Le fruit pourra alors étre conservé plusieurs mois. La derniere étape du cycle de
vie d’un fruit correspond a la période de sénescence, associée a la dégradation des cellules et

au stress oxydatif conduisant au pourrissement du fruit.

La qualité texturale du fruit s’élabore tout au long de la croissance et de la maturation
du fruit. II en résulte une organisation tissulaire spécifique influencant la qualité

texturale du fruit.



Structure, propriétés mécanigques macroscopiques

> Texture

Structure, adhésion intercellulaire

Dimension, forme, turgescence, interactians
h

Résistance, assemblage, épaisseur

Structure, composition, interactions physico-chimigques

Figure 4 - Les différents niveaux structuraux ayant un impact sur la texture de la

pomme. Adapté de Waldron et al. (2003).
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2 LA TEXTURE DU FRUIT

2.1 Définition

La texture est une notion complexe a définir. Selon Bourne (1982), la texture représente
«’ensemble des caracteres physiques et physico-chimiques résultant de différents éléments
structuraux de D’aliment évalués par les mécanorécepteurs, les récepteurs tactiles et
éventuellement les récepteurs visuels et auditifs en fonction de la force, de la distance et du

temps ».

Du point de vue du consommateur, la texture d’un fruit est principalement déterminée par la
facon dont ses tissus se déforment et se rompent. Un modele multi échelle de la texture a été
proposé par Waldron et coll. (2003) qui ont schématisé la texture comme la résultante de cinq
niveaux structuraux du fruit (Figure 4). Ils décrivent la texture comme étant dépendante de la
structure et des interactions des tissus, des cellules et des parois cellulaires. Hiérarchisée de
I’échelle macroscopique a 1’échelle microscopique, la texture découle :
- du fruit pouvant étre de taille, de formes variées ;
- des tissus le constituant : leurs proportions, I’abondance de vaisseaux conducteurs, la
présence d’espaces intercellulaires ;
- des cellules ayant des propriétés mécaniques différentes modifiant 1’adhésion
cellulaire ou la pression de turgescence ;
- des parois cellulaires qui peuvent varier en épaisseur, en résistance ;
- des polymeres de la paroi cellulaire qui constituent la base du squelette moléculaire et
peuvent varier en composition.

Tous ces éléments évoluent au cours de la maturation.

10
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2.2 Evolution de la texture au cours de la conservation

La texture n’est pas un caractere fixé dans le temps : elle évolue au cours de la maturation du
fruit. L’ensemble des études s’accordent a dire que toutes les variétés évoluent de facon
similaire au cours du stockage : quelle que soit I’intensité du descripteur sensoriel a la récolte,
les variétés présentent toutes une diminution de la fermeté, du croquant et de la jutosité

(Mehinagic et al., 2004; Galvez-Lopez et al., 2012).

2.2.1 La perte de fermeté ou « softening »

L’évolution la plus caractéristique de la texture au cours de la maturation est la perte de
fermeté appelée « softening » (ou ramollissement). Une classification a été établie par Bourne
(1979) distinguant les fruits qui ramollissent peu (pomme) de ceux qui ramollissent beaucoup
(tomate, péche, fraise) au cours de la maturation. Effectivement, la pomme ne présente qu’une
perte de fermeté de 25 a 50%, contrairement aux tomates pour lesquelles la fermeté diminue
de plus de 75% (Bourne, 1979; Johnston et al., 2001). Malgré tout, la courbe de perte de
fermeté des pommes en cours de conservation est une courbe sigmoide décroissante (Figure
5) similaire a celle de nombreux fruits, quelle que soit leur classification (Johnston et al.,
2002). Le fruit ramollit lentement durant la phase I, rapidement durant la phase II et de
nouveau lentement durant la phase III. Les deux premieres phases peuvent se confondre si la
maturation est rapide, notamment lorsque les fruits sont laissés a température ambiante.
Inversement, la phase I peut étre prolongée en fonction des conditions de stockage. Il s’agit en
revanche d’un processus irréversible. Une fois amorcé, il est impossible de 1’arréter. La perte
de fermeté implique des mécanismes physiologiques et biologiques relatifs a la structure des
tissus (perte d’adhésion cellulaire, modification de la rigidité et de 1’élasticité des parois
cellulaires), et aux flux hydriques (modification de la pression de turgescence des cellules en
réponse aux modifications de la pression osmotique des cellules et aux pertes en eau associées

a la transpiration du fruit).

2.2.2 La farinosité

Certaines variétés développent des défauts texturaux au cours du stockage tels que la
farinosité. Un fruit farineux est défini comme étant mou, granuleux et peu juteux. Ainsi, la

farinosité est la résultante de trois composantes texturales : le fondant, la granulosité et la
11
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Figure 6 - Observation microscopique de pommes farineuses et non farineuses au

microscope optique a balayage. (Harker and Hallett, 1992).
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jutosité. Pour des raisons qui seront expliquées par la suite, il est difficile de développer un
test mécanique qui mesure ce caractere. Cela explique en partie pourquoi peu d’études font
clairement la distinction entre le « softening » et la farinosité. La différence entre les deux
phénotypes a pourtant bien été soulignée par Iwanami et coll. (2005). A partir d’une étude
portant sur 24 variétés de pommes, ils ont défini deux profils d’évolution texturale au cours
du stockage: 1) les variétés qui ramollissent sans jamais devenir farineuses et ii) les variétés
qui ramollissent en devenant farineuses. Jusqu’alors, la composante génétique de la farinosité
n’avait pas encore été mise en exergue bien que le rejet de ce descripteur par les
consommateurs ait déja été souligné a plusieurs reprises (Jaeger et al., 1998; Symoneaux et

al., 2012).

La farinosité a été majoritairement décrite au niveau cellulaire par Harker et Hallett (1992).
L’observation microscopique de la fracture de parenchyme de pommes a permis de mettre en
évidence deux modes de séparation cellulaire qui refletent deux phénotypes différents (Figure
6). Les pommes non farineuses présentent une majorité de cellules éclatées et peu d’espaces
intercellulaires. Les pommes farineuses sont associées a un phénotype cellulaire différent : les
cellules ne sont pas éclatées et apparaissent plus arrondies avec des espaces intercellulaires
plus importants. Ainsi, deux mécanismes de séparation cellulaire se distinguent et expliquent
les perceptions du consommateur. La rupture des parois expliquerait le croquant associé a une
jutosité importante due a la libération du contenu intracellulaire riche en eau. A I’inverse, la
séparation des cellules sans éclatement expliquerait la sensation granuleuse et le manque de
jus. Lorsqu’un fruit est soumis a une contrainte mécanique, si les forces d’adhésion
intercellulaire sont supérieures a celles des parois cellulaires, la rupture se fera au niveau des
parois. A l'inverse, si les forces d’adhésion cellulaire sont inférieures a celles des parois
cellulaires, les cellules se séparent les unes des autres au niveau de la lamelle moyenne et
aucune rupture cellulaire n’est observée (Harker et al., 1997a). Ainsi, les hypotheses émises

reposent sur des remodelages de la paroi cellulaire qui seront détaillés par la suite.

2.3 Evaluation de la texture

2.3.1 L’analyse sensorielle

La texture correspond a un ensemble de descripteurs organoleptiques percus par le
consommateur. A ce jour, la méthode la plus intégrative pour 1’évaluer est I’analyse

sensorielle basée sur des tests discriminatifs. Ces derniers permettent d’établir une description
12



Descripteur Définition

Fermeté Force requise pour mordre dans la pomme

Croquant Quantité de bruit lors de la 1% morsure

Jutosité Quantité de jus libéré de la chair

Fondant Force requise pour écraser la chair entre la langue et
le palais

Grain Perception physique des grains de la chair

Fibre Perception physique de la fibre de la chair

Farinosité Perception de la chair séche et granuleuse

crogquant

farinosité fermeté

/'\
/ \
fondant \\ ¢ fibrosité

granulosité jutosité

Figure 7 — Définitions des descripteurs sensoriels utilisés au sein du laboratoire IRHS-

FruitQual et exemple de profil sensoriel.
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efficace d’un échantillon a 1’aide d’un nombre prédéfini de descripteurs, en utilisant une
échelle de notation dite d’intensité. Le profil sensoriel généralement établi pour la pomme
évalue la fermeté, le croquant, la jutosité, le fondant, la farinosité, la granulosité et la fibrosité

(Figure 7) (Harker et al., 2002; Mehinagic et al., 2004; Galvez-Lopez et al., 2012).

Ces analyses, réalisées par un panel d’experts, permettent de décrire au mieux la perception
en bouche du consommateur. Cependant, toute perception organoleptique est subjective et
propre a la sensibilité de chacun (Abbott et al., 1984). C’est pourquoi ces analyses nécessitent
d’avoir recours soit a un nombre élevé d’évaluateurs, soit a un panel d’experts (Daillant-
Spinnler et al., 1996). De plus, 1’analyse sensorielle est une technique cofiteuse en temps et en
personnel et le nombre d’échantillons analysables par jour reste limité. Pour ces différentes

raisons, de nombreux tests instrumentaux ont été développés.

2.3.2 Les méthodes d’analyses physiques

Les méthodes instrumentales développées reposent sur I’évaluation des propriétés mécaniques
du fruit. Seules les méthodes permettant de mesurer la fermeté ou la farinosité seront décrites
ci-dessous. La plupart d’entre elles sont des méthodes destructives et présentent

I’inconvénient de n’évaluer qu’un seul descripteur sensoriel.

L’analyse la plus couramment utilisée est la pénétrométrie. Il s’agit de la méthode de
référence utilisée par tous les acteurs de la filiere. Elle consiste a mesurer la force nécessaire
pour déformer la chair a I’aide d’une sonde cylindrique qui pénétre le fruit sur environ 10 mm
a vitesse constante. La courbe force/déplacement enregistrée permet d’extraire différents
parametres liés a la fermeté de la chair (Harker et al., 1997b; Mehinagic et al., 2004; Galvez-
Lopez et al., 2012). L’utilisation d’une sonde acoustique, couplée (Longhi et al., 2012) ou

non (De Belie et al., 2000) a la pénétrométrie, permet de mesurer le croquant du fruit.

Une autre méthode couramment utilisée est la double compression uniaxiale. Elle repose sur
I’utilisation d’une sonde aplatie qui comprime le fruit a vitesse constante sur deux cycles
successifs. Cette méthode permet d’acquérir différentes variables indicatrices de la
déformation élastique du fruit, et informe sur la capacité de la chair a retrouver sa condition
initiale. Elle sert donc a évaluer la fermeté et 1’élasticité de la chair. Le lien avec les

descripteurs sensoriels reste encore a préciser. Mehinagic et coll. (2004) ont proposé un

modele de prédiction de la farinosité basé sur la combinaison de deux variables de
13
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compression. Cependant, cette corrélation n’a pas pu étre validée par Galvez-Lopez et coll.

(2012).

Le test de tension est un autre test utilisé pour évaluer la fermeté ou la farinosité (De Smedt ef
al., 1998; Tu et al., 2000). L’échantillon, maintenu en deux points opposés, est étiré a vitesse
constante. Ces essais mécaniques permettent d’établir une courbe de tension correspondant a
la force de tension en fonction de I’allongement. Elle mesure 1’adhérence d’un tissu, c’est-a-
dire la force nécessaire pour dissocier les cellules du parenchyme. Cette méthode est difficile
a mettre en ceuvre car elle nécessite un échantillonnage long et fastidieux. Couplé avec des
observations microscopiques, la visualisation des tissus apres rupture du parenchyme a permis
de distinguer les deux principaux modes de séparation cellulaire présentés précédemment.
L’observation de cellules se dissociant les unes des autres sans présenter de rupture de leur
paroi semble €tre un bon indicateur de la farinosité des pommes (Harker et Hallett, 1992; Tu
et al., 2000). Malgré tout, la corrélation avec la perception sensorielle de la farinosité n’a
jamais été clairement mise en évidence (Harker et al., 1997b). Ainsi, la mesure quantitative de
la farinosité a 1’aide de mesures instrumentales semble laborieuse. Plusieurs auteurs suggerent
le développement de modeles prédictifs a partir de la combinaison de plusieurs mesures
instrumentales différentes, mais personne n’a encore publié la combinaison permettant une
bonne prédiction du caractere multidimensionnel farineux (Abbott et al., 1984; Barreiro et al.,

1998; Andani, 1999).

Toutes ces méthodes d’évaluation instrumentale de la texture ne permettent pas de rendre
compte facilement de certains descripteurs sensoriels tels que la farinosité, le fondant ou la
jutosité (Harker et al., 2002; Camps et al., 2005). La difficulté a évaluer la texture dans sa
globalité a contraint de nombreux chercheurs a ne s’intéresser qu’a une facette de la texture.
A partir d’une analyse réalisée sur des pommes a textures contrastées, Harker et coll. (2002)

concluent en recommandant I’utilisation des panels de dégustateurs.

2.4 Les facteurs environnementaux influencant la texture du fruit

2.4.1 Les conditions de culture

Il est important de mentionner que les conditions environnementales au cours de la croissance
du fruit ont un impact sur sa qualité. Des variations de température ou des apports hydriques
et carbonés au fruit, d’'une année a l'autre, d’un verger a l’autre, peuvent avoir des

14
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conséquences sur les phases de multiplication ou de grandissement cellulaire. Par exemple,
des carences en carbone au moment de la phase de multiplication cellulaire peuvent fortement
affecter le diametre final du fruit (Wiinsche et Lakso, 2000). L’accroissement cellulaire
dépend de la pression de turgescence dans la cellule, qui elle-méme résulte de
I’approvisionnement en eau et de la richesse en solutés. La température moyenne au cours de
la phase de croissance de la pomme aura une influence sur sa fermeté a la récolte. Dans des
conditions climatiques plus fraiches, les pommes sont généralement plus fermes avec des
cellules et des espaces intercellulaires de taille réduite (Volz et al., 2004). On notera également
que la charge de I’arbre aura une influence sur la qualité du fruit. Dans le cas de la variété
« Royal Gala », moins I’arbre produira de fruits, plus ces derniers seront fermes a la récolte
(Saei er al., 2011). La date de récolte sera également déterminante sur la qualité du fruit. La
récolte a maturité commerciale se situe généralement juste avant le pic climactérique, ce qui
aura pour effet de ralentir la phase I du ramollissement. Cependant, la date de récolte ne
modifie pas le taux de ramollissement qui a lieu durant la phase rapide II (Johnston et al.,

2002).

2.4.2 Les conditions post-récoltes

Les principaux parametres post-récolte qui auront une influence sur 1I’évolution de la texture
sont la température, I’humidité relative, les traitements post-récolte et 1’atmosphere de la

chambre de conservation.

Tout d’abord, la plupart des variétés sont conservées a des températures entre 0 et 3°C. Plus la
température est élevée, plus la vitesse d’évolution de la texture sera rapide. De plus, la
température optimale de conservation est souvent a définir pour chaque variété car elles
peuvent présenter des sensibilités différentes au froid. L’humidité relative (HR) est également
un facteur important. Tu et coll. (2000) ont étudié I’effet de I’'HR sur la qualité texturale de
pommes maintenues a 20°C. Ils ont démontré que des fruits conservés a une HR faible (30%)
présentent une perte de poids plus importante liée a une déshydratation plus importante.
Cependant, une humidité relative trop élevée (95%) favoriserait le développement de la
farinosité. Des traitements post-récolte peuvent également étre réalisés afin d’allonger la
durée de conservation des fruits. L’application de calcium au cours du développement du fruit

ou lors du stockage contribuerait par exemple a maintenir la fermeté du fruit au cours de la

conservation. La formation d’une structure en boite a ceufs au niveau de la lamelle moyenne
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N

via le calcium contribue ainsi a maintenir 1’adhésion cellulaire (Ortiz et al., 2010). Des
traitements au 1-MCP, un inhibiteur des récepteurs membranaires de I’éthylene, sont souvent
utilisés pour ralentir la maturation des pommes (Watkins, 2006). Une autre méthode tres
courante pour conserver les pommes apres la récolte est le stockage en chambre froide sous
atmosphere controlée, appauvrie en O et enrichie en CO». Ces conditions ont pour objectif de
maintenir le fruit dans la phase I du ramollissement en bloquant la voie de biosynthese de
I’éthylene. En effet, ’activité enzymatique de I’ ACC oxydase est inhibée par une faible teneur
en Oy et I'activité enzymatique de I’ACC synthase est inhibée par le CO> (Gorny et Kader,
1997). Ainsi, la méthode de conservation du fruit employée aura un impact sur sa durée de

conservation et sur la rapidité d’évolution de la texture.

La texture est un caractére complexe qui résulte de D’interaction de différents
facteurs, génétiques et environnementaux. Elle est décrite par un grand nombre de
descripteurs sensoriels corrélés et difficiles a évaluer individuellement. Il s’agit d’un
caractere dynamique qui évolue en cours de conservation et qui peut aboutir a des
textures rédhibitoires telles que la farinosité. Un des objectifs important pour la filiere

est le maintien des qualités texturales le plus longtemps possible en conservation.
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3 LES DEUX COMPOSANTES PRINCIPALES
ASSOCIEES AUX EVOLUTIONS TEXTURALES EN
COURS DE CONSERVATION

De nombreuses études se sont attachées a décortiquer les mécanismes moléculaires et
physiologiques mis en jeu et ont permis de mettre en évidence deux éléments majeurs
associés a 1’évolution de la texture: le métabolisme de la paroi cellulaire et les régulations

hormonales.

3.1 La paroi primaire, un acteur majeur dans la qualité texturale

Le ramollissement observé au cours de la maturation des fruits est associé a des modifications

structurales au niveau de la paroi cellulaire et a une baisse de la pression de turgescence.

3.1.1 Structure et composition de la paroi cellulaire
3.1.1.1 Structure générale de la paroi cellulaire

Les cellules végétales sont entourées d’une paroi, structure complexe déterminante dans le
maintien et la cohésion cellulaire. Elle peut étre formée de trois couches distinctes : la lamelle
moyenne, la paroi primaire et la paroi secondaire (Figure 8). La paroi secondaire, absente

dans les cellules du parenchyme du fruit, ne sera pas décrite dans ce mémaoire.

La lamelle moyenne est synthétisée lors de la division cellulaire. Elle forme la couche la plus
externe de la paroi et est essentiellement composée de pectines. Leur capacité a se lier avec
les ions calcium leur confere un rdle majeur dans 1’adhésion des cellules les unes avec les

autres, assurant ainsi la cohésion tissulaire (Jarvis et al., 2003).
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La paroi primaire, formée lors de la croissance cellulaire, est constituée d’un réseau de fibres
cellulosiques entrelacé dans une matrice amorphe composée d’hémicelluloses, de substances
pectiques et de glycoprotéines de structure. La paroi primaire des fruits charnus est une paroi
de type I caractérisée par des hémicelluloses de type xyloglucane et par une teneur en pectines
d’environ 20 a 35% (Carpita et Gibeaut, 1993). Elle forme une paroi fine et élastique
considérée comme 1’armature rigide de la paroi. Elle détermine la forme et la taille des
cellules en résistant a la pression de turgescence exercée par la vacuole. De plus, elle est
fortement hydratée (65%). Elle est capable d’absorber et de conserver de 1’eau en faible
quantité ce qui contribue également au maintien de sa structure (Bonnin et Lahaye, 2013). Sa
composition chimique et sa structure assurent un role dans la cohésion cellulaire. Le réseau
cellulose-xyloglucanes assure la rigidité de la paroi cellulaire et lui confere une résistance aux
tensions contrairement au réseau pectique qui assure la résistance aux compressions (Mccann
et al., 1990). La paroi est également riche en protéines de structures, appelées glycoprotéines
et qui représentent environ 10% de la paroi cellulaire. Parmi celles-ci, on distingue les

expansines, probablement impliquées dans 1’élongation cellulaire.

3.1.1.2 La cellulose

La cellulose représente environ 20 a 30% de la matiere seche des parois primaires (Carpita et
McCann, 2000). Il s’agit d’un polymere d’unités de B-D-glucose reliées entre elles par des
liaisons B(1—4). Les macromolécules de cellulose sont reliées entre elles par des liaisons
hydrogenes formant des chaines de microfibrilles de cellulose (Figure 9). Ce sont des fibres
longues, rigides et inextensibles, constituant ainsi la trame rigide de la paroi a I’origine de ses
propriétés mécaniques (Rose, 2003). Cette organisation confere a la paroi une résistance aux

dégradations physiques, chimiques et enzymatiques (Lerouxel et al., 2006).

Les microfibrilles de cellulose sont synthétisées au niveau de la membrane plasmique a partir
d’UDP-glucose et d’ADP-glucose formés dans le cytosol, grace a des enzymes appelées les

cellulose synthases (CESAs).
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3.1.1.3 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent environ 30 a 35 % de la matiere seche de la paroi. Elles
constituent un groupe de polysaccharides complexes qui se caractérisent par leur solubilité
dans des solutions alcalines et leur insolubilité dans I’eau. Il s’agit d’un groupe hétérogene de
polymeres branchés et étroitement associ€s aux microfibrilles de cellulose par des liaisons
hydrogenes, contribuant ainsi au maintien d’une architecture pariétale et au renforcement de

la paroi cellulaire (Scheller et Ulvskov, 2010).

Les hémicelluloses contiennent plusieurs sucres a cinq atomes de carbone (sucres C5), tels
que le xylose ou I’arabinose, et des sucres C6 tels que le glucose, le mannose ou le galactose.
On distingue trois familles de polysaccharides: les xyloglucanes (XyG), les
galactoglucomannanes (GgM) et les glucuronoxylanes (GuX) dont les plus abondants dans la
pomme sont les xyloglucanes, représentant environ 20 a 25 % du poids sec de la paroi
primaire (Renard et al., 1992). Les xyloglucanes possedent un squelette composé de B-(1,4)-
D-glucose dont 75 % des résidus glucose sont substitués en position O6 par des chaines
latérales mono-, di- ou tri-saccharidiques. Une nomenclature des structures de xyloglucanes
en fonction des différentes chaines latérales a été établie par Fry et coll. (1993). Les
galactoglucomannanes représentent la deuxieme famille d’hémicelluloses, présente seulement
a I’état de traces dans la pomme (Voragen et al., 1986a). Les glucomannanes ont un squelette
de résidus D-mannose et D-glucose liés en -1,4. Le D-glucose peut étre sustitué en a-1,6 par
des résidus D-galactose, formant ainsi des galactomannanes. Les hémicelluloses sont souvent

acétylées.

Les hémicelluloses sont synthétisées dans 1’appareil de Golgi et transportées jusqu’a la paroi
via des vésicules sécrétoires. Elles sont synthétisées par des glucosyltransférases (cellulose-
synthases like (CSL), xylosyl/fucosyl/galactosyltransférases) localisées dans les membranes

de Golgi (Somerville et al., 2004).

La croissance de la paroi cellulaire sous I’action de la pression de turgescence pourrait étre
permise grace a un phénomene de rupture et de reformation des liaisons glucosidiques dans le
squelette des xyloglucanes via des xyloglucanes endotransglycosylases/hydrolases (XTHs)
(Rose, 2003). Ainsi, les XTHs peuvent avoir deux effets radicalement opposés :

- Tactivité des xyloglucanes endotransglycosylases (XETs) conduit a la rupture des

chaines de xyloglucanes,
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- Tactivité des xyloglucanes endohydrolases (XEHs) conduit a des raccourcissements

irréversibles des chaines.

La dégradation des hémicelluloses est réalisée par un groupe d’enzymes appelées les
hémicellulases qui sont divisées en 2 groupes: les glycosides hydrolases (GHs) qui
hydrolysent les liaisons glycosidiques, et les carbohydrates esterases (CEs) qui hydrolysent

les liaisons esters des groupes latéraux acétate ou acide férulique (Scheller et Ulvskov, 2010).

3.1.1.4 Les pectines

Un réseau de pectines consolide ce maillage. Les pectines constituent I’élément majeur de la
paroi en représentant environ 50 a 70 % du poids sec de la paroi des fruits charnus (Renard et
al., 1993; Mohnen, 2008). Les pectines sont caractérisées par une teneur élevée en acide
galacturonique et sont formées de la juxtaposition de régions lisses et hérissées. On distingue
trois domaines structuraux : les homogalacturonanes (HGs), les rhamnogalacturonanes de

type I (RGsl) et de type II (RGsII) (Figure 10).

Les régions «lisses » ou homogalacturonanes sont des polymeres d’acide a-(1,4)-D-
galacturonique souvent substitués par des groupements méthyles esters sur la fonction acide et
parfois acétylés sur les hydroxyles libres (Voragen et al., 1986b). Ils constituent le domaine
pectique majoritaire représentant environ 60% des pectines totales (Mohnen, 2008; Voragen
et al., 2009). Les HGs sont caractérisés par leur degré de méthylestérification (DM) qui
correspond au nombre de fonctions acides méthyle-estérifiées pour 100 unités d’acide
galacturonique. Les pectines de pomme sont hautement méthylées avec un DM d’environ 65 a
75 %, variant en fonction du stade de développement du fruit ou de la variété (de Vries et al.,
1983; Billy et al., 2008). Un baisse de DM peut avoir deux conséquences opposées: i) la
formation d’un gel pectique grace a la création de ponts calciques, ii) une meilleure
accessibilité de la chaine d’HGs a des enzymes pariétales participant a la dégradation des
parois. La formation des ponts calciques semble nécessiter la succession de 7 a 20 acides
galacturoniques. Ils contribuent a la formation de structures tres stables assurant une cohésion
cellulaire au niveau de la lamelle moyenne (Ralet er al., 2001). La lamelle moyenne est

effectivement principalement composée de pectines de type HGs (Jarvis et al., 2003).

Les pectines présentent également des régions « hérissées » ou rhamnogalactunonanes,

minoritaires dans les pectines de pomme. Les RGsl sont constitués d’une chaine principale
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d’acide galacturonique alternant avec du rhamnose et des chaines latérales riches en oses
neutres (galactose, arabinose). Des études in vitro ont montré 1’existence d’interactions entre
les chaines latérales d’oses neutres et la cellulose, révélant un rdle potentiel de ces domaines
pectiques dans le contrdle des propriétés mécaniques de la paroi (Zykwinska et al., 2005). Les
RGslI présentent une structure beaucoup plus complexe mais treés conservée au sein du regne
végétal (Voragen et al., 2009). Ils sont formés d’une chaine principale d’acide galacturonique
portant des ramifications d’oses complexes tels que le rhamnose ou 1’apiose. Les RGsllI
affecteraient la porosité, la résistance et la flexibilité de la paroi (Pérez et al., 2003). Les RGsI

et RGslI seraient absents de la lamelle moyenne.

Les pectines assurent la perméabilité de la paroi cellulaire et ont ainsi un rdéle dans les
échanges intercellulaires. Elles régulent la porosité, I’hydratation et le pH des parois par leurs
charges (Carpita et McCann, 2000). Par ailleurs, les pectines déméthylées sont chargées
négativement, elles peuvent alors se lier aux cations Ca** et former une structure appelée
«boite a ceufs » (Morris et al., 1982). Ces structures peuvent emprisonner des molécules
d’eau et former un réseau de nature gélatineuse assurant 1’adhésion entre cellules. Les
pectines peuvent également se lier aux xyloglucanes par des liaisons covalentes (Thompson et
Fry, 2000) et aux microfibrilles de cellulose (Zykwinska et al., 2008). Il en résulte une

participation des pectines au maintien de la cohésion cellulaire.

De la méme facon que les hémicelluloses, les pectines sont synthétisées dans les vésicules
golgiennes et sécrétées dans la paroi par exocytose. De par la complexité de leur structure, de
nombreuses enzymes sont impliquées dans :
- leur synthese: des glycosyltransférases (GTs), méthyltransférases ou
acétyltransférases (Harholt et al., 2010),
- leur remodelage : les pectines méthylestérases (PMEs), polygalacturonases (PGs) ou

pectate lyases (PLs) (Wolf et Greiner, 2012).

3.1.2 Modification de la paroi au cours de la maturation du fruit

La paroi végétale est une structure dynamique. Sa composition et sa structure sont fortement
remaniées au cours des différents stades de développement du fruit, impliquant une série
coordonnée de processus biochimiques comme la synthése des composés pariétaux, pendant
la phase de croissance du fruit, puis leur réarrangement ou leur dégradation pendant la phase

de maturation (Brummell et al., 2004; Goulao et Oliveira, 2008). Ces réarrangements
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structuraux sont liés a 1’action d’enzymes pariétales, toutes susceptibles d’étre des protéines
candidates affectant les modifications texturales du fruit au cours de la maturation (Brummell

et Harpster, 2001).

Un des éveénements majeurs associé au ramollissement des fruits est la dépolymérisation et la
solubilisation des pectines qui contribueraient a la perte d’adhésion cellulaire (Harker et
Hallett, 1992). Des modifications des HGs et des RGsl ont été décrites en lien avec les
événements de maturation du fruit (Goulao, 2010; Pefia et Carpita, 2004; Gwanpua et al.,

2014).

Tout d’abord, d’importantes modifications sont observées au niveau des HGs, principaux
constituants de la lamelle moyenne. Les principales enzymes associées au remodelage des
pectines de type HGs sont les pectines méthylestérases (PMEs) et les endo-polygalacturonases
(PGs). Les PMEs, responsables de la dé-méthylestérification des pectines, permettraient de
« désencombrer » les chaines de GalA alors accessibles aux PGs (Goulao, 2010). Une
augmentation de I’activité des PMEs a été mesurée au cours du développement du fruit, suivie
d’une baisse d’activité au cours de la maturation en lien avec la perte de fermeté (Goulao et
al., 2007; Wei et al., 2010). Cependant, aucune variation significative du degré de
méthylestérification des pectines (Billy et al., 2008; Gwanpua et al., 2014) ou de I’expression
du gene MdPME]1 (Goulao et al., 2008) n’a été observée au cours du stockage. Ainsi, le role
des PMEs dans la maturation de la pomme est toujours en discussion, aucune validation
fonctionnelle chez la pomme n’ayant encore pu appuyer un role éventuel. Les PMEs
appartiennent a une grande famille multigénique (66 isoformes chez Arabidopsis thaliana)
dont les fonctions peuvent varier selon 1’isoforme considéré (Louvet et al., 2006). Ceci
expliquerait alors en partie pourquoi la déméthylestérification des pectines par les PMEs est
parfois associée a une perte de fermeté, comme chez la péche (Murayama et al., 2009) ou la
fraise (Lefever et al., 2004), ou parfois 2 un maintien de la fermeté comme chez la tomate
(Phan et al., 2007) ou I’abricot (Botondi et al., 2003). Les pectines déméthylées sont ainsi
susceptibles d’étre dégradées par les PGs ou de réagir avec les cations bivalents, rendant la
structure plus cohésive. Le role des PGs est beaucoup moins controversé. L’activité
enzymatique des PGs, tres faible en début de stockage, augmente nettement apres quatre mois
de conservation (Gwanpua et al., 2014). L’étude de plantes transgéniques de « Royal Gala »
sur-exprimant le géne Md-PGI1 a permis de caractériser plus finement son rdle. Il a pu étre

associé a une perte d’adhésion cellulaire (Atkinson et al., 2002, 2012; Wakasa et al., 2006;
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Tacken et al., 2010) dans les stades tardifs de la maturation de la pomme (Ireland et al.,

2014).

Dans une moindre mesure, des modifications ont également été reportées sur les domaines
pectiques de types RGsl. Parmi les événements précoces, la perte de galactose des RGsl a été
observée chez la pomme, principalement au cours de la phase d’élongation cellulaire. Les
RGsl présentent des lors principalement des ramifications riches en arabinose qui seront elles-
mémes dégradées au cours des stades avancés de la maturation de la pomme (Pefia et Carpita,
2004; Gwanpua et al., 2014). Ce phénomene semble €tre en concordance avec la perte de
fermeté, suggérant un role potentiel des B-galactosidases (Gwanpua et al., 2014) ou des o-

arabinofuranosidases (Nobile et al., 2011) dans le ramollissement de la pomme.

Des études plus récentes ont également suggéré des modifications des xyloglucanes par les
XTHs. Une augmentation de I’activité enzymatique des XETs a été détectée apres 1’arrét de la
croissance du fruit; elle se maintiendrait stable durant toute la période de conservation
(Goulao et al., 2007). Atkinson et coll. (2009) ont mis en évidence un pic d’expression des
genes MdXTH?2 et MAXTHI0 au cours de la maturation de « Granny Smith ». Ces 2 génes
XTHs présentent une réponse différente a un traitement exogéne d’éthyléne sur « Golden » :
seul MdXTH 10 présente une expression éthylene-dépendante (Mufioz-Bertomeu et al., 2013).
Cependant, aucune dépolymérisation des xyloglucanes n’a été observée chez « Braeburn » : la
quantité de xylgolucanes reste constante au cours de la maturation (Percy et al., 1997). Le role
des XTHs reste encore a déterminer mais ces premiers résultats suggerent que certains genes
XTHs ont un rdle spécifique dans la maturité et qu'une régulation hormonale par I’éthylene

est partiellement impliquée.

La plupart des études réalisées portent sur des modifications pariétales au cours de la
conservation et se sont limitées a la perte de fermeté. De récentes études ont porté sur la
corrélation des modifications des pectines avec plusieurs descripteurs sensoriels (Billy et al.,
2008) ou sur la détection de QTLs de descripteurs sensoriels et de la composition chimique
des hémicelluloses (Galvez-Lopez et al., 2011). La farinosité et le fondant semblent corrélés
avec la teneur en GalA des pectines solubles (WSP) et avec le degré d’acétylation du matériel

insoluble a I’alcool (Billy et al., 2008).
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3.1.3 Implication de la pression de turgescence

La pression de turgescence est due a la contrainte exercée par les liquides intracellulaires
contre les parois. Elle est fonction de la différence des potentiels hydriques de la vacuole et du
milieu extracellulaire et est alors fortement dépendante de la différence de pression osmotique
entre ces deux compartiments. Elle est définie comme la force motrice de I’expansion
cellulaire dans les organes en développement. Elle participe au maintien de la forme cellulaire
et du port végétal (Jarvis, 1998). Elle aurait également un rdle dans le ramollissement des
fruits, bien que mal défini.

Des modifications de la pression osmotique de tissus parenchymateux de pommes ou de
poires, a 1’aide de solutions de mannitol a différentes concentrations, ont permis de souligner
I’effet de celle-ci sur le mode de rupture des cellules. Une pression de turgescence élevée a été
associée a une rupture de la paroi des cellules. Inversement, si la pression de turgescence est
faible, les tissus présentent un « décollement des cellules » les unes par rapport aux autres
(Jarvis et al., 2003). Cependant, le role de la pression de turgescence sur les modifications
texturales ne semble pas si évident. Harker et Hallett (1992) ont souligné une pression de
turgescence €levée dans des pommes farineuses par rapport a des pommes non farineuses.
Cette pression de turgescence contribuerait a rendre les cellules plus rondes, a augmenter les
espaces intercellulaires et ainsi a diminuer 1’adhésion cellulaire (Harker et Hallett, 1992; De
Smedt et al., 1998). Or, Tong et coll. (1999) ont montré une corrélation positive entre la
fermeté mesurée par pénétrométrie et la pression de turgescence au cours du stockage de
différentes variétés de pommes. A partir d’une étude portant sur 27 variétés de pommes,
Iwanami et coll. (2008) confirment cette baisse simultanée de la fermeté et de la pression de
turgescence pour les variétés non farineuses. Cependant, ils soulignent également que cette
corrélation ne semble pas s’appliquer aux variétés farineuses : plus elles sont farineuses,

moins la baisse de pression de turgescence est importante.

Le maintien de la pression de turgescence au cours de la maturation du fruit est
principalement associé a la dégradation de I’amidon en sucres solubles dans les vacuoles
(Archbold, 1992). En revanche, les mécanismes associés a une baisse de turgescence des
cellules au cours de la maturation du fruit sont encore hypothétiques. Ils résulteraient d’une
accumulation de solutés dans 1’apoplasme, modifiant ainsi les flux entre compartiments intra-
et intercellulaires (Handa er al., 2011). Ces variations du potentiel osmotique peuvent
s’expliquer par la modification de la perméabilité des membranes cytoplasmique et vacuolaire

ou par la modification de la concentration en osmolytes apoplastiques en réponse aux
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modifications pariétales. Le role de la transpiration du fruit a également été souligné chez la
tomate. Elle modifierait directement les flux hydriques qui semblent corrélés avec une perte
de fermeté. La régulation de la transpiration est intrinsequement liée aux caractéristiques de la
cuticule (e.g épaisseur, lenticelles) qui joueraient également un rdle dans les différences

texturales du fruit (Saladié et al., 2007).

3.2 Larégulation hormonale de la maturation

3.2.1 Lerole de I’éthylene

Les fruits sont classés en deux grandes catégories : les fruits climactériques (la pomme, la
tomate, le kiwi) et les non-climactériques (le raisin, la fraise). Ils se distinguent par une crise
climactérique décrite comme une augmentation de la respiration des le début de la maturation,
qui coincide avec un pic dans la synthése d’éthyleéne. Le role exact de la crise climactérique
pose encore question, mais les principales hypotheéses sous-tendent un rdle dans la
coordination et dans la synchronisation du processus de maturation des fruits (Handa et al.,
2011). On notera que la tomate est I’espece modele utilisée pour étudier la maturité du fruit.
Cependant, la tomate présente un fort ramollissement contrairement a la pomme (Johnston et
al., 2002), ce qui suggere d’importantes différences d’évolution de la texture des fruits au

cours de la maturation de chacune de ces especes.

La production d’éthylene chez les fruits climactériques fait intervenir deux systémes de
régulation décrits par Lelievre et coll. (1997). Les fruits climactériques en développement
présentent un faible niveau de production d’éthylene correspondant au systeme 1. Le début de
la crise climactérique marque le passage au systeme 2, actif pendant la phase de miirissement

du fruit. L’éthyleéne est alors produit de fagon autocatalytique (Poel et al., 2012).

Deux approches sont régulierement utilisées pour étudier le réle de 1’éthylene : 1) I’application
exogene d’éthylene ou d’inhibiteurs chimiques de son action, tel que le 1-methylcyclopropene
(1-MCP) pouvant se lier aux récepteurs de 1’éthylene (Watkins, 2006), ii) 1’utilisation de
plantes transgéniques chez lesquelles les voies métaboliques de 1’éthylene sont perturbées
(Dandekar et al., 2004; Schaffer et al., 2007; Pech et al., 2008; Atkinson et al., 2011). L’étude
de pommiers transgéniques pour lesquels la voie de biosynthese de 1’éthyléne a été perturbée
montre une suppression de la production d’éthylene et un processus de maturation fortement

ralenti. Ce ralentissement se traduit par un allongement de la durée de conservation, par un
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maintien de la fermeté et par une diminution de la production de composés volatils durant la
conservation (Dandekar et al., 2004; Schaffer et al., 2007). Les mémes conclusions ont été
reportées pour d’autres especes climactériques telles que la tomate (Klee et Giovannoni,
2011), le melon (Pech et al., 2008) ou le kiwi (Atkinson et al., 2011). Par ailleurs, une
application exogene d’éthyléne sur ces plantes transgéniques a des stades de maturation
différents a permis de mettre en évidence des différences de sensibilité a 1’éthylene entre des
événements précoces ou tardifs (Johnston et al., 2009; Tacken et al., 2010). Ces résultats

soulignent le role central de I’éthyléne dans la maturation du fruit.

Cependant, quelques études ont démontré la coexistence de voies de régulation éthylene-
dépendante et éthylene-indépendante impliquées dans la maturation du fruit. L application de
doses croissantes d’éthylene sur des plantes transgéniques de « Royal Gala » souligne une
sensibilité a I’éthylene différente selon les évenements. Des événements précoces tels que la
conversion d’amidon en sucres solubles sont peu sensibles a 1’éthyléne, contrairement aux
événements plus tardifs tels que la perte de fermeté (Johnston et al., 2009). Des melons
transgéniques surexprimant le gene codant pour I’ACC-oxydase (enzyme impliquée dans la
voie de biosynthese de 1’éthylene) présentent un maintien global de leur fermeté. Une 1égere
baisse de fermeté est malgré tout observée. Cette baisse a également été associée a
I’existence de voies de régulation éthyleéne-indépendantes (Guis et al., 1997). Toutefois, ces
conclusions sont a nuancer car des études réalisées sur la tomate ont démontré que des résidus
d’éthylene mesurés dans des plantes transgéniques de tomates seraient suffisants a activer
certaines PGs qui ont une tres forte sensibilité pour I’éthylene (Sitrit et Bennett, 1998). Un
modele basé sur cette idée de sensibilité des genes a la dose d’éthyléne a récemment été
proposé pour la pomme (Ireland et al., 2014). 11 décrit I’intervention successive de certaines
enzymes pariétales dans le ramollissement, en fonction de la concentration en éthylene

(Figure 11).

La premiere phase du «softening » décrite par Johnston et coll. (2002) correspond a
I’acquisition de la compétence a mdrir du fruit, ce dernier produit alors peu d’éthylene
(systtme 1). Le léger ramollissement observé durant cette phase est associé a une forte
expression des EXP3 et EXP5 qui est indépendante de I’éthylene. La phase rapide du
ramollissement présente une expression importante des EXPI ainsi qu’une abondance
d’expansines dans la paroi. Par la suite, la concentration d’éthyléne augmente grace a la

capacité du fruit a produire de I’éthyléne de facon auto-catalytique (systeme 2). On observe
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alors un fort ramollissement du fruit associé aux activités enzymatiques des AFasel,
BGALIO0I et PG1 dont I’expression est éthylene-dépendante. Il est important de noter que ce
modele est basé sur les genes de paroi déja identifiés dans la maturation de la pomme. De
plus, ce modele ne prend pas en compte le froid qui agit également comme un régulateur du
ramollissement a la fois indépendamment, et de concert avec la voie de 1’éthylene (Tacken et
al., 2010). L’étude de melons transgéniques altérés pour la voie de biosynthese de 1’éthylene
puis traités au 1-MCP a montré que les génes au sein d’'une méme famille peuvent étre régulés
de facon différente par I’éthylene. Par exemple, 1’expression du gene MPGI est éthylene-
dépendante alors que celle de MPG?2 est éthylene-indépendante (Nishiyama et al., 2007).
Ainsi, les mécanismes de régulation au cours des processus de maturation des fruits
climactériques sont des phénomenes tres complexes qui présentent encore de nombreuses
inconnues. Par ailleurs, malgré le role majeur de I’éthyleéne, d’autres phytohormones semblent

impliquées dans les processus de régulation associés a la maturation des fruits.

3.2.2 Lerole des autres phytohormones

Les progres réalisés en génomique et le développement des méthodes d’analyse haut-débit ont
considérablement contribué a préciser les régulations hormonales impliquées dans la
maturation des fruits. Les plus grandes avancées sont observées sur la tomate, mais de
nombreuses données existent sur d’autres especes (McAtee et al., 2013). Un schéma général
des changements hormonaux impliqués dans le développement et le miirissement du fruit a
été proposé¢ par McAtee et coll. (2013) (Figure 12). L’auxine, les cytokinines, les
gibbérellines et I’acide abscissique sont principalement impliqués dans la croissance du fruit

tandis que I’éthyleéne a un roéle majeur au cours du mirissement des fruits climactériques.

L’ensemble de ces hormones a également été spécifiquement associé a la maturation de Malus
X domestica. Par exemple, une importante concentration d’acide abcissique endogene a été
mesurée dans les premiers stades de développement de la pomme (Kondo et al., 2000).
L’auxine serait également impliquée dans la croissance du fruit en induisant I’élongation
cellulaire (Devoghalaere et al., 2012). La suppression du gene rin-like MADS-box dans
« Royal Gala » a pour effet le maintien élevé de la concentration en auxine et une absence de

maturation (Schaffer et al., 2013; Ireland et al., 2013).
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Le role des jasmonates (JA) est rarement intégré dans les modeles hormonaux associés a la
maturation des fruits tels que celui proposé par McAtee et coll. (2013) (Figure 12). De
nombreuses études ont pourtant souligné un role des JA dans la maturation des fruits. Tout
d’abord, le dosage de JA endogenes a permis de mettre en évidence un pic de production de
JA précédant de peu le pic de synthese d’éthyleéne, suggérant un role des JA dans I’induction
du systeme 2 de production d’éthylene (Fan er al., 1998; Kondo et al., 2000). Par ailleurs,
I’application de JA exogenes peut accélérer ou ralentir le mlrissement du fruit selon 1’espece
(Kondo et al., 2007; Ziosi et al., 2008; Soto et al., 2012; Concha et al., 2013) ou le stade de
développement (Miszczak et al., 1995) considérés, ainsi que selon la dose appliquée (Fan et

al., 1998). Les jasmonates ont donc également un rdle dans la maturation des fruits.

Quelle que soit la phytohormone considérée, les roles et modes d’action sont moins bien

caractérisés que celui de I’éthylene et nécessitent de plus amples investigations.

L’évolution de la texture du fruit implique des modifications hormonales et pariétales
coordonnées qui ont lieu tout au long de la croissance et de la maturation du fruit. Les
modifications pariétales tardives sont des événements régulés majoritairement par
I’éthylene, contrairement aux événements précoces qui sont souvent décrits comme
éthylene-indépendants. Le role des hormones végétales, autres que I’éthylene, est encore
méconnu a ce jour mais présente un intérét grandissant. Les interactions possibles entre
les différentes voies de signalisation hormonale ajoutent un niveau de complexité au

modele existant.
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4 LES BASES MOLECULAIRES DE LA TEXTURE DE
LA POMME

4.1 Les apports des études génétiques chez Malus x domestica

Malus x domestica étant une espece d’importance économique mondiale, elle est donc tres
étudiée. Le pommier est un sujet d’étude difficile de par ses caractéristiques morphologiques
(port volumineux des arbres, culture en vergers), génétiques (auto incompatibilité) et
physiologiques (période juvénile). Depuis peu, les notions de plasticité phénotypique et
adaptative des plantes ligneuses a leur environnement ont été reliées a la composante
épigénétique chez les especes forestieres (Briautigam et al, 2013), ajoutant un degré de
complexité jusqu’alors sous-estimé (cette dimension ne sera pas abordée dans ce mémoire).
Malgré ces contraintes, il existe un tres grand nombre de programmes d’amélioration des
plantes portant principalement sur les résistances aux maladies et sur la qualité du fruit. De
nombreuses études ont été réalisées sur 1’étude des loci impliqués dans la variation de
caracteres quantitatifs (QTLs) tels que la qualité du fruit. Des QTLs majeurs liés a la texture
du fruit ont été identifiés au sein de différentes populations sur les groupes de liaison (LG)
suivants : LGO1, LG08, LG10 et LG15 (King et al., 2000; Maliepaard et al., 2001; Seymour
et al., 2002; Kenis et al., 2008).

Ces études génétiques ont permis d’identifier de nombreux geénes candidats présents sous ces
QTLs. On distingue des genes impliqués dans la voie de biosynthese de I’éthylene tels que
Md-ACOI1 sur le LG10 (Costa et al., 2005), Md-ACS1 (Oraguzie et al., 2004; Costa et al.,
2005) et Md-ACS3 (Bai et al., 2012) ainsi que des genes impliqués dans les modifications
pariétales tels qu’un gene codant pour une expansine, Md-Exp7, sur le LGO1 (Costa et al.,
2008), une polygalacturonase, Md-PG1, sur le LG10 (Longhi et al., 2013), une pectine lyase,
Md-Pel, sur le LG14 et une xyloglucane endotransglycosilase, Md-XET (Longhi et al., 2012).

L’importance de Md-PG1 a pu €tre appuyée par des études moléculaires montrant une étroite
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corrélation entre le niveau d’expression du gene et la perte de fermeté au cours du stockage
(Wakasa et al., 2006). L’ensemble de ces études génétiques a porté sur la cartographie de
QTLs liés a la fermeté instrumentale ; peu sont li€s a la farinosité. Une étude intégrant des
données sensorielles, instrumentales, biochimiques et histologiques, a permis 1’identification
d’un QTL associé a la farinosité sensorielle sur le LGO4. 11 colocalise avec d’autres QTLs

associés a la fermeté sensorielle et instrumentale (pénétrométrie), et a des teneurs en

xyloglucanes (Galvez-Lopez et al., 2011).

Par ailleurs, I’héritabilité de descripteurs sensoriels a été estimée sur des populations en
pedigree autour de 0,3 a 0,6 (Alspach et Oraguzie, 2002), a 0,55 pour la perte de fermeté
(Iwanami et al., 2008). La faible héritabilité et le nombre important de QTLs spécifiques
identifiés (année, lieu ou fond génétique) soulignent la complexité de I’architecture génétique

de la texture du fruit (Chagné et al., 2014).

4.2 Les apports de la génomique fonctionnelle

L’étude des bases moléculaires d’un caractere repose soit sur des approches genes candidats
comme nous I’avons présenté tout au long de ce chapitre, soit sur des approches sans a priori

réalisées sur I’ensemble du génome.

Le développement des puces a ADN a permis un essor considérable de la génomique
fonctionnelle en rendant possible I’étude simultanée d’un nombre important de transcrits issu
d’un tissu d’un individu a un moment donné. Les premieres puces a ADN développées pour
étudier la maturation de la pomme ont été développées a partir de séquences « expressed
sequence tag » (ESTs). Les ESTs sont des séquences générées a partir des banques d’ ADNCc.
Lee et coll. (2007) ont développé une puce contenant 3 484 ADNCc pour étudier 1’expression
des genes au cours des premiers stades de développement de la variété « Fuji ». Par la suite,
un programme de séquengage d’ESTs a été réalisé a partir de plus de 43 banques d’ADNc de
différents tissus de pommes, principalement issues de la variété « Royal Gala ». La base de
données générée contient environ 150 000 ESTs dont 42 983 non redondants (Newcomb et
al., 2006). A partir de ces ESTs, une puce a 13 000 oligonucléotides a été développée pour
I’étude du développement et de la maturation de « Royal Gala » (Janssen et al., 2008). Cette

puce a également permis I’identification de 17 genes candidats régulés par 1’éthylene et

impliqués dans la production de composés aromatiques de lignées transgéniques de « Royal
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Gala » (Schaffer et al., 2007). Une étude comparative entre la pomme et la tomate a été
réalisée afin d’identifier des genes orthologues impliqués dans le contrdle de la maturité des
fruits climactériques (Costa et al., 2010). Une autre puce haute densité représentant 23 997
unigenes a été développée pour I’étude du transcriptome de deux cultivars a texture contrastée
a la récolte. Les variétés « Honeycrisp » et « Cripps Pink » différent par leur fermeté et leur
précocité. « Honeycrisp » est une variété précoce, croquante et peu ferme contrairement a
« Cripps Pink » qui est tardive et ferme. Les principales catégories fonctionnelles identifiées
sont associées aux voies hormonales (éthyléne, auxine, gibbérellines) et au remodelage de la
paroi cellulaire (dégradation des hémicelluloses) (Zhu et al., 2012). Ainsi, de nombreuses
études transcriptomiques ont été réalisées mais elles ciblaient soit la cinétique de maturation
d’une variété, soit la comparaison de variétés a un temps donné. Elles aboutissent pour la
plupart aux mémes conclusions quant aux catégories fonctionnelles impliquées dans la
maturation du fruit, mais elles convergent rarement sur des genes candidats impliqués dans les

différences d’évolutions texturales.

4.3 Séquencage du pommier et développement de la puce AryANE vl

4.3.1 Le séquencage du pommier

Le génome du pommier domestique (Malus x domestica Borkh.) fut le premier complétement
séquencé dans la famille des Rosacées. Le génome du pommier est estimé a 742,3 millions de
paires de bases (Mb). Il trouverait son origine dans une duplication chromosomique globale,
passant de 9 chromosomes a 17 chromosomes, qui se serait déroulée il y a environ 50 millions
d’années. L assemblage des contigs couvre environ 81% du génome (603,9 Mb), la partie non
assemblée étant constituée a 98% d’éléments répétés. 90,2% des genes annotés ont pu étre
positionnés sur les chromosomes. Ainsi, le nombre de genes codants est de 57 386, ce qui
représente un nombre élevé par rapport a la plupart des plantes supérieures telles
qu’Arabidopsis thaliana (27 228), le peuplier (45 654) ou le raisin (40 577). Ce nombre élevé

peut résulter de I’événement de duplication mais peut également provenir, dans une moindre

mesure, d’un effet de sur ou sous prédiction des annotations (Velasco et al., 2010).
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4.3.2 La puce AryANE v1.0

Le projet AryANE (Array Apple Nimblegen Expression, GAP-INRA 2010-2012) a permis le
développement d’un nouveau microarray d’expression couvrant I’ensemble des genes du
pommier. Le microarray AryANE v1.0 (Celton, Gaillard et al., 2014) comprend 126 022
sondes représentant ’ensemble des transcrits codants prédits sur le pommier ainsi que 153
précurseurs de microARNs. Chaque gene est représenté par une sonde sens (S) et par une

sonde anti-sens (AS).

Le support utilisé dans un premier temps a été une lame a oligonucléotides synthétisés in situ
par la technologie MAS (Maskless Array Synthetiser). Les lames synthétisées par Nimblegen
sont des multiplexes de 12 puces pouvant chacune contenir 135000 sondes de 60
oligonucléotides. Le design des sondes a été réalis€ par 1’équipe de bioinformatique du
laboratoire et par celui de la société Nimblegen. Ils ont identifié une série de dix sondes,
présentant une température de fusion (TM) d’environ 60°C dans la partie 3’ de chaque
séquence codante (CDS), la contrainte en 3’ étant imposée par un amorcage des rétro-
transcrits issus de messagers par des oligodT et une efficacité de la reverse-transcriptase qui
diminue apres 1500 pb. Parmi les 10 sondes proposées, la plus spécifique a été sélectionnée
en interne (S. Gaillard) a 1’aide d’un algorithme adapté de SPADS (Thareau et al., 2003),
précédemment utilisé pour les puces CATMA (Crowe et al., 2003). Un code de spécificité des
sondes a été défini : le code 1 indique que la sonde est spécifique du gene sur les 60 bases, le
code 2 indique une « cross-hybridation » possible sur 20 nucléotides consécutifs, le code 3 sur
40 nucléotides consécutifs et le code 4 sur 60 nucléotides consécutifs, la sonde étant alors non
spécifique. La sonde AS est une sonde « miroir » de la sonde sens, portant ainsi le nombre

total de sondes a 126 022 dont 96 120 sont classées de 1 a 3.

La puce AryANE est le premier microarray couvrant la totalité des transcrits annotés du
pommier. Son originalité repose également sur la présence des sondes anti-sens (AS)
présentes pour tous les transcrits. La réalisation d’un atlas d’expression sur huit organes
différents du pommier a souligné I’importance des ARNs AS dans le fruit et dans les graines
(Celton, Gaillard et al., 2014). Les ARNs AS joueraient un rdle dans les mécanismes de
régulation assurant le contrdle de 1’expression génique par la production de nat-siRNA. Ils
interviendraient dans des phénomenes de « silencing » post-transcriptionnel en agissant

notamment sur I’expression des ARNs sens par appariement (Liu et al., 2014).
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Les approches génétiques menées jusqu’a présent sur le pommier ont permis de
mettre en évidence un grand nombre de facteurs génétiques impliqués dans la texture
du fruit ainsi que quelques genes candidats sous-jacents aux QTLs. Cependant, la
plupart des génes identifiés jusqu’a ce jour sont souvent des déterminants moléculaires
tardifs du ramollissement. Le décryptage de la séquence du génome du pommier et le
développement de la puce AryANE devraient apporter un nouvel éclairage sur les

mécanismes de régulation impliqués dans la maturation de la pomme.
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5 OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

L’étude bibliographique a permis de mettre en exergue la complexité du caractére textural de
la pomme. Il s’agit d’un caractere multifactoriel, dynamique et sensible a son environnement.
Deux grands processus sont associ€s a 1’évolution des propriétés texturales au cours de la
maturation du fruit : la dégradation des parois cellulaires et les régulations hormonales. La
plupart des investigations se sont en majorité limitées a quelques approches « genes
candidats » classiques. Ainsi, les connaissances sur les mécanismes moléculaires mis en jeu
restent encore tres parcellaires. Le décryptage récent de la séquence complete du pommier a
ouvert de nouvelles perspectives en génomique, avec notamment le développement des
approches de génomique sans a priori. Ainsi, le développement de ces approches permet

d’apporter des éléments de réponses complémentaires aux mécanismes moléculaires mis en

jeu dans le développement de la texture du fruit et d’identifier de nouveaux genes candidats.

Cependant, la texture est un caractere multifactoriel complexe résultant d’'une balance entre
fermeté, jutosité, farinosité, etc. Elle est essentiellement mesurée par analyse sensorielle, qui
reste un des indicateurs importants pour les professionnels de la filiere. La complexité du
caractere justifie I’absence de modele moléculaire expliquant les modifications texturales de
la pomme. Une vision synthétique de tous les processus mis en jeu s’avere €tre une premiere
étape nécessaire a une compréhension globale des mécanismes associés a la farinosité. C’est
pour cette raison que ces travaux ont porté principalement sur la farinosité, identifiée comme
un caractere défavorable et déterminée génétiquement, d’autant plus que la farinosité est un

caractere souvent délaissé au profit du ramollissement.
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L’objectif de cette these est d’identifier les déterminants moléculaires de la farinosité de la
pomme en s’appuyant sur des données phénotypiques déja accumulées au sein de I’équipe
FruitQual et sur la puce récemment développée, AryANE-v1. Une meilleure compréhension
des mécanismes mis en jeu aidera d’une part les sélectionneurs a mieux appréhender ce
caractere dans les programmes de sélection et, d’autre part, il peut aider au développement de
nouvelles méthodes pour optimier le controle de la gestion des stocks en production pour

I’ensemble des acteurs de la filiere.

Le travail a été organisé en deux étapes successives :

1. Une premiere étude transcriptomique a été réalisée sur un pool d’individus issus d’une
population en ségrégation afin de travailler dans un méme fond génétique et de limiter
ainsi les variations génétiques.

» Est-il possible d’identifier des marqueurs précoces de la farinosité au sein de

cette population ?

2. Une deuxieme étude transcriptomique a été réalisée sur un set de 40 variétés afin de se
soustraire de 1’influence du fond génétique. Cette analyse repose sur une hypothese
majeure : «les transcrits dont 1’abondance varie simultanément avec le phénotype
farineux sont liés a I’expression du caractere ».

» Existe-t-il un mécanisme moléculaire «universel » au sein de I’espeéce

conduisant a la farinosité de la pomme?

L’absence de test quantitatif permettant d’évaluer le caractere farineux nous a amené a

développer un nouveau test qui sera présenté et évalué tout au long de ce mémoire.

Finalement, les résultats obtenus ont permis de préciser ce qu’est la farinosité et nous ont
amenés a proposer une nouvelle définition de ce caractere. Ils apportent également un nouvel
éclairage sur les mécanismes moléculaires associés au développement de la farinosité de la

pomme.
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Analyse multi-dimensionnelle de la
farinosite : le role atypique d’'une
pectine méthylestérase au cours

de la maturation de la pomme
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CONTEXTE

La pomme est un fruit climactérique dont la texture évolue au cours de la conservation.
Certaines variétés développent des désordres texturaux tels que la farinosité, un caractere
rédhibitoire pour le consommateur. Il s’agit d’un caractere complexe qui nécessite I’emploi de
plusieurs descripteurs sensoriels pour la caractériser. Ainsi, une pomme est dite farineuse
quand elle est molle, seche et granuleuse. Les connaissances portant sur ce caractere sont tres
parcellaires, tant au niveau de sa caractérisation phénotypique que moléculaire, ce qui résulte
en partie des contraintes liées au modele d’étude Malus x domestica, et a la difficulté
d’analyser ce caractere complexe et dynamique. Afin de décortiquer les mécanismes mis en
jeu au cours de la farinosité, une analyse multi-échelle basée sur la combinaison d’analyses
phénotypiques, transcriptomiques et biochimiques a été réalisée sur six individus au cours du
développement et de la maturation de la pomme. Ces six individus, issus d’une population
ségrégant pour la farinosité (famille IM), ont été sélectionnés sur la base d’analyses

sensorielles conduites pendant six années consécutives.

Tout d’abord, une description texturale de ces génotypes a permis de souligner la différence
entre le ramollissement et la farinosité. Les sensations « farineuses » en bouches sont
indépendantes de la fermeté instrumentale du fruit. Cependant, on peut noter qu’une perte de
fermeté rapide semble conduire a la farinosité. Par ailleurs, I’observation histologique de
parenchymes de pommes farineuses et non-farineuses confirme 1’absence de cellules éclatées

chez les farineux, mais pas 1’augmentation des espaces intercellulaires.

Pour pallier I’absence d’évaluation quantitative, un test facile a mettre en place et
reproductible a été développé. Il repose sur I’hypothese que des pommes farineuses présentent
une lamelle moyenne dégradée, contrairement a des pommes non farineuses. En pratique, des
fragments de parenchymes standardisés sont mélangés dans de 1’eau a 1’aide d’un vortex.
Apres coloration au bleu de toluidine et dépdt entre lame et lamelle, les échantillons sont

observés au microscope optique. Le nombre de cellules détachées du fragment de parenchyme
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est alors compté a I’aide du logiciel ImageJ. Une bonne corrélation a été mesurée entre le
nombre de cellules isolées et la note sensorielle de farinosité accordée par le panel d’experts
(coefficient de corrélation de Pearson = 0.83, P-value < 0.01). L’ensemble de ces résultats
phénotypiques renforce les hypotheses liées aux dégradations pariétales décrites au cours de

la maturation du fruit.

Dans un second temps, une analyse transcriptomique a été conduite sur les six
hybrides étudiés par couples farineux / non-farineux. Afin d’identifier les génes responsables
du développement de la farinosité, seuls les genes présentant un profil différentiel
d’expression (sur- ou sous-exprimés) de la méme facon dans les trois couples ont été retenus.
Cette sélection a permis d’identifier 1 783 geénes potentiellement impliqués dans la farinosité.
Par ailleurs, I’objectif étant d’identifier des marqueurs précoces de la farinosité, une deuxieme
sélection plus drastique a été réalisée en recherchant les genes différentiellement exprimés des
les temps précoces de la cinétique, réduisant la liste a 53 transcrits différentiellement

exprimés.

Parmi ces 53 transcrits, un gene annoté « pectine méthylestérase » présente un profil unique et
original : il est sur-exprimé chez les non-farineux. Généralement associé a une
désorganisation de la paroi, I’hypothese ici avancée est que cette PME contribuerait a
maintenir la cohésion cellulaire des cellules de parenchyme non-farineux par la création de
structures en boites a ceufs au niveau de la lamelle moyenne. L’analyse in silico de I’ensemble
des séquences protéiques a permis d’identifier 60 PMEs chez le pommier dont seul MdPME?2
présente un profil tel que celui présenté. Par ailleurs, 1‘expression transitoire de MdPME?2
dans des plants de Nicotiana tabacum démontre I’export de la protéine dans 1’apoplasme.
L’analyse biochimique des parois de cellules de parenchyme ne permet pas de mettre en
évidence une différence globale de méthylation des pectines entre les farineux et les non-
farineux. Cependant, I’étude des profils structuraux de pectines de pomme a permis de mettre
en évidence un plus grand nombre d’oligouronides peu méthylestérifiés chez les non-farineux.
Ainsi, MdPME? aurait une action locale et non globale. MdPME?2 ne peut expliquer a lui seul
I’apparition de la farinosité. Cependant, il semble étre un géne candidat pertinent a la non
apparition du caractere farineux. Dans tous les cas, MdPME?2 apparait comme un marqueur

précoce de la farinosité, au moins dans le fond génétique de la famille IM.
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Abstract

Background: Apple fruit mealiness is one of the most important textural problems that
results from an undesirable ripening process during storage. This phenotype is characterized
by textural deterioration described as soft, grainy and dry fruit. Despite several studies, little is
known about mealiness development and the associated molecular events. In this study, we
integrated phenotypic, microscopic, transcriptomic and biochemical analyses to gain insights

into the molecular basis of mealiness development.

Results: Instrumental texture characterization allowed the refinement of the definition of
apple mealiness. In parallel, a new and simple quantitative test to assess this phenotype was
developed. Six individuals with contrasting mealiness were selected among a progeny and
used to perform a global transcriptome analysis during fruit development and cold storage.
Potential candidate genes associated with the initiation of mealiness were identified. Amongst
these, the expression profile of an early down-regulated transcript similar to an Arabidopsis
thaliana pectin methylesterase gene (AtPMEZ2) matched with mealiness development. In silico
analyses of this Malus x domestica PME gene (MdPME?2) confirmed its specific pattern
compared with all other identified MdPME genes. Protein fusion experiments showed that
MdPME2 is secreted into the apoplast in accordance with a possible activity on pectin
structure. Further microscopic analysis indicated a progressive loss of cell to cell adhesion in

mealy apple fruits. Biochemical analysis revealed specific modifications of pectin residues
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associated with mealiness, without global changes in the degree of methylesterification of

pectins.

Conclusions: These data support the role of PME in cell wall remodelling during apple fruit
development and ripening and suggest a local action of these enzymes. Mealiness may
partially result from qualitative and spatial variations of pectin microarchitecture rather than
quantitative pectin differences, and these changes may occur early in fruit development. The
specific MdPME?2 gene highlighted in this study could be a good early marker of texture

unfavourable trait in apple.

Keywords: apple, cell wall, Malus domestica, PME, fruit texture, transcriptome.
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1 INTRODUCTION

Apple is amongst the largest consumed fruit in the world. During fruit maturation and
ripening, apples undergo important metabolic changes consisting in the conversion of starch
to simple sugars, the reduction in organic acid contents, skin colour changes, production of
flavoured volatiles and flesh softening [1]. In some genotypes, mealiness may occur during
storage. This modification in texture, often associated with excessive softening, makes apple
fruits less attractive to consumers [2] and increases costs for marketers due to a loss of quality

and a higher susceptibility to pathogens [3, 4].

Mealiness results from an undesirable ripening process and is characterized by textural
deterioration, resulting in soft, grainy and dry fruit [5, 6]. Many reports about apple texture
modifications during ripening have focused either on soft or mealy phenotypes. Iwanami et al.
[7] underlined the coexistence of both phenotypes, suggesting that softening studies should
consider the degree of mealiness to adequately investigate apple ripening process.
Microscopic observations led to the conclusion that mealiness is associated with the
dissolution of the middle lamella and the disruption of the primary cell wall [5]. The authors
suggested that these changes of the cell wall results in a loss of cell-to-cell adhesion, resulting
in tissue fracture by cell-to-cell separation rather than by cell rupture during mastication of the
fruit. Fruit cell walls are a highly complex matrix composed of microfibrils of cellulose
embedded in a network of hemicelluloses, pectins and proteins [8]. Amongst the genetically-
programmed biochemical events which occur during fruit ripening, cell wall modifications are
the most described. Many enzymes are involved in the dynamics of the cell wall during fruit
development and ripening [9, 10]. High a-L-arabinofuranosidase gene expression and enzyme
activity levels have been reported as being related to mealiness [11]. Pectin methylesterase
(PME) activity has been shown to be higher during the early stage of ripening in soft apple
fruits [12]. Both enzymes act on pectins (rhamnogalacturonan-I and homogalacturonan
respectively) which render the cell wall matrix more accessible to other degrading enzymes
such as polygalacturonases (PGs) [12, 13]. Experiments with transgenic apple plants showed
that PG1 activity is necessary for “Royal Gala” softening [14]. Despite several studies, little is
known about mealiness development and the associated molecular events. Nevertheless, all
reports have concluded that fruit ripening results from a complex mechanism that cannot be

reduced to a single gene but rather involves a complex network. Moreover it is likely that
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mealiness as a unique sensory parameter reports various biochemical and structural situations

in different fruit species.

Transcriptome analyses have the potential to screen many gene pathways simultaneously. In
recent years, a number of studies have integrated these extensive datasets in order to
investigate apple fruit ripening. Most of them were based on ‘custom made’ microarrays
developed from EST apple databases. Lee et al. [15] used a 3,484 cDNAs array to identify
192 cDNAs involved in the early stages of apple fruit development. Janssen et al. [16]
undertook a similar study on “Royal Gala” and extended to the fruit ripening stages, using a
13,000 gene apple oligonucleotide array. This same array was used previously to identify 17
putative candidate genes regulated by ethylene and involved in the production of aroma
compounds in the fruits of transgenic lines of “Royal Gala” [17]. Costa et al. [18] focused on
the ripening process of “Mondial Gala” using another apple EST array and heterologous
hybridization using a tomato array. A high density 23k long-oligo apple array was designed
by Zhu et al. [19] to compare transcriptome profiles between two cultivars with contrasted
firmness and crispness phenotypes at harvest. Distinct sets of genes from various metabolic
pathways were classified as cultivar dependent and may contribute to the observed phenotypic
variation such as xyloglucan endo-transglycosylase / hydrolase (XTH) genes involved in cell
wall remodelling [10]. Other apple microarrays were reported on apple tree scions [20] and
fruitlet abscission [21]. Until now, all published apple transcriptome studies were restricted to
a subset of identified transcripts. Due to the availability of the apple genome sequence [22],
the AryANE_v1 microarray representing the fully annotated genome was recently designed

[23].

The results presented in this study constitute the first whole genome analysis of apple and
provide insight into molecular regulatory events involved in fruit mealiness development,
which is considered as the development of an unfavourable texture trait. Up to now, the most
commonly used method to characterize mealiness was based on sensory analyses. As this
method is rather time consuming and can be user dependent, a novel simple cell cohesion test
was developed to assess mealiness. In addition, using the AryANE_v1 microarray, six
siblings from a population of hybrids with contrasting phenotypes for fruit mealiness were
studied. As modifications leading to mealiness are probably initiated early in ripening, the
expression profiles were studied over the complete fruit cycle from cell expansion to fruit

cold storage. Amongst all the differentially expressed genes, only a few displayed consistent
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and opposite expression profiles between all mealy and non-mealy genotypes leading to the
identification of one Malus x domestica member of the pectin-methylesterase (EC 3.1.1.11)
gene family. Investigation through biochemical analyses suggests an essential role in

mealiness development.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material and fruit sampling

Six hybrids progenies issued from the “IM” population segregating for mealiness. This
population was derived from a cross between X6681 and X6683, two genitors from the INRA
breeding programme (Angers) (Pedigree is available in Additional file 9). The cross was
developed in the framework of the European research project High-Quality Disease-Resistant
Apple for a Sustainable Agriculture (HIDRAS) [54]. Hybrids were selected for their clear-cut
segregation for fruit mealiness, based on sensory analyses, hereinafter named M40, M74 and
M48 (mealy), and M49, M20 and M16 (non-mealy). Apples were collected at 100 days after
flowering (100DAF), at harvest (H), at 60 and 120 days after harvest (60 and 120DAH) and
cold stored at 1°C. Harvest criterions were the optimum maturity based on taste, ground color
and starch index of 6-7 [55]. Stored apples were warmed overnight at room temperature prior
to analysis. At harvest and storage stages, two apples were submitted to sensory analysis.
Flesh tissues of four peeled apples were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for RNA
extraction and enzymatic profiling during four consecutive years (2007, 2009 to 2011). The
cell cohesion test was developed and performed using fruits from 10 apple genotypes
harvested in 2012 in experimental orchards at INRA, Angers following the same harvest and

storage procedure as described above (Additional file 1).

2.2 Sensory and instrumental texture analyses

Sensory analyses were performed by an expert panel of four judges working in pairs as
described in [11]. Sensory attributes were mealiness, firmness, crunchiness, juiciness,
meltiness and granularity. They were rated on a 9 point scale from 1 (low) to 5 (very high).
An apple was considered as mealy if its mealiness score was above 2.5. In addition,
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instrumental firmness was assessed using an automate penetrometer (TA.XT.-PLUS, Stable
Micro System) equipped with a 4 mm-diameter convex probe as described by [56].
Assessments were performed on the two unpeeled and opposite sides of each fruit in the blush
and shaded regions. Ten apples were analysed for individual genotype from harvest to
120DAH. Forces in Newtons (N) measured at 7 and 9 mm of displacement were used to

estimate an average force Ffmoy (N) [57].

2.3 Cryo-Scanning Electron Microscopy

Apple flesh was ruptured at room temperature and prepared to expose the inner surface of the
broken sample for cryo-scanning electron microscopy (SEM). The sample was reduced to a
square of 5 mm with a thickness of 2 mm. The fractured biological surface was fixed with
carbon on the stub and immediately introduced into the SEM (Phenom G2 Pro,

PhenomWorld) in a frozen chamber (-20°C) for 30 min.

2.4 Cell cohesion test

The expert panel scored 158 apples (Additional file 1). The apples were used to develop the
cell cohesion test. Three radial cylinders with diameter and thickness of 1 cm each were cut
from fresh apple parenchyma. Samples were suspended into 5 ml of tap water in a 50 mL
tube, mixed using a vortex at 3000 rpm for 2 min and stained with 50 % toluidine blue dye. 40
ul of suspended cells were immediately spotted onto a microscopy slide and visualized with a
binocular microscope at 7x magnification (Olympus SZX16). Images were captured with a
digital camera. Two replicates per sample were analysed. Automatic counting of individual
cells was achieved using the function “Analyze particles” from Imagel] software [58] after
image conversion from RGB coloured picture to black and white. Statistical analyses were
performed with R software. Pearson’s correlation was calculated between individual cell
density in the solution and the mealiness score from sensory evaluation and validated with a

significance test.

44



Chapitre I1 : Analyse multi-dimensionnelle de la farinosité

2.5 AIM extraction

Alcohol Insoluble Materials (AIMs) were extracted using an automated extraction method
with accelerated solvent extraction unit ASE® 350 (DIONEX, CA, USA). Approximately 4 g
of frozen apple fleshes were lyophilized, dried at 40°C overnight under vacuum over P>Os
and ground into fine powder using FastPrep-24 instrument (MP Biochemicals, CA) at a speed
of 6.5 m.s! for 60 s. Samples were extracted using 80% ethanol at flow 2 mL/min in 22 ml
cells of the ASE 350. ASE extractions were performed at 100 °C with flow time of 6 min,
followed by rinse volume 150%, and a purge time (N2) of 30 s. 100DAF samples were
extracted twice and H, 60 and 120 DAH samples were extracted three times as technical
replicates. The procedure of extraction was conducted for two consecutive years (2009 and
2010). AIMs were dehydrated at 40°C overnight under vacuum over P>20Os. All biochemical

measurements were performed from dry AIM.

2.6 Pectin enzymatic profiling

For each AIM sample, 5 mg were suspended in 1mL of acetate buffer (5 mM, pH 5) and
degraded by pectin lyase (0.55 nkatal) prepared according to [59]. Enzymatic digestion and
mass spectrometry acquisition were performed according to [60]. Briefly, oligosaccharides in
the hydrolysates were analysed by MALDI-TOF MS using an Autoflex Il MALDI-TOF/TOF
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Spectra were recorded in the mass range
m/z 600-1400 and exported to Flex Analysis 3.0 software (Bruker) and preprocessed. Ion
masses and intensities were normalized according to the ion peak attributed to DU4m4.
Oligosaccharide nomenclature was as follows: the letter U corresponds to uronic acid, the
following number refers to the number of residues in the oligomer (i.e., DP degree of
polymerization), acetyl and methyl esters substitutions were referred to as a and m,
respectively, followed by the amount of groups. According to this nomenclature, DU4m4
refers to an oligo-hexouronide of DP4 fully methyl esterified and unsaturated at the
nonreducing end. Each AIM sample was analysed in triplicate. Kruskal-Wallis (P-value <

0.05) analyses were performed with R software on MALDI-TOF MS ion intensities.
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2.7 GalA content and degree of methylesterification

GalA content was quantified after sulphuric acid hydrolysis. AIM samples were dispersed in
13 M sulphuric acid for 30 min at 30 °C and then hydrolysed in 1 M sulphuric acid (2 h, 100
°C). Uronic acids from the acid hydrolysates were quantified using the metahydroxydiphenyl

colorimetric acid method.

Analysis of pectin degree of methylesterification (DM) was performed using gas
chromatography method after saponification of the AIM. AIM were precipitated after addition
of acetone and centrifugation at 14 000 rpm for 10 min and supernatants were transferred into
GC vials. A 73-75% DM citrus pectin sample was used as control. Methanol at 0.8 mg mL!
was used as external standard. Butanol at 0.35 mg mL™!' was added to each sample as internal
standard. GC was performed using a column Optima Wax 30m x 0.25 mm x 0.25 um, and a
temperature program as following: from 50°C (held for 2 min) to 100°C at 15°C min’!, then
from 100°C to 217°C (held for 2 min) at 20°C min!. The DM was calculated as moles of

methanol per mol of GalA.

2.8 RNA extraction, amplification and microarray hybridization

Total RNAs were extracted from 4 g of frozen fruit flesh tissue ground in liquid nitrogen
using a CTAB extraction buffer as described in [11]. mRNAs were amplified, labelled and co-
hybridized according to [23] as following: aRNAs were produced with Message Ampll aRNA
amplification kit (Ambion) from 200 ng of total RNA. Then, 5 ug of each aRNAs were
retrotranscribed and labelled with either Cyanine-3 or Cyanine-5 fluorescent dye (Interchim,
Montlugon, France). Labelled samples were combined as 30 pmol for each dye and co-
hybridized to the Nimblegen microarray AryANE v1.0 containing 135000 60-mers
oligonucleotide probes as described in [23]. Deva software (Nimblegen) was used to extract
pair-data files from the scanned images, obtained using the MS200 microarray scanner

(Roche Nimblegen).

Based on sensory score, genotypes were associated in 3 mealy/non-mealy pairs: P1
(M40/M49), P2 (M74/M20) and P3 (M48/M16). The reference RNA, a non-mealy hybrid,
was hybridized along with the treatment RNA, a mealy hybrid, with the opposite dye.
Expression for each gene was worked out as the mean and standard error of two biological

replicates hybridized on two independent arrays with fluorochrome reversal (dye switch: 2009
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and 2010) for the four time points and for the three pairs, for a total of 24 arrays. P1 and P2
were also analysed at harvest and 60 DAH for 2007 and 2011 (6 arrays).

2.9 Microarray analyses

All statistical analyses were conducted as described [61] with the R software (R development
Core Team, 2009). Briefly, data were normalized with the Lowess method, and differential
expression analyses were carried out using the ImFit function and the Bayes moderated t test
using the R package LIMMA [62] from the Bioconductor project. To estimate gene

expression levels, the normalized expression values were corrected from background.

Genes were considered differentially expressed if the t-test P-values of the paired sample

were below 1%. GENESIS software (http://genome.tugraz.at/eenesisclient/

genesisclient description.shtml) was used to visualize results. Functional classification was

based on Mapman ontology [63]. An enrichment analysis (Wilcoxon rank sum test) was
performed with MapMan software. Kruskal-Wallis (P-value < 0.05) analyses were performed
on MdPME? intensities with R software.

The microarray data have been submitted to the Gene Expression Omnibus data base

(http://www.ncbi.nlm.nih.eov/geo/) under the accession number GSE59947.

2.10 RT-qPCR and semi-quantitative PCR

Total-RNA samples used for the microarrays experiments were treated with 2U of DNAse |
(Promega, USA). cDNAs were synthesized using 1 ug of DNA-free-RNA with 1 ul of
oligo(dT)15 (Promega), 200U of MMLV-RT (Promega) and 0.5 mM of each dNTP for 1 hr at
42°C in 25 pl. The RT-qPCR were performed in duplicate with 3 ul of 10x diluted cDNA in a
final volume of 15 ul using the IQ SYBR Green Super Mix (Quanta biosciences). Specific
forward and reverse primers concentration was set at 0.3 uM. RT-qPCR reactions were run on
a CFX96 Touch™ Real-Time PCR detection system (Bio-Rad, USA) under the following
conditions: an initial step at 95°C for 3 min, then 40 cycles of 95°C for 10 sec and 60°C for 1
min, and a final dissociation curve ranging from 60°C to 95°C. Amplification and dissociation
curves were monitored and analysed with CFX Manager software v1.6 (Bio-Rad). Primers
were designed for short and specific amplification of the microarray probe region of the

47



Chapitre I1 : Analyse multi-dimensionnelle de la farinosité

selected sequences with Primer 3 plus software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Additional file 10). For each run, single product

amplification was confirmed by melt curve analysis. The amplification efficiency was tested
for each primer pairs using a dilution curve method over a 6 point dilution series (from 0.1 to
0.002) on a pool of cDNAs containing all genotypes and developmental stages. Primer pairs
selected for further analysis have efficiencies above 91%. RT-qPCR was carried out for 5

genes, 2 pairs at different time points.

Based on the microarray results, three reference genes with similar expression levels in all
samples were selected to calculate a normalization factor: MDP0000645828 (GADPH),
MDP0000217860 and MDP0000271281 (respectively annotated as drought-responsive family
protein and putative porin). Relative expression level was calculated using a formula derived
from the 2724 method [ACt = (Ctwg—Ctrer)], Where Ct is the threshold cycle, tag is the target
gene, and ref is the reference gene [64]. Specifics primers were designed for
MDP0000222620 and MDP0000245813 gene based on GDR CDS sequences

(http://www.rosaceae.org/) (Additional file 10).

Semi-quantitative PCR were carried out on cDNA from M20 and M74 at four developmental
stages, each one being a pool of 2009 and 2010 cDNAs. Reactions were run for 30 cycles on
diluted ¢cDNA (3 point dilution series from 0.1 to 0.001) using GoTaq®Flexi DNA

polymerase (Promega) according to the manufacturer’s protocol.

2.11 Genome-wide identification and analysis of PME genes in Malus domestica
genome

The HMM profile of the Pectinesterase proteins (PF01095) was downloaded from the Pfam

database (http://pfam.sanger.ac.uk), and used as a query to search the translated Apple

genome (http://www.rosaceae.org/) using the HMMER 3.0 program with default parameters

(hmmer.org). All sequences collected were checked using the NCBI conserved domain
database [65]. Protein coding genes without a complete pectinesterase domain (EC 3.1.1.11)

or with extra and incoherent domain were discarded from further analyses.

Multiple protein sequence alignments were performed with the online MUSCLE tool

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Phylogenetic analysis was carried out by the
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neighbor-joining method using MEGA 5 software [66] using a p-distance model and pairwise

deletion for missing data treatment; 1,000 replicates were used for bootstrap analysis.

MdPMEs sequence alignment and phylogenic tree data are available on Dryad

(http://datadryad.org/) under the DOI number: 10.5061/dryad.4337n.

2.12 MdPME? full length cDNA cloning

A 3’RACE cDNA amplification was performed with the 3’RACE system kit (Invitrogen) on
Iug of DNAse free total-RNA from genotype M20 according to the manufacturer’s protocol.
A forward primer (F6) was designed on the AryANE_v1_00084532 microarray probe
sequence. The PCR program included an initial denaturation at 94°C for 5 min, then 40 cycles
of 94°C for 30 sec, 60°C for 45 sec and 72°C for 1 min 30 sec, and a final extension at 72°C

for 10 min. A reverse primer (R) was then designed on the obtained sequence.

Full length cDNA was cloned using the high fidelity Phusion DNA polymerase (Finnzymes)
and primers MDP222620 F5 and R on a pool of cDNA from the M20 genotype according to
the manufacturer’s instructions. A nested PCR was then performed on the first PCR product
with the forward and reverse primers MDP222620-F1 and R. The PCR product was purified
using the PCR clean-up system (Promega) according to the manufacturer’s instructions, and
cloned in the pENTR/D-TOPO vector using the pENTR directional TOPO cloning kit
(Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s instructions. One Shot TOP10 chemically
competent E.coli cells (Invitrogen) were then transformed by heat shock with 2 uL of the
reaction. The transformed bacteria were grown overnight at 37°C on LB agar medium
containing 50 pug/ml kanamycin as selective agent. Positive clones were selected by PCR
amplification of the inserted cDNA using F and R primers and a plasmid sequenced to

confirm the proper orientation of the cloned fragments.

All DNA sequencing were performed by Genoscreen (http://www.genoscreen.fr) and
MdPME? sequence was submitted to [GenBank:KM252690]. All primers are described in
Additional file 10.
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2.13 Subcellular localization by transient expression in Nicotiana tabacum

The full length MdPME?2 cDNA was cloned in the destination vector pH7RWG?2 (containing
mRFP and allowing a C-terminal fusion to MdPME?2, http://gateway.psb.ugent.be/) by

recombination using the gateway cloning system (Life Technologies) according to the
manufacturer’s instructions. Plasmids were extracted using Nucleospin plasmid kit (Macherey

Nagel) according to the manufacturer’s protocol.

Plasmid containing the MAdPME2-mRFP construct was introduced into Agrobacterium
tumefaciens strain C58C1 by electroporation. The transformed A.tumefaciens were inoculated
into 2 ml of LB supplemented with 50 pg/ml of rifampycine, 25 pg/ml of gentamycine and 50
pg/ml of spectinomycin overnight at 28°C. The diluted bacteria were used to infiltrate young
Nicotiana tabacum leaves according to the protocol previously described [67]. The sub-
cellular localization was analyzed 2 to 3 days after infiltration using a confocal laser scanning
microscope (Nikon Al, BIBs platform at INRA Nantes). To verify cell wall localization,
some leaf fragments were plasmolysed for 5 min in 30% glycerol prior to microscopic

observation.

3 RESULTS

3.1 Sensory evaluation of fruit mealiness during storage

Apple texture including mealiness was evaluated by a panel of experts from harvest to four
months of cold storage. Mealiness assessment is based on the sensation of fruit dry flesh
associated with a grainy texture. It is a genetically determined trait also dependant on
environmental conditions [6]. In order to identify stable fruits phenotypes over the years,
notations were repeated for four consecutive years and led to the selection of six hybrids
(Table 1). These hybrids are full-sibs from a population segregating for mealiness [11, 24].
The three hybrids M16, M20 and M49 produced non-mealy apples while the three hybrids
M40, M48 and M74 displayed mealy apples after cold storage. Their degree of mealiness
increased greatly between two and four months of cold storage. Nonetheless, a slight
influence of the production year was observed on mealiness notations. In 2011, apple fruits
became mealy earlier displaying higher score at 60 and 120 days after harvest (DAH) when

compared with the other years. On the opposite, in 2010 the mealy hybrid M40 displayed a
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lowest level of mealiness at 120 DAH than the other years (Table 1). It is noteworthy that
M48 was always less mealy than the 2 others hybrids M40 and M74.

3.2 Fruit texture instrumental phenotype

Measurement of fruit firmness on unpeeled apples using a penetrometer revealed no
difference between mealy and non-mealy apple fruits at 120 DAH (Figure 1A). Mealiness is
therefore not correlated with the measurement of firmness in this study. However, the rate of
softening, measured as the loss of firmness, between H and 60DAH, was different between
mealy and non-mealy apple fruits (Figure 1B).The measured force decreased by 42.1 %
between harvest and 60 DAH for the mealy apples, and in contrast by only 16.5 % for the

non-mealy apples.

In order to assess fruit mealiness with an alternative method to sensory analysis, a cell
cohesion test was developed. This test is based on the hypothesis that fruit mealiness results
from cell detachment rather than cell wall disruption during mastication. From the mealiness
evaluation of 158 apples fruits (extended to other genotypes including “Golden Delicious”), a
significant positive correlation was observed between sensory analysis and detached cell
quantification (Pearson coefficient correlation = 0.83, P-value < 0.01) (Additional file 1). This
result confirmed the hypothesis that parenchymal cells of mealy apple fruits are less strongly

bound to each other than cells from non-mealy apple fruits.

This hypothesis was further confirmed using SEM imaging of parenchyma surfaces obtained
from fractured apple flesh. Representative images of mealy and non-mealy apple fruits
phenotyped at harvest and 120 DAH are shown Figure 2. At harvest (Figure 2A-C), the
fracture pattern of apples from all hybrids is characterized by the disruption of individual cells
and the presence of air gaps. At 120 DAH, the fracture pattern of non-mealy samples (Figure
2B) presented a similar pattern to that observed at harvest, with burst cells. In contrast, mealy
fruit patterns at 120 DAH were characterized by a palissadic arrangement of the cells and
minimal cell rupture (Figure 2D). In accordance with the hypothesis, mealy apple tissues were

fractured by cell detachment rather than by cell rupture.
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3.3 Transcriptome characteristics of mealy apples

In order to characterize the transcriptome of mealy apples, the four genotypes which
displayed the strongest phenotypic differences were studied as mealy (M40, M74) versus non-
mealy (M49, M20) pairs over the developmental (100 DAF, H) and storage (60 DAH, 120
DAH) periods during several years. The expression profiles of M40 and M74 apples were
respectively compared to the expression profiles of M49 and M20 apples. Differentially
expressed genes were identified with significant P-values for paired sample t-tests (P-value <
0.01). We hypothesized that genes involved in mealiness displayed a differential expression
pattern for each pair of mealy / non-mealy hybrids. Genes were selected only when they
displayed identical expression patterns for both pairs (up or down regulated for both pairs) for
at least one time point. Thus, a total of 1783 differentially expressed transcripts were selected
at one or more developmental stages. The number of differentially expressed transcripts
increased in concert with mealiness development: the main phenotypic changes were initiated
about 60 DAH which was also the time point displaying the highest transcription deregulation
(Figure 3A). Based on MDP genes annotations, the differentially expressed transcripts were
classified into functional categories (Additional file 2). The most represented functions were
linked to protein modifications (11%, Wilcoxon test: P-value < 0.05), transcriptional
regulation (5.6%, P-value = 0.09), biotic stress responses (4.6%, P-value < 0.05),
photosynthesis (3.2%, P-value < 0.05), cell wall modification (1.9%,P-value < 0.05), and
unknown functions (33.8%, P-value < 0.05). Moreover, sense (S) and anti-sense (AS) probes
were designed for each annotated apple CDS, and 13.6% of the differentially expressed
probes corresponded to AS transcripts. Celton, Gaillard et al. [23] demonstrated relatively
high levels of AS transcription in apple fruits and seeds compared with other organs. This
should be considered for further studies on fruit development as these AS transcripts are
likely to be involved in small interfering RNA (siRNA) dependent negative regulation of the
coding mRNAs.

In order to validate the microarray data, the relative transcript abundances of a subset of
differentially expressed genes were tested by RT-qPCR, using cDNA from mealy and non-
mealy apples. The results were in agreement with those obtained from the microarrays
analysis (Additional file 3). The observations of gene expression level differences between
mealy and non-mealy apple fruits were similar with both techniques (Pearson correlation

coefficient = 0.86, P-value < 0.01).
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3.4 Constitutively deregulated genes associated with mealiness

The majority of phenotypic changes associated with mealiness were observed 60 days after
harvest. However, it is likely that molecular events are initiated early in the kinetic of fruit
development. Based on this hypothesis and in order to identify genes possibly useful as early
molecular markers of mealiness, the study was focused on genes which displayed differential
expression patterns during the entire apple fruit development and cold storage period. Using
these criteria, 53 genes were selected (Figure 3B). Apples from the M48 hybrid were always
less mealy than apples from M40 and M74 (Table 1). Therefore, the third comparison
between M48 and M16 apples was used to select genes involved in the development of fruit
mealiness regardless of the severity of the phenotype. Genes with two distinct profiles were
selected. This drastic selection led to the identification of 16 relevant genes (Figure 4).
Thirteen genes were down-regulated at all time points for all 3 pairs such as
MDP0000322658, similar to AT5G49690 from Arabidopsis thaliana coding for a
glycosyltransferase (GT) potentially involved in pectin synthesis, and MDP0000222620,
similar to AT1G53830 coding for a pectin methylesterase (PME) involved in pectin
modification. Three transcripts were up-regulated including the AS transcript of the gene
MDP0000204610 similar to AT1G21240 annotated as “Wall Associated Kinase” (WAK).
WAKS are pectin receptor-like proteins, and some Arabidopsis WAKSs have been shown to be
involved in cell expansion during plant development [25, 26]. Apples are climacteric fruits
and hormones, particularly ethylene, are known to play a central role during fruit maturation
[27]. In this study, no genes related to hormonal pathways were differentially expressed
during the complete time course. Such results are not surprising as early cellular events during
ripening are hypothesized to be less dependent on ethylene [28, 29]. This strict selection can
also explain why hormone-related genes are not revealed. However, ethylene production was
measured during storage and no significant difference was noticed between mealy and non-
mealy apples at all the time points (see protocol and results In Supplemental file 4). Some
genes displayed differential expression patterns at least at one time point, but none of them
were validated using the third pair. This result does not question the role of hormonal
pathways during apple ripening but it suggests that a hormonal pathway may not be the key
regulator of mealiness in the studied population. Moreover, fruit ripening results from both
ethylene-dependent and ethylene-independent pathways [10, 11, 30]. These results support the

hypothesis that mealiness and softening may involve two different mechanisms.
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These 53 selected genes are potentially involved in mealiness development during apple fruit
ripening and cold storage. Among them, the MDP0000222620 gene coding for a protein
annotated as a PME is one of the most relevant as PMEs have major role in pectin remodeling
in plant cell wall. PMEs are known to be involved either in the stiffening or in the loosening
of the cell wall [31]. In the case of fleshy fruits, the role of PMEs is usually associated with
pectin degradation that occurs during fruit ripening [32]. That is in accordance with the
observation that parenchyma cells from mealy fruit tend to easily detached from each other
due to the alteration of the pectin rich middle lamina. In the present study, MDP0000222620
transcript expression levels were significantly higher in non-mealy than in mealy fruit during
the whole kinetic of development (Figure 5), suggesting that this gene might be involved in
cell wall stiffening. Furthermore, the expression level of MDP0000222620 was higher in M48
(the least mealy hydrid) compared to M40 and M74 hybrids (Figure 5). MDP0000222620

transcript expression pattern was also consistent with phenotypic variations.

3.5 MdPME?2 cloning and the apple PME family

Even if the probe AryANE_v1_00084532 was firstly assigned to the MDP0000222620 gene,
we actually showed that it reveals a close homolog of it: MDP0000245813. The complete
CDS sequence, hereinafter named MdPME?2, was cloned from M20 apples and was shown to
share 97% of similarities to the MDP0000245813 gene identified on the alternative genes set
published [22] (figure 6A, sequences alignments in Additional file 5). The probe sequence
corresponding to MDP0000222620 is only 80% similar to MDP0000245813 sequence. Semi
quantitative RT-PCR clearly showed that only the MDP0000245813 gene and not the
MDP0000222620 gene was expressed in both M20 and M74 genotypes (Figure 6B).
Therefore, the probe designed on MDP0000222620 sequence actually reveals the
transcriptional activity of the MDP0000245813 gene.

In silico analysis of the MDP0000245813 protein sequence, confirmed the presence of a
processed amino-terminal PRO domain similar to a PME inhibitor domain (PF04043)
followed by a complete catalytic PME domain (PF01095). A processing motif (RRLL) was
also identified between both domains (Figure 6A). This latter was described as a cleavage site
suggesting the cleavage of the PRO domain during the process of the protein maturation [31,
33]. The current knowledge on the PME family and these observations support the hypothesis

that MdPME? codes for a pectin methylesterase.
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In all studied species, genes coding for pectin methylesterases belong to large multigenic
families and their members might be involved in different developmental processes [33, 34].
To determinate if other MdPME genes are involved in development of fruit mealiness, all

apple MdPME homologues were identified within the apple vl genome sequence [22].

Based on protein similarities to the PME conserved domain (PF01095), 60 genes were
identified as potential pectinesterase family members. Molecular phylogenetic analysis
showed that the MdPME family is divided in two groups. As observed with the Arabidopsis
AtPME familly [33], PME proteins from group type I are characterized by the presence of a
PRO domain which is absent in PMEs from group type II. The MdPME?2 belonged to the type
I characterized by PME proteins displaying a PRO domains (PF04043) (Additional file 6).

Moreover, MdPME? displayed a unique differential expression pattern during fruit maturation
among all MdPMEs annotated genes (Figure 7). Few PMEs annotated genes displayed
differential expression patterns between mealy and non-mealy apples, but none of them
remained consistently differentially expressed during the kinetic of development. Roles of
other PMEs in cell wall remodelling during apple maturation is not excluded. However,
MdPME? is the only gene of the family to be more highly expressed during the whole kinetic
analysis in non-mealy hybrids compared with mealy apples. This result underlined the

specific role of MdPME?2 in apple mealiness.

3.6 MAJPME?2 subcellular localization

To investigate the subcellular localization of the MAPME2, a C-terminal translational mRFP
fusion was generated and transiently expressed in N. tabacum leaves. The mRFP signal was
predominantly observed at the cell periphery, consistent with expected cell wall localization
(Figure 8A). To further confirm the cell wall localization, transformed leaves cells were
plasmolysed. As expected, the dehydration and compression of the cytoplasm induced
dissociation of the plasma membrane from the cell wall. The mRFP signal was observed both
in the apoplasm and in the cell wall confirming the exportation of the recombinant protein
(Figure 8B). This subcellular localization is in accordance with the possible role of the
MdPME? in the modification of the cell wall structure in mealy apples, particularly the pectin

components.
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3.7 Apple fruit pectin characterization

To investigate whether pectin was altered during ripening of apple mealy apples the degree of
methylesterification (DM) of uronic acids was determined on alcohol insoluble materials
(AIMs) from pairs 1 and 2 in 2009 and 2010. The DM was about 75% at 100DAH. It
decreased slowly until harvest and remained stable during cold storage (Additional file 7).
Hence, these results indicated, as expected, that the apples underwent a de-methylation
process through apple development before harvest and in early stage of ripening but they did
not reveal global differences between mealy and non-mealy pectins when analyzed at the

whole fruit level.

Another approach was to investigate changes in apple pectin architecture. The fine structure
of homogalacturonans (HGs) was determined using pectin enzymatic oligosaccharide
fingerprinting with oligouronides mass profiling. The peak areas of individual ion signals of
the mass spectra were used to calculate relative abundance of each structure allowing the
identification of different patterns of methylation and acetylation on the oligouronides. A
direct comparison of each oligouronide using Kruskal-Wallis tests showed significant
differences between mealy and non-mealy apples. Mealy apples displayed a significantly
higher abundance of highly methylesterified structures (DU4m2, DU4m3, DU5Sm3 and
DU5Sm4) during almost the complete kinetic. Non-mealy apples displayed higher abundance
of highly methylesterified structures which are acetylated, such as DU5Sm4al or DU6m?2a2,
mainly from 60DAH onwards (Additional file 8). These results are consistent with MdPME?2
expression which is higher in non-mealy genotypes resulting in de-methylesterified blocks of
free carboxyl groups. An abundance of highly methylesterified but acetylated moieties were
also measured in non-mealy apples. O-acetylations of pectins may reduce pectin accessibility
to PME enzymes [35]. Therefore PMEs may not act on these acetylated blocks. These results
suggest that PMEs demethylesterify pectin in a processive manner leading to
demethylesterified blocks. Some local structural rearrangements may explain some specific
cell wall functionalities. Furthermore, a putative pectin acetylesterase, MDP0000162976, was
significantly less expressed in non-mealy hybrids (pairs 1 and 2) at 120DAH (Additional file
2). The role of a pectin acetylesterase is to cleave the ester bond between a glycosyl carbon
and an acetyl group. This enzyme could deacetylated pectins of mealy apples which explains
abundance of methyl but not acetylated structures. Its low activity in non-mealy results in
maintain of acetylated pectins which cannot be demethylesterified by PMEs. This gene might

play an interesting role in regulating PMEs activities and targeting localized
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demethylesterification of pectins. But it could not be considered as an early molecular marker

of mealiness.

4 DISCUSSION

4.1 A novel test to quantify mealiness

The confusion made between softening and mealiness results from the lack of easy and
objective tests to assess mealiness. Currently, softening is evaluated using a penetrometer by
measuring the puncture force required to penetrate the apple flesh using a convex probe [12,
36]. However, apple fruits may sometimes soften and in addition develop unfavourable traits
such as mealiness [7]. Mealiness has been assessed by measuring the tensile strength required
to separate flesh cells [5, 37, 38] or with sensory analysis performed by a trained panel [11,
39]. In the present study, apples were assessed by sensory analysis which remains the most
reliable method to evaluate mealiness [40, 41]. Indeed, mealiness revealed by sensory analysis
was not revealed by penetrometry: no difference between mealy and non-mealy apples was
detected based on puncture force. Nevertheless, the softening rate was higher in mealy apples
compared with non-mealy apples when assessed with penetrometry. These observations
suggest that the rate of softening, rather than the absolute softness of the fruit, may be

positively correlated with mealiness.

Sensory analysis by a trained panel of four people is time consuming, expensive, difficult to
transpose easily to other laboratories and the number of samples that can be analysed is
limited. A few reports investigated some assumptions about cell wall modifications and apple
fruit mealiness in order to develop a new test to quantify mealiness. Assumptions are based
mainly on microscopic observations of the fracture surface obtained via a tensile test.
Different modes of tissue failure can be observed such as cell fracture or cell-to-cell
separation. Mealy apples are characterized by neighbouring cells separating from each other
at the level of the middle lamella without any damage [5]. SEM observations support this first
description of mealiness: cell walls appearing thicker and middle lamella stretching in mealy
apples. Mealiness may result from the separation of rounded cells during mastication which
leads to a lack of juice and a sandy consistency. The development of the cell cohesion test to

assess mealiness was based on this hypothesis. A similar test based on the measurement of the
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degree of cell separation by shaking flesh tissue disks in a sucrose solution for 8 hours was
proposed [42]. In this test, mealiness assessment is based on the weight lost by the disks after
shaking. However, cell to cell separation may be the result of individual cell isolation or of
clusters of cells. This may lead to imprecision if considering that detachment of clusters of

cells is due to an earlier stage of cell wall disassembly than detachment of individual cells.

A link between the observation of angular cells and flesh firmness has been established [43].
However the rapid method used to study cell morphology was based on fruit cell isolation and
solubilization of pectin. This method is not appropriate for the characterisation of mealiness.
In the present study, the cell cohesion test is a simple test able to discriminate mealy and non-
mealy apple fruits within a very short time by quantifying only isolated cells that separated
after shaking flesh tissue in water. This test requires little specific material and can be applied

to multiple samples.

4.2 Molecular characterization of apple mealiness

Mealiness has often been associated with a defect in the adhesion and rigidity of the cell walls
[5, 44]. These phenotypes might be the consequence of cell wall disorganization carried out
by several parietal enzymes [9, 45]. However, only few genes coding for cell wall related
proteins were identified in the present transcriptional study. Among these genes, several
transcripts displaying unexpected profiles were identified. First, a gene coding for a PME was
less expressed in mealy apples although PMEs are known to be involved in pectin
solubilization [33]. Secondly, AS expression from a WAK annotated locus was higher in
mealy apples. Genes transcripts in AS orientation, often described as precursors of nat-AS-
siRNAs, could play a role in post-transcriptional gene silencing of the complementary
mRNAs [46]. WAK encoding genes are a small multigenic family. WAKSs are supposed to act
as signaling proteins that are trans-membrane receptors of pectin residues involved in plant
defense responses [25]. It is possible that they are involved in the maintenance of cell wall
integrity [47]. Interestingly, this result suggests that WAK AS transcripts might indirectly
play a role in apple cell wall integrity, resulting in stiffening of the cell wall. In contrast,
another AS WAK transcript was less expressed in mealy apples, but its expression pattern was

less consistent amongst the genotypes.
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Surprisingly, other genes would have been expected to be differentially expressed but they did
not show differential patterns of expression between mealy and non-mealy apples. For
example, polygalacturonases (PGs) which function is to depolymerise homogalacturonans by
cleaving stretches of unesterified uronic acids (GalA) residues are believed to have a role in
apple fruit softening. In [14], the silencing of MdPGI in “Royal Gala” resulted in firmer
fruits. Further analyses by [29] shown that PGs are mainly involved in the advanced stage of
apple softening. In our study, transcripts with sequence similarity to PGs did not display
differential expression pattern between mealy and non-mealy apples during the whole time
course. However, Md-PG1 (MDP0000326734) was differentially expressed for both pairs
only at 120DAH (Additional file 2) which confirm a role of Md-PG1 in the advanced stages

of mealiness development.

Another gene, MdAF3, encoding an o-L-arabinofuranosidase, has been suggested to be
associated with mealiness in apple fruits [11]. The authors report distinct patterns of MdAF3
transcription between certain mealy and non-mealy apple fruits at harvest and after two
months of cold storage. MdAF3 expression did not show a consistent profile in the three
analysed pairs in this study, suggesting MdAF3 is not involved in the development of

mealiness.

4.3 Specific role of a MdAPME?2 gene in mealiness development

One MdPME gene, named MdPME?2, was identified as differentially expressed in all of the
stages of fruit development in this study. MdPME?2 expression remained decreased in mealy
apples but remained high in non-mealy apples. MdPME?2 expression was also affected by the

fruit production year.

The majority of studies of the role of PMEs in apple fruit ripening has involved measurements
of PME activities from fruit set to over ripe stages in “Mondial Gala” [34] or during cold
storage of “Fuji” and “Golden Delicious” fruits, classified respectively as firm and soft
cultivars [12]. None of these cultivars have ever been classified as mealy. No link between the
enzyme activity and MdPME mRNA expression was demonstrated. In these studies, two
different MdPME genes were identified. First, MdPME], which was shown to be specifically
expressed in flowers and not in apple fruits [48]. A MdPME primer set was used by Wei et al.
to detect a second MdPME gene [12]. In the present work, the gene MDP0000196867
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possibly corresponding to the Wei et al. primers, was not differentially expressed according to

mealiness.

In silico analysis of the MdPME? protein sequence revealed the presence of a transmembrane
domain (signal anchor) required for protein exportation to the cell wall. Localization of the
MdPME2 protein by mRFP-tagged fusion protein experiments confirm its translocation into

the apoplasm where the PME enzyme is hypothesised to act on the cell wall components.

Amongst the 60 identified PMEs, MdPME?2 displayed a unique expression pattern suggesting
a specific role during apple development. Many studies have focused on the role of PMEs in
pectin depolymerisation during fruit ripening [9, 10]. However, recent works tend to re-
evaluate this role. In apricot, PME activity increased in a firm cultivar while it decreased in
the soft cultivar [49]. Anti-sense inhibition of SIPEI, a minor PME isoform in tomato fruits,
results in fruits that soften faster than controls [50]. Therefore PMEs could be involved in the
deconstruction of the cell wall during fruit development and storage by promoting the action
of cell wall hydrolases such as PGs which can degrade the de-esterified pectins. PMEs also
may have a role in cell wall stiffening. De-esterified pectins interact with bivalent ions Ca**
and are hypothesised to form egg-box structures. This conformation is supposed to limit the
access of PGs to the pectin backbone and therefore to prevent pectin degradation [31]. Results
from the present work are consistent with this second property. Maintaining high expression
of MdPME?2 in fruit flesh would increase Ca’** bound to the cell wall, subsequently

maintaining apple flesh integrity and thus preventing the apparition of mealiness.

Moreover, significant differences were observed in the pectin fine structures between mealy
and non-mealy apples while no significant changes were noticed in the degree of
methylesterification of the AIM. It has been demonstrated that PMEs can de-esterify
homogalacturonic acid (HGA) in various ways. They may act in blockwise or random
manners creating micro-domains with different properties within the cell walls [51]. In
agreement with the observation of calcium rich zones at tricellular junctions or the corner of
intercellular spaces, which remain intact after the rest of the middle lamella had been
degraded [52], it has been suggested that local calcium linked gels of low-ester pectin could
be responsible for intercellular adhesion [45]. This supports the hypothesis that the identified
MdPME?2 might locally change the pectin properties in a way that is not observable at a whole
fruit scale but only locally. Recently, differences of pectin structure were identified by

immunodetection between two apple cultivars during fruit development [53]. ‘Royal Gala’, a
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soft cultivar, displayed more highly methylesterified HG regions in corners of tricellular
junctions compare to ‘Scifresh’, a firm cultivar, which is associated with corners filled with
non or low methylesterified pectin. Both results suggest that PMEs could act locally. Thus,
MdPME2 might play a role in determining cell-to-cell cohesion during apple fruit ripening by

regulating calcium binding to the cell wall.

5 CONCLUSIONS

In this paper, a new and simple method was developed to quantify mealiness and allowed the
characterization of genotypes with contrasting phenotypes for this trait. Analysis of
differential expression profiles using the microarray method led to the identification of a
number of genes that might be involved in mealiness development in apple fruits. Amongst
them, the MdPME?2 gene seems to be a relevant molecular marker associated with apple
mealiness. Further investigations to specify the role of MdPME?2 in the molecular events
related to the development of mealiness would require an enzymatic activity characterization

and antibody production.
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FIGURES AND TABLES

Figure 1 - Fruit firmness for individual hybrids evaluated by penetrometry

1.A Comparison between sensory and instrumental measurements at 120 DAH.

The hybrids are ordered in accordance with their sensory profiles (M16, M20, M49 as non-
mealy and M48, M40 and M74 as mealy). Ffmoy, expressed in Newton, represents the mean
force measured in the apple flesh (mean of forces measured at 7 and 9 mm of deformation).
Boxplots present the median (the central mark), the region between the upper and lower
quartiles (white area), the 95% confidence intervals around the median (the whiskers), the
outliers are plotted individually.

1.B Lost of flesh firmness from harvest to 120 DAH

The dash lines are associated with mealy hybrids and the bold ones with non-mealy.
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Figure 2 - Cryo-scanning electron micrographs of fractured apple parenchymes in 2012.
(A-C) at harvest; (B, D) at 120 DAH, after 4 months of cold storage at 1°C.
(A, B) M20, a non-mealy hybrid; (C, D) M40, a mealy hybrid.

Bar scale is at the bottom-left corner of each micrograph, score of mealiness is the number at

the bottom-right corner.
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Figure 3 - Distribution of differentially expressed genes between mealy and non-mealy

hybrids during kinetic of fruit maturation.

3.A Histogram illustrating the number of significant differentially expressed genes between
mealy (M74, M40) and non-mealy (M20, 49) hybrids during the fruit kinetic. In dark gray,
genes are up-regulated in non-mealy hybrids; in soft grey, they are up-regulated in mealy

hybrids. The number of genes per groups is shown.

3.B Venn diagrams showing the overlap among kinetic time-point of all deregulated genes

between mealy and non-mealy hybrids. The square points out the 53 genes deregulated during

all kinetic.
B.
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Figure 4 - Selection of differentially expressed genes involved in apple mealiness.

53 differentially expressed genes identified as displaying consistent profiles for the pairs
M40/M49 (P1) and M74/M20 (P2) during all apple maturation are shown here. The pair
M48/M16 (P3) was used to validate their expression patterns and to select few relevant genes
(encircled by squares). Orientation indicates the orientation of the transcribed mRNA strand
(S: sense; AS: antisense). The color scale (below) corresponds to log2 ratios between mealy
versus non-mealy parenchyma transcript expression values (Red refers to up-regulated genes
in mealy, green in non-mealy hybrids). The short gene annotations are based of Arabidopsis

gene homologies.

Pairs 1 & 2 Pair 3
100DAF  H [ 160DAH [NEODARM
probe_id ?art'm Pl P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 P3 P3 P3 P3 Gene annotation
MDP0000322658_r S UDP-glucoronosyl
MDP0000143945_r S UDP-glucoronosyl
MDP0000314355_r S GDH2 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 2)
MDP0000195089_r S QS (QUINOLINATE SYNTHASE)
MDP0000342785_r S
MDP0000430892_r S
MDP0000342782_r S
MDP0000342781_r S
MDP0000222620_r S ATPME2
MDP0000294082_r S En/Spm-like transposon protein
MDP0000279785 r S unknown protein
MDP0000814899_r S S-locus lectin protein kinase family protein
MDP0000214034 AS protein kinase family protein
MDP0000729817_r S glycosyl hydrolase family 5 protein
MDP0000729817 AS glycosyl hydrolase family 5 protein
MDP0000169942 AS WAKS (WALL ASSOCIATED KINASE 5)
MDP0000457057_r S hydrolase, alpha/beta fold family protein
MDP0000155586_r S short-chain dehydrogenase
MDP0000155476_r S short-chain dehydrogenase
MDP0000294540 r S GDSL-motif lipase
MDP0000662096_r S integral mb transporter family protein
MDP0000356610_r S
MDP0000135936_r S NBS-LRR disease resistance protein
MDP0000281697_r S unknown protein
MDP0000243873_r S ATBAG7
MDP0000634668_r S developmental regulator family protein
MDP0000500658_r S NTF2 family protein
MDP0000264548_r S disease resistance protein (NBS-LRR class)
MDP0000314358_r S disease resistance protein, putative
MDP0000676859_r S oxidoreductase/ transcriptional repressor
MDP0000204610 AS WAKS3 (WALL ASSOCIATED KINASE 3)
MDP0000200325 r S unknown protein
MDP0000166471_r S ATCSA-1; nucleotide binding
MDP0000161222_r S
MDP0000290186_r S disease resistance protein (NBS-LRR class)
MDP0000462276_r S
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MDP0000129470 AS glycine-rich protein

MDP0000125171_r S isocitrate dehydrogenase, putative
MDP0000240477_r S transducin family protein
MDP0000233741_r S

MDP0000336256 AS Putative disease resistance protein RGA4
MDP0000265647_r S TGD1 (trigalactosyldiacylglycerol1)
MDP0000757970_r S

MDP0000211593_r S leucine-rich repeat family protein
MDP0000642001_r S disease resistance protein (TIR-NBS class)
MDP0000124290_r S

MDP0000593675_r S EMB1144 (EMBRYO DEFECTIVE 1144)
MDP0000201153 r S unknown protein

MDP0000163089_r S MLO6 (MILDEW RESISTANCE LOCUS O 6)
MDP0000367146 AS

MDP0000216402 AS

MDP0000171628_r S pyruvate kinase, putative
MDP0000135157_r S

log2 Ratio scale
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Figure S - Expression patterns of MdPME?2 for each individual hybrid as determined by
microarray analysis at four developmental stages (100 DAF, H, 60 DAH and 120 DAH).

Hybrids displayed two different expression patterns: high and stable PME gene expression in
non-mealy hybrids (bold lines) contrary to lowest and decreasing gene expression in mealy
hybrids (dash lines). The transcript levels were normalized with the Lowess method.
Normalized intensities (i.e. expression levels) were then subtracted from the background.
Table refers to Kruskall-Wallis results between mealy and non-mealy hybrids at each time

point.
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Figure 6 - MdPME? cloning and validation by semi-quantitative RT-PCR.

6.A Analysis of MDP0000222620 sequence annotated on Malus x domestica genome [22].
Atl1g53830 is the Arabidopsis thaliana most similar sequence. MDP0000245813 is the
complete sequence identified from the 3° RACE analysis. All 3 protein sequences are
characterized by the presence of a PRO domain region (PF04043) followed by a putative
processing motif [33, 69]. The PME domain (PF01095) of MDP0000222620 is incomplete.

6.B Confirmation of the cloned gene expression profiles with 2 PME specific primer sets by
semi-quantitative RT-PCR for 30 cycles. M20 genomic DNA (DNAg) was used as positive
control. Genes expression were studied for pair 2 (M20/M74) during complete fruit kinetic.
MDP0000245813 could be amplified with clear difference between mealy (M) and non-mealy
(N) genotypes, while there was no amplification with MDP0000222620, and GADPH

expression remained at a relatively constant level.

A. 1 377 587 aa

| [
I T
at1g53530 [N |
mDPo000222620 [N ]
mDPoo00245513 [ I

PRO region PM PME domain

DNAg DNAc

100DAF H  60DAH 120DAH

NM NM NMNMNM

MDP0000222620

MDP0000245813

GADPH
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Figure 7 - Hierarchical cluster analysis of the 60 PMEs genes expressions in both 3 pairs

of hybrids during complete fruit kinetic using Genesis software.

Each row represents one PME gene. P1, P2 and P3 correspond to pairs M40/M49, M74/M20

and M48/M16 respectively. The MdPME2 gene only displayed an expression profile

consistent with mealiness development.
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Figure 8 - Subcellular localisation of the MdPME2-RFP fusion protein transiently

expressed in Nicotiana tabacum leaves.

The fluorescence of the 35S-MdPME2-mRFP expressed in N. tabacum cells construct was
visualized using a confocal laser scanning microscope. The cell wall localization was
monitored before and after cell plasmolysis confirming the fused protein exportation into the

apoplasm. Scale bars = 20 um.

A. MdPME2-mRFP

B. MdPME2-mRFP after plasmolyse
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Table 1 - Sensory evaluation of mealiness for individual hybrids.

Scores range from 1 (no mealiness perception) to 5 (very high mealiness perception).
Evaluations were carried out during four years (2007 and from 2009 to 2011) at three time
points (H: harvest, 60 and 120 DAH: i.e. 2 and 4 months of storage in a cold chamber at 1°C).
“Mean 120 DAH” is the mean of the four years for the last time point. Mealy hybrids are

highlighted in grey.
2007 2009 2010 2011 Mean
H 60DAH 120DAH H 60DAH 120DAH H 60DAH 120DAH H 60DAH 120DAH 120 DAH
Mi6 1.0 1.0 1.5 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.3 1.2
M20 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.5 1.5 1.0 1.0 1.3 1.2
M49 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.0 1.0 1.3 1.1 1.0 1.0 1.5 1.2
M40 20 15 43 15 28 40 12 20 24 10 35 45 38
M48 1.0 2.0 2.8 1.0 25 25 1.0 1.3 2.2 1.0 23 3.0 2.6
M74 1.0 1.0 3.5 1.5 2.0 3.0 1.3 3.0 3.4 1.0 4.0 4.5 3.6
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Additional files

Additional file 1. Results of cell cohesion test.

S1.A Mealiness score and results of the cell cohesion test (number of cell per ul). 158

apples of 10 different genotypes were used to develop this new test in 2012.

Format: XLS

S1.B Dispersion graph of the correlation between mealiness and cell cohesion test
results.

The y-axis represents the cell cohesion test results expressed as the number of isolated cells
counted by ul. The x-axis represents sensory mealiness. Pearson’s correlation coefficient was

calculated.

14
I

12

Paarson's r = 0.83

10
I

Number of cells per pl

Additional file 2. Differentially expressed genes of pairs 1 and 2 which displayed similar
expression patterns at one or more fruit development stages. Pairs are M49/M40 and
M74/M20. Time points are I00DAF (100 days after flowering), H (harvest), 60 and 120 DAH
(respectively 2 and 4 months of cold storage). The significance level was set at P-value <

0.01.

Format: XLS
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Additional file 3. Validation of microarrays results by quantitative real-time PCR (RT-

qPCR).

S2.A: Validation of microarrays results by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) for

selected genes for 2 pairs of genotypes at two time points. Reported ratios were calculated on

the basis of normalized data for microarray analyses (log2 ratio) and as normalized expression

for RT-qPCR (Ct ratio). H: harvest, DAH: days after harvest.

. RT-qPCR Microarray

stage Couple MDP number Gene annotation (Ct Ratio) (log2 ratio)
H M74 /M20 MDP0000222620 AtPME2 -2.12 -1.9
H M74 /M20 MDP0000322658 UDP-glucoronosyl -6.17 -2.58
H M74 /M20 MDP0000393227 FQR1 -3.82 -2.45
H M74 /M20 MDP0000671440 GDH1 -1.8 -1.07
H M74 /M20 MDP0000303194 CRK10 8.16 3.17
60 DAH M74 /M20 MDP0000222620 AtPME2 -2.67 -1.62
60 DAH M74 /M20 MDP0000393227 FQR1 -0.3 0.06
60 DAH M74/M20 MDP0000671440 GDH1 -2.49 -0.85
60 DAH M74 /M20 MDP0000303194 CRK10 7.24 2.06
60 DAH M74/M20 MDP0000322658 UDP-glucoronosyl -11.03 -2.48
H M40/ M49 MDP0000322658 UDP-glucoronosyl -9.37 -2.6
H M40/ M49 MDP0000393227 FQR1 -3.56 -2.68
H M40/ M49 MDP0000303194 CRK10 4.12 3.22
60 DAH M40/ M49 MDP0000222620 AtPME2 -3.34 -3.92
60 DAH M40/M49 MDP0000393227 FQR1 -3.73 -2.52
60 DAH M40/ M49 MDP0000322658 UDP-glucoronosyl -5.99 -3.26

S2.B: Correlation between qRT-PCR ratios and microarray log2 ratios is shown for the same

genes, along with Pearson correlation coefficient.

Pearson: 0.86
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Additional file 4. Ethylene measurements during storage.

Materials and Methods:

The fruits were sampled in 2010 and 2011 for ethylene quantification during storage. Ten fruits
were transferred to a hermetically closed container and ethylene contents were analysed using
an Ethylene Atmosphere Sampling Instrument (EASI-1, Absoger France).

To identify any statistical differences between mealy and non-mealy apples, student tests were
performed at each time point.

Results:

Ethylene accumulation in fruits from individual hybrids. The values represent the mean of 10
measurements. Results of student test at each time point between mealy and non-mealy are
mentioned below.

2010 2011
Phenotype Hybrid H 60DAH 60DAH 120DAH
NM M16 0,17 33,92 511 44,10
NM M20 0,88 2,61 -0,64 -1,79
NM M49 0,65 5,49 0,87 29,71
M M40 1,94 5,25 0,77 6,81
M M48 1,41 59,87 27,26 61,12
M M74 6,89 103,82 31,16 36,14
Results of student test: 0,24 0,38 0,25 0,75
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Additional file 5. Sequence alignments.

Format: PDF

Additional file 6. Evolutionary relationships between 60 apple PMEs.

The tree is based on the alignment of protein sequences using MUSCLE and it is constructed
using the neighbor-joining method and a bootstrap test with 1000 iterations using MEGAS

software. Black lines grouped PME genes of type I, including MdPME?2, and gray are of type
IT according to Arabidopsis thaliana PME groups [33].
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Additional file 7. Degree of methylesterification (DM) of apple cell walls (2009, 2010) for
mealy (M40, M74) and non-mealy hybrids (M20, M49) during the kinetic.
Values are the means of 3 technical replicates for both years. Error bars represent the standard

deviation.
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Additional file 8. Pectin enzymatic profiling results.

S8.A Sum up of significant differences between mealy and non-mealy fruits for each

oligouronide during the complete apple fruit cycle according to Kruskall-Wallis tests.

The oligouronides were identified from MALDI-TOF MS spectra after pectin-lyase
hydrolysis of cell wall preparations. Oligouronides nomenclature is described in the materials
and methods. Colors refer to significant differences (P-value < 0.05) between mealy and non-
mealy hybrids: dark grey is for a higher abundance in mealy fruits, light grey: a higher

abundance in non-mealy fruits.

S8.B Bar charts of abundance of each oligouronides for mealy (M40, M74) and non-
mealy (M49, M74) hybrids at the four fruit developmental stages obtained from MALDI-
TOF MS spectra after pectin-lyase hydrolysis of cell wall preparations. Oligouronides
nomenclature is described in the materials and methods. Letters on bar charts indicate groups

of significantly different abundance (Kruskall-Wallis test). M: mealy; NM: non-mealy.

60 120
DAH DAH

oligouronides 100 DAF H

DU4m?2
DU4m3
DU5Sm3
DU5Sm4
DU4m3al
DU6mlal
DU6m?2al
DU7m2al
DU7m3al
DU6m3al
DU5Sm2al
DU5Sm4al
DU6m?2a2
DU6m4al
DU7m3a2
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Additional file 9. IM population within HIDRAS pedigree [24].

IM population

G1

G2

G3
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Additional file 10. List of primers used for RT-qPCR and cloning.

S10.A Primers used for the RT-qPCR. For each selected gene, the expression pattern obtained
by microarray analysis is specified (up or down in mealy fruits compared to non-mealy).

Three housekeeping genes (HK) were used to calculate the normalisation factor.

Expression

Application profil MDP number Gene annotation Size Sequence (5' — 3)
RT-gPCR Down MDP0000222620 AtPME2 104 F: TTGAAAGTTGTGCTGCCATC
R: GACGTGCCGAAGAAAAAGAC
RT-gPCR Down MDP0000322658  UDP-glucoronosyl 100 F: TTGAATCAGCTTGTCGAGTTGT
R: GGAATCATAAGCTTCCCAGATTT
RT-gPCR Down MDP0000393227 FQR1 184 F: GCATAAGTTCCCGCACCATA
R: CCGCTGGAATTTTCTACAGC
RT-gPCR Down MDP0000671440 GDH1 102 F: GCAAACGCTTGAGATCTTCG
R: AGCACAGCTGATGACATGGA
RT-gPCR Up MDP0000303194 CRK10 150 F: TGTTGATCTTCCAGTACCCTCA
R: CCATGCAGCAGATATTTGACA
RT-gPCR HK MDP0000271281 porin, putative 155 F: CGCCCAAAATTATTGAAGCA
R: ATCCCCAGCCATTGATTTTT
RT-gPCR HK MDP0000217860 drought-responsive 193 F: ACGCAAGAGGAAGACAAGGA
family protein
R: GGGTGGCATGCTAACAAAAT
RT-gPCR HK MDP0000645828 GADPH 165 F: ATCAATGAAGGACTGGAGAGG
/ sqPCR

R: GTCAGGTCAACAACGGAAAC

S10.B Primers used for MdPME? cloning.

Application MDP number Gene annotation Sequence (5' — 3)
sq PCR MDP0000222620 AtPME2 F: TCACGATGCTGTGGAGGAC
R: TGAAAGTTGTGCTGCCATCG
sq PCR MDP0000245813 F: CCACGAGGCTGTCGAGGAT
R: TGAAAGTTGTGCTGCCATCG
3' RACE MdPME2 PME F6: CGATGGCAGCACAACTTTCA
PCR1 MdPME2 PME F5: AGAATGGCCAAAATCAAAGAGT
nested PCR MdPME2 PME F1: CACCAGAATGGCCAAAATCAAAGAG
MdPME2 PME R: CAGCGCAAGAGAAAATGGAA
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CHAPITRE 111

Les jasmonates controlent la
farinosité en modulant les voies du

stress oxydatif et de I’éthylene
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Chapitre III : Les jasmonates controlent la farinosité

CONTEXTE

La plupart des études réalisées sur la farinosité portent sur un nombre réduit de variétés. Au
cours du chapitre précédent, nous avons réalisé une premiere étude portant sur six hybrides
issus d’une méme population, ségrégant pour la farinosité. Cette étude nous a permis
d’identifier un déterminant précoce de la farinosité dans ce fond génétique. L’étape suivante
consiste en une étude des bases moléculaires de la farinosité au sein d’un sous-ensemble de la
core-collection constituée sur le site INRA d’Angers. Cette core-collection a été établie a
partir d’une des plus grandes collections de Malus x domestica. Elle représente la référence
nationale de la variabilité francaise au sein d’un complexe plus large de six core-collections
européennes (Lassois et al, soumis). L’objectif de cette étude réalisée sur la core-collection
est d’identifier les déterminants moléculaires de la farinosité de la pomme qui pourraient étre

indépendants du fond génétique.

Ainsi, 95 variétés ont été récoltées et décrites, a la récolte et a deux mois de conservation. La
caractérisation a la récolte a été réalisée dans le cadre du programme de ressources génétiques
ce qui implique qu’une description exhaustive de la morphologie des variétés a été réalisée.
Une analyse sensorielle a également été réalisée a la récolte. Apres deux mois de conservation
au froid, les 95 variétés ont été décrites pour leur farinosité par mesures sensorielle et
instrumentale (application du test de cohésion cellulaire développé dans le chapitre
précédent). Aucun marqueur phénotypique précoce n’a pu étre associé a la farinosité
développée au cours du stockage, soulignant I’importance de mieux comprendre le phénotype

au niveau moléculaire.

Une analyse transcriptomique a été réalis€ée sur un sous-ensemble de 40 variétés. A partir
d’une approche statistique multivariée, nous avons pu identifier les 34 variétés les plus
discriminantes pour la farinosité et ainsi valider trois groupes de phénotypes (les non farineux,
les intermédiaires et les farineux). Ces trois groupes ont été utilisés pour identifier les genes
dérégulés entre les différents phénotypes. Cette approche a permis de mettre en évidence une
implication de la voie du jasmonate dans la régulation de la farinosité. Le jasmonate a déja été
identifié comme ayant un role potentiel dans I’induction du systeéme 2 de I’éthyléne chez les
fruits climactériques, mais le role majeur revient ensuite a 1’éthylene considéré comme
I’hormone de maturation des fruits climactériques. Dans cette étude, nous proposons un

nouveau modele de la régulation de la farinosité modulée par les jasmonates.
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1 INTRODUCTION

Apple mealiness is a complex phenotype associated to soft, dry and grainy fruits. It is an
important texture storage default causing major economic loss to the profession every year.
Despite its significance, this phenotype is still rather poorly characterized at the molecular

level.

Mealiness is generally reported to result from cell wall modifications leading to the
disassembly of the middle lamella and the primary cell wall (Harker and Hallett, 1992). These
events implicate numerous cell wall-related enzymes such as polygalacturonases, expansins or
pectin-methylesterases. For instance, MdPGI, coding for a polygalacturonase is one of the
most studied cell wall-related genes associated with apple softening. Its expression has been
associated with softening in various cultivars (Atkinson et al., 1998; Costa et al., 2010) and
PG-suppressed apples resulted in firmer fruits (Atkinson et al., 2012). However, it has been
described as a late ripening gene (Ireland et al., 2014) which reduces its relevance as a
molecular determinant of fruit softening. In addition, unsuccessful attempts to maintain fruit
firmness by suppressing the expression of other cell wall-related genes in different species do

not support such a simple model (Brummell and Harpster, 2001).
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Many of the cell wall-related genes have been shown to be regulated by ethylene, described as
the ripening hormone, suppression of which reduces ripening in many fruits (Seymour et al.,
2013). A crosstalk between ethylene (ET) and jasmonates (JA) pathways has been reported in
fruits. Jasmonate and its derivatives are oxylipin phytohormones that are known to be
involved in the regulation of many physiological processes in plants, ranking from growth and
development to reproduction and defense. The synthetic pathway and signal transduction of
jasmonates have been fully investigated these last few years (Wasternack and Hause, 2013).
Besides remarkable improvement of JAs knowledge, their implication in fruit ripening has
been clearly established but the associated molecular events are still largely unclear. Applying
exogenous MeJA on apples during the pre-climacteric stage resulted in an increased ethylene
production (Saniewski et al., 1988), while application at the climacteric stage resulted in a
reduction of ethylene production (Miszczak et al., 1995). Similar results were obtained on
pear fruits after exogenous application of propyl dihydrojasmonate (PDJ), a synthetic
analogue of jasmonic acid (Kondo et al., 2007). In peach, JA application delayed ripening by
down-regulating genes coding for ethylene biosynthesis and cell wall remodelling (Ziosi et
al., 2008; Soto et al., 2012). By contrast, in non-climacteric fruits, exogenous application of
MeJA on unripe Fragaria chiloensis fruits accelerated fruit softening by inducing
anthocyanin accumulation, cell wall modification and ethylene and JAs biosynthesis (Concha
et al., 2013). Therefore, JA exogenous applications can inhibit or enhance fruit ethylene

synthesis depending on the species and the fruit ripening stage.

In this study, a genome-wide analysis based on the AryANE-v1 microarray (Celton, Gaillard
et al., 2014) was performed on 40 cultivars from the French Malus x domestica core
collection. Mealiness characterization was investigated after two months of storage by using
sensory analyses and the cohesion cell test recently published (Mikol-Segonne et al., 2014).
The aim of this study was to identify cultivar-independant molecular determinants of apple
mealiness. By combining multivariate and univariate approaches, less than 650 genes were
identified as related to mealiness. Amongst these genes, this study shows that the JA pathway
appears as a potential key regulator of molecular mechanisms associated with apple mealiness

development, upstream of cell wall-related genes.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material and phenotypic analyses

A subset of 95 cultivars (Table 1) was selected in the Malus germplasm collection of INRA
Angers in order to reflect the maximum of genetic diversity of the French Malus collection
(Lassois et al., soumis). Fruits were harvested from one tree per cultivar in 2013 at the
optimum maturity stage based on taste, ground color and a starch index of 6-7 according to
Pitts and Cavalieri (1988). Fruits were stored for 2 months at 1°C under normal atmospheric
conditions. They were warmed overnight at room temperature prior analysis. For each
cultivar, six fruits were selected for their homogeneity of size, color and mealiness (informal
tasting). They were divided into two lots of three fruits subsequently used as biological
replicates. Each lot was assessed for quantitative mealiness following the cell cohesion test as
described by Mikol-Segonne et al. (2014). Parenchyma tissues of each lot were frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C prior lyophilization and RNA extraction. Morphological

descriptions were performed at harvest. Harvest traits are described in Additional file S1.

2.2 Microarray analysis

2.2.1 RNA extraction, RNA labeling and microarray hybridization

Based on mealiness results, 40 cultivars were selected for transcriptome analysis (Table 1).
RNA extraction was carried out using 180 mg of lyophilized fruit flesh powder as described
by Rienth er al. (2014). All RNA samples were quantified using the Nanodrop ND-1000

spectrophotometer (Nanodrop Technologies) and checked for integrity on a 1% agarose gel.

mRNAs were amplified, labeled and co-hybridized according to Celton, Gaillard et al. (2014)
as follows: aRNAs were produced with Message Ampll aRNA amplification kit (Ambion)
from 200 ng of total RNA. Then, 5 ug of each aRNA were retro-transcribed and labeled with
either Cyanine-3 or Cyanine-5 fluorescent dye (Interchim, Montlucon, France). Labeled
samples were combined as 30 pmol for each dye and concentrated by precipitation.
Hybridization to the 4-plex Agilent microarray AryANE v1.0 was performed using the Gene
Expression Hybridization kit (Agilent) following manufacturer’s instructions. Hybridization

was carried out overnight at 65°C. The slides were washed in two successive wash buffers
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and dried before scanning. The Agilent AryANE v1.0 arrays were finally scanned with the
MS200 microarray scanner (Roche Nimblegen). The Agilent AryANE v1.0 is identical to the
NimbleGen AryANE array described by Celton, Gaillard et al. (2014) ie 126,022 gene-
specific probes from apple. Gene annotations were mainly based on Arabidopsis thaliana

similarities.

2.2.2 Data normalization

Grid alignments of .tiff files issued from the scanning were performed using the Agilent
Feature Extraction software. Extracted text files were analyzed in R environment. Data were
normalized with the Lowess method using the R package LIMMA (Smyth, 2005) from the
Bioconductor project. Then, quantile normalization was carried out using the

normalize.quantiles function available in the preprocessCore package from Bioconductor.

2.3 Statistical analyses

Statistical analyses were carried out in R environment. Sparse Partial Least Square-
Discriminant Analysis (sPLS-DA) was performed using the mixOmics package. PLS-DA is
an exploratory approach looking for the optimal linear combinations of variables (genes)
which best separate the sample groups (phenotypic classes). The sparse version developed by
L& Cao et al. (2011) used the LASSO-type penalization in order to identify relevant
combinations of variables that best discriminate the sample groups. Kruskal-Wallis (P-value <

0.01) analyses were performed using the agricolae package.
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3 RESULTS

3.1 Phenotypic description of the core collection

3.1.1 Description at harvest stage

Ninety cultivars from the French core collection were described at harvest for various
morphological and sensory traits. Variations in phenotypic data were assessed by principal

component analyses (PCA) and Spearman correlation coefficients (Additional file S2).

PCA carried out on sensory analyses showed positive correlation between crispiness, firmness
and fiber content on the first principal component (PC) which displayed 45.7% of the
variability (Figure 1A). These sensory traits appeared negatively correlated with melting,
mealiness and graininess. PC2 represented 24.2% of the variability and was correlated with
juiciness and graininess. A major group of individuals was correlated only with PC1 which
reflected they had firm and crispy textures. A group of six individuals differed from others on
PC2; they were more juicy and melting. It appeared that these sensory differences were

strongly linked to the harvest date (Figure 1B).

Sensory profiles of the 95 cultivars sorted out following their harvest date confirmed the
specific texture of “early” cultivars at harvest (Figure 2). “Early” cultivars, which were
harvested in August, displayed juicy and fibrous textures but they were especially
characterized by highly grainy and soft texture. We may also notice that this group did not
develop mealiness at harvest. However, the “early” class was under-represented with only
nine cultivars while the “medium” and “late” classes included respectively 36 and 50

cultivars.

We did not identify any correlation between morphological traits and sensory analyses at
harvest (see Spearman correlation in Additional file S2). For this reason, PCA on
morphological variables was performed independently (Figure 3). Morphological variables
were defined to get a complete fruit description without redundancy between variables. For
this reason, several principal components (PC) were necessary to explain the high rate of

variability: five PCs were necessary to explain 60% of the variability.
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The morphological dataset did not show any specific structuration as shown by the PCA
(Figure 3B). The first axis represented 26.3% of the variability and was mainly associated
with fruit diameter (correlation of 2 = 0.88, P-value < 0.001) (Additional file S2). It pointed
out the cultivar X8233 (N°60) which in fact displayed the smallest fruit diameter (48 mm

versus mean of 71.71 mm).

3.1.2 Maealiness development after two months of cold storage

Mealiness development mainly appears after two months of cold storage (Nobile et al., 2011;
Mikol-Segonne et al., 2014). For this reason, screening was performed at this date. Mealiness
was scored by an expert and quantified by using the cell cohesion (CC) test (Mikol-Segonne
et al., 2014). The CC test is used to quantify isolated cells detached from apple parenchyma
samples soaked into water and mixed using a vortex. Cell detachment is allowed by the

degradation of the middle lamella in mealy samples (Harker and Hallet, 1992).

First of all, correlation between sensory scores and the CC test results were confirmed
(Spearman coefficient correlation = 0.87, P-value < 0.01). However, the CC test was defective
to evaluate individuals with high sensory scores that displayed medium levels of isolated cells
(Figure 4). These observations suggested that i) the CC test does not seem sufficient to
describe this complex texture trait and/or ii) several unknown ripening mechanisms might
lead to mealiness. X7200 and X1363 were ‘“early” cultivars. However, no explanation could

be drawn from phenotypic analyses performed at harvest.

From sensory analyses, 32 cultivars developed mealiness, including the six cultivars
displaying a grainy texture at harvest and 26 other cultivars which were classified as firm and
juicy at harvest. These 32 cultivars could be divided into two classes by considering their
sensory score of mealiness. The first class composed of 8 cultivars refered to very mealy
apples (score > 4) and the second class of 24 cultivars was developing mealiness (score
between 2 and 4). The 66 cultivars left (score < 2) were non mealy after two months of cold
storage. We may notice that mealiness developed independently of fruit morphology

(Spearman correlations < 0.3, see Additional file S2).
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3.2 A two steps analysis to identify contrasted clusters for mealiness

3.2.1 Phenotypic selection to perform the transcriptomic analyses

In order to analyze mealiness molecular mechanisms in a large genetic background, global
transcriptome analyses were performed on a subset of 40 cultivars. As the CC test results did
not correlate perfectly with mealiness, the 40 cultivars were selected according to the sensory
scores of mealiness only. The cultivars were hence divided into three main sensory classes: 1)
non-mealy (score 1, NM), ii) mealy-in-development (score from 2 to 4, Md) and iii) mealy

(score > 4, M). The three classes were respectively composed of 18, 15 and 7 cultivars.

3.2.2 Structural grouping based on a supervised multivariate approach

In order to identify the classification which structured the most the transcriptomic data, PLS-
DA were conducted using the Mixomics package (R). This package was developed to analyze
high dimensional datasets reduced to a small number of samples. The PLS-DA is a regression
method where the response variable (class of mealiness) is categorical. The aim was to find
discriminative genes that can help separating the different classes of mealiness scores (L& Cao

etal, 2011).

First, a PLS-DA was performed on the 40 cultivars classified according to the previously
described classification. Figure 5 displays the representation of the 40 cultivars for the two
dimensions of the PLS-DA analysis. The first axis separated NM from Md apples while the
second axis separated M from others. However, a few cultivars appeared as transitional
between two classes. This either suggests that i) sensory score assignment displays some
defects or ii) another grouping pattern may exist amongst these cultivars. For instance, X8698
displayed a score of 3 in sensory mealiness and only 1 cell per ul was counted from the CC
test. From the PLS-DA result, this cultivar appeared « closer » to non-mealy samples. In that
case, a defect in score assignment seemed the most likely explanation. Similar conclusions
could be drawn for X0599. In the case of X8404 and X7203, they resulted from the same dye-
swap, suggesting a technical problem. X2656, X6208 and X7203 were non-mealy cultivars
with a low number of cells. In that case, this suggests that another cluster of expression
patterns interfers with mealiness. To facilitate the analysis and to focus on clear-cut
segregating genotypes, further analyses were performed on the 34 cultivars left. The dataset

was finally composed of 15 NM, 13 Md and 6 M cultivars. Amongst the six mealy cultivars,
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only half was harvested in early season which highlighted the fact that the grouping was not

dependent on the harvest date.

A second PLS-DA was carried out on the 34 cultivars and confirmed a complete separation of
these three textural groups (Figure 6). The first axis separated the NM from Md, while the
second axis separated M from others. The classification performance of the PLS-DA model
was evaluated as proposed by L& Cao et al. (2011). The lowest error rate was found between

30 and 40% which was clearly too high to use this model as a predictive tool (Figure 7).

Furthermore, a sparse PLS-DA was performed. By introducing penalties in the model (sPLS-
DA), it allowed the selection of a reduced number of genes, leading to the removal of the
noise and the improving of the samples clustering (L& Cao ef al., 2011). In our case, it did not
improve the error rate but it gave us an indication on the number of genes required to
discriminate the three groups. A total of 1,200 genes were necessary to discriminate Md from
NM apples on the PC1, whereas 200 genes were sufficient to discriminate the M group. This
result confirmed that transcriptomic data allowed the identification of potential clustering
expression patterns associated to mealiness and that a small number of genes seemed
specifically associated with mealiness. To perform an exhaustive gene selection, further

analyses were based on a classical univariate analysis.

3.3 Transcriptional profiling of genes associated with mealiness

The transcriptomic experimental design was chosen to compare the expression profiles of the
different phenotypic classes rather than comparing two conditions. For such purposes,
Kruskal-Wallis tests were performed to identify the means of transcript expression which
were significantly different amongst the three defined groups. In total, we identified 13,049
genes displaying significant differences between NM and M apples (P-value < 0.01). A
second selection based on a fold change superior to 0.8 with small standard deviations was
further performed and reduced the list to 643 transcripts including 67 up-regulated transcripts
and 576 down-regulated transcripts (Additional file S3). Moreover, 102 anti-sense (AS)
transcripts (16%) were down-regulated, suggesting a potential important role for post-

transcriptional regulation in fruit maturation.
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3.3.1 Jasmonates biosynthesis pathway-related genes

Several transcripts annotated as genes involved in the biosynthesis of jasmonates were up-
regulated in NM apple fruits (Table 2), including a lipooxygenase (MDP0000548790), OPR3
(MDP0000186231), ACXI  (MDP0000552191) and JARI  (MDP0000193700,
MDP0000233483) (Figure 8). 13-LOX is the enzyme associated with the initial step in JA
biosynthesis. It is a lipoxygenase which inserts oxygen in the C-13 position of a-linolenic acid
(LeA). The resulting (13S)-hydroperxyoctadecatrienoic acid (13-HPOT) is dehydrated by the
allene oxide synthase (AOS) into an unstable allene oxide which is catalysed by the allene
oxine cyclase (AOC) into cis -(+)-12-oxophytodienoic acid (OPDA). Then, OPDA is
catalysed by OPDA reductase (OPR3), followed by a B-oxidation performed by an acyl-CoA
oxidase (ACX1) leading to the formation of (+)-7-iso-JA, the jasmonic acid (JA). JA itself has
to be conjugated with amino-acid isoleucine (Ile) to form the biologically active form of JA,

JA-Isoleucine (JA-Ile). This last step is catalyzed by the JA-amino acid synthase (JAR1).

AOS and AOC did not display differential expression patterns between NM and M apples but
both were expressed, which suggests that they were not limiting steps in JA biosynthesis in
NM apples. The LOX transcript was annotated as LOXI which belongs to the 9-LOX subclass
and is not involved in JA biosynthesis (Wasternack, 2007). In silico analysis confirmed the
lipoxygenase domain but did not allow for the distinction between 13-LOX and 9-LOX.
However, the number of JA-related genes up-regulated in NM apples supported the
hypothesis of a difference in JA biosynthesis.

Moreover, two transcripts annotated as histone deacetylase (HDA19), MDP0000261538, and
coronatine-insensitive (COIl), MDP0000277815, were over-expressed in NM apples. Both
genes are described as implicated in the regulation of the JA-signaling pathway. Over-
expression of these two genes suggested a positive regulation of JA-signaling pathway in NM

apple fruits.

3.3.2 Flavonoid biosynthesis pathway-related genes

Several over-expressed transcripts in NM fruits were associated with phenylpropanoid and
flavonoid pathways (Table 2). First, two transcripts annotated cinnamate 4-hydroxylase
(C4H), MDP000122830 and MDP0000876184, and two transcripts annotated 4-coumarate-

CoA ligase (4CL), MDP0000293578 and MDP0000317962, displayed similar and significant
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expression patterns. Both are key enzymes of the phenylpropanoid pathway leading to the
formation of 4-coumaroyl-CoA, the intermediate product between the lignin and flavonoid
pathways. The conversion of the 4-coumaroyl-CoA by the chalcone synthase (CHS) results in
the formation of a chalcone precursor from which all flavonoids derive. A transcript annotated
CHS, MDP0000575740 tended to be over-expressed in NM fruits but the differences between
the three phenotypic groups were not significant (P-value = 0.052). Despite this lack of
significance, its expression profile was consistent with an activation of the flavonoid pathway

in NM fruits.

Based on the annotations, the flavonoid pathway seemed to be more active in NM apples. A
transcript  displaying similarities with an anthocyanidin = 3-O-glucosyltransferase,
MDPO0000805105, was over-expressed in NM apples (Figure 9). This enzyme belongs to the
glycosyltransferase family 1 (GT1) that includes several transferases which act at the last step
of the flavonoid pathway to add sugars on the flavonoid backbone. We might hypothesize that
the identified gene is probably not acting on the anthocyanin pathway but on another
flavonoid subclass pathway. Moreover, we identified the over-expression in NM apples of
two transcription factors known to form a complex, WD40-bHLH-MYB, that participates in
the activation of the anthocyanin pathway. These transcripts were annotated as WD40
(MDP0000314954, MDP0000193975 and MDP0000154753) and basic helix-loop-helix
(bHLH) (MDP0000171697, MDP0000226497). However, MYB110 (MDP0000359992)
displayed over-expression in M apples suggesting an increase of anthocyanins in M fruits.
Expression of MYBI110 supports the hypothesis that it is probably not the anthocyanin
pathway that is activated in NM apples especially since anthocyanins are concentrated in the
apple peel and we performed the analyses on parenchyma tissues. In addition, two AS
transcripts annotated as isoflavone reductases (MDP0000171929, MDP0000376285) were
overexpressed in NM fruits which suggests a potential post-translational regulation of these
transcripts involved in the isoflavonoid biosynthesis. Isoflavones may not be the flavonoids

produced in NM apples.
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3.3.3 Ethylene pathway-related genes

Three transcripts involved in the ethylene pathway exhibited differential expression patterns
(Table 2). First, a transcript annotated ACC synthase (ACS), MDP0000250254, was down-
regulated in NM apples (Figure 10). ACS is a key enzyme of the ethylene biosynthesis
pathway. In addition, an ethylene response receptor (ETR), MDP0000219737, and an EIN3-
binding-F-box (EBF), MDP0000165656, were up-regulated in NM apple fruits.
MDP0000219737 corresponds to ETR2 validated by Ireland ef al. (2012); MDP0000165656
corresponds to EBF102, one of the four apple EBFs identified by Tacken et al. (2012). ETRs
and EBFs have been demonstrated to negatively regulate ethylene (Alexander and Grierson,
2002; Yang et al., 2010). The expression patterns of these three genes suggest a negative
regulation of the ethylene pathway in NM apples.

3.3.4 Cell wall-related genes

Several transcripts annotated as cell wall-related genes were over-expressed in M apples
including transcripts with sequence similarities with a pectate lyase (PL), MDP0000539270, a
wall-associated-kinase like (WAKL), MDP0000426154 and a pectin methylesterase (PME),
MDP0000621927 (Table 2). PLs and PMEs are enzymes associated with pectin
modifications. WAKLs are less known than WAKSs but both are receptor kinases tightly
associated with the pectin fraction of the cell wall. An AS transcript annotated as WAKS,
MDP0000169942, was over-expressed in NM fruits suggesting a negative regulation in NM
apples. The expression patterns of these cell wall-related genes support the hypothesis that an
increase of ethylene biosynthesis in M apples induces cell wall modifications, one of the main

features of fruit softening.

3.3.5 Calcium channel regulation

A transcript annotated CPK6, MDP0000306850, was down-regulated in NM fruits. CPK6
codes for a calcium-dependant protein kinase which regulates calcium channels (Table 2).
The regulation of calcium channels suggests a regulation of ions flux involved in the turgor

pressure associated with the NM phenotype.
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4 DISCUSSION

4.1 Mealiness unlinked to harvest traits

Morphological traits and sensory analyses displayed no correlation with mealiness
development in cold storage. All soft apples at harvest developed mealiness during cold
storage but mealy apples were not always soft at harvest. Similarly, mealiness appeared as
partially correlated with the period of harvest: early cultivars tended to develop mealiness
during storage. But late cultivars can also develop mealiness. This result is in agreement with
literature that concludes that the harvest date does not influence the softening development
(Johnston et al., 2002). However, our hypothesis is that mealiness is associated with a rapid
loss of firmness during storage (Mikol-Segonne et al., 2014). In regard of this thesis, it
appears relevant that “early” cultivars which displayed a faster fruit development are also

prone to display a faster fruit ripening resulting in mealiness.

Fruit size is also considered to be correlated with the development of apple softening during
storage. Larger fruits are considered to be softer than smaller fruits (Harker et al., 1997). Our
results did not support this conclusion as no correlation between any of the morphological
traits and mealiness was noticed. It has also been suggested that differences in fruit firmness
would result from the parenchyma cells organisation. Volz et al. (2004) concluded that larger
fruits displayed lower firmness, had larger cells and more intercellular airspace than smaller
fruits. McAtee et al. (2009) showed that apple firmness is independent of cell size. Therefore,
morphological fruit characterization at harvest appears as insufficient to predict mealiness
development during storage. A better understanding of the molecular events related to
mealiness seems clearly necessary to consider any eventual prediction of this negative trait at

harvest time.

4.2 The contribution of a multivariate approach

A supervised method like PLS-DA was used to evaluate clustered expression patterns
correlated with mealiness. As PLS-DA analyses aim to maximize the covariance between two
datasets, it appeared as a useful tool to improve the classification accuracy. Thus, six cultivars

were revealed difficult to classify regarding the mealiness. Many reasons could explain this:

102



Chapitre III : Les jasmonates controlent la farinosité

either the phenotyping or the normalization was defective or the expression patterns were
influenced by another non-identified trait. For obvious reasons, these cultivars have been

discarded and further analyses were performed on the 34 remaining cultivars.

PLS or PLS-DA regression are very popular for a prediction purpose in the field of
chemometrics and more and more in the medical field. In the frame of medical diagnosis,
PLS-DA regressions are performed on two clear-cut segregating populations. In our case, we
had three different classes to predict, including the Md class which represents an intermediate
phenotype. Segregation was not clear enough. Moreover, the small proportion of M cultivars
was insufficient to perform cross-validation and to consider this tool for prediction purposes.
In addition, the use of a PLS-DA method to identify genes was difficult considering the
complex noise structure of our dataset. This is mainly due to technical problems (a very high
number of genes were expressed at various levels, a phenomenon increased by the use of AS
transcripts) and due to biological problem (the high level of dependence between all genes
involved in coordinated pathways associated with post-transcriptional regulation by AS)
(Nguyen and Rocke, 2004). Therefore, the use of PLS-DA appeared relevant for exploratory
purposes (Lé Cao et al., 2011) and for refining a relevant dataset. Combining it with a
classical approach performed ‘“gene-by-gene” we identified significantly differentially

expressed transcripts associated with mealiness.

4.3 Jasmonates as key regulators of mealiness development

4.3.1 Induction of JA pathway in non-mealy apples

JA biosynthesis and signaling are known to be conserved pathways across the plant kingdom
(Wasternack and Hause, 2013). First, JA biosynthesis requires the action of several enzymes
which are almost all up-regulated in NM apples. Moreover, the up-regulation of JARI
suggests the biosynthesis of JA-Ile. JA-Ile is the biologically active form of JA and is the only
JA metabolite to play a central role in JA signaling (Fonseca et al., 2009). However, JA-
responsive genes are under a tight transcriptional control by Jasmonate Zim Domain (JAZ)
which acts as a repressor. Degradation of JAZ is necessary to promote JA-responsive gene
expressions. COII is the F-box protein that is a part of the SCF®!" complex which functions
as an E3 ubiquitin ligase and degrades JAZ proteins. Therefore, COIl is required for the

expression of JA-responsive genes. In the present study, up-regulation of COIJ in NM apple
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fruits suggests that COIl could participate in the repression of eventual JAZ proteins.
Moreover, the over-expression of HDA 9 may also support the hypothesis of an activation of
JA-responsive genes. HDA19 is involved in the deacetylation of histones resulting in post-
transcriptionnal gene regulation. It has been demonstrated that HDA19 interacts with JAZ
proteins and play a role in the transcriptional regulation of JA-responsive genes (Zhou et al.,
2005; Zhu et al., 2011). Overexpression of HDA19 may indeed induce the expression of JA-
responsive genes (Zhou et al., 2005) which is consistent with our results. However, how
histone deacetylation modulates JA-signaling is still unclear as overexpression of HDA6 may
repress the expression of JA-responsive genes (Zhu et al., 2011). Further work will be
necessary to investigate the effective role of HDA19 in the regulation of JA-responsive genes

expression.

Hereby, an increase in the expression of genes leading to the biosynthesis of JA-Ile and in the
expression of COI1 would allow expression of JA-responsive genes. All JA-responsive genes
identified in our study suggest the control of several pathways such as ethylene and flavonoid
pathways and turgor maintenance. It underlines a potential key role of JA in the regulation of
mealiness development. Figure 11 illustrates the suggested central role of JA in the control of

apple mealiness development.

4.3.2 Regulation of ethylene pathway by jasmonates
4.3.2.1 The role of ethylene in mealiness development

ACS is one of the key enzymes controlling the production of ethylene. The lower expression
of the ACS gene in NM apples suggests a difference of ethylene biosynthesis between NM
and M phenotypes. The role of ethylene in the ripening of climacteric fruits is now well
established. Ethylene indeed regulates various ripening processes during which the majority
of the sensory quality attributes are elaborated including aroma, flavour or texture (Pech et al.,
2010). Moreover, the up-regulation of an ethylene receptor gene in NM apples could be
associated with negative regulation. Harb et al. (2012) displayed similar results with MdETR1
expression being higher in the non-softening apple cultivar “HoneyCrisp" than in the rapidly
softening cultivar “Mclntosh”. Transgenic lines of tomato containing antisense LeETRI or
LeERT2 showed an accelerated abscission of petioles and flower senescence which

demonstrated their roles as negative regulators of tomato growth and development (Wang et
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al., 2006). Moreover, EBF proteins negatively regulate the ethylene signaling pathway via
mediating the degradation of EIN3/EIL proteins (Potuschak et al., 2003). In another study,
four apple EBFs have been identified including EBFI and EBFI02. EBFI displayed
constitutive expression over apple ripening and inhibited EIN3 and ethylene-responsive genes
during transient assays performed on Nicotiana benthamiana; EBF102 expression increased
as the fruit ripens consistently with ripening-responsive genes (Tacken et al., 2012). They
associated apple kinetic of ripening with over-expression of EBF102 in “Royal Gala” without
considerating the ripening phenotype. We compared expression profiles of various genotypes
at a given time. All cultivars could express EBF102 as they ripened but we suggest that the
more EBF102 is expressed, the more the ethylene signaling pathway is negatively regulated.
Moreover, a proteomic analysis supports our hypothesis as it revealed that highly firm apples
displayed a lower expression of ethylene which resulted in the slowing-down of the ripening
process (Marondedze and Thomas, 2012). The accumulation of cell wall-related genes in M
fruits supports the hypothesis that an increase in ethylene production enhances ripening and
cell wall modification. The degradation of the middle lamella results in a loss of cell-to-cell
cohesion associated with mealiness. Our results suggest that differences in M and NM apples

could be linked to ethylene production, resulting in the well-know cell wall modifications.

4.3.2.2 Ethylene biosynthesis fine-tuned by JA

An important role in the ripening of climacteric fruits has already been assigned to JA.
Measurements of endogenous JA displayed high levels before the climacteric stage, which
had been proposed to be a key element for the transition in ethylene production from system 1
to system 2 (Fan et al., 1998). It has also been demonstrated that endogenous JA production
decreased sharply after the climacteric crisis but increased slowly again during the ripening
stage (Kondo er al., 2000). These results suggest a supplemental role of JA during fruit

ripening and support our hypothesis.

A synergistic crosstalk between ET and JA is known to occur in response to necrotrophic
pathogens. JA and ET usually act synergistically but some antagonistic interactions have also
been described (Wasternack and Hause, 2013; Zhu, 2014; Song et al., 2014). Similar crosstalk
during fruit ripening has also been evocated. Previous works reported that JA can regulate the
ethylene biosynthesis pathway by down-regulating genes such as ACS in pear fruits (Kondo et

al., 2007) or ACO in peach fruits (Ziosi et al., 2008). In these studies, ripening modifications
105



Chapitre III : Les jasmonates controlent la farinosité

evaluated by ethylene production and fruit firmness were slowed down. Moreover, an
ethylene receptor gene ETR2 was also strongly down-regulated in JA treated peach fruits
(Soto et al., 2012). In our work, up regulation of JA in non-mealy fruits may be related to the
differences of expression observed in ethylene-related genes. Furthermore, Soto et al. (2012)
suggested that inhibitory effects of JA on ethylene production and flesh softening account for
a transient slowing down of peach ripening. This conclusion supports the idea that mealiness
is not only cultivar-dependant but can be part of the regular transition phase of all apple fruits
before senescence. In that case, differences of apple mealiness may result in how fast the
ripening process develops, as suggested by our previous work (Mikol-Segonne et al., 2014).
Gene expressions of the intermediate phenotypic class Md supports this hypothesis as their
expression levels were always between M and NM mean expression levels. Thereby the speed
of ripening may be fine-tuned by JA, acting as an important regulator of ethylene and

indirectly of cell wall-related genes and hence, of apple mealiness development.

4.3.3 Flavonoids contribute to cell integrity in ripe apple fruit
4.3.3.1 Flavonoids as regulators of fruit ripening

Flavonoids are synthetized via a branch of the phenylpropanoid pathway. They are secondary
metabolites divided into six major subgroups: chalcones, flavones, flavonols, flavan-diols,
anthocyanins and proanthocyanidins (PA). A major part of the differentially expressed
transcripts suggests an increase of the flavonoid content in NM apples flesh which might not
be isoflavones and anthocyanins. Various studies confirmed the presence of polyphenolic
compounds in apple flesh even though most were found in the apple skin (Tsao et al., 2003;
McGhie et al., 2005). The two major flavonoid components measured in apple flesh are
flavan-3-ols (catechin and epicatechin) and procyanidins (Burda et al., 1990; Tsao et al.,
2003; McGhie et al., 2005; Verdu et al., 2014) which is consistent with our hypothesis
concerning the subclass of flavonoids probably produced in NM apples. Both components
displayed an important decrease during the early stage of development but they remained
relatively constant during maturation and storage (Burda et al., 1990). Moreover,
concentrations of each of these components have been shown to vary between cultivars
(McGhie et al., 2005) but no relation has ever been identified between apple texture and each

antioxidant phenolic concentration.

106



Chapitre III : Les jasmonates controlent la farinosité

Fruit ripening is also described as an oxidative process, accompanied by an increase of
reactive oxygen species (ROS). Excess of ROS can damage cellular components resulting in
cell death and potentially fruit senescence (Tian et al., 2013). To counteract this phenomenon,
plant cells dispose of various antioxidative defence mechanisms which are based on
enzymatic antioxidant systems (e.g. catalases, superoxide dismutases (SOD)) or non-
enzymatic low molecular metabolites (e.g. ascorbic acid (vitamin C), glutathione (GSH),
flavonoids) (Gill and Tuteja, 2010). In many climacteric species, an increase of the oxidative
stress is followed by an increase of the components of the antioxidant system in order to
scavenge an overproduction of ROS. In pear, ROS are required to initiate and promote
ripening but their concentration modulate the rate of postharvest senescence (Brennan and
Frenkel, 1977). Peach ripening is also associated with an increase of SOD and GSH to cope
with the oxidative process (Camejo et al., 2010). Similar changes are described for tomatoes
(Jimenez et al., 2002) or climacteric peppers (Tan et al., 2012). Almost all studies focus on
enzymatic antioxidant systems. However, all flavonoids displayed antioxidant properties
(Agati et al., 2012; Kumar and Pandey, 2013) suggesting they constitute an efficient
antioxidant mechanism and that there is no reason to discard flavonoids for such purposes.
Therefore, the over-expression of the flavonoid pathway suggests that NM apples develop a
cellular machinery able to regulate oxidative stress that can damage cellular components.
Similarly to our study, Marondedze and Thomas (2012) identified an accumulation of the
enzyme dehydroascorbate reductase in firm apple fruits, which is involved in the formation of
ascorbate. Hence, the antioxidant properties of flavonoids could contribute to maintain cell
integrity of NM apples. The decrease of the flavonoid content in M apples could be a first step

towards a senescence state.

4.3.3.2 Flavonoid pathway induced by jasmonates

It is admitted that JA act as elicitors of the production of secondary metabolites following a
conserved mechanism across the plant kingdom. JA-activation of master regulators
(transcription factors) could activate expression of many genes involved in a particular
pathway, including the flavonoid pathway (De Geyter et al., 2012). Influence of JA on
flavonoid production has already been reported in apple fruits. Pre-harvest spray of MeJa on
“Cripps Pink” apples induced the accumulation of all known flavonoids in fruit skin (Shafiq

et al., 2013) while similar treatment performed on “Fuji” apple did not enhance the
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production of catechin and quercetin (Rudell et al., 2002). JA effects in fruit ripening are
sometimes associated with anthocyanins accumulation corresponding to an acceleration of

ripening (Rudell et al., 2005; Shan et al., 2009).

4.3.3.3 Crosstalk between ROS and hormonal pathways to fine-tune oxidative

stress

Crosstalks between ROS and hormonal pathways have been reported but knowledge of their

modes of action is still limited.

Firstly, climacteric fruits are characterized by an increase in respiration at the onset of
ripening, in concert with an increase of ethylene production. Ethylene seems to regulate this
higher respiration rate and to indirectly regulate the associated release of ROS (Perotti et al.,
2014). An exogenous application of ethylene on pear indeed increases the peroxide levels
(Brennan and Frenkel, 1977); in return, the application of 1-MCP suppresses the
accumulation of peroxide (Dong et al., 2014). Therefore, the regulation of ethylene
production in NM apples is another way to reduce ROS accumulation. Combined with
flavonoid compounds, apple fruit cells insure their integrity and reduce cell damages related

to oxidative stress.

Secondly, JA have also been related to ROS in the frame of lignin deposition in response to
cell wall damage (Hamann, 2014). In that case, plant cells produce ROS which induce a ROS
burst and JA accumulation. Both form a negative feedback loop enabling the repression of
each other that modulates the downstream process of lignin deposition (Denness et al., 2011).
This represents an example of dynamic signal integration in order to ensure cell wall integrity
maintenance. If we consider a similar mechanism in apple fruit cells, we could hypothesize
that ethylene induces ROS production that activates JA biosynthesis. Then, JA could act as a
key moderator of ripening by orchestrating ethylene, flavonoids and ROS accumulation. By
combining these different mechanisms, cells may ensure to reduce oxidative stress and cell

wall damages, and hence, delay mealiness and subsequent fruit senescence.
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4.3.4 A potential role in turgescence control

Turgor pressure is considered as an important factor associated with textural changes in fruits
but current knowledge does not solve whether it plays an active or a passive role (Goulao and
Oliveira, 2008). Flesh firmness and turgor have been shown to be positively correlated in
apples (Tong et al., 1999). Similarly, Iwanami er al. (2008) concluded to a correlation
between the rates of reduction in turgor and softening in non-mealy apples but they also
concluded that a cultivar with a low reduction rate of turgor can turn mealy. Harker and
Hallett (1992) already suggested that turgor in mealy apples could induce the rounding shape
of cells. Hence, relative contribution of turgor and associated molecular mechanisms are still

far from clear.

In the present study, two genes involved in stomatal aperture of guard cells, COIl and CPK6,
were up-regulated in NM apple fruits. A parallel can be drawn between this phenomenon and
mealiness as both are related to water flux. Stomatal closure in guard cells can be induced by
MelJA. It has been shown that MeJA activates calcium ion channels (Ica) that induce the
elevation of cytosolic free calcium concentration ([Ca?"]¢y: ) (Munemasa et al., 2011b). This
increase of [Ca?"]¢y: causes a rapid decrease of turgor pressure and a subsequent closure of
stomata (Martinoia et al., 2007). Additionally, Ica activation is abolished both in the MeJA
insensitive Arabidopsis mutants COIl (Munemasa et al., 2007) and CPK6 (Munemasa et al.,
2011a). It has been demonstrated that CPK6 acts directly on the regulation of Ica. A clear role
in fruit ripening remains to be elucidated. Nonetheless, we may hypothesize that over-
expression of CPK6 in NM apple fruits stops the Ica opening in response to endogenous JA.
Keeping the Ica closed is, in some extent, a way for the cell to limit ions exchange and to

maintain cell turgor and hence, fruit firmness.

Moreover, a focus can also be done on WAKSs involvement in maintain turgor pressure in
apple fruits. WAKSs are receptor-kinases of Ser/Thr type. WAK?2 has been associated with the
induction of invertase activities that modify turgor pressure during cell elongation in
Arabidopsis thaliana (Kohorn and Kohorn, 2012). In NM apples, Anti Sense WAK transcript
was over-expressed suggesting a post-translational regulation of WAK controlling the turgor
pressure. Recently, similar results have been demonstrated within apple progenies as AS WAK

was also over-expressed in NM apples (Mikol-Segonne et al., 2014).
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5 CONCLUSIONS

Full description of apples at harvest did not help to predict an eventual development of apple
mealiness during cold storage. Understanding the molecular bases of mealiness appeared as
necessary. By using a large transcriptome analysis on 34 cultivars, we deciphered new
molecular bases of mealiness. Apple mealiness is usually associated with cell wall
disassembly and a loss of turgor pressure controlled by the endogenous ethylene production.
JA has already been identified during ripening of climacteric fruits but its role has been
neglected for a long time. Here, we identified JA as a potential key regulator of many of these
biological pathways involved in apple mealiness (Figure 11). By fine-tuning ethylene
biosynthesis, JA regulates the cell wall disassembly. By inducing flavonoid biosynthesis, JA
insures cellular antioxidant defense. Associating with an increase of expression of cpk6,
potential negative effect of JA on pressure turgor is controled. Consequently, JA turns out as a
new driver of apple fruits ripening by keeping cells far away of mealiness. However, the exact
mechanisms through which JA regulates the biosynthesis of flavonoids and interacts with
ethylene require to be investigated. Functional validation of this model could now to be
undertaken using pharmacological approaches and biochemical analyses. Several approaches
may be considered as i) the inhibition or activation of JA, ROS or flavonoid pathways, ii) the
evaluation of JA and flavonoid amounts in NM and M apples. Finally, the role attributed to

JA underlines a useful role in the molecular strategies developed to control apple mealiness.
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TABLES

Table 1 - Mealiness results after two months of cold storage for the 95 cultivars. “Expression
analyses” specifies if transcriptomic analyses had been performed (y: yes and n: no). "Profil
for selection" refers to the phenotypic classification used for the first cultivar selection. “Profil

for analyses” refers to the classification used for transcriptome analyses.

harvest sensory Expression profil for profil for harvest sensory CC Expression profil for

I1d_Accession Cultivar R CCtest Id_Accession Cultivar A )
period ly Y y period analyses test analyses selection

X0404  CAMUESA VERDE late 1,0 0,03 y 1 NM X0036  ROSE DE BENAUGE late 1,0 010 n 1
X0849  PATUL medium 1,0 0,04 y 1 NM X0395  ALFRED JOLIBOIS late 1,0 002 n 1
X0898 MARAND ROUGE late 1,0 0,00 y 1 NM X0710 PATTE DE LOUP late 1,0 0,10 n 1
X0972  GOLDEN DELICIOUS medium 1,0 0,59 y 1 NM X1269  REALE D'ENTRAYGUES late 1,0 010 n 1
X1556 REINETTE DE BREDA GRISE medium 1,0 0,07 y 1 NM X4616 TRELAGE late 1,0 0,00 n 1
X2104 GELADE late 1,0 0,02 y 1 NM X4898 FRENCH CRAB late 1,0 0,05 n 1
X2316  ROUGE DE CLARON late 1,0 0,10 y 1 NM X4915  RED DOUGHERTY late 1,0 010 n 1
X2640 REINE DES REINETTES medium 14 0,45 y 1 NM X7358 PEPIN MEUNIER late 1,0 0,09 n 1
X2656  JONATHAN medium 1,3 0,30 y 1 NM X8209  POMME DE SORE late 1,0 007 n 1
X2998  DEL'ESTRE late 1,0 0,07 y 1 NM X8244  POUZARAQUE medium 1,0 0,02 n 1
X4874 API ETOILE medium 1,0 0,00 y 1 NM X8249 REINETTE BLANCHE DE BEUSSENT medium 1,0 0,02 n 1
X6208 REINETTE PARMENTIER medium 1,0 0,19 y 1 NM X8607 REINETTE D'HIVER late 1,0 0,12 n 1
X7203 CABARETTE late 1,0 0,10 y 1 NM X8706 CALVILLE D'ULZEN late 1,0 0,02 n 1
X8211 PERREGUE medium 12 0,07 y 1 NM X8743 REINETTE VAN BERK'S late 1,0 0,24 n 1
X8223  PLATET late 1,0 014 y 1 NM X8212  ELIZON late 1,3 008 n 1
X8238 CABANA SAGARRA medium 1,0 0,59 y 1 NM X8713 FENOUILLET DE RIBOURS late 14 1,67 n 1
X8380  CABUSSE late 1,0 014 y 1 NM X0585  FAUROT late 1,4 024 n 1
X8718  GAZERAU late 1,0 0,00 y 1 NM X0666  POMME CITRON late 1,5 055 n 1
X8726 POMME ROYALE medium 1.2 1,23 y 1 Md X1095 FRANKLIN medium 15 0,90 n 1
X8703  CALVILLE DE DOUE medium 2,2 1,80 y 1 Md X1314  GROSAPI late 1,5 032 n 1
X0421 BELLE DE MAGNI medium 33 2,05 y 2 Md X1682 CHAILLEUX late 15 0,12 n 1
X0599 POUZAC medium 3,0 1,87 y 2 Md X1894 ROMARIN BLANC late 15 0,14 n 1
X1853  CHARLES ROSS early 2,8 042 y 2 Md X2949  BERAUD late 1,5 035 n 1
X2437 ALKMENE medium 32 2,34 y 2 Md X4975 PILETTE late 15 0,12 n 1
X2698  COURT PENDU PLAT medium 3,0 1,02 y 2 Md X7198  REINETTE DE CHAMPAGNE late 15 040 n 1
X8694  BELLE DE FRANCE late 3,0 1,39 y 2 Md X8200  NEGUSAGARRA late 15 022 n 1
X8698 BELLE-FILLE NORMANDE medium 3,0 1,15 y 2 Md X8232 BEAUSOLEIL late 15 0,24 n 1
X1307  DIRECTEUR LESAGE early 3,0 5,29 y 3 Md X8247  REINETTE DE SEGUIN medium 1,5 0,69 n 1
X2323 REINETTE DOREE late 38 7,12 y 3 Md X8390 FEUILLEMORTE late 15 1,24 n 1
X8227  TROMPE GELEE medium 3,3 2,94 y 3 Md X8409  REINETTE DE MAURS late 15 020 n 1
X8252  MERCIER medium 3,7 4,27 y 3 Md X8411  REINETTE SANGUINE DU RHIN late 15 017 n 1
X8416 TRANSPARENTE DE BOIS GUILLAUME  early 3,0 6,93 y 3 Md X8693 BEBE ROSE late 15 0,25 n 1
X8739 REINETTE DE RAFFRAY late 2,7 2,89 y 3 Md X8699 BELLE-FLEUR DE SAINT-BENOIT medium 15 0,43 n 1
X1180 REINETTE DE MULTHAUPT late 4,0 2,69 y 2 M X8725 POMME DE FEU (INDRE) late 15 0,14 n 1
X2731 INGRID MARIE medium 4,0 3,12 y 2 L\ X8735 REINETTE DE LUCAS late 15 1,39 n 1
X7200  TRANSPARENTE BLANCHE early 4,6 2,87 y 2 M X8738  REINETTE DE PLUVIGNE late 1,7 032 n 1
X8236 SAINT MICHEL medium 4,1 2,42 y 2 L\ X1206 CALVILLE DU ROI medium 18 4,40 n 1
X8404  MICHOTTE late 40 235 y 2 M X8256  DE BONDE medium 1,8 0,73 n 1
X0522  POMME D'ETE ROUGEUR DE PECHE early 4,0 8,18 y 3 M X8405  NONPAREIL medium 1,8 1,70 n 1
X8233 PETITE MADELEINE early 43 9,52 y 3 M X1071 REINETTE DE CAUX late 2,0 0,45 n 1

X1552 REINETTE DANIEL medium 2,0 0,50 n 1

X1646 SAINT GERMAIN early 2,0 0,45 n 1

X8246 GUEULE DE MOUTON late 2,0 0,35 n 1

X8746  ROSE ROUGE late 2,0 032 n 1

X8748 ROUGET medium 2,2 2,97 n 1

X1349 ROXBURY RUSSET medium 2,3 1,25 n 2

X8398 MARGIL medium 2,5 0,67 n 2

X8692 BARRAUDE late 2,5 1,00 n 2

X6920 LA PAIX medium 26 072 n 2

X7199 ROSE DE BERNE medium 2,8 1,65 n 2

X0048 BOROWITSKY early 2,5 3,50 n 3

X6194  BARBE late 28 275 n 3

X8414 ROUGET medium 2,8 6,14 n 3

X8224 CACHAO SAGARRA medium 33 2,32 n 3

X1363  CALVILLE D'AOUT early 50 4,57 n 3
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Table 2 - List of identified genes and their functional annotations.

KW results
Seq.ld Sense Spec Annotation Pathway means1l means2 means3 Ratio
Pvalue KW groups
MDP0000261538_r 1 HDA19 jasmonates signaling 5,49 4,83 3,84 0,00011 abc -1,65
MDP0000277815_r 2 coil jasmonates signaling 4,11 3,29 2,66 0,00015 abc -1,46
MDP0000548790_r 4 LOX jasmonates biosynthesis 5,47 4,23 3,76 0,00682 abb -1,71
MDP0000186231_r 2 OPR3 jasmonates biosynthesis 3,08 3,03 2,18 0,03162 aab -0,90
MDP0000552191 r 2 ACX1 jasmonates biosynthesis 2,80 2,03 1,37 0,00169 abc -1,43
MDP0000193700_r 4 JAR1 jasmonates signaling 5,66 4,98 4,25 0,02297 abb -1,41
MDP0000233483 _r 4 JAR1 jasmonates signaling 6,12 5,44 4,74 0,02689 abb -1,38
MDP0000122830_r 2 C4H Phenylpropanoid synthesis 3,63 3,57 2,17 0,00669 aab -1,45
MDP0000876184 _r 1 C4H Phenylpropanoid synthesis 2,88 2,36 1,55 0,00801 aab -1,33
MDP0000293578 _r 1 4CL Phenylpropanoid synthesis 2,99 2,81 1,54 0,00566 aab -1,45
MDP0000317962_r 1 4CL Phenylpropanoid synthesis 5,49 4,62 4,55 0,00581 abb -0,94
MDP0000575740_r 2 CHS Flavonoid pathway 2,14 1,78 1,13 0,05157 aabb -1,01
MDP0000805105_r 2 anthocyanidin 3-0O- Flavonoid pathway 5,50 4,98 3,71 0,00034 abc -1,79
glucosyltransferase

MDP0000171929 AS 4 isoflavone reductase Flavonoid pathway 3,10 2,81 1,30 0,01456 aab -1,80
MDP0000376285 AS 4 isoflavone reductase Flavonoid pathway 3,06 2,84 1,44 0,02349 aab -1,62
MDP0000250254 _r 1 ACS ethylene biosynthesis 1,92 1,99 2,94 0,00727 abb
MDP0000219737_r 4 ETR2 ethylene biosynthesis 5,87 5,13 5,03 0,00056 abb -0,84
MDP0000165656_r 2 EBF102 ethylene biosynthesis 5,10 4,48 4,17 0,00324 abb -0,93
MDP0000539270_r 3 PL Cell wall-related genes 2,34 2,37 3,34 0,00422 bba
MDP0000426154 _r 4 WAKL Cell wall-related genes 1,53 1,16 2,97 0,00690 abb
MDP0000621927 _r 1 PME Cell wall-related genes 4,96 5,54 5,88 0,00660 aab 0,92
MDP0000169942 AS 1 WAKS5 Signalisation 2,79 2,15 0,52 0,00722 aab -2,27
MDP0000306850_r - 1 cpk6 turgor pressure 6,72 6,24 5,63 0,00687 abb -1,09
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Additional file S1 - List of all phenotypic traits analyzed at H and 60DAH.

Sensory traits at H
crispiness
firmness
juiciness
melting
graininess
fibers
mealiness

Morphological traits at H
Longueur du fruit
Position du diametre maximum
Profondeur de la cuvette oculaire
Profondeur de la cavité sous oculaire
Longueur du coeur
Longueur de la cavité centrale
Largeur de la cavité centrale
Longueur des faisceaux post-pédonculaires
Longueur du pédoncule
Profondeur de la cuvette pédonculaire
Largeur de la cuvette oculaire
Largeur de I'ceil
Largeur du fruit
Largeur du coeur
Largeur de la cuvette pédonculaire
Largeur du pédoncule
Longueur des loges
Largeur des loges
Longueur des sépales
Longueur des pépins
Largeur des pépins

Mealiness at 60 DAH

mealiness_60DAH
Cell_ul

118



[S=Y
[
=)

Additional file S2 - Spearman’s correlation coefficients between all sensory and morphological mean values at harvest.In blue are negative

correlations; in red are positive correlations. Violet variable correspond to « fruit diameter » variable.
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Chapitre III : Les jasmonates controlent la farinosité

Additional file S3 — 643 selected genes based on kruskal-wallis results (P-value < 0.01).
Number associated with “means” refers to 1 = NM, 2 = Md, 3 = M. KW profil refers to the
statistical differences between each phenotypic class (respectively NM, Md, M). "Ratio 3-1"
refers to the mean difference between NM and M apples (M-NM). "Sense" refers to sense or

anti-sense probes.

KW results Ratio
Seq.id meansl means2 means3—————————— Sense Spec Id.TAIR Functional annotation
Pvalue KW groups 3-1
1 MDP0000140294 r 5,73 4,63 2,79 0,0002 abc -2,94 AT5G54960 PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2); pyruvate decarboxylase
2 MDP0000299766_r 6,58 5,68 3,65 0,002 aab -2,94 AT5G23880 CPSF100 (ENHANCED SILENCING PHENOTYPE 5)
3 MDP0000267614_r 6,44 5,49 3,51 0,0017 aab -2,92 AT1G64940
4 MDP0000287416_r 5,14 4,13 2,41  0,0005 abc -2,73 AT5G54960 PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2); pyruvate decarboxylase
5 MDP0000398616_r 3,38 2,42 0,74  0,0009 abc -2,64 AT1G64940
6 MDP0000288715_r 4,80 4,24 2,17  0,0009 aab -2,63 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
7 MDP0000686885_r 6,15 5,32 3,56  0,0009 abc -2,59 AT2G24580 sarcosine oxidase family protein
8 MDP0000546593 r 4,85 4,10 2,40  0,0025 aab -2,45 AT1G64940
9 MDP0000276541_r 7,13 5,99 4,70  0,0002 abc -2,42 AT1G71110 unknown protein
10 MDP0000895476_r 4,22 3,31 1,81 0,0013 abc -2,41 AT1G64940
11 MDP0000156753_r 4,08 2,55 1,73 6,52E-05 abb -2,35 AT5G49900 unknown protein

12 MDP0000213291 r 4,69 3,90 2,34 0,0006 abc -2,35
13 MDP0000628100_r 4,73 3,96 2,39 0,0006 abc -2,34
14 MDP0000272284_r 4,65 3,94 2,31  0,0031 aab -2,34
15 MDP0000781878_r 6,05 4,71 3,75 0,0001 abb -2,30
16 MDP0000266665_r 4,43 3,21 2,14  3,93E-05 abc -2,29
17 MDP0000169942 2,79 2,15 0,52 0,0072 aab -2,27
18 MDP0000219282_r 5,47 4,86 3,20 0,0004 abc -2,27
19 MDP0000512420_r 4,30 3,56 2,04  0,0006 abc -2,25
20 MDP0000628100 5,61 5,15 3,40  0,0008 aab -2,21
21 MDP0000224713 r 5,38 4,37 3,18  0,0006 abc -2,20
22 MDP0000922614_r 3,86 3,09 1,67 0,001 abc -2,19
23 MDP0000307691_r 3,83 191 1,64 7,42E-05 abb -2,18
24 MDP0000213291 521 4,81 3,06 10,0011 aab -2,16
25 MDP0000512420 551 5,06 3,37 0,0011 aab -2,15
26 MDP0000052862_r 5,16 4,55 3,04  0,0009 abc -2,11
27 MDP0000277672_r 5,32 4,14 3,21  0,0002 abc -2,11

AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT5G54960 PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2); pyruvate decarboxylase
ATAG05160 4-coumarate--CoA ligase, putative / 4-coumaroyl-CoA synthase, putative
AT5G02500 HSC70-1 (heatshock cognate 70 kDa protein 1); ATP binding

AT1G21230 WAKS (WALL ASSOCIATED KINASE 5); kinase/ protein serine/threonine kinase
AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase

AT5G54960 PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2); pyruvate decarboxylase
AT3G16150 L-asparaginase, putative / L-asparagine amidohydrolase, putative
AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase

AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

AT4G30960 CIPK6 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 6); kinase

28 MDP0000897255_r 4,25 3,58 2,15 0,0003 abc -2,09 AT1G20080 C2 domain-containing protein
29 MDP0000123354_r 4,62 3,52 2,53  0,0008 abb -2,09 AT3G46970 ATPHS2/PHS2 (ALPHA-GLUCAN PHOSPHORYLASE 2)
30 MDP0000193270_r 8,35 7,70 6,26  0,0007 abc -2,08 AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase

31 MDP0000951961 r 3,88 3,08 1,80 0,0013 abc -2,08
32 MDP0000481989_r 5,46 5,77 3,38 0,0015 aab -2,08
33 MDP0000361449_r 4,78 4,21 2,70  0,0008 aab -2,08
34 MDP0000685413_r 5,97 4,92 3,90 0,0002 abc -2,08
35 MDP0000231050_r 6,62 5,49 4,54 0,0002 abc -2,07
36 MDP0000184960_r 4,33 3,30 2,26 0,0011 abc -2,06
37 MDP0000501238_r 4,95 3,94 2,90 0,0017 abb -2,04

2

4

4

1

1

2

1

1

1

1

2

4

4

2

3

1

1

4

4

4

1

2

4

4

4

4

2

2

1

2

1  AT1G10760 SEX1 (STARCH EXCESS 1)

1  AT1G42430 unknown protein

4 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
4 AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase
1  AT3G61580 delta-8 sphingolipid desaturase (SLD1)

2 AT2G20190 CLIP-associating protein (CLASP) -related

3 | AT4G33070 pyruvate decarboxylase, putative
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4
2
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1
4
1
1
4
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4
1
2
4
4
2
4
2
4
2
2
2
2
2
2
2
2
4
1
2
2
4

38 MDP0000235673_r 3,40 2,20 1,37 0,0001 abc -2,03 AT4G24040 ATTREL (TREHALASE 1); trehalase
39 MDP0000286104_r 6,36 5,37 4,34 0,0002 abc -2,02 AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase
40 MDP0000128045_r 3,52 2,44 1,52 0,0007 abc -2,00 AT5G49900 unknown protein

41 MDP0000688415 r 4,49 3,95 2,50 0,0019 aab =iLER)
42 MDP0000162391 6,21 5,62 4,22 0,0001 abc =iLER)
43 MDP0000375160_r 4,54 3,99 2,56 0,0018 aab -1,98
44 MDP0000262412_r 3,75 2,59 1,80 4,74E-05 abc -1,95
45 MDP0000145690_r 5,17 4,62 3,24 0,0018 abc -1,94
46 MDP0000315187_r 3,18 1,98 1,26  0,0002 abb -1,92
47 MDP0000165487_r 6,18 5,45 4,26 0,0022 abc -1,92
48 MDP0000688712_r 5,99 5,36 4,08 0,0015 abc -1,91
49 MDP0000686885 4,36 4,14 2,46  0,0057 aab -1,90
50 MDP0000181169 3,62 3,18 1,73  0,0009 aab -1,88
51 MDP0000692823_r 4,24 3,88 2,36 0,0004 aab -1,88
52 MDP0000218246_r 3,59 3,05 1,74 0,0017 aab -1,85
53 MDP0000297771_r 3,67 2,68 1,83  2,34E-05 abc -1,85
54 MDP0000482268_r 4,23 3,33 2,39 0,0064 abb -1,84
55 'MDP0000854922_r 4,88 4,55 3,05 0,0029 aab -1,83
56 MDP0000214692_r 4,26 4,13 2,43 0,0015 aab -1,83
57 MDP0000197017_r 3,85 3,27 2,04 0,0007 abc -1,81
58 MDP0000210303_r 3,20 2,59 1,40  0,0004 abc -1,81
59 MDP0000277672 5,47 4,93 3,67 0,0033 aab -1,80
60 MDP0000805105_r 5,50 4,98 3,71  0,0003 abc =il7)
61 MDP0000146571_r 4,28 4,56 2,50 0,0031 aab =il
62 MDP0000302198 r 6,89 6,22 5,11  0,0004 abc -1,78
63 MDP0000175141_r 5,11 3,94 3,34 0,0007 abb -1,78
64  MDP0000287321_r 3,62 3,27 1,84 0,0014 aab 1,77
65 MDP0000212857_r 3,89 3,90 2,12 0,002 aab -1,77
66 MDP0000276541 3,67 2,93 1,91 0,0007 abc -1,77
67 MDP0000251652_r 3,37 3,06 1,62  0,0022 aab =7
68 MDP0000170162_r 3,58 2,85 1,83  0,0027 abc -1,75
69 MDP0000186363_r 3,96 3,94 2,21 0,002 aab -1,75

AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
AT4G02440 EID1 (EMPFINDLICHER IM DUNKELROTEN LICHT 1)

AT4G24040 ATTRE1 (TREHALASE 1); trehalase
AT3G08590 2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase, putative

AT2G24580 sarcosine oxidase family protein
AT4G33070 pyruvate decarboxylase, putative
AT5G50420 unknown protein
AT5G40610 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD+) / GPDH
AT3G59970 MTHFR1 (METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE 1)
AT3G12110 ACT11 (ACTIN-11); structural constituent of cytoskeleton
AT2G26110 unknown protein

35TXD2_PRUPI Lipoxygenase
AT1G47128 cysteine proteinase (RD21A) / thiol protease
AT2G30520 RPT2 (ROOT PHOTOTROPISM 2)
AT4G30960 CIPK6 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 6); kinase
AT5G26310 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

AT4G27720 unknown protein

AT5G49900 unknown protein

AT5G41920 scarecrow transcription factor family protein
35TXD2_PRUPI Lipoxygenase

AT1G71110 unknown protein

AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
35TXD2_PRUPI Lipoxygenase
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KW results Ratio
Seq.id meansl means2 means3 Sense Spec Id.TAIR Functional annotation
Pvalue KW groups 3-1

MDP0000757954_r 3,11 2,46 1,37 0,0025 abc -1,74 S 2 AT4G31390 ABC1 family protein
MDP0000492845 4,66 4,23 2,93 0,003 aab -1,72 AS 4 AT4G33070 pyruvate decarboxylase, putative
MDP0000537056_r 3,49 2,61 1,77 0,0003 abc -1,72 S 2 AT5G43060 cysteine proteinase, putative / thiol protease, putative
MDP0000225700_r 4,64 3,94 2,93 8,11E-05 abc -1,71 S 2 | AT5G49720 KOR1 (KORRIGAN); hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl compounds
MDP0000134947 r 5,24 5,40 3,53 0,0027 aab -1,71 S 1 AT1G01090 PDH-E1 ALPHA (PYRUVATE DEHYDROGENASE E1 ALPHA)
MDP0000548790_r 5,47 4,23 3,76  0,0068 abb -1,71 S 4 AT1G55020 LOX1 (Lipoxygenase 1); lipoxygenase
MDP0000149385_r 4,42 3,29 2,72 0,0001 abb -1,70 S 4
MDP0000256506_r 3,43 3,10 1,73 0,002 aab -1,70 S 1 6PW21_MALD Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
MDP0000331172_r 3,52 2,90 1,82 0,0022 aab -1,70 S 1
MDP0000298901_r 4,03 3,16 2,34 9,88E-05 abc -1,70 S 1 AT1G11480 eukaryotic translation initiation factor-related
MDP0000165865_r 3,64 3,25 1,96 0,0016 aab -1,68 S 4 AT3G54470 uridine 5p-monophosphate synthase / UMP synthase (PYRE-F) (UMPS)
MDP0000397802_r 3,08 2,34 1,40 0,0001 abc -1,68 S 4 AT4G29680 typel phosphodiesterase/nucleotide pyrophosphatase family protein
MDP0000275991 r 3,78 2,96 2,11 1,98E-05 abc -168 S 3 AT4G33510 DHS2 (3-DEOXY-D-ARABINO-HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE SYNTHASE)
MDP0000397367_r 4,60 3,58 2,94 0,0002 abb -1,67 S 4
MDP0000872691_r 3,63 2,81 1,96 0,0003 abc -1,66 S 2
MDP0000155578_r 3,18 2,14 1,51 5,96E-06 abc -1,66 S 1 AT1G06470 phosphate translocator-related
MDP0000136227 4,00 3,97 2,34 0,0015 aab -1,66 AS 2 AT4G21320 HSA32 (HEAT-STRESS-ASSOCIATED 32)
MDP0000295671_r 5,38 4,68 3,72 0,0001 abc -166 S 2 AT5G27600 LACS7 (LONG-CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 7)
MDP0000162481_r 5,20 4,35 3,54 0,0013 abc -1,66 S 2 AT1G64400 long-chain-fatty-acid--CoA ligase, putative / long-chain acyl-CoA synthetase
MDP0000261538_r 5,49 4,83 3,84  0,0001 abc -1,65 S 1 AT4G38130 HD1 (HISTONE DEACETYLASE 19, HISTONE DEACETYLASE19)
MDP0000181623_r 3,98 4,14 2,33 0,0014 aab -1,65 S 1 AT4G24460 unknown protein
MDP0000194224_r 3,02 2,49 1,37 0,0006 abc -1,64 S 4 AT3G24600 unknown protein
MDP0000143092_r 3,81 2,84 2,17 2,04E-05 abb -1,64 S 4 AT4G24290 unknown protein
MDP0000135041_r 4,05 4,29 2,41 0,0023 aab -1,64 S 2 AT5G64290 DCT/DIT2.1 (DICARBOXYLATE TRANSPORT); oxoglutarate:malate antiporter
MDP0000262412 3,30 2,89 1,67 0,0007 aab -1,64 As 1 AT4G02440 EID1 (EMPFINDLICHER IM DUNKELROTEN LICHT 1)
MDP0000555633_r 4,09 3,54 2,46  0,0006 abc -1,63 S 1 AT3G27020 YSL6 (YELLOW STRIPE LIKE 6); oligopeptide transporter
MDP0000257929_r 4,88 4,18 3,27 0,003 abb -161 S 1  AT4G30960 CIPK6 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 6); kinase
MDP0000180936_r 4,58 4,04 2,96 0,0007 abc -161 S 1  AT5G67250 SKIP2 (SKP1 INTERACTING PARTNER 2); ubiquitin-protein ligase
MDP0000506753_r 3,83 3,48 2,22 0,0021 aab -161 S 1
MDP0000781878 5,08 4,61 3,48 0,001 aab -160 AS 3 ATAG05160 4-coumarate--CoA ligase, putative / 4-coumaroyl-CoA synthase, putative
MDP0000201500_r 3,27 1,93 1,67 0,0001 abb -1,60 S 2 AT4G12650 endomembrane protein 70, putative
MDP0000615956 5,02 5,03 3,42 0,0058 aab -159 AS 1 AT3G48990 AMP-dependent synthetase and ligase family protein
MDP0000250558_r 3,04 2,37 1,45 0,0002 abc -1,59 S 4 AT4G29680 typel phosphodiesterase/nucleotide pyrophosphatase family protein
MDP0000272284 2,73 2,38 1,15 0,0044 aab -1,58 AS 2 AT5G54960 PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2); pyruvate decarboxylase
MDP0000358638 5,47 4,70 3,89 0,0001 abc -1,58 As 4
MDP0000301950_r 3,54 3,21 1,97 0,0005 aab -1,57 S 1 AT1G67440 EMB1688 (EMBRYO DEFECTIVE 1688); GTP binding / GTPase
MDP0000179744_r 2,95 2,36 1,38 0,0013 abc -1,57 S 1  AT1G78570 RHM1/ROL1 (RHAMNOSE BIOSYNTHESIS1); UDP-glucose 4,6-dehydratase/ catalytic
MDP0000232494_r 2,91 2,41 1,34 0,0009 abc -1,57 S 4 AT3G24600 unknown protein
MDP0000256089_r 6,05 5,51 4,48 0,0013 abc -157 S 1 AT3G09770 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
MDP0000907700_r 4,88 4,19 3,32 0,0011 abc -1,56 S 2 AT5G63670 transcription initiation protein-related
MDP0000052862 3,34 3,19 1,78 0,0011 aab -156 AS 4 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
MDP0000219282 3,22 3,01 1,66 0,0004 aab -156 AS 4 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
MDP0000192892_r 4,34 3,76 2,79 0,0021 abc -1,56 S 2 AT5G04920 vacuolar protein sorting 36 family protein / VPS36 family protein
MDP0000310976_r 6,51 6,17 4,96 0,0012 aab -1,55 S 2 AT1G80360 aminotransferaseclass | and Il family protein
MDP0000149764_r 3,50 2,34 1,96 2,86E-05 abc -1,54 S 2 | AT2G04350 long-chain-fatty-acid--CoA ligase family protein
MDP0000492839_r 4,52 4,18 2,99 0,0015 aab -1,54 S 4 AT5G23860 TUBS (tubulin beta-8)
MDP0000146862_r 6,50 6,25 4,97 0,0004 aab -1,53 S 2 AT4G34490 ATCAP1 (CYCLASE ASSOCIATED PROTEIN 1)
MDP0000175141 2,96 2,46 1,44 0,0004 abc -1,52 | As 2 AT5G49900 unknown protein
MDP0000150528_r 4,72 4,06 3,20 0,0012 abc -152 S 4 AT1G61800 GPT2 (glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2)
MDP0000774288_r 6,72 6,01 521 0,0001 abb -1,51 S 2 AT5G09810 ACT7 (actin 7)
MDP0000262665_r 4,06 2,89 2,55  0,0001 abb 151 S 1 AT5G28540 Iuminal binding protein 1 (BiP-1) (BP1)
MDP0000317465_r 3,57 3,32 2,06 0,0016 aab -1,51 S 1 AT2G26110 unknown protein
MDP0000268063_r 7,85 7,30 6,34 0,0018 abc -1,51 S 4 AT2G44060 late embryogenesis abundant family protein / LEA family protein
MDP0000361449 3,23 3,16 1,73 0,0012 aab -150 AS 4 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
MDP0000193201_r 5,84 5,61 4,34 0,0014 aab -1,50 S 2 AT3G15000 unknown protein
MDP0000154944 3,12 2,51 1,62 0,0023 abc -1,50 As 1
MDP0000300208_r 5,73 5,23 4,24  0,0034 aab -1,50 S 1 AT3G24170 ATGR1; glutathione-disulfide reductase
MDP0000158139_r 3,47 2,94 1,98 0,0003 abc -1,49 S 2 AT4G38380 MATE efflux protein-related
MDP0000631455_r 5,22 4,77 3,73  0,0009 aab -149 S 1 AT2G28000 CPN6OA (chloroplast/ 60 kDa chaperonin alpha subunit)
MDP0000374557_r 2,58 1,88 1,09 0,0025 abb -1,49 S 4 AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase
MDP0000767980_r 2,01 0,85 0,54 0,0003 abb -1,47 S 2 AT3G46970 ATPHS2/PHS2 (ALPHA-GLUCAN PHOSPHORYLASE 2)
MDP0000951215_r 6,14 5,33 4,67  0,0005 abb -1,47 S 1 AT2G02040 ATPTR2-B (NITRATE TRANSPORTER 1); transporter
MDP0000295029_r 3,35 2,53 1,88 0,0015 abb -1,47 S 2 AT3G09430 unknown protein
MDP0000844082 3,18 2,60 1,71  0,0001 abc -1,46 | AS 2
MDP0000323191 r 2,89 1,85 1,43 8,71E-06 abb -1,46 S 1
MDP0000170433_r 4,18 3,48 2,72 0,0014 abc -1,46 S 2 AT4G14570 acylaminoacyl-peptidase-related
MDP0000129860_r 3,46 2,31 2,00 0,001 abb -1,46 S 1 AT4G30960 CIPK6 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 6); kinase
MDP0000206447_r 3,98 3,13 2,52 6,16E-05 abc -1,46 S 2 AT1G55860 UPL1 (UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE 1); ubiquitin-protein ligase
MDP0000277815_r 4,11 3,29 2,66 0,0001 abc -1,46 S 2 AT2G39940 COI1 (CORONATINE INSENSITIVE 1); ubiquitin-protein ligase
MDP0000122830_r 3,63 3,57 2,17 0,0067 aab -1,45 S 2 AT2G30490 ATC4H (CINNAMATE-4-HYDROXYLASE)
MDP0000293578_r 2,99 2,81 1,54 0,0057 aab -1,45 S 1 AT1G65060 4CL3 (4-coumarate:CoA ligase 3); 4-coumarate-CoA ligase
MDP0000171850_r 5,07 4,60 3,62 0,0002 abc -1,45 S 4 AT2G47510 FUM1 (FUMARASE 1)
MDP0000229611 r 2,76 1,99 1,32 0,0001 abc -1,45 S 2 | AT3G01470
MDP0000211684_r 6,20 5,54 4,75 0,0003 abc -1,44 S 4 AT5G04920 vacuolar protein sorting 36 family protein / VPS36 family protein
MDP0000124220_r 3,67 3,20 2,22 0,0005 abc -144 S 4 AT5G20070 ATNUDT19 (Arabidopsis thaliana Nudix hydrolase homolog 19); hydrolase
MDP0000280268_r 3,48 3,02 2,04 0,0007 abc -1,44 S 4 AT4G38380 MATE efflux protein-related
MDP0000139910_r 4,64 4,03 3,19 0,0018 abc -1,44 S 4 AT1G61800 GPT2 (glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2)
MDP0000231604_r 2,50 1,87 1,06  0,0002 abc -1,44 S 4 AT1G74530 unknown protein
MDP0000628330_r 2,59 2,43 1,16 0,0076 aab -1,43 S 4  AT3G28200 peroxidase, putative
MDP0000204924 r 5,04 4,85 3,61 0,0007 aab -1,43 S 4 AT2G45290 transketolase, putative
MDP0000183660_r 3,35 2,79 1,92 0,0025 abc -1,43 S 2 AT3G12110 ACT11 (ACTIN-11); structural constituent of cytoskeleton
MDP0000775575 5,96 5,44 4,53 0,0074 aab -143 AS 1 DHE2_ACHKL NAD-specific glutamate dehydrogenase
MDP0000193535_r 3,24 2,38 1,81 0,0002 abb -1,43 S 1 AT1G62400 HT1 (HIGH LEAF TEMPERATURE 1); kinase/ protein threonine/tyrosine kinase
MDP0000552191 r 2,80 2,03 1,37 0,0017 abc -1,43 S 2 AT4G16760 ACX1 (ACYL-COA OXIDASE 1)
MDP0000120733_r 2,73 1,94 1,30 0,0009 abb -1,43 S 4 AT3G57890 tubulin-specific chaperone C-related
MDP0000192054_r 4,16 3,59 2,74  0,0005 abc -142 S 1  AT4G36960 RNArecognition motif (RRM)-containing protein
MDP0000475135_r 3,43 3,10 2,02 0,002 aab -1,41 S 1 AT5G08530 NADH-ubiquinone oxidoreductase 51 kDa subunit, mitochondrial, putative
MDP0000193975_r 2,89 2,22 1,49 6,21E-05 abc -1,40 S 4 AT4G11920 WD-40 repeat family protein
MDP0000679622_r 3,70 3,29 2,29 0,0067 aabb -1,40 S 4
MDP0000871016_r 5,27 4,78 3,87 0,0003 abc -1,40 S 1 AT1G59900 AT-E1 ALPHA (pyruvate dehydrogenase complex E1 alpha subunit)
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MDP0000156343_r 3,74 2,94 2,34 0,0023 abb -1,40 S 4 AT5G01990 auxin efflux carrier family protein
MDP0000123568_r 5,82 5,42 4,42 0,001 abc -1,40 S 1 AT4G26910 2-oxoacid dehydrogenase family protein
MDP0000132630_r 3,61 3,16 2,22 0,0007 abc -1,38 S 1  AT4G26300 EMB1027 (EMBRYO DEFECTIVE 1027); unknown protein
MDP0000182631_r 4,55 4,15 3,17 0,001 aab -1,38 S 1  AT5G38830 tRNAsynthetaseclass | (C)family protein
MDP0000154753_r 2,85 2,20 1,47 0,0002 abc -1,38 S 4 AT4G11920 WD-40 repeat family protein
MDP0000556339_r 4,54 3,74 3,16 0,0004 abb -138 S 1 AT4G12650 endomembrane protein 70, putative
MDP0000200022_r 4,23 3,57 2,86  0,0004 abc -1,38 S 4 AT3G47960 proton-dependent oligopeptide transport (POT) family protein
MDP0000141481_r 5,33 4,96 3,96 0,0017 aab -137 S 2 AT1G47380 protein phosphatase 2C-related / PP2C-related
MDP0000257814_r 2,98 2,39 1,60  0,0005 abc -1,37 S 2 AT1G50010 TUA2 (tubulin alpha-2 chain)
MDP0000227452 2,63 1,91 1,26  0,0004 abb -1,37 | As 2
MDP0000424044 2,45 2,12 1,08 0,0023 aab -1,37 | As 2
MDP0000299992 r 2,33 1,47 0,97 0,0004 abc -1,36 S 4 AT1G54730 sugar transporter, putative
MDP0000685413 3,24 2,97 1,88 0,0053 aab -1,36  AS 4 AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase
MDP0000156480_r 4,05 3,15 2,70 0,0001 abb -1,35 S 2 D75Q20_VITVI Whole genome shotgun sequence of line PN40024, scaffold_143.assembly12x
MDP0000642692_r 4,24 3,62 2,89 6,81E-05 abc -1,35 S 2 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative
MDP0000167489_r 5,36 5,02 4,01 0,0003 abc -1,35 S 2 AT1G79990 coatomer protein complex, subunit beta 2 (beta prime), putative
MDP0000201009_r 3,53 3,07 2,18 0,0009 aab -135 S 1  AT2G44360 unknown protein
MDP0000292585_r 4,83 4,46 3,49 0,0003 abc -135 S 1  AT1G77140 VPS45 (VACUOLAR PROTEIN SORTING 45); protein transporter
MDP0000137434_r 5,25 4,86 3,91 0,0004 abc -1,35 S 4 AT1G47380 protein phosphatase 2C-related / PP2C-related
MDP0000402525_r 4,99 4,40 3,65 2,75E-05 abc -1,35 S 4 D7SKY8_VITVI Whole genome shotgun sequence of line PN40024, scaffold_4.assembly12x
MDP0000189551_r 4,61 4,47 3,26  0,0009 aab -1,34 S 4 AT2G45290 transketolase, putative
MDP0000555486_r 6,34 5,97 5,00 0,0004 abc -1,34 S 1
MDP0000659362_r 3,41 2,96 2,07 0,0004 abc -1,34 S 4 AT4AG39400 BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1); kinase
MDP0000229611 4,16 4,07 2,83 0,0008 aab <133 As 2 AT3G01470
MDP0000225700 2,73 2,41 1,40  0,0002 abc -1,33 As 2 AT5G49720 KOR1 (KORRIGAN); hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl compounds
MDP0000774288 4,43 4,15 3,10 10,0012 aab -1,33 As 2 AT5G09810 ACT7 (actin 7)
MDP0000210303 2,22 1,98 0,89 0,0006 aab -1,33  AS 2 AT2G30520 RPT2 (ROOT PHOTOTROPISM 2)
MDP0000122676_r 4,75 4,26 3,42 0,0003 abc -1,33 S 4 AT4G31180 aspartyl-tRNA synthetase, putative / aspartate--tRNA ligase, putative
MDP0000290951 _r 4,11 3,82 2,78 0,0014 aab -133 S 2 AT3G15000 unknown protein
MDP0000634227_r 4,78 4,50 3,45 0,0021 aab -1,33 S 4 AT5G48370 thioesterase family protein
MDP0000129192_r 4,68 4,12 3,35 8,81E-05 abc -1,33 S 4 ATAG31180 aspartyl-tRNA synthetase, putative / aspartate--tRNA ligase, putative
MDP0000134163_r 3,00 2,29 1,68 0,0001 abc -1,33 S 2 AT1G29880 glycyl-tRNA synthetase / glycine--tRNA ligase
MDP0000149241 _r 4,14 3,74 2,82 0,001 abc -1,33 S 1 AT5G26830 threonyl-tRNA synthetase / threonine--tRNA ligase (THRRS)
MDP0000876184_r 2,88 2,36 1,55 0,008 aab -133 S 1  AT2G30490 ATC4H (CINNAMATE-4-HYDROXYLASE)
MDP0000793014_r 2,89 2,69 1,57 0,0013 aab -1,32 S 4 B910Z5_POPTR Predicted protein
MDP0000709705_r 3,00 2,57 1,68 0,0007 abc -132 S 4 AT2G20680 glycosyl hydrolase family 5 protein / cellulase family protein
MDP0000125687_r 3,31 2,84 1,99 0,0006 abc -1,32 S 1  AT3G55400
MDP0000285628_r 4,46 3,94 3,14 0,0012 abc -1,32 S 2 AT1G70160 unknown protein
MDP0000701272_r 2,82 2,13 1,50 0,0007 abb -1,32 S 2 AT1G76880 trihelix DNA-binding protein, putative
MDP0000286104 3,18 2,76 1,87 0,0023 aab -1,31 As 4 AT5G01810 CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15); kinase
MDP0000653678_r 5,85 5,28 4,54  0,0007 abc -1,31 S 4 AT4G11030 long-chain-fatty-acid--CoA ligase, putative
MDP0000449715_r 2,48 2,28 1,17  0,0009 aab -1,31 S 4
MDP0000518777_r 3,49 2,93 2,19 3,17E-05 abc -1,30 S 4 AT3G06930 protein arginine N-methyltransferase family protein
MDP0000209596_r 3,74 3,42 2,43 0,004 aab -1,30 S 4 ATAG38380 MATE efflux protein-related
MDP0000688415 2,09 1,97 0,79 0,001 aab -1,30 AS 4 AT3G16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
MDP0000221455_r 2,37 1,70 1,07 6,55E-05 abc -1,29 S 2 AT1G31800 CYP97A3/LUT5 (CYTOCHROME P450-TYPE MONOOXYGENASE 97A3)
MDP0000124502_r 6,00 5,67 4,71 0,001 aab -1,29 S 4 AT4G38220 aminoacylase, putative / N-acyl-L-amino-acid amidohydrolase, putative
MDP0000289566_r 5,31 5,02 4,02 0,0002 abc -1,29 S 2 AT4G36790 transporter-related
MDP0000582901_r 3,87 3,37 2,58 0,0005 abc -1,29 S 4 ATAG39400 BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1); kinase
MDP0000947222 r 3,97 3,84 2,69 0,0027 aab -1,28 S 3 AT3G57200 unknown protein
MDP0000257808_r 5,46 5,03 4,17  0,0007 abc -1,28 S 2 AT2G44680 CKB4 (CASEIN KINASE Il BETA SUBUNIT 4); protein kinase CK2 regulator
MDP0000196815_r 3,09 2,64 1,81  0,0031 aab -1,28 S 1  AT5G07120 phox (PX) domain-containing protein
MDP0000928826_r 3,64 3,60 2,36 0,0014 aab -1,28 S 1  AT5G50340 ATP binding / ATP-dependent peptidase/ damaged DNA binding / nucleoside-triphospha
MDP0000159273_r 2,88 2,05 1,61 0,0004 abb -128 S 2 AT5G16290 acetolactate synthase small subunit, putative
MDP0000584505_r 2,92 2,12 1,64 0,0005 abb -1,28 S 1 AT3G47930 ATGLDH (L-GALACTONO-1,4-LACTONE DEHYDOROGENASE)
MDP0000284139_r 4,43 3,96 3,15 0,0007 abc -1,28 S 4 AT5G13030 unknown protein
MDP0000252304_r 5,04 4,31 3,77 0,0001 abb -1,28 S 1 AT3G58750 CSY2 (CITRATE SYNTHASE 2); citrate (SI)-synthase
MDP0000225062_r 4,65 4,09 3,38 0,006 abb -127 S 2 AT1G06230 DNA-binding bromodomain-containing protein
MDP0000143003_r 3,71 3,21 2,44 0,001 abc -1,27 S 1  AT3G26370 unknown protein
MDP0000509072_r 6,91 6,88 5,65 0,002 aab -1,27 S 4 AT4G22240 plastid-lipid associated protein PAP, putative
MDP0000255806_r 4,30 3,54 3,03 0,0004 abb -1,27 S 1 AT5G50920 CLPC (HEAT SHOCK PROTEIN 93-V); ATP binding / ATPase
MDP0000259440_r 3,94 3,63 2,67 0,0009 aab -1,27 S 1 AT5G42480 ARC6 (ACCUMULATION AND REPLICATION OF CHLOROPLASTS 6)
MDP0000374557 2,92 2,74 1,66 0,001 aab -127 AS 4 AT4G02500 ATXT2; UDP-xylosyltransferase/ transferase/ transferase, transferring glycosyl groups
MDP0000165290_r 4,62 4,04 3,35 0,0001 abc -1,27 S 4 AT5G41950 binding
MDP0000895817_r 5,72 5,44 4,46  0,0034 aab -1,27 S 1  AT1G20950 pyrophosphate--fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase-related / pyrophosphate-c
MDP0000270854_r 4,59 4,05 3,33 0,0003 abc -1,26 S 4 AT5G13030 unknown protein
MDP0000128906 4,23 3,76 2,96 0,0003 abc -1,26 | AS 1
MDP0000229008_r 3,20 2,61 1,94 0,0018 abb -1,26 S 4 AT2G07050 CAS1 (CYCLOARTENOL SYNTHASE 1)
MDP0000319474_r 4,56 4,06 3,30 10,0031 aab -1,26 S 1  AT1G67730 b-keto acyl reductase, putative (GLOSSY8)
MDP0000121223 r 3,37 2,84 2,11  0,0008 abb -1,26 S 1  AT1G09910 lyase
MDP0000294224 r 2,77 2,31 1,51 0,0007 abc -1,26 S 4 AT3G05030 NHX2 (sodium proton exchanger 2)
MDP0000284275_r 8,09 7,27 6,84 0,002 abb -1,25 S 1 AT3G12120 FAD2 (FATTY ACID DESATURASE 2)
MDP0000179163_r 3,06 2,34 1,82 7,47E-05 abb -1,25 S 4 AT3G46220 unknown protein
MDP0000226651_r 5,06 4,51 3,81 0,0011 abc -1,25 S 1 AT4G35500 protein kinase family protein
MDP0000434028_r 5,12 4,43 3,87 0,0002 abb -1,25 S 2 AT3G25800 PDF1 (65 KDA REGULATORY SUBUNIT OF PROTEIN PHOSPHATASE 2A); protein phosphatas
MDP0000239423 r 4,97 4,99 3,73 0,005 aab -1,24 S 2 AT1G29260 PEX7 (peroxin 7)
MDP0000291488_r 2,93 2,45 1,69 0,0007 abc -1,24 S 4 AT3G05030 NHX2 (sodium proton exchanger 2)
MDP0000246501_r 5,84 5,44 4,61 0,0009 abc -1,24 S 2 AT4G30340 ATDGK7 (DIACYLGLYCEROL KINASE 7); diacylglycerol kinase
MDP0000177850_r 2,96 2,59 1,72 0,0005 abc -1,24 S 4  AT5G26600 transaminase
MDP0000256481 _r 2,84 2,68 1,61 0,0018 aab -1,23 S 1  AT2G29050 ATRBL1 (ARABIDOPSIS THALIANA RHOMBOID-LIKE 1)
MDP0000298502_r 7,13 6,99 5,90 0,0075 aab -1,23 S 2 AT4G24280 CPHSC70-1 (chloroplast heat shock protein 70-1); ATP binding / unfolded protein bindir
MDP0000137665 4,01 3,79 2,78 0,001 aab -1,23 AS 4 AT5G14040 mitochondrial phosphate transporter
MDP0000248991_r 4,03 3,32 2,80 0,0003 abb -1,23 S 1 AT4G02715 unknown protein
MDP0000156723_r 3,47 3,17 2,25 0,0007 aab -1,23 S 1  AT1G04910 unknown protein
MDP0000837997 3,20 2,93 1,97 0,0015 aab -1,23  AS 4 ATAG24220 VEP1 (VEIN PATTERNING 1)
MDP0000157003_r 3,68 3,27 2,45 0,0004 abc -1,22 S 1 AT4G39400 BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1); kinase
MDP0000361781_r 6,87 6,48 5,64 0,0044 aab -1,22 S 1
MDP0000122733_r 6,01 5,42 4,79  0,0003 abc -1,22 S 1  AT1G63690 protease-associated (PA) domain-containing protein
MDP0000654068_r 2,65 2,10 1,43  7,91E-05 abc -1,22 S 1  AT1G22410 2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase, putative / 3-deoxy-D-arabino-heptulosc
MDP0000234487_r 3,34 2,81 2,13 0,001 abc -1,22 S 1  AT2G37570 SLT1(SODIUM- AND LITHIUM-TOLERANT 1)
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MDP0000185501_r 4,70 4,93 3,49 0,0007 aab -1,21 S 4 AT4G33480 unknown protein
MDP0000214285 3,65 3,46 2,44 0,0007 aab -121 AS 4 AT5G14040 mitochondrial phosphate transporter
MDP0000188391 r 3,49 3,19 2,29 0,0008 aab -1,21 S 2 AT5G66760 SDH1-1 (Succinate dehydrogenase 1-1)
MDP0000938922_r 3,08 2,69 1,87 0,0004 abc -1,21 S 1  AT5G23670 LCB2 (Serine palmitoyltransferase LCB2 (long chain base) subunit gene); serine C-palmit
MDP0000158995_r 7,26 6,51 6,06 0,0002 abb -1,20 S 4 AT1G09780 2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase, putative / phosphoglyc
MDP0000220016_r 3,28 2,48 2,08 7,93E-06 abb -120 S 1 AT1G78880 balbiani ring 1-related / BR1-related, unknown protein
MDP0000142240_r 2,78 2,09 1,57 0,0003 abb -120 S 1 AT1G80630 leucine-rich repeat family protein
MDP0000165487 2,85 2,52 1,65 0,0006 abc -1,20  AS 3 AT3G08590 2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase, putative / phosphoglyc
MDP0000613781_r 6,94 6,68 5,73 0,0057 aab -1,20 S 1 AT3G53710 AGD6; DNA binding
MDP0000449715 2,85 2,35 1,65 0,0018 abc -1,20 As 4
MDP0000684830_r 5,50 4,92 4,31 5,83E-05 abc -1,19 S 4 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative / chaperonin, pt
MDP0000242848 r 3,28 3,06 2,08 0,0034 aab -1,19 S 4 AT1G19360 unknown protein
MDP0000218989_r 6,69 6,36 5,49 0,0021 aab -1,19 S 4 AT2G23150 NRAMP3 (NRAMP metal ion transporter 3); manganese ion transporter/ metal ion trans|
MDP0000194332_r 3,63 3,20 2,44 0,0009 abc -1,19 S 1 AT1G60900 U2 snRNP auxiliary factor large subunit, putative
MDP0000341008_r 5,59 5,24 4,40  0,0009 abc -1,19 S 1  AT1G19450 integral membrane protein, putative / sugar transporter family protein
MDP0000725098_r 4,15 3,84 2,97 0,005 aab -1,19 S 4 AT4G26300 EMB1027 (EMBRYO DEFECTIVE 1027); ATP binding / arginine-tRNA ligase, unknown prote
MDP0000666176_r 3,63 2,74 2,44 4,42E-05 abb -1,18 S 1  AT5G11560 catalytic
MDP0000215925_r 2,55 1,87 1,37 0,0011 abb -1,18 S 1  AT3G10050 OMR1 (L-O-METHYLTHREONINE RESISTANT 1); threonine ammonia-lyase
MDP0000360691_r 4,68 3,93 3,50 0,0005 abb -1,18 S 1
MDP0000130312_r 2,51 1,70 1,33 0,0011 abb -1,18 S 4 AT5G27540 EMB2473 (EMBRYO DEFECTIVE 2473); GTP binding / calcium ion binding
MDP0000264247_r 3,45 3,22 2,27 0,0041 aab -1,18 S 4 AT4G26300 EMB1027 (EMBRYO DEFECTIVE 1027); ATP binding / arginine-tRNA ligase, unknown prote
MDP0000294406_r 7,00 6,96 5,82 0,0023 aab -1,18 S 4 AT4G22240 plastid-lipid associated protein PAP, putative
MDP0000400145_r 3,36 2,69 2,18 9,30E-05 abb -1,18 S 4 AT3G06540 GDP dissociation inhibitor family protein / Rab GTPase activator family protein
MDP0000128045 1,66 1,27 0,48 0,0028 aab -1,18 | As 2 AT5G49900 unknown protein
MDP0000149801_r 4,78 4,96 3,60 0,0014 aab -1,17 S 4 AT4G33480 unknown protein
MDP0000125742_r 3,46 2,81 2,28 0,0003 abb -1,17 S 1 | AT4G35790 ATPLDDELTA (Arabidopsis thaliana phospholipase D delta); phospholipase D
MDP0000164414 4,65 4,32 3,48 0,0039 aab -1,17 | As 2 AT4G13940 HOG1 (HOMOLOGY-DEPENDENT GENE SILENCING 1)
MDP0000832297_r 2,82 2,27 1,65 0,0041 abb -1,17 S 1
MDP0000306572_r 3,67 3,34 2,50 0,0011 aab -1,17 S 1  AT4G36690 ATU2AF65A; RNAbinding
MDP0000184761_r 7,43 6,61 6,26  0,0008 abb -1,17 S 4 AT1G09780 2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase, putative / phosphoglyc
MDP0000125107_r 3,74 3,21 2,57 0,0007 abc -1,17 S 4 AT3G12060 unknown protein
MDP0000572534_r 3,98 4,05 2,82 0,0023 aab -1,16 S 2 AT2G04305 magnesium transporter CorA-like protein-related
MDP0000869125_r 2,83 2,53 1,66 0,0007 aab -1,16 S 2 AT5G16260 RNA recognition motif (RRM)-containing protein
MDP0000267893_r 2,88 2,64 1,72 0,004 aab -1,16 S 2 B9S0J9_RICCO Putative uncharacterized protein
MDP0000417632_r 2,60 2,24 1,44 0,0012 aab -1,16 S 4 AT2G20680 glycosyl hydrolase family 5 protein / cellulase family protein
MDP0000171929_r 1,68 1,55 0,52 0,0072 aab -1,16 S 4 AT1G19540 isoflavone reductase, putative
MDP0000376285_r 1,83 1,74 0,67 0,0071 aab -1,16 S 4 AT1G19540 isoflavone reductase, putative
MDP0000250039_r 2,75 2,55 1,59 0,0012 aab -1,16 S 1 AT1G80600 acetylornithine aminotransferase, mitochondrial, putative / acetylornithine transamin:
MDP0000364776_r 2,02 1,10 0,87  0,0005 abb -1,15 S 2 AT3G02350 GAUT9 (Galacturonosyltransferase 9); polygalacturonate 4-alpha-galacturonosyltransf
MDP0000191268_r 4,06 3,53 2,91 0,0001 abc -1,15 S 2 AT1G10870 AGD4 (ARF-GAP DOMAIN 4); protein binding
MDP0000200254 1,94 1,87 0,79 0,0014 aab -1,15 | As 3 AT3G08510 ATPLC2 (PHOSPHOLIPASE C 2); phospholipase C
MDP0000329524_r 4,36 3,64 3,21  0,0003 abb -1,15 S 1 AT1G10950 endomembrane protein 70, putative
MDP0000232047 3,39 3,27 2,23 0,0006 aab -1,15| As 4 AT3G08900 RGP3 (REVERSIBLY GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 3); alpha-1,4-glucan-protein synthase (U
MDP0000839887_r 2,41 2,15 1,26  0,0028 aab -1,15 S 2
MDP0000193028_r 2,37 1,95 1,22 0,0003 abc -1,15 S 1 AT3G19420 phosphoric monoester hydrolase
MDP0000291919_r 5,42 4,83 4,27 2,04E-05 abc -1,15 S 4 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative / chaperonin, pt
MDP0000292285_r 3,68 3,25 2,53 0,0006 abc -1,15 S 1 AT1G45150 unknown protein
MDP0000364961 2,07 1,41 0,92 0,0035 abb -1,15| As 4  AT1G17744
MDP0000272025_r 3,74 3,28 2,59  0,0009 abc -1,15 S 2 AT1G17210 zincion binding
MDP0000242852 4,56 4,28 3,41 0,0015 aab -1,15 AS 2 AT4G00740 dehydration-responsive protein-related
MDP0000691963_r 2,40 1,46 1,25 2,66E-05 abb -1,15 S 4 AT5G11850 protein kinase family protein
MDP0000259253_r 3,04 2,40 1,89 0,0026 abb -1,15 S 1  AT1G27600 glycosyl transferase family 43 protein
MDP0000798878 2,42 2,59 1,27 0,0044 aab -1,15| As 1  AT4G15560 CLA1 (CLOROPLASTOS ALTERADOS 1)
MDP0000307569_r 3,08 2,50 1,94 1,00E-04 abc -1,14 S 3 AT5G13560 unknown protein
MDP0000170864_r 2,33 1,66 1,19 0,0004 abb -1,14 S 4 AT5G14170 SWIB complex BAF60b domain-containing protein
MDP0000206820_r 3,44 3,02 2,30 0,0001 abc -1,14 S 4 AT4G24740 AFC2 (ARABIDOPSIS FUS3-COMPLEMENTING GENE 1); kinase
MDP0000891627_r 7,28 7,07 6,14 0,0028 aab -1,14 S 1 AT5G54080 HGO (HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE); homogentisate 1,2-dioxygenase
MDP0000319170_r 2,34 1,50 1,20 0,0002 abb -1,14 S 2 AT5G03040 1QD2 (IQ-domain 2); calmodulin binding
MDP0000410119_r 4,45 3,92 3,31 0,0035 abb -1,14 S 3 AT5G54800 GPT1 (glucose-6-phosphate transporter 1); antiporter/ glucose-6-phosphate transporter
MDP0000943164 3,44 3,29 2,30 0,0006 aab -1,14 AS 2 AT5G14040 mitochondrial phosphate transporter
MDP0000340776 3,35 3,13 2,21 0,001 aab -1,14 | As 4 AT4G24220 VEP1 (VEIN PATTERNING 1)
MDP0000139087_r 4,37 4,55 3,24  0,0006 aab -1,14 S 1 AT3G10700 GHMP kinase family protein
MDP0000134441 r 3,85 3,35 2,72 0,0013 abc -1,13 S 2 AT1G24560 unknown protein
MDP0000807889_r 5,96 4,48 4,83  2,26E-05 abb -1,13 S 2 AT2G18170 ATMPK7 (MAP KINASE 7); MAP kinase/ kinase
MDP0000315710 3,76 3,65 2,63 0,0012 aab -1,13 AS 4 AT5G14040 mitochondrial phosphate transporter
MDP0000698835 2,46 2,05 1,33 0,0015 abc -1,13 | As 2 AT5G10170 inositol-3-phosphate synthase, putative / myo-inositol-1-phosphate synthase, putative
MDP0000149916_r 2,47 1,81 1,34 0,0004 abb -1,13 S 4 AT1G47380 protein phosphatase 2C-related / PP2C-related
MDP0000317465 2,53 2,55 1,41 0,0057 aab -1,12 | AS 1  AT2G26110 unknown protein
MDP0000172222 r 3,28 2,83 2,17 0,0032 abb -1,12 S 1  AT4G26850 VTC2 (VITAMIN C DEFECTIVE 2)
MDP0000178527_r 2,41 2,12 1,29 0,0042 aab -1,12 S 2 AT5G51030 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein
MDP0000704344 r 5,77 5,20 4,65 0,0002 abb -1,12 S 4 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative / chaperonin, pt
MDP0000305007_r 2,64 2,39 1,52 0,0006 abc -1,12 S 4 AT5G26600 transaminase
MDP0000280027_r 3,04 2,69 1,92 0,0009 abc -1,11 S 4 AT3G58970 magnesium transporter CorA-like family protein
MDP0000125797_r 3,55 3,21 2,43 0,0018 abc -1,11 S 4 AT3G06810 acyl-CoA dehydrogenase-related
MDP0000852606_r 2,37 1,62 1,25 0,0005 abb -1,11 S 2 AT2G02970 nucleoside phosphatase family protein / GDA1/CD39 family protein
MDP0000287321 2,39 2,41 1,28 0,0017 aab 1,11 AS 2 AT5G41920 scarecrow transcription factor family protein
MDP0000468887_r 2,79 1,80 1,68 4,14E-05 abb -1,11 S 4 AT2G45300 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase / 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
MDP0000281939_r 5,04 4,54 3,94 0,0023 abb -1,11 S 2 AT5G03340 (Cell division control protein 48 homolog E); ATPase
MDP0000122922 1,95 1,28 0,84 0,0015 abb -1,11| As 4
MDP0000209974_r 2,62 1,87 1,51 0,0003 abb -1,10 S 2 AT1G07540 TRFL2 (TRF-LIKE 2); DNA binding
MDP0000288237_r 2,97 2,06 1,87 6,10E-05 abb -1,10 S 2 AT3G52990 pyruvate kinase, putative
MDP0000513895_r 3,58 2,90 2,49  0,0005 abb -1,09 S 1 AT1G14380 1QD28; calmodulin binding
MDP0000441918 r 2,24 1,51 1,14  0,0003 abb -1,09 S 4 AT3G02760 histidyl-tRNA synthetase, putative / histidine--tRNA ligase, putative
MDP0000246033_r 2,94 2,31 1,85 0,0003 abb -1,09 S 2 AT5G26360 chaperonin, putative
MDP0000256642_r 3,22 2,62 2,14 7,33E-05 abc -109 S 2 AT5G03430 phosphoadenosine phosphosulfate (PAPS) reductase family protein
MDP0000306850_r 6,72 6,24 563 0,0069 abb -1,09 S 1 AT2G17290 CPK6 (CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE 6); anion channel/ calcium- and calmoduli
MDP0000703262_r 2,90 2,34 1,82 0,0002 abc -1,09 S 4 AT2G17530 protein kinase family protein
MDP0000437689_r 2,53 1,92 1,44 0,0007 abb -1,09 S 1 AT2G26770 plectin-related
MDP0000130346_r 2,85 2,62 1,77 0,0071 aab -108 S 2 AT3G14470 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative
MDP0000244469_r 3,95 3,63 2,87 0,0028 aab -1,08 S 2 AT1G48850 EMB1144 (EMBRYO DEFECTIVE 1144); chorismate synthase
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MDP0000265782_r 2,39 1,29 1,31 0,0004 abb -1,08 S 2 AT5G56030 HSP81-2 (EARLY-RESPONSIVE TO DEHYDRATION 8); ATP binding
MDP0000692433_r 2,33 2,05 1,25 0,0056 aab -108 S 1 AT2G26640 beta-ketoacyl-CoAsynthase, putative
MDP0000265111 2,36 2,23 1,28 0,0029 aab -1,08 AS 1 AT2G01970 endomembrane protein 70, putative
MDP0000177301_r 2,58 1,99 1,50 4,78E-05 abc -1,08 S 4  AT1G16220 protein phosphatase 2C family protein / PP2C family protein
MDP0000191741 r 3,52 2,65 2,45 8,42E-05 abb -1,07 S 1
MDP0000203812 3,58 3,36 2,50 0,0029 aab -1,07 | As 2 AT2G39770 CYT1 (CYTOKINESIS DEFECTIVE 1); nucleotidyltransferase
MDP0000273111_r 4,73 4,26 3,66 0,0028 abb -107 S 2 AT5G42740 glucose-6-phosphate isomerase, cytosolic (PGIC)
MDP0000598998_r 2,73 1,78 1,67 4,54E-05 abb -1,07 S 1  AT4G19810 glycosyl hydrolase family 18 protein
MDP0000298409_r 5,57 4,98 4,50 0,0004 abb -1,07 S 2 AT2G38460 iron transporter-related
MDP0000606525_r 1,53 0,93 0,46 0,002 abb -1,07 S 2 AT1G48480 RKL1 (Receptor-like kinase 1); ATP binding / kinase/ protein serine/threonine kinase
MDP0000050048_r 6,00 5,90 4,93  0,0032 aab -1,07 S 4 AT5G05380 prenylated rab acceptor (PRA1) family protein
MDP0000650389_r 2,70 2,49 1,63 0,0068 aab -107 S 4 AT3G48440 zinc finger (CCCH-type) family protein
MDP0000197828_r 4,29 3,81 3,23 0,0002 abc -106 S 2 AT1G25375 metallo-beta-lactamase family protein
MDP0000212398 r 3,65 3,11 2,58 0,0006 abc -1,06 S 2 AT1G74040 1MS1; 2-isopropylmalate synthase
MDP0000129192 2,40 2,08 1,34 0,0003 abc -1,06 AS 4 AT4G31180 aspartyl-tRNA synthetase, putative / aspartate--tRNA ligase, putative
MDP0000257814 3,49 3,59 2,43  0,0008 aab -1,06 AS 2 AT1G50010 TUA2 (tubulin alpha-2 chain)
MDP0000268322_r 5,28 4,90 4,22 0,0007 abc -1,06 S 1 AT1G01770 unknown protein
MDP0000572047 6,48 6,34 542 0,0035 aab -1,06 As 2 AT5G09810 ACT7 (actin 7)
MDP0000276810 3,21 2,63 2,15 0,0002 abb -1,06 AS 4 AT2G19130 S-locus lectin protein kinase family protein
MDP0000164384_r 1,73 1,52 0,68 0,0098 aab -1,06 S 1 AT2G47910 CRR6 (CHLORORESPIRATORY REDUCTION 6)
MDP0000229968 _r 4,96 4,85 3,90 0,0014 aab -1,06 S 4 AT2G36360 kelch repeat-containing protein
MDP0000196436_r 3,59 3,66 2,54 0,0018 aab -1,05 S 2 AT4G24830 arginosuccinate synthase family
MDP0000266215_r 3,17 2,88 2,12 0,0012 aab -1,05 S 3 AT3G48890 ATMP2 (ARABIDOPSIS THALIANA MEMBRANE-ASSOCIATED PROGESTERONE BINDING PROT
MDP0000171561_r 2,84 2,60 1,79 0,0054 aab -1,05 S 3 AT3G14460 disease resistance protein (NBS-LRR class), putative
MDP0000122676 2,59 2,21 1,54 0,0006 abc -1,05 AS 4 AT4G31180 aspartyl-tRNA synthetase, putative / aspartate--tRNA ligase, putative
MDP0000149745_r 7,34 6,89 6,29 0,0002 abc -1,05 S 4 AT2G27600 AAA-type ATPase family protein / vacuolar sorting protein-related
MDP0000297929_r 2,44 1,85 1,39 0,0013 abc -1,05 S 1  AT2G19450 TAG1 (TRIACYLGLYCEROL BIOSYNTHESIS DEFECT 1); diacylglycerol O-acyltransferase
MDP0000280299_r 2,99 2,85 1,95 0,0029 aab -1,05 S 1 AT5G04070 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein
MDP0000412419_r 3,36 2,60 2,32 0,0001 abb -1,04 S 2 AT4G02715 unknown protein
MDP0000227452_r 1,76 1,56 0,72 0,0005 aab -1,04 S 2
MDP0000135721_ r 2,31 1,34 1,27 0,0002 abb -1,04 S 2 AT3G66658 ALDH22al (ALDEHYDE DEHYDROGENASE 22A1); 3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase
MDP0000158121_r 2,78 2,17 1,74  0,0007 abb -104 S 1 AT2G17970 oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
MDP0000155222_r 5,53 4,76 4,49  0,0004 abb -104 S 1 AT4G25500 ATRSP35 (Arabidopsis thaliana arginine/serine-rich splicing factor 35)
MDP0000187909_r 3,41 3,06 2,37 0,0001 abc -104 S 4 AT1G22040 kelch repeat-containing F-box family protein
MDP0000179616 2,85 2,19 1,81 0,0022 abb -1,04 AS 1 AT3G48990 AMP-dependent synthetase and ligase family protein
MDP0000157639_r 2,31 2,09 1,27 0,0016 aab -1,04 S 4 AT5G63260 zinc finger (CCCH-type) family protein
MDP0000609551_r 7,60 7,24 6,56 0,0026 abc -1,04 S 4 AT4G26650 RNAbinding
MDP0000844180_r 3,77 3,16 2,74  0,0007 abb -1,04 S 4 AT4G14240 unknown protein
MDP0000262843_r 4,14 3,77 3,10 0,0003 abc -1,03 S 1 AT1G01950 armadillo/beta-catenin repeat family protein / kinesin motor family protein
MDP0000252036 4,98 5,09 3,95 0,0054 aab -1,03 AS 1 AT2G34590 transketolase family protein
MDP0000179082_r 4,34 3,84 3,31 0,0004 abc -1,03 S 2 AT1G54220 dihydrolipoamide S-acetyltransferase, putative
MDP0000195705_r 2,45 2,01 1,42 0,0033 abc -1,03 S 1  AT5G49820 EMB1879 (EMBRYO DEFECTIVE 1879)
MDP0000805749 1,88 1,55 0,85 0,0006 abc -1,02| As 2 AT3G22850 unknown protein
MDP0000274583_r 3,93 3,75 2,91 0,0064 aab -102 S 1 AT2G46290 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 2, putative / elF-3 beta, putative / elF3
MDP0000563659_r 4,16 4,14 3,14 0,0064 aab -1,02 S 1  AT3G13720 prenylated rab acceptor (PRA1) family protein
MDP0000179835_r 3,52 2,81 2,50 4,34E-05 abb -1,02 S 1 AT4G11860 unknown protein
MDP0000499661_r 4,48 4,13 3,47 0,0075 aab -1,02 S 4 AT3G21220 ATMKKS (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 5); kinase
MDP0000271544_r 4,44 3,76 3,42 6,65E-05 abb -1,02 S 1  AT2G31510 [BR domain-containing protein / ARIADNE-like protein ARI7 (ARI7)
MDP0000132668_r 4,90 4,30 3,88 0,001 abb -102 S 1 AT4G26270 phosphofructokinase family protein
MDP0000366568_r 2,23 1,61 1,21 0,0008 abb -1,02 S 1 AT3G03570 unknown protein
MDP0000171672_r 3,96 3,81 2,94 0,0006 aab -1,02 S 2 AT1G14570 UBX domain-containing protein
MDP0000672471_r 2,70 1,88 1,69 0,0002 abb -1,01 S 4 AT1G65430 zinc finger protein-related
MDP0000299976_r 2,14 1,53 1,13  0,0009 abb -1,01 S 2
MDP0000178035_r 4,85 4,54 3,84 0,0006 abc -101 S 2 AT4G28880 CKL3 (Casein Kinase I-like 3); casein kinase I/ kinase
MDP0000463586_r 2,24 1,85 1,23 0,0007 abc -1,01 S 3 AT5G65540 unknown protein
MDP0000213245_r 3,42 2,70 2,41 0,0008 abb -1,01 S 2 AT5G46570 protein kinase family protein
MDP0000244793_r 4,23 3,62 3,22 0,0013 abb -1,01 S 2 AT3G54190 unknown protein
MDP0000147770 1,77 1,18 0,76  0,0019 abb -1,01| As 4
MDP0000124301_r 2,24 1,56 1,23 0,0002 abb -1,01 S 4 AT4G16110 ARR2 (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 2); transcription factor/ two-component resg
MDP0000194938_r 2,10 1,77 1,09 0,0089 aab -1,00 S 2 AT2G36530 LOS2 (Low expression of osmotically responsive genes 1); phosphopyruvate hydratase
MDP0000146411 r 5,36 5,08 4,35 0,0053 aab -1,00 S 2 AT5G50850 pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit, mitochondrial / PDHE1-B (PDH2)
MDP0000330738_r 4,33 4,26 3,33 0,0024 aab -1,00 S 1 AT2G02410 unknown protein
MDP0000283274_r 2,01 1,60 1,01  0,0007 abc -100 S 1 AT1G47380 protein phosphatase 2C-related / PP2C-related
MDP0000119299_r 2,54 1,79 1,54 0,0002 abb -100 S 4 AT4G13350 human Rev interacting-like protein-related / hRIP protein-related
MDP0000545006_r 3,23 2,87 2,23 0,0008 aab 099 S 1 AT2G41500 WD-40 repeat family protein / small nuclear ribonucleoprotein Prp4p-related, GPT (UDI
MDP0000193946_r 6,74 6,07 5,75 2,62E-05 abb -0,99 S 2 AT3G52990 pyruvate kinase, putative
MDP0000298053_r 3,23 3,08 2,23 0,0084 aab -0,99 S 2 AT1G25570 leucine-rich repeat protein-related
MDP0000772366_r 3,47 3,06 2,48 0,0018 abc 099 S 1 AT3G06810 acyl-CoA dehydrogenase-related
MDP0000250432_r 2,55 1,86 1,55 0,0003 abb 099 S 4 AT4G13350 human Rev interacting-like protein-related / hRIP protein-related
MDP0000270367_r 1,36 1,02 0,37 0,0009 abc 099 S 4 AT5G05200 ABC1 family protein
MDP0000091346_r 3,66 2,98 2,67 0,0007 abb -0,99 S 2 AT1G14570 UBX domain-containing protein
MDP0000440735_r 2,45 2,14 1,46 0,0031 aab 0,99 S 2 | AT5G23670 LCB2 (Serine palmitoyltransferase LCB2 (long chain base) subunit gene); serine C-palmit
MDP0000388671_r 2,27 1,84 1,28 0,0001 abc 099 S 2 AT5G49530 SIN-like family protein
MDP0000298643_r 2,99 2,25 2,00 0,0002 abb 099 S 4 AT2G20580 AtRPN1a/RPN1A (26S proteasome regulatory subunit S2 1A); binding
MDP0000172255 4,63 4,35 3,64 0,0074 aab -0,99 AS 1 AT1G09640 elongation factor 1B-gamma, putative / eEF-1B gamma, putative
MDP0000304032_r 2,78 2,37 1,79 0,0014 abc -0,99 S 4 AT1G80350 ERH3 (ECTOPIC ROOT HAIR 3); ATP binding / nucleoside-triphosphatase/ nucleotide binc
MDP0000722716_r 3,23 2,67 2,24 0,0004 abc -0,99 S 4 AT1G05150 calcium-binding EF hand family protein
MDP0000219184_r 1,88 1,12 0,89 7,10E-05 abb -0,99 S 1 AT3G14067 subtilase family protein
MDP0000492008_r 2,29 1,73 1,31  0,0002 abc -098 S 2 AT5G16300 unknown protein
MDP0000172922_r 3,02 2,22 2,03 0,0004 abb -098 S 4 AT4G01850 MAT2/SAM-2 (S-adenosylmethionine synthetase 2)
MDP0000259773_r 2,98 2,47 2,00 0,0009 abb -0,98 S 4 AT3G51950 RNAbinding
MDP0000736893_r 2,62 1,84 1,64 0,0002 abb -0,98 S 4 AT1G65430 zinc finger protein-related
MDP0000135143_r 1,93 1,20 0,95 6,34E-05 abb -0,98 S 1 AT4G26000 PEP (PEPPER); nucleic acid binding
MDP0000124606_r 3,18 2,55 2,20 0,0002 abb -0,98 S 1  AT1G51940 protein kinase family protein / peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein
MDP0000385073_r 3,17 2,92 2,19 0,0007 aab -098 S 2 AT5G58340 DNA binding
MDP0000511046_r 3,71 3,12 2,73 5,01E-05 abb -098 S 2 AT3G58030 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
MDP0000222384 r 2,65 2,04 1,67 0,0004 abb -0,98 S 1
MDP0000366693_r 5,17 4,70 4,20 0,001 abb -0,98 S 1
MDP0000173124_r 4,70 4,15 3,73 0,0017 abb -098 S 3  AT1G07470
MDP0000271272_r 5,32 4,87 4,34  0,0005 abc 097 S 4 AT3G48440 zinc finger (CCCH-type) family protein
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MDP0000778464 4,16 4,08 3,18 0,0041 aab -0,97 As 4 AT3G08900 RGP3 (REVERSIBLY GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 3); alpha-1,4-glucan-protein synthase (U
MDP0000211849 r 1,74 1,38 0,76  0,0003 abc -097 S 1  AT3G16200 unknown protein
MDP0000183174_r 1,84 1,16 0,87 0,0003 abb 097 S 3 AT5G55550 RNA recognition motif (RRM)-containing protein
MDP0000927575_r 6,04 5,68 5,07 0,0007 abc -0,97 S 1 AT3G57290 EIF3E (eukaryotic translation initiation factor 3E)
MDP0000281236 4,32 4,21 3,35 0,0034 aab -097 AS 1  AT5G65430 GRF8 (GENERAL REGULATORY FACTOR 8); protein phosphorylated amino acid binding
MDP0000279456_r 2,52 2,12 1,56 0,0003 abc -096 S 3 AT1G27840 ATCSA-1;nucleotide binding
MDP0000253491 r 3,85 3,73 2,89 0,0048 aab -096 S 1  AT2G36370 ubiquitin-protein ligase
MDP0000280612_r 6,08 5,71 5,12 0,0019 abc 096 S 4 | AT1G16350 inosine-5p-monophosphate dehydrogenase, putative
MDP0000264408_r 4,92 4,50 3,96 0,0086 abb -0,96 S 1 AT1G53320 AtTLP7 (TUBBY LIKE PROTEIN 7); phosphoric diester hydrolase/ transcription factor
MDP0000144687_r 4,50 4,27 3,54 0,0019 aab -0,96 S 1 AT5G46110 APE2 (ACCLIMATION OF PHOTOSYNTHESIS TO ENVIRONMENT)
MDP0000330970_r 5,58 5,00 4,62  0,0009 abb -096 S 1  AT3G26670 unknown protein
MDP0000238936_r 2,39 1,68 1,44 0,0006 abb 095 S 1  AT5G57940 ATCNGC5 (CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 5); calmodulin binding / cyclic nucleotid
MDP0000185775_r 2,47 1,99 1,51 0,0005 abb -0,95 S 4 AT1G36370 SHM?7 (serine hydroxymethyltransferase 7); glycine hydroxymethyltransferase
MDP0000825698_r 1,20 0,81 0,25 0,0017 abc -0,95 S 2 AT1G14920 GAI (GA INSENSITIVE); transcription factor
MDP0000178674_r 2,24 1,77 1,29 0,0004 abc -0,95 S 1 AT5G49530 SIN-like family protein
MDP0000187670_r 2,30 1,82 1,36  0,0001 abc -0,95 S 2 AT4G19190 zinc knuckle (CCHC-type) family protein
MDP0000600654_r 1,55 1,19 0,60 0,0011 abc 095 S 1
MDP0000140249 2,66 2,30 1,71 0,0004 abc -0,95 AS 2 AT1G51980 mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative
MDP0000256730_r 6,00 5,69 5,05 0,0036 aab -0,95 S 4 AT5G04410 NAC2 (Arabidopsis NAC domain containing protein 78); transcription factor
MDP0000239178_r 5,36 5,03 4,41 0,002 abc -0,94 S 4 AT1G05150 calcium-binding EF hand family protein
MDP0000321365_r 3,57 2,94 2,63 0,0002 abb -094 S 2 AT1G17210 zincion binding
MDP0000461530_r 1,54 0,73 0,60 0,0002 abb 094 S 2 AT1G71020 armadillo/beta-catenin repeat family protein / U-box domain-containing protein
MDP0000086480_r 3,85 3,22 2,90 0,0006 abb -0,94 S 2 AT5G23670 LCB2 (Serine palmitoyltransferase LCB2 (long chain base) subunit gene); serine C-palmit
MDP0000410119 2,97 3,02 2,03 0,0009 aab -094 AS 3 AT5G54800 GPT1 (glucose-6-phosphate transporter 1); antiporter/ glucose-6-phosphate transportel
MDP0000268873_r 5,17 4,77 4,23 0,0008 abc -0,94 S 1 AT4G30310 ribitol kinase, putative
MDP0000317962_r 5,49 4,62 4,55  0,0058 abb 094 S 1 AT4G05160 4-coumarate--CoA ligase, putative / 4-coumaroyl-CoA synthase, putative
MDP0000298901 2,33 1,93 1,40 0,0023 aab -094 AS 1 AT1G11480 eukaryotic translation initiation factor-related
MDP0000133765_r 4,93 4,28 3,99 4,48E-05 abb -0,93 S 1 AT5G15400 U-box domain-containing protein
MDP0000225236_r 1,78 1,18 0,85 2,60E-05 abc -0,93 S 4 AT5G11800 KEA6 (K+ efflux antiporter 6); potassium:hydrogen antiporter
MDP0000165656_r 5,10 4,48 4,17  0,0032 abb 093 S 2 AT2G25490 EBF1 (EIN3-BINDING F BOX PROTEIN 1); ubiquitin-protein ligase
MDP0000264982_r 3,22 2,84 2,29 0,0008 abc 093 S 2 AT1G58025 DNA binding
MDP0000385309_r 5,29 5,20 4,36 0,007 aab -0,93 S 1 AT5G05380 prenylated rab acceptor (PRA1) family protein
MDP0000163467_r 2,63 2,02 1,71  0,0012 abb -0,93 S 2 AT1G19440 very-long-chain fatty acid condensing enzyme, putative
MDP0000467815_r 5,58 5,45 4,65 0,003 aab -0,93 S 1 AT5G44250 unknown protein
MDP0000232325 2,46 2,05 1,54 0,0013 abc -0,92 As 1  AT1G09430 ACLA-3 (ATP-citrate lyase A-3)
MDP0000310598_r 1,98 1,34 1,06 0,0001 abb 092 S 2 AT5G64270 splicing factor, putative
MDP0000195713_r 6,03 5,44 5,11 0,0002 abb 092 S 3 AT1G66900 unknown protein
MDP0000677326_r 2,20 1,64 1,28 0,0007 abb -0,92 S 2 AT1G15690 AVP1 (vacuolar-type H+pumping pyrophosphatase 1)
MDP0000173178 3,05 2,80 2,13 0,0047 aab -0,92 As 4 AT1G07880 ATMPK13 (ARABIDOPSIS THALIANA MAP KINASE 13); MAP kinase/ kinase
MDP0000186546_r 4,79 4,75 3,87 0,0031 aab -0,92 S 4 AT3G04500 RNA recognition motif (RRM)-containing protein
MDP0000492839 2,57 2,63 1,65 0,004 aab -0,92 As 4 AT5G23860 TUBS (tubulin beta-8)
MDP0000280503_r 2,22 1,73 1,30 0,0025 abb -0,92 S 2 AT5G13650 elongation factor family protein
MDP0000303103_r 3,22 2,72 2,31 0,0032 abb -0,92 S 2 AT3G47930 ATGLDH (L-GALACTONO-1,4-LACTONE DEHYDOROGENASE)
MDP0000184965_r 4,87 4,49 3,96 0,0029 abc -0,91 S 2 | AT1G80950 phospholipid/glycerol acyltransferase family protein
MDP0000171697_r 3,83 3,65 2,91 0,0015 aab -0,91 S 2 AT4G17880 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
MDP0000877764 2,86 2,53 1,94 0,0021 abc 091 AS 3 AT3G18830 ATPLT5 (POLYOL TRANSPORTER 5); D-ribose transporter/ D-xylose transporter/ carbohyd
MDP0000272757_r 2,63 2,62 1,72 0,0032 aab -0,91 S 4 AT5G23310 FSD3 (FE SUPEROXIDE DISMUTASE 3); iron superoxide dismutase
MDP0000801844 r 1,70 1,08 0,79 5,72E-05 abb -0,91 S 4 AT5G12260 unknown protein
MDP0000310475_r 3,37 3,04 2,46 0,0022 abc -0,91 S 1 AT4G36210 unknown protein
MDP0000282272 2,88 2,89 1,98 0,0032 aab -0,91 As 4 AT3G27925 DEGP1 (DEGP PROTEASE 1); serine-type peptidase
MDP0000158995 3,47 3,23 2,56 0,003 aab -0,91 AS 4 AT1G09780 2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase, putative / phosphoglyc
MDP0000189170_r 1,65 1,04 0,75 0,0019 abb -0,90 S 2 AT2G26200 unknown protein
MDP0000333367 2,65 2,47 1,74 0,0037 aab -0,90 As 4
MDP0000442350_r 3,07 2,77 2,17  0,0059 aab -0,90 S 3
MDP0000552419 1,90 1,71 1,00 0,0028 aab -0,90 As 4  AT3G13060 ECTS
MDP0000235017_r 1,72 1,32 0,82 0,0017 abc -090 S 2 AT1G68750 ATPPC4 (Arabidopsis thaliana phosphoenolpyruvate carboxylase 4); phosphoenolpyruy
MDP0000811740_r 4,24 3,79 3,34 0,001 abb -0,90 S 1 AT5G40890 ATCLC-A (CHLORIDE CHANNEL A); anion channel/ voltage-gated chloride channel
MDP0000295777_r 1,85 1,38 0,96 0,0003 abc -0,90 S 4 AT2G31810 acetolactate synthase small subunit, putative
MDP0000396750_r 2,26 1,44 1,36  0,0001 abb -089 S 2 | AT5G25510 serine/threonine protein phosphatase 2A (PP2A) regulatory subunit Bp, putative, unkno
MDP0000262186_r 4,89 4,46 3,99 0,0008 abb 089 S 1  AT5G40810 cytochromecl, putative
MDP0000283678_r 5,09 5,10 4,19 0,005 aab -0,89 S 4 AT3G04500 RNA recognition motif (RRM)-containing protein
MDP0000148377_r 4,67 4,39 3,78 0,0021 abc -089 S 2  AT5G15870 glycosyl hydrolase family 81 protein
MDP0000780549_r 2,00 1,69 1,11 0,0054 aab -0,89 S 1 AT2G45500 ATP binding
MDP0000325482_r 5,33 5,30 4,44  0,0043 aab -0,89 S 4 AT5G01220 SQD2 (SULFOQUINOVOSYLDIACYLGLYCEROL 2); UDP-sulfoquinovose:DAG sulfoquinovosy
MDP0000297771 1,43 1,22 0,55 0,0003 aab -0,89 AS 2 AT3G59970 MTHFR1 (METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE 1); methylenetetrahydrofolate redu
MDP0000805673 1,68 1,83 0,79 0,0027 aab -0,88 AS 2
MDP0000724336_r 3,64 3,31 2,76 0,003 abc -0,88 S 4 AT5G03070 binding
MDP0000176158_r 2,05 1,37 1,17 9,98E-05 abb -0,88 S 2 AT1G28760 unknown protein
MDP0000285235_r 5,55 4,97 4,67 0,0003 abb -088 S 4 AT5G55130 CNXS5 (SIRTINOL RESISTANT 1); Mo-molybdopterin cofactor sulfurase
MDP0000684830 2,51 2,31 1,64 0,0032 aab -0,88 AS 4 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative / chaperonin, pt
MDP0000725895_r 2,48 1,68 1,60 6,30E-05 abb -088 S 4 AT2G30100 ubiquitin family protein
MDP0000868562_r 1,73 1,24 0,85 0,0009 abb -0,87 S 4 AT5G53770 nucleotidyltransferase family protein
MDP0000178814 1,96 1,90 1,08 0,0037 aab -0,87 AS 1 AT5G09300 2-oxoisovalerate dehydrogenase, putative / 3-methyl-2-oxobutanoate dehydrogenase, p
MDP0000300519 1,72 1,46 0,85 0,0098 aab -0,87 As 2 AT4G27720 unknown protein
MDP0000844514 1,82 1,85 0,95 0,0007 aab -0,87 As 3 AT3G08900 RGP3 (REVERSIBLY GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 3); alpha-1,4-glucan-protein synthase (U
MDP0000219184 1,27 0,90 0,40 0,0014 abc -0,87 AS 1  AT3G14067 subtilasefamily protein
MDP0000120395_r 2,80 2,07 1,93 5,68E-05 abb -087 S 4 AT3G54010 PAS1 (PASTICCINO 1); FK506 binding / peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
MDP0000588069 1,51 1,36 0,65 0,007 aab -087 AS 1  AT4G33010 glycine dehydrogenase (decarboxylating), putative / glycine decarboxylase, putative / g
MDP0000608501_r 3,48 3,07 2,62 0,001 abc -0,87 S 4 AT3G17090 protein phosphatase 2C family protein / PP2C family protein
MDP0000277688_r 2,83 2,62 1,96 0,002 aab -08 S 1  AT4G37280 MRG family protein
MDP0000249597_r 3,14 2,93 2,28 0,0021 abc -086 S 2 AT1G56350 peptide chain release factor, putative
MDP0000318300_r 3,17 2,67 2,31  0,0005 abb -0,86 S 1 AT3G57360 unknown protein
MDP0000275660_r 4,06 3,70 3,20 0,0005 abc -0,86 S 1 AT3G55020 RabGAP/TBC domain-containing protein
MDP0000249666_r 3,71 3,46 2,85 0,0028 aab -08 S 2 AT4G27585 band 7 family protein
MDP0000245331_r 4,44 4,09 3,58 0,0042 aab -0,86 S 2 AT2G27210 kelch repeat-containing serine/threonine phosphoesterase family protein
MDP0000095013_r 1,93 1,48 1,08 0,0022 abb 08 S 1  AT3G01100 HYP1 (HYPOTHETICALPROTEIN 1)
MDP0000712928 r 2,35 1,86 1,49 0,0034 abb -0,86 S 1 AT2G25170 PKL/SSL2 (PICKLE, SUPPRESSOR OF SLR2)
MDP0000138218_r 1,31 1,14 0,45 0,0014 aab -0,86 S 4 AT3G54470 uridine 5p-monophosphate synthase / UMP synthase (PYRE-F) (UMPS)
MDP0000130931 2,70 2,51 1,84 0,0037 aab -0,86 AS 1  AT5G64370 BETA-UP (BETA-UREIDOPROPIONASE); beta-ureidopropionase
MDP0000213126_r 1,69 0,78 0,84  0,0004 abb -086 S 1 AT3G02050 KUP3 (K+uptake permease 3); potassium ion transporter
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MDP0000140162_r 2,34 1,52 1,48 7,42E-05 abb -08 S 4 AT1G77140 VPS45 (VACUOLAR PROTEIN SORTING 45); protein transporter
MDP0000624367_r 5,12 4,87 4,26  0,0049 aab -0,85 S 4 AT1G05150 calcium-binding EF hand family protein
MDP0000299692_r 4,44 4,09 3,59 0,0076 aabb -0,85 S 1 AT3G48330 PIMT1 (PROTEIN-L-ISOASPARTATE METHYLTRANSFERASE 1); protein-L-isoaspartate (D-asp
MDP0000134878_r 1,17 0,96 0,32 0,0016 aab -0,85 S 1  AT1G52640 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
MDP0000418768_r 2,58 2,06 1,73 0,0022 abb -0,85 S 2 | AT5G40350 MYB24 (myb domain protein 24); DNA binding / transcription factor
MDP0000871016 3,02 3,05 2,17 0,001 aab -0,85 AS 1  AT1G59900 AT-E1 ALPHA (pyruvate dehydrogenase complex E1 alpha subunit); pyruvate dehydrogen
MDP0000321294_r 3,21 2,64 2,36 0,0004 abb 085 S 1  AT3G18770 unknown protein
MDP0000124371 3,47 3,31 2,62 0,0008 aab -0,85 AS 1 AT1G21070 transporter-related
MDP0000314954_r 1,72 0,95 0,87 0,0002 abb -0,85 S 2 AT2G45540 WD-40 repeat family protein / beige-related
MDP0000224169_r 3,61 3,04 2,76 0,0001 abb 085 S 4 AT4G39690 unknown protein
MDP0000259697_r 4,88 4,57 4,04 0,0013 abc -084 S 1 AT1G70160 unknown protein
MDP0000219737_r 5,87 5,13 5,03 0,0006 abb -084 S 4 AT3G23150 ETR2 (ETHYLENE RESPONSE 2); receptor
MDP0000327855_r 1,62 1,06 0,78 0,0003 abb -0,84 S 1
MDP0000742986_r 3,14 2,77 2,30 0,0006 abc -0,84 S 2 AT1G54610 protein kinase family protein
MDP0000439076_r 1,40 1,21 0,56 0,0016 aab -084 S 3 AT5G05200 ABC1 family protein
MDP0000302400 2,57 2,26 1,73  0,0039 aab -0,84 AS 1
MDP0000339257_r 5,88 5,60 5,05 0,001 abc -0,84 S 4 AT4G35140 transducin family protein / WD-40 repeat family protein
MDP0000472409 2,20 1,80 1,37 0,0006 abc -0,84 AS 4 AT5G56350 pyruvate kinase, putative
MDP0000147925_r 2,54 2,04 1,70 0,0015 abb -0,83 S 1  AT3G02650 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
MDP0000217401_r 3,79 3,18 2,95 0,0004 abb 083 S 4 AT4G39690 unknown protein
MDP0000142664_r 2,20 1,85 1,36  0,0004 abc -0,83 S 1 AT5G62030 diphthamide synthesis DPH2 family protein
MDP0000594042_r 3,42 2,97 2,59 0,0015 abb -0,83 S 4 AT3G17090 protein phosphatase 2C family protein / PP2C family protein
MDP0000196196_r 3,18 2,69 2,35 0,001 abb -0,83 S 2 AT4G15180 SET domain-containing protein
MDP0000291919 2,51 2,33 1,68 0,0015 aab -083 AS 4 AT1G24510 T-complex protein 1 epsilon subunit, putative / TCP-1-epsilon, putative / chaperonin, pt
MDP0000320110_r 5,68 5,42 4,85 0,0031 aab -0,83 S 2 AT5G58440 phox (PX) domain-containing protein
MDP0000319971 r 5,52 4,83 4,70  0,0002 abb 083 S 2 AT1G57680 unknown protein
MDP0000392193_r 3,13 2,47 2,31 0,0004 abb -0,83 S 4 AT1G05150 calcium-binding EF hand family protein
MDP0000682681_r 2,22 1,43 1,39 8,85E-05 abb -0,82 S 4 AT2G30100 ubiquitin family protein
MDP0000483865 1,84 1,74 1,02 0,0033 aab -0,82 AS 3 AT5G01320 pyruvate decarboxylase, putative
MDP0000212172_r 5,51 5,37 4,68 0,0014 aab -0,82 S 2 AT2G36850 ATGSLO8 (GLUCAN SYNTHASE-LIKE 8); 1,3-beta-glucan synthase/ transferase, transferring
MDP0000417870_r 3,34 2,70 2,52 0,0005 abb -0,82 S 4 AT5G21930 PAA2 (P-type ATPase of Arabidopsis 2); ATPase, coupled to transmembrane movement o
MDP0000662095_r 2,46 2,17 1,64 0,0096 aab -0,82 S 1 AT5G27220 protein transport protein-related
MDP0000169327_r 1,27 0,90 0,45 0,0025 abb 082 S 4 AT1G48520 GATB (GLU-ADT SUBUNIT B); glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase
MDP0000069412 1,85 1,67 1,03  0,0025 aab -0,82 AS 2 AT4G39660 AGT2 (ALANINE:GLYOXYLATE AMINOTRANSFERASE 2); alanine-glyoxylate transaminase
MDP0000141635_r 4,24 4,36 3,42 0,0021 aab -0,82 S 1 AT5G12040 carbon-nitrogen hydrolase family protein
MDP0000142045_r 3,58 3,09 2,76 7,09E-05 abc -0,82 S 4 AT4G13350 human Rev interacting-like protein-related / hRIP protein-related
MDP0000228504 1,49 1,33 0,67 0,0015 aab -0,82 As 1
MDP0000151461_r 1,42 0,75 0,60 0,0003 abb -0,82 S 2 AT3G42950 glycoside hydrolase family 28 protein / polygalacturonase (pectinase) family protein
MDP0000169113_r 2,24 1,80 1,43 0,001 abb -0,82 S 1 AT4G35890 La domain-containing protein
MDP0000435007_r 2,22 1,75 1,40  0,0006 abb -0,82 S 1 AT1G47056 VFB1 (VIER F-BOX PROTEINE 1); ubiquitin-protein ligase
MDP0000167283_r 3,79 3,42 2,97 0,0007 abc -0,82 S 1 AT5G11030 ALF4 (ABERRANT LATERALROOT FORMATION 4)
MDP0000157067_r 1,87 1,23 1,05 0,0003 abb -0,82 S 4 AT3G24000 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
MDP0000550118 r 1,67 1,66 0,86 0,002 aab -0,81 S 1 AT5G16210 HEAT repeat-containing protein
MDP0000204342_r 1,72 1,19 0,90 0,0016 abb -0,81 S 4 AT3G06370 NHX4 (sodium proton exchanger 4); sodium:hydrogen antiporter
MDP0000320521_r 3,64 3,28 2,83  0,0032 abc -0,81 S 1 AT1G14685 BPC2 (BASIC PENTACYSTEINE 2)
MDP0000849985_r 2,45 2,20 1,64 0,0044 aab -0,81 S 1 AT5G41950 binding
MDP0000301909_r 2,55 1,77 1,74 0,0003 abb 081 S 2 AT5G22480 1zinc finger (ZPR1-type) family protein
MDP0000266330_r 4,45 4,08 3,64 0,0009 abc 081 S 2 AT3G05420 ACBP4 (ACYL-COA BINDING PROTEIN 4, ACYL-COA-BINDING DOMAIN 4); acyl-CoA binding
MDP0000195705 1,25 1,15 0,44 0,001 aab -0,80 AS 1  AT5G49820 EMB1879 (EMBRYO DEFECTIVE 1879)
MDP0000245055_r 1,78 1,43 0,98 0,0004 abc -0,80 S 1 AT4G34490 ATCAP1 (CYCLASE ASSOCIATED PROTEIN 1)
MDP0000248088 1,75 1,53 0,95 0,0066 aab -0,80 As 4 AT3G13060 ECTS
MDP0000226497_r 2,81 2,57 2,00 0,0009 aab -080 S 2 AT1G01260 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
MDP0000150210_r 2,63 2,52 1,83  0,0042 aab -080 S 4 AT5G49555 amine oxidase-related
MDP0000158090_r 3,49 2,96 2,68 0,0003 abb -0,80 S 4 AT3G01780 unknown protein
MDP0000321946_r 1,11 0,56 0,31 0,0003 abb -0,80 S 4 AT3G53400
MDP0000397190_r 2,18 1,69 1,38 0,0004 abc -0,80 S 2 AT5G42360 kelch repeat-containing F-box family protein
MDP0000203688_r 3,20 3,04 2,39 0,0041 aab -080 S 2 AT5G64670 ribosomal protein L15 family protein
MDP0000252062_r 4,29 4,30 5,09 0,001 bba 0,80 S 2 AT3G45830 unknown protein
MDP0000193275_r 2,21 2,13 3,02 0,0027 bba 0,81 S 1 AT1G47330 unknown protein
MDP0000229908_r 3,82 3,80 4,63 0,0016 bba 0,81 S 2 AT5G53440 unknown protein
MDP0000523206 1,47 1,74 2,28 0,0042 bba 0,81 AS 1 AT1G61570 TIM13 (TIM13); protein translocase
MDP0000596716_r 3,80 3,78 4,62 0,0043 bba 0,81 S 4 AT4G18100 60S ribosomal protein L32 (RPL32A)
MDP0000296565_r 1,29 1,67 2,11 0,0021 cbha 0,82 S 2 AT5G42650 AOS (ALLENE OXIDE SYNTHASE); hydro-lyase/ oxygen binding
MDP0000268868_r 2,91 2,93 3,75 0,0019 bba 0,83 S 1 AT3G28670 oxidoreductase/ zinc ion binding
MDP0000336395 3,67 4,06 4,51  0,0035 cha 0,84 AS 1
MDP0000321381 r 3,42 3,76 4,26  0,0043 cha 0,84 S 2 AT1G55170 unknown protein
MDP0000592073_r 2,37 2,79 3,21 0,0024 baa 0,85 S 2 AT5G23710 DNAbinding / DNA-directed RNA polymerase
MDP0000873003_r 1,18 1,31 2,03 0,0048 bba 0,85 S 1 26TGQ2_SOYB! Putative uncharacterized protein
MDP0000935322_r 3,07 3,65 3,92 0,0008 baa 0,85 S 1 AT3G62810 complex 1 family protein / LVR family protein
MDP0000207828_r 4,19 3,99 5,04 0,0043 bba 0,85 S 1 AT3G28970 unknown protein
MDP0000559205_r 0,65 0,89 1,50 0,0096 bba 0,85 S 1 AT5G36930 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
MDP0000938471_r 7,07 7,25 7,93 0,0034 bba 0,86 S 3 AT3G10950 60S ribosomal protein L37a (RPL37aB)
MDP0000936735_r 4,98 5,37 5,85 0,0038 cba 0,87 S 1 AT5G27410 aminotransferase class IV family protein
MDP0000643282_r 4,03 4,40 4,92 0,0019 cba 0,89 S 1 AT1G67785 unknown protein
MDP0000228710_r 1,81 1,78 2,70 0,0066 bba 0,90 S 1 AT1G61570 TIM13 (TIM13); protein translocase
MDP0000336268_r 2,10 2,19 3,00 0,0053 bba 0,90 S 2
MDP0000809337_r 2,84 2,77 3,74 0,0036 bba 0,90 S 2 AT5G48150 PAT1 (PHYTOCHROME A SIGNAL TRANSDUCTION 1); transcription factor
MDP0000621927_r 4,96 5,54 5,88 0,0066 baa 0,92 S 1  AT1G53840 ATPMEL (Arabidopsis thaliana pectin methylesterase 1); pectinesterase
MDP0000784692_r 3,83 4,03 4,75 0,0031 bba 0,92 S 2 AT5G59140 SKP1 family protein
MDP0000175853_r 1,49 1,37 2,41 0,0024 bba 0,92 S 1  AT4G23100 RML1 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 2, ROOT MERISTEMLESS 1)
MDP0000675292 _r 2,69 3,09 3,62 0,002 cba 0,93 S 4 AT2G32650 unknown protein, unknown protein
MDP0000655574_r 2,74 2,93 3,70 0,005 bba 0,97 S 4 AT2G29570 PCNA2 (PROLIFERATING CELL NUCLEAR 2); DNA binding / DNA polymerase processivity fa
MDP0000336462_r 2,18 2,30 3,17 0,001 bba 0,99 S 1 AT5G59970 histone H4
MDP0000772371_r 1,94 2,11 2,92 0,0015 bba 0,99 S 1 AT1G78310 VQ motif-containing protein
MDP0000908610_r 2,87 3,05 3,87 0,0033 bba S 4 AT2G29570 PCNA2 (PROLIFERATING CELL NUCLEAR 2); DNA binding / DNA polymerase processivity fa:
MDP0000917074_r 3,31 3,60 4,31 0,0017 bba S 2 AT5G59140 SKP1 family protein
MDP0000539270_r 2,34 2,37 3,34 0,0042 bba S 3 AT3G55140 pectate lyase family protein
MDP0000365507_r 5,13 5,34 6,13 0,001 bba S 2 AT5G08040 TOMS (MITOCHONDRIAL IMPORT RECEPTOR SUBUNIT TOMS5 HOMOLOG)
MDP0000674958_r 0,63 0,83 1,64 0,0041 bba S 2 AT2G29590 thioesterase family protein
MDP0000250254_r 1,92 1,99 2,94 0,0073 bba S 1 AT1G62960 ACS10 (ACC SYNTHASE 10); 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
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MDP0000534808_r 1,08 0,96 2,12 0,0008 bba S 4  AT5G18370 diseaseresistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
MDP0000143585_r 4,01 3,94 5,07 0,0026 bba S 2 AT3G07050 GTP-binding family protein
MDP0000308711_r 2,35 2,56 3,42 0,0055 bba S 4
MDP0000349364_r 2,37 2,41 3,45 10,0012 bba S 1
MDP0000189013_r 3,46 3,54 4,54 0,0027 bba S 4 AT1G56300 DNAJ heatshock N-terminal domain-containing protein
MDP0000562306_r 1,34 1,57 2,45 0,0062 bba S 1  AT5G66860 unknown protein
MDP0000190008_r 3,48 3,62 4,60 0,0022 bba S 2 AT1G23100 10 kDa chaperonin, putative
MDP0000655277_r 0,91 1,18 2,04 0,0069 bba S 3 | AT5G64040 PSAN (photosystem | reaction center subunit PSI-N); calmodulin binding
MDP0000123555_r 2,88 3,02 4,02 0,0019 bba S 4 AT2G35900 unknown protein
MDP0000296063_r 2,41 2,29 3,57 0,005 bba S 1 AT3G26890 unknown protein
MDP0000312143_r 5,17 5,29 6,33 0,0017 bba S 1  AT5G54730 AtATG18f (Arabidopsis thaliana homolog of yeast autophagy 18 (ATG18) f)
MDP0000287645_r 1,80 1,46 2,96 0,0014 bba S 2 AT2G39260 RNAbinding
MDP0000136922_r 1,32 1,15 2,51 0,001 bba S 2 | AT5G04040 SDP1 (SUGAR-DEPENDENT1); triacylglycerol lipase
MDP0000719275_r 3,65 3,88 4,85 0,0072 bba S 1 AT3G49240 EMB1796 (EMBRYO DEFECTIVE 1796); binding
MDP0000335727_r 1,52 1,54 2,73 0,005 bba S 1
MDP0000548607_r 0,69 1,16 1,89 0,0011 cba S 3 AT4G23240 protein kinase family protein
MDP0000135482_r 1,66 2,25 2,92 0,0021 baa S 4 AT3G29310 calmodulin-binding protein-related
MDP0000897915_r 1,89 1,78 3,17 0,0035 bba S 4 AT5G04040 SDP1 (SUGAR-DEPENDENT1); triacylglycerol lipase
MDP0000148887_r 4,99 5,40 6,35 0,0008 cba S 1  AT1G43890 ATRAB18 (Arabidopsis Rab GTPase homolog C1)
MDP0000320796_r 0,89 1,07 2,29 0,0072 bba S 1  AT2G34410 O-acetyltransferase, LHB1B2 (Photosystem Il light harvesting complex gene 1.5); chloro|
MDP0000426154_r 1,53 1,16 2,97 0,0069 bba S 4 AT1G16150 WAKLA (WALL ASSOCIATED KINASE-LIKE 4); kinase
MDP0000612208_r 0,54 0,92 1,98 0,0022 cbha S 1  AT5G46330 FLS2 (FLAGELLIN-SENSITIVE 2); ATP binding / kinase/ protein binding / protein serine/thre
MDP0000899816_r 3,99 4,09 5,49 0,0029 bba S 1 AT2G46680 ATHB-7 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 7)
MDP0000282203_r 1,89 2,53 3,43 0,0016 cba S 1 AT2G30900 unknown protein
MDP0000289391 1,49 1,38 3,05 0,0053 bba AS 1  AT2G24960 DNAbinding
MDP0000137271_r 2,23 2,77 3,84 0,0048 bba S 2 | AT5G64040 PSAN (photosystem | reaction center subunit PSI-N); calmodulin binding
MDP0000145361_r 2,03 3,20 3,64 0,0002 baa S 1
MDP0000357690 1,27 1,84 2,88  0,0022 cha AS 1
MDP0000153378_r 3,00 3,56 4,69 0,0006 cba S 1 AT2G24390 unknown protein
MDP0000130023_r 4,64 4,81 6,36  0,0022 bba S 2
MDP0000349171 r 4,09 5,27 6,07 0,0011 baa S 1
MDP0000141372 0,52 1,35 2,77 0,0014 cba AS 2 AT5G41770 crooked neck protein, putative / cell cycle protein, putative
MDP0000223355_r 1,28 1,32 3,77 0,0007 bba S 2 AT1G11340 S-locus lectin protein kinase family protein
MDP0000736915_r 0,20 0,61 3,32 0,0064 bba S 1 AT5G36930 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
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Ce chapitre reprend les principaux points de discussion abordés au cours des chapitres
précédents. Une premiere discussion sera axée sur le développement d’un nouveau test de
phénotypage de la farinosité et les limites rencontrées. Une deuxieme discussion s’attachera a
proposer une nouvelle définition de la farinosité. Une troisieme partie portera sur les
mécanismes moléculaires associés a la farinosité. La difficulté a trouver des marqueurs
moléculaires de la farinosité, malgré un processus de maturation commun aux individus, sera
discutée. Le role éventuel des ARNs anti-sens au cours de la maturation de la pomme sera

également évoqué. Une derniere partie s’ attachera a discuter les limites de notre approche.
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1 Evaluation quantitative de la farinosité

Le test développé au cours de cette these a pour but de quantifier la farinosité. Il repose sur les
propriétés physiologiques associées a la farinosité. Les pommes farineuses présentent une
dégradation importante de la lamelle moyenne, conduisant a une séparation des cellules
lorsqu’une force y est appliquée. Ainsi, le test de cohésion cellulaire consiste a mélanger un
fragment de parenchyme de pomme dans une solution aqueuse et a dénombrer le nombre de
cellules isolées. Ce test s’est avéré efficace avec les premiers échantillons testés en 2011 et
2012 (résultats présentés dans le chapitre II). Dix génotypes différents avaient été utilisés. Ces
génotypes présentaient principalement des phénotypes treés contrastés pour la farinosité.
Cependant, une fois élargi a un nombre conséquent de cultivars (les 95 cultivars de la core-
collection), ce test s’est avéré moins efficace pour prédire des degrés de farinosité
intermédiaires. Une premiere limite technique peut étre associée a un manque de coloration
des cellules de certains échantillons. En effet, quelque soit la quantité de colorant ajoutée,
certains génotypes présentaient toujours une coloration tres faible. Le comptage alors réalisé a
I’aide du logiciel ImageJ est probablement sous-évalué. Une seconde limite repose sur
I’hypothese retenue qui est de ne considérer que les cellules isolées qui résultent d’une
dégradation importante de la lamelle moyenne. Lors de 1’application de ce test, on se rend
compte que les cellules peuvent soient étre isolées indépendamment, soit en amas cellulaires.
Ces amas n’ont pas été pris en compte dans I’analyse car ils ne traduisent pas une dégradation
importante de la lamelle moyenne des cellules. Cependant, il n’est pas exclu que ces amas
aient un role notable dans la sensation de farinosité et que leur prise en compte permettrait

une corrélation plus fine avec la farinosité.

Par ailleurs, le temps nécessaire a I’analyse d’un échantillon avec le test de cohésion cellulaire
peut s’avérer contraignant par rapport a I’analyse sensorielle. Le temps passé pour réaliser le
test de cohésion cellulaire comprend la préparation de I’échantillon, les deux minutes de
vortex, le montage entre lame et lamelle, la prise de photos sous la loupe binoculaire puis
I’analyse d’image. Ce test permet malgré tout 1’analyse de plus de 50 génotypes par jour (avec
au moins 2 répétitions techniques par génotype). A I’inverse, 1I’analyse sensorielle donne un
résultat immédiat mais accapare 4 personnes quotidiennement, et le nombre d’échantillons
analysés par jour est généralement limité a une vingtaine. De plus, I’analyse sensorielle reste

une analyse subjective malgré la formation des dégustateurs. Un biais peut s’insinuer dans les
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résultats en fonction du « palais » des dégustateurs, lié par exemple aux échantillons dégustés

(e.g. tres acide).

Finalement, le test de cohésion cellulaire s’avere a ce jour efficace pour différencier les
échantillons farineux des non farineux. Ceci constitue un atout indispensable pour le
développement de nouvelles méthodes de validation reposant sur des approches de type
pharmacologique. L’application de méthyl jasmonate sur des pommes permettrait par
exemple de valider la voie des jasmonates, a condition que le phénotype puisse alors étre
évalué autrement que par des analyses sensorielles. De plus, le nombre d’échantillons
analysables par jour et I’absence de subjectivité présentent €également un intérét en sélection
ou en production, dans une optique de « sélection négative » ou de classification rapide. Par
exemple, le criblage d’un grand nombre d’échantillons permet d’éliminer facilement et

rapidement les individus farineux, déclassés dans les programmes d’amélioration.

131



Chapitre 1V : Discussion générale

2 Une nouvelle définition de la farinosité

L’ensemble de la communauté scientifique travaillant sur la qualité de la pomme s’accorde a
définir la farinosité comme un phénotype caractéristique décrivant des fruits ayant une texture
granuleuse et peu juteuse. En parallele, de nombreuses études portent sur le « softening » qui
ne fait normalement référence qu’a la perte de fermeté en cours de conservation. Cependant,
les observations microscopiques de ces deux phénotypes révelent deux phénotypes
histologiques trés similaires, a savoir des cellules de parenchyme qui sont plus rondes et qui
ne sont pas éclatées (Harker et Hallett, 1992; Ng et al., 2013). Ainsi, les deux phénotypes sont
clairement distincts d’un point de vue sensoriel, mais rarement d’un point de vue
microscopique. Ce premier constat souligne une frontiere parfois floue entre ces deux
phénotypes. Ceci nous amene alors a la question suivante : « Est-ce que la farinosité est une
phase de développement ultime ou peut-on la qualifier de défaut physiologique post-
récolte 7 ». Malgré tout, des différences variétales existent, ce qui souligne un contrdle

génétique de ce caractere.

2.1 La maturation, un processus a deux vitesses

Au cours du chapitre 11, nous avons montré que la différence de farinosité entre les hybrides
IM est associée a une perte de fermeté rapide chez les individus farineux en cours de
conservation ; elle n’est en revanche pas corrélée a la fermeté absolue. Nous avons également
validé le phénotype histologique des pommes farineuses. Ainsi, la vitesse de maturation des
fruits en cours de conservation semble un facteur important conduisant a une séparation des
cellules au niveau de la lamelle moyenne. Iwanami et coll. (2005) identifierent plusieurs
profils de ramollissement basés sur la perte de fermeté et sur le développement de la
farinosité. Cette étude confirme également un lien entre la perte de fermeté rapide et le
développement de la farinosité. Ces résultats supportent ’hypothese d’une différence de

vitesse de maturation entre les groupes étudiés.

Par ailleurs, les études transcriptomiques présentées dans ce mémoire constituent les
premieres études publiées a ce jour sur la farinosité de la pomme. Deux constats majeurs en
découlent. D’une part, tres peu de genes différentiellement exprimés sont sur-exprimés chez

les individus farineux par rapport aux non farineux, en regard du nombre de genes sous-
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exprimés. D’autre part, aucune voie métabolique particuliere n’a pu étre identifiée comme
activée chez les individus farineux. Ainsi, la farinosité ne semble pas résulter de 1’activation
d’un processus biologique spécifique, mais plutdt de I’inactivation de certains processus. On
notera également que la sous-expression des geénes ne résulte pas d’une baisse générale de
I’activité cellulaire chez les individus farineux. Cette hypothese est écartée de par I’absence
de différence entre les rendements d’extraction d’ARN des individus farineux et non-farineux
et de par I’absence de différence sur I’ensemble des genes associ€s au métabolisme primaire

aux stades analysés. La pomme farineuse présente donc toujours une activité métabolique.

De plus, le modele de régulation génique proposé dans ce mémoire repose en partie sur la
mise en place de voies métaboliques ayant pour but de contrer le stress oxydatif subi par les
cellules en cours de conservation. La mise en place de ces mécanismes permettrait alors un
retard du vieillissement cellulaire, autrement dit le maintien de 1’état du parenchyme et de la
qualité texturale associée. Il serait intéressant de réaliser une étude cinétique du transcriptome
des pommes farineuses pour vérifier notre hypothe&se reposant sur une différence de vitesse de
maturation. Il serait alors possible de vérifier si ces mécanismes sont absents chez les
individus farineux ou s’ils se mettent en place plus précocement. Dans tous les cas,
I’ensemble des résultats réfute I’hypotheése soutenant que la farinosité est un défaut

physiologique.

2.2 Maturation ou sénescence

Les mécanismes de défense vis-a-vis des stress oxydatifs sont souvent associés a
I’établissement de la sénescence. Or, la sénescence a été décrite par Sacher en 1973 comme
étant I’état final d’un organe soumis a une série d’événements irréversibles qui entrainent la
dégradation cellulaire et ainsi la mort de I’organe. Les différences d’expression de ces voies
métaboliques chez les individus farineux supposeraient soit 1’absence de mécanisme de
défense expliquant une dégradation rapide des cellules, soit I’inactivation de ces mécanismes.
Dans ce dernier cas, la farinosité apparait alors comme un état transitoire avant la pourriture

du fruit. Peut-on alors parler de sénescence ?

Le terme de sénescence dans le cas des fruits charnus pose souvent question. La sénescence
est décrite, au méme titre que la maturation des fruits, comme un ensemble de processus

irréversibles impliquant notamment une importante désorganisation de la paroi cellulaire.
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Cependant, I’importance des processus métaboliques se déroulant au cours de la maturation
des fruits (conversion de I’amidon en sucres simples, production de composés volatils...) tend
a la dissociation de ces deux processus, alors présentés comme deux phases successives dans
la maturation des fruits charnus (Gapper et al., 2013). Une récente étude s’est intéressée a
comparer les programmes moléculaires mis en jeu au cours de la sénescence des fruits secs
déhiscents (Arabidopsis) et au cours des phases de maturation et de sur-maturation des fruits
charnus (tomate) (Gomez et al., 2014). Ils ont démontré que les deux types de fruits
présentent plusieurs processus biologiques communs, indépendants du stade de maturité de la
tomate, soulignant une forte similitude entre les programmes de sénescence des fruits secs et
de maturation des fruits charnus. Malgré tout, quelques processus ne sont communs qu’entre
les stades de sénescence d’Arabidopsis et de maturation de la tomate, a savoir les processus
associés a la sénescence, a la régulation négative des programmes de mort cellulaire et a la
régulation positive de la voie de biosynthése des flavonoides. Les différentes classes
identifiées au cours de cette étude présentent une forte analogie avec nos propres résultats.
Les pommes non-farineuses se caractérisent également par la mise en place de processus
contribuant a retarder le vieillissement cellulaire ; les pommes farineuses rappellent le stade
de sur-maturité des tomates. Cette analogie renforce notre hypotheése associant la farinosité
comme le stade ultime des pommes avant pourriture. Cependant, cela souligne également la
distinction entre la sénescence et la farinosité, le processus de sénescence semblant

correspondre a 1I’ensemble du processus de maturation des fruits charnus.

2.3 Proposition d’une nouvelle définition de la « farinosité »

L’ensemble des résultats obtenus nous permet de préciser la définition de la farinosité qui
apparait comme « I’étape ultime de maturation de la pomme résultant d’un processus de
maturation accéléré, conduisant a une désorganisation rapide de la paroi végétale, se

traduisant par le phénotype sensoriel et histologique connu jusqu’alors».

La maturation de la pomme est associ€e a une déshydratation impliquant des modifications de
la pression de turgescence du fruit pouvant induire des modifications pariétales et texturales.
Ainsi, des pommes miirissant lentement se verront plus affectées par la déshydratation, ce qui
pourrait expliquer en partie pourquoi la sensation farineuse n’est pas percue pour toutes les
variétés. Cependant, de plus amples investigations seront nécessaires pour vérifier ces

hypotheses.
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3 Nouveau contour moléculaire de la farinosité

3.1 Les genes de paroi, un role sur-estimé ?

Les modifications pariétales constituent un des processus majeurs associé aux changements
texturaux lors de la maturation des fruits charnus. Cependant, peu de geénes impliqués dans le
remodelage de la paroi ont été identifi€és au cours de ces deux études. Un gene codant pour
une pectine méthylestérase, MdPME?2, a été identifi€¢ dans le fond génétique de la famille IM
et contribue a la cohésion cellulaire chez les individus non farineux. Toutefois, MdPME?2 ne
présente pas un profil d’expression pertinent dans la core-collection, rapprochant ainsi son
role d’un contexte génétique donné. Inversement, les genes de paroi identifiés dans la core-
collection n’étaient pas différentiellement exprimés dans la premiere étude. L’ensemble de
ces résultats appuient le constat récemment réalisé par Karlova et coll. (2014), soulignant le
fait que les modifications pariétales impliquées dans la maturation des fruits charnus ne
peuvent se résumer a I’action d’un seul et unique gene. En effet, il s’agit d’un processus
impliquant I’expression coordonnée d’un grand nombre de génes de paroi, évalué a plus de 50
dans le cas du développement de la tomate (Tomato Genome Consortium, 2012). Par ailleurs,
chaque famille enzymatique comprend de nombreuses isoformes, ajoutant un degré de
complexité aux mécanismes de régulation des modifications pariétales. Par exemple, nous
avons identifié 60 genes codants pour des PMEs chez le pommier. Bien que peu de genes
codant pour des PMEs soient exprimés dans le fond génétique de la famille IM, il n’est pas dit
que ce soient les mémes PMEs qui soient actives dans un autre fond génétique, comme le
laissent supposer les résultats obtenus a partir de la core-collection. L’expression des
différentes isoformes est souvent organe-spécifique ou en réponse a un stress particulier et
peut parfois présenter des redondances de fonctionnalités (Pelloux et al., 2007). Ceci peut
expliquer en partie la difficulté a identifier un transcrit en particulier. Ainsi, les génes de paroi
ne semblent pas étre les déterminants de la farinosité et I'identification des geénes régulateurs

mis en jeu présente un intérét grandissant.

3.2 Les jasmonates, nouvel acteur majeur de la maturation ?

L’étude transcriptomique réalisée sur la core-collection a permis de proposer un modele
moléculaire contribuant a la régulation fine de la maturation des pommes et qui contribuerait
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a ralentir le processus de maturation. Dans ce modele, un rdle central est accordé aux
jasmonates qui apparaissent comme un « chef d’orchestre » de la maturation. En effet, il
semblerait que les jasmonates permettent de réduire le stress oxydatif, en régulant
I’accumulation des ROS, et en induisant la syntheése de flavonoides. Ils permettraient
également de réguler la voie de biosynthese de I’éthyleéne. On peut alors se demander

« comment a-t-on pu passer a coté de ce mécanisme s’il présente un role si important ? »

Les études moléculaires réalisées a ce jour portent principalement sur le « softening » que 1’on
propose €étre un stade précédent la farinosité. Dans un premier temps, cette étude constitue la
premiere étude globale du transcriptome de pommier a considérer la maturation de la pomme
en cours de conservation. Cette étude représente également la premiere étude a s’intéresser au
transcriptome de pommes farineuses. Ainsi, le probleme n’avait jamais ét€é abordé sous cet
angle. La comparaison des pommes farineuses - non farineuses a permis de cibler deux
phénotypes extrémes, probablement plus tranchés que la comparaison non farineux — « soft ».
Ainsi, cette approche nous a permis de mettre en exergue les différences majeures entre les
pommes farineuses et non farineuses, qui semblent correspondre au stade de maturation et de
sur-maturité de la tomate. Ces différences reposent sur des mécanismes qui permettent de
réguler finement la vitesse de maturation. Ainsi, ce phénotype fait réponse a de faibles
différences d’expression génique, ce qui expliquerait principalement pourquoi il n’a jamais
été identifié. Cependant, il est nécessaire de compléter cette analyse par d’autres approches

afin de valider nos résultats sur le plan fonctionnel.

3.3 L’importance des mécanismes post-transcriptionnels

Il est important de mentionner qu’au cours des deux analyses conduites, un nombre important
de transcrits antisens sont dérégulés entre les individus farineux et non farineux. Celton,
Gaillard et coll. (2014) ont récemment souligné 1I’accumulation des ARNs AS dans certains
organes du pommier. Ils ont validé 1’accumulation des ARNs AS par RT-qPCR
directionnelle, suivie d’un reséquengage par séquencage Illumina directionnel. Ils ont montré
qu’elle corrélait avec la production co-localisée de siRNA de 21-23 nt dans des échantillons
de pomme. Les ARNs AS, transcrits a partir du brin complémentaire, sont censés intervenir
dans les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle (PTGS) en réprimant

spécifiquement le géne sens via 1’action des si-RNA produits. Ainsi, nos résultats suggerent
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un rdle potentiel d’ARNs AS dans la régulation post-transcriptionnelle au cours de la

maturation du fruit sur certains loci.

Parmi les différents transcrits AS exprimés, le transcrit AS de MDP0000169942, annoté
WAKS, est sur-exprimé dans les deux analyses. L’analyse in silico de la séquence protéique
confirme la présence d’un domaine Ser/Thr protéine-kinase uniquement. Aucun domaine
transmembranaire ni domaine extracytoplasmique de type EGF-like nécessaire a valider
I’annotation WAK (He ef al., 1999) n’a pu étre identifié (Annexe 2). Le clonage du gene
permettrait de vérifier la séquence complete et de préciser la fonction putative de ce gene.
Malgré tout, la présence d’un domaine kinase suppose un role dans les mécanismes de
signalisation. Le transcrit AS étant différentiellement exprimé suggere une régulation
négative. Il est nécessaire de cloner et de valider le gene en question afin de mieux

comprendre le role éventuel de ce transcrit dans la maturation de la pomme.

De plus, peu de données sont actuellement disponibles quant a l'importance du RNA
silencing dans les mécanismes de régulation post-transcritionnelle en cis (nat-siRNAs). De
nombreux efforts restent a fournir afin de pouvoir intégrer les génes AS dans les réseaux de
régulation génique. Mais, la grande proportion de transcrits AS différentiellement exprimés
entre les pommes farineuses et non-farineuses encourage a creuser cette voie et a préciser leur

role potentiel.
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4 Une hétérogénéité de maturation des la
récolte

Une limite aux études portant sur la qualité de la pomme reste 1’hétérogénéité du fruit sur
I’arbre. En effet, il existe des variations dans la qualité des fruits issus d’'un méme arbre qui
est fonction des conditions environnementales, de I’orientation ou de la position du fruit dans
I’arbre. La récolte est effectuée selon un critere primordial qui est la régression d’amidon qui
assure une récolte au méme stade pour toutes les variétés. Cependant, que la récolte soit basée
sur un critere visuel ou a ’aide d’un amidometre, il s’agit d’'une méthode destructive. Elle ne
permet donc pas d’évaluer le stade de maturité de chaque fruit récolté et ainsi de pallier ce
probléme d’hétérogénéité sur I’arbre. L’utilisation de méthodes non-destructives comme la
spectroscopie infra-rouge pourrait présenter un intérét pour ce type d’étude. D’ailleurs,
beaucoup d’attention est accordée a cette technique mais son efficacité semble encore limitée
(Peirs et al., 2004 ; Nicolai et al., 2007 ; Ignat et al., 2014). En effet, plus la variabilité
phénotypique est grande, moins la prédiction sera précise (Ignat et al., 2014). Or, le but des
études de diversité est justement d’augmenter la variabilité inter-génotypique. Par conséquent,
le moyen le plus siir de s’assurer d’une bonne représentativité de I’arbre est d’augmenter le
nombre de pommes analysées. Pour diverses raisons, telles que la quantité de fruits
disponibles ou le nombre d’analyses a réaliser, ceci n’a pas été possible. Apres deux mois de
conservation, une dizaine de fruits a systématiquement été phénotypée afin de ne conserver
que les six fruits les plus représentatifs et les plus homogenes de la série. Cependant, rien ne
permet de confirmer le stade précis de ces fruits a la récolte. Or, plus le processus de
maturation est avancé a la récolte, plus la vitesse de maturation sera importante. Malgré tout,
les différences de qualité texturale restent intrinseques au cultivar et I’ « état » textural en fin
de conservation sera spécifique a chacun. De plus, nous nous sommes attardés a comparer des
individus farineux — non farineux a un instant donné ; ce point devient alors majeur dans une

problématique de cinétique en conservation.
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Conclusions et Perspectives

Ce travail de these a eu pour but d’appréhender les réseaux de régulation impliqués dans
I’élaboration de la farinosité de la pomme en cours de conservation. Il constitue la premiere
étude transcriptomique exhaustive de ce caractere. La farinosité est un caractere textural
négatif refusé par le consommateur et ainsi par toute la filiere de production. Malgré son
importance, la complexité et le flou autour de ce caractere ont souvent constitué un frein a son
étude. Au cours de ces travaux, une nouvelle définition de la farinosité a été proposée. La
farinosité de la pomme ne renvoie pas a un défaut textural, comme cela a pu étre proposé,
mais a un stade de sur-maturité des pommes résultant d’un processus de maturation rapide.
L’étude de la cinétique du transcriptome de pommes farineuses permettrait de valider cette

définition.

L’étude globale du transcriptome par la technique des puces a ADN nous a permis de mettre
en évidence le role majeur des jasmonates dans la régulation fine de la maturation des
pommes. Les jasmonates joueraient un role central dans la régulation du stress oxydatif
associé a la maturation. Par le biais de plusieurs mécanismes (induction de la voie des
flavonoides, régulation des ROS et de la voie de biosynthese de 1’éthylene), les jasmonates
apparaissent comme un candidat pertinent dans le contr6le et le ralentissement de la
maturation des pommes. L’inactivation ou I’extinction de la voie de biosynthese de 1’éthyléne
aurait pour effet d’augmenter le stress oxydatif et d’induire la farinosité, étape finale de la
maturation des pommes. Cette étude nous a également permis de confirmer que les geénes de
paroi sont régulés par les différentes voies hormonales (ici directement par 1’éthylene et
indirectement par les jasmonates) et ne présentent pas des candidats pertinents dans le
controle de la farinosité. Par ailleurs, il semblerait qu’un niveau de contréle supplémentaire de
régulation post-transcriptionnelle via les nat-siRNAs pourrait également jouer un rdle

considérable dans la maturation de la pomme.

Les résultats acquis ont permis de progresser sur la compréhension des mécanismes
moléculaires mis en jeu dans 1’élaboration de la farinosité. Il est maintenant nécessaire de
poursuivre et de valider ces résultats. Plusieurs approches peuvent étre envisagées : des
approches pharmacologiques ou fonctionnelles contribueraient a affiner les voies de
régulation identifiées. Le test de cohésion cellulaire développé au cours ce travail présente

alors un intérét majeur pour évaluer le caractere farineux, indépendamment des analyses

sensorielles. Il serait également intéressant de compléter I’étude sur la core-collection par des
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analyses protéomiques afin de confirmer des différences d’accumulation de flavonoides, de

ROS ou de jasmonates entre les pommes non farineuses et farineuses.

Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui gouvernent le maintien
de la qualité des pommes post-récolte constituent un atout pour les sélectionneurs. Ils ont
alors une vision plus précise des interactions géniques a 1’origine de 1’expression du caractere
farineux. Elle représente également un atout pour les professionnels de la filiere. En effet, une
meilleure compréhension des mécanismes physiologiques sous-jacents pourrait également
déboucher vers une évolution des itinéraires culturaux ou vers de nouvelles technologies de

conduite de conservation des fruits.

Par ailleurs, cette étude nous a permis d’identifier un gene précoce de la farinosité dans un
fond génétique donné. Bien que ce marqueur n’ait pas pu étre validé au sein de la core-
collection, ces résultats présagent d’une utilisation possible d’outils moléculaires de
prédiction qui contribueraient a une meilleure gestion de la production et de la conservation
des pommes. Prévoir a la récolte I’évolution future de la farinosité permettrait aux
producteurs ou aux metteurs en marché de limiter les pertes liées a une baisse de qualité
texturale en conservation. Cela nécessite malgré tout de réitérer cette étude a chaque variété

sujette a développer ce caractere farineux.
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Annexes

Annexe 1. Protocole du « Test de cohésion cellulaire »

Prélévement :

Sur 1 quartier de fruit :

~N

<«— Carotte 1

Falcon de 50 ml

v

O

<«— Carotte 2 >

avec S ml d’eau

O

1. Vortex 2 min

du robinet
2. Qq gouttes de bleu
<«——  Carotte 3 de toluidine 50 %
/ 3. 2 dépots de 30 ul

entre lame et

Protocole :

1.

A

Prélever 3 carottes réalisées a I’aide d’un emporte-piece d’1 cm de diamétre. Couper
quelques mm sous la cuticule et conserver 1 cm dans le parenchyme.

Mettre les 3 fragments dans un falcon de 50 ml contenant 5 ml d’eau du robinet.
Vortexer pendant 2 minutes (toujours utiliser le méme vortex).

Ajouter 5 gouttes de bleu de toluidine dilué a 50 %.

Prélever immédiatement 30 pl de la solution, les déposer sur une lame. Monter entre
lame et lamelle. Faire un deuxieéme dépot. (Marquer les lamelles 24*24 mm afin de les
diviser en 4 et faciliter la prise des photos).

Observer a la loupe binoculaire (grossissement 0.7X). Prendre 4 photos pour chaque
dépot.

Analyse des images sous Image]J

1.
2.

Macro

Plugins=>Macro—>Run - Sélectionner la macro « comptage_macro.ijm »
Dans la fenétre Results : Files = Save As

Image)J:

run("Make Binary"); run("Analyze Particles...", "size=320-1500 circularity=0.10-1.00

show=Nothing display clear include add")
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Annexe 2. Analyses in silico des genes identifiés annotés « WAK »

Plusieurs transcrits annotés « WAK » ont été identitifés au cours des deux analyses
présentées. Une analyse in silico a été réalisée afin de vérifier les annotations. Il s’est avéré
que le séquencage et les alignements de séquences présentés sous GDR sont souvent
imparfaits concernant ces séquences. Des essais d’amplification rapide de type RACE ont été
réalisés mais sans succes. Cette annexe a pour unique but de présenter les séquences WAKSs
identifiées et les problemes d’annotations associés.

Matériels et méthodes

Les résultats présentés ci-dessous correspondent aux domaines identifiés a partir de I’outil
« Conserved Domain Search » disponible sous NCBI (Marchler-Bauer et al., 2011) et a partir
de la base de données Phytozome (www.phytozome.net).

Résultats

La séquence “type” d’un gene annot¢ WAK chez Arabidopsis thaliana a été ajoutée pour
présenter la structure des WAKSs. Les WAKS présentent trois domaines caractéristiques (He et
al., 1999). Une partie codant pour la région extracellulaire présente un domaine WAK (Pfam:
08488 ou Pfam: 13947), et un ou plusieurs domaines « facteur épidermique de croissance »
(EFG, Pfam: 07645). Cette région peut participer a la liaison avec d’autres molécules. Elle
présente un domaine transmembranaire ainsi qu'un domaine tyrosine kinase cytosolique
intracellaire pouvant participer aux voies de signalisation (PKc, Pfam: 07714).

AT1G21270 2199 WAK2 1 2 1
MDP0000228203 1185 WAK2 1 1 0
MDP0000169942 1404 WAKS 0 0 1
MDP0000308826 1404 WAK?2 1 1 0
MDP0000196672 2199 WAK?2 1 1 1

Liste des domaines identifiés a partir des séquences protéiques des WAKs différentiellement
exprimés dans la famille IM.

Ainsi, la plupart des séquences sont incomplétes ou ne codent pas spécifiquement pour des
WAKS (e.g. MDP000169942). Les essais RACE n’ont pas permis de compléter les séquences.

He ZH, Cheeseman I, He D, Kohorn BD. 1999. A cluster of five cell wall-associated receptor kinase genes,
Wakl-5, are expressed in specific organs of Arabidopsis. Plant Molecular Biology 39, 1189-96.
Marchler-Bauer A, Lu S, Anderson JB, et al. 2011. CDD: a Conserved Domain Database for the functional
annotation of proteins. Nucleic Acids Research 39, D225-9.
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S Deciphering apple fruit mealiness:
A transcriptional approach
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1- UMR1345 Institut de Recherche en Horticulture et Semences, INRA / AgroCampus-Ouest / Université d’Angers, SFR 4207 QUASAV, PRES L'UNAM, F-49045 Angers, France.

@ ~pple mealiness: from chewing to cell counting

1. Sensory evaluation

Kinetic of mealiness apparition during cool storage

-Based on the Breakdown of 0

flesh in small pieces in the |

mouth which tend to be dry. g .ol
g 285 | < =i MAE
H - M74
g 20 | o M40
w 15

H 60 DAH 120 DAH

2. Physiological description of mealiness

« Harker et al., 1992 described mealiness as loss of cell to cell adhesion but
maintenance of cell wall strength: the cells are less liable to rupture and break down
into small clumps of undamaged cells when chewing.

« Fracture surface of fruits after tensile strength test:

Harker et al, 1992

Not Mealy Mealy

* Undamaged or distorted cells

* More air space

* More rounded and slightly extended cells
* Middle lamina stretched

« Collapse of the cell wall
* Rupture of individual cells
- Release of cell contents

3. Developing a test based on rapid evaluation of
cell to cell adhesion

Not Mealy
Parenchyme Toluidine ‘.; *
in water bue W a =
—_— - 0
fruit and cell density

Individual cell density (Nb.uL") o
T )

>
@

20 25 30 35 40 45 50
Sensorial Score

~ Good correlation between sensory evaluation of mealiness and individual cell
density after challenging the cells adhesion.
~ Anew rapid not subjective test to evaluate apple fruit mealiness.

. Which genes and which control? Transcriptome analysis

1. Kinetic of mealiness apparition during cool storage

« 6 hybrids IM, descendents from the same cross, with contrasted phenotype for
mealiness.

« Samples collected over 2 years (2009 and 2010) at several developmental stages
and during cool storage.

Cool storage

i v i v

100 DAF 60 DAH 120 DAH

Mealy Not Mealy
M40 vs M49
M74 vs M20
M48 vs M16

Harvest

« AryANE-v1 microarray (NimbleGen): 2 x 60,000 specific probes designed on
predicted apple coding sequences.

~18,000 genes up or down regulated at one or more kinetic point for at least one
contrasted couple (P-value 1%).

~1,462 genes are similarly regulated in couple 1 and 2.
~204 genes are similarly regulated within the 3 couples.
~Transcriptome profile in accordance with the observed modification of cell wall

properties and middle lamina composition.

Reference: Harker and Hallet, 1992, HORTSCIENCE 27(12):1291-1294.

RGCB6 30" September — 4" October 2012 CEC
CAMPUS

Mathilde.orsel-baldwin@angers.inra.fr

2. Selecting candidate genes for functional genomic approach

Glycosyl hydrolases
- Similar to AtPME2

10008 " 00a 120084
~ e

Similar to AtWAK2

w00 W o8 Tobax

<
a0/ pa
S
E———t

A Pectine methyle-est AWall i Kinase

EE BB

H

Log2 Ratio mealy / not mealy
2
Log2 Ratio mealy / not mealy

Expansin
Gibberellin response

Similar to AtGOLS4

Down regulated
in mealy fruits vs
not mealy

Similar to AtUGT

H

10004 W

o

An UDP-glycosyltransferase

60A 120080

B

&

h
"
Log2 Ratio mealy ! ot moaly
s
£
3
Log2 Ratio mealy ! not moaly
g
8

A Galactinol synthase

~——— Disease resistance proteins

~—— endopolygalacturonase

~——— Sugar transporters

Similar to an
Oxidoreductase ?

Up regulated in

mealy fruits vs Similar to CRK10

not mealy

H

5B

250
200
100

0DAH  1200A4

—a20pa%

Log2 Ratio mealy / not mealy
‘oo
2

Log2 Ratio mealy / not mealy
° =
8

H

10008 K

Acysteine rich S/T kinase
~ Expression profiles validated by qPCR
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ENVIRONNEMENT
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4 Genome wide analysis reveals WAK and PME implications
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in textural default of apple fruit
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2- Université d'Angers, SFR 4207 QUASAV, IMAC, rue Georges Morel, F-49071 Beaucouzé, France

Plant material

W h atis M ea I iness ? 6 hybrids, descendents from the same cross,

with contrasted phenotype for mealiness.
Fruit maturation involves many physiological and biochemical changes
including cell wall modifications. Some cultivars show undesirable ripening
process leading to mealiness, which is characterized by texture

Samples were collected over 2 years (2009 and 2010)
at several developmental stages and during 4° C storage.

deterioration resulting in soft, grainy and dry fruit (Harker et al., 1992). So SR
far, sensory analysis is the most common way to estimate mealy texture. m . ‘ ‘

Mealy  Not Mealy
To better understand fruit development and ripening process, we have mg Ve “Mn"g
integrated phenotypic, transcript profiling and pectin structural analyses to T lc”l s'°’agi ) P :: Mfg

gain insight into gene-regulatory events associated with these processes.
100 DAF* Harvest 60 DAH* 120 DAH *
* DAF= Days After Flowering; DAH = Days After Harvest

Viealiness Evaluation: From Chewing to Cell Counting

Sensory analysis " Development of a new quantitative test
Based on the breakdown of flesh in Sw to evaluate cell to cell adhesion
small pieces in the mouth which tend to be dry. "‘q Based on apple fresh parenchymes shaked,

Kinetic of mealiness apparition during cool storage (4 years) stained and visualized by binocular microscopy

Good
correlation
between
sensory
analysis and
cell counting

s
e —Mealy
—"

w0~ Unmealy
j—”

Transcriptome Analysis reveals potential key regulators

AryANE-v1 microarray (NimbleGen): 120,000 specific probes designed
from predicted apple coding sequences (1 sense and 1 antisense by
gene).

Comparison of transcript expression between mealy and unmealy
phenotypes during fruit ripening:

MEB observations

Performed on fresh apple parenchymes

Unmealy
Collapse of the cell wall
Rupture of individual cells
Release of cell contents

Sense Function_TAIR.Interpro.Trembl Unmealy sample Unmealy sample
UDP-glucoronosyVUDP-glucosy transferase family protein
QS (QUINOLINATE SYNTHASE); quinolinate synthetase A At harvest 120 DAH
UDP-gh \UDP g transferase fay
Rcronoa’ X ghioop!liinelarass et po Mealy sample Mealy Mealy sample

glycosyl hydrolase family 5 protein / cellulase family protein
hydrolase, alpha/beta fold family protein

Undamaged or distorted cells
More rounded and slightly extended
cells
Middle lamina stretched

s
s
s
s ATPME2 thaliana pectin 2)
s
s
S

integral membrane transporter family protein
'WAK3 (WALL ASSOCIATED KINASE 3)
WAK2 (wall-associated kinase 2)
WAK2 (wall-associated kinase 2)
Log ratio of selected genes that showed a statistically significant p-value of 0.01. In
green, genes which are down regulated in mealy fruits, in red, genes up regulated in
mealy fruits. S = sense, AS = Antisense.

Pectin enzymatic profiling Conclusion
Alcool insoluble material was extracted from frozen apple parenchymes and

degraded by pectin lyase. The hydrolyzates were analyzed by Maldi/TOF MS. Over 15,000 genes were differentially expressed. Among them, just a few

- displayed similar expression patterns between mealy or unmealy
genotypes and during kinetic of ripening and might play a key role in
mealiness development. These genes are such as cell wall, hormones and
defense annotated genes.

WAKSs are involved in cell elongation in Arabidopsis (Lally et al. , 2001).
WAK antisense expression might affect cell expansion and contribute to
wall stiffening in mealy fruits. Associated with different pectin structures of

PCA analysis of MALDI-TOF MS spectra from samples af 120 DAH. : N .
ERpaes comaspond (o 95% oonfdonce egn of haidasls, the middle lamella, these could explain MEB observations.

Mealy and unmealy were distinguished mainly according to the

intensity of DU5Sm2a2, DU6m4a1 and DUSm3a2. A causal relationship could be established between PME transcript
accumulation and wall collapse in unmealy genotypes. PME activity in the
References: Lally et al,, 2001, The.Plant Cel, Vol. 13, 1317-1331. wall, and not in the middle lamella, might modulate methyl-esterified
Harkeretal, 1992, HortSeience 27 (12)-1291-1294. epitopes and impact wall weakness (softening) leading to cell disruption

Thanks to Experimental unit of Bois 'Abbé-La Rétuziére. during chewing.

CWMIll 7 July — 12 July 2013 ‘h RIDAQ @ ===
sandrine.mikol@angers.inra.fr @ 8uasav } D1DYD —

universite

I angers —— SCENCE&IMPACT
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IRH S. Global transcriptome analysis reveals the implication of one
i Py PME gene in apple mealiness development

Horticulture et Semences
Mikol S2, Bruneau M, Celton J-M', Le Gall S*, Bouder A5, Francin-Allami M3, Juchaux M3, Orsel M', Laurens F' & Renou J-P'.

1. INRA, UMR1345, IRHS (INRA, Agrocampus-Ouest, Université d’Angers), SFR 4207 QUASAV, F-49071 Beaucouzé, France; 2. Agrocampus-Ouest, UMR1345, IRHS (INRA, Agrocampus-
Ouest, Université d’Angers), SFR 4207 QUASAV, F49045 Angers, France 3. Université d'’Angers, UMR1345, IRHS (INRA, Agrocampus-Ouest, Université d'Angers), SFR 4207 QUASAV, F-
49071 Beaucouzé, France ; 4. INRA BIA UR1268 Biopolymeéres Ir 1s A Plate-forme BIBS, INRA, F-44300 Nantes, France; 5. INRA, UR1268 Biopolyméres, Interactions,
Assemblages, F-44316 Nantes, France.

Plant material

What is Mea | i ness ? N\ 6 hybrids, descendents from the same cross,

with contrasted phenotype for mealiness.

Fruit maturation involves many physiological and biochemical changes Samples were collected over 2 years (2009 and 2010)

including cell wall modifications. Some cultivars show undesirable ripening at several developmental stages and during 4° C storage.
process leading to mealiness, which is characterized by texture deterioration
resulting in soft, grainy and dry fruit (Harker et al., 1992). So far, sensory N
analysis is the most common way to estimate mealy texture. m . ‘ ‘
Mealy Not Mealy

To better understand fruit development and ripening process, we have M40 vs M49
integrated phenotypic, transcript profiling and pectin structural analyses to Cool storage MZ“ vs mg
\ gain insight into gene-regulatory events associated with these processes. ! v ! L Ma8 vs

100 DAF*  Harvest 60 DAH* 120 DAH *
* DAF= Days After Flowering; DAH = Days After Harvest

Mealmess Evaluation: From Chewing to CeII Counting

Development of a new quantitative test
to evaluate cell to cell adhesion
Based on apple fresh parenchymes shaked,

Sensory analysis MEB observations
Based on the breakdown of flesh in

small pieces in the mouth which tend to be dry. Petformed off resh&pple

parenchymes N i N N )
o ) o stained and visualized by binocular microscopy
Kinetic of mealiness apparition during cool storage (4 years)
w0 Unmealy .
Collapse of the cell wall -
¥ ) Unmealy sample  Rupture of individual cells = s 2 Good
_ Affiarvest Release of cell contents %7 77F1¢ ° ;= - correlation
‘D 2 120 DAH
§ s . § between
ju Mealy sample Mealy sample | % sensory
! / - ‘ Vs . analysis
» Mealy P and cell
Undamaged or distorted cells ; counting
v More rounded and slightly "1z
) v extended cells “
" tooan o Middle lamina stretched
Transcriptome Analysis reveals potential key regulators including a PME
AryANE-v1 microarray (NimbleGen): 120,000 specific probes designed Subcellular localisation of the MdPME-RFP fusion protein
from predicted apple coding sequences (1 sense and 1 antisense by Nicotiona tabacum cells transiently expressing 35-PME-mRFP construct

gene) were viewed using a confocal laser scanning microscope.

Comparison of transcript expression between mealy and unmealy
phenotypes during fruit ripening:

Maomas M74IM20 I MazmM16

Sense Function_TAIR Interpro.Trembl 1004 H GODAH 120DAH 100d H 60DAW 1200AH 1004 W 60DAH 1200AH

S UDP-glucoronosyUDP-glucosy transferase family protein
QS (QUINOLINATE SYNTHASE). quinolinate synthetase A
UDPglucoronosylUDP-glucosyl transferase family protein
ATPMEZ (Arabidopsis thaliana pectin methylesterase 2)
glycosyl hydrolase family 5 protein / cellulase family protein
hydrolase, alpha/beta fold family protein
integral membrane transporter family protein

20000

AS  WAKS (WALL ASSOCIATED KINASE 3) PME-RFP PME-RFP
AS  WAK2 (wall-associated kinase 2) .

'WAK2 (wall-associated kinase 2) WlthOUt plasmOIyse Aﬂer plasmOIyse
Log ratio of selected genes that showed a statistically significant p-value of 0.01. In Fluorescence localisation in the apoplasm confirmed the
green, genes which are down regulated in mealy fruits, in red, genes up regulated in PME exportation within the cell wall
mealy fruits. S = sense, AS = Antisense. i

.
Conclusion

Pectin enzymatic profiling \
Alcool insoluble material was extracted from frozen apple parenchymes and [ Over 15,000 genes were differentially expressed. Among them, just a few

degraded by pectin lyase. The hydrolyzates were analyzed by Maldi/TOF MS. displayed expression patterns correlated with mealy or unmealy
phenotypes and during kinetic of ripening and might play a key role in
mealiness development. These genes are such as cell wall, hormones and
defense annotated genes.

o Interestingly, a PME displayed important modification in its expression level in
accordance with the development of mealiness in apple fruits. Protein fusion
experiment confirmed the PME exportation within the apoplasm.

o s However, considering little change in pectin alteration between mealy and
PCA analysis of MALDI-TOF MS spectra from samples at 120 DAH.

Elipses correspond to 95% confidence region of individuals. non mealy fruits and consistent with the observations of Ng et al (2014), we
Mealy and unmealy were distinguished mainly according to the hypothesize that mealiness may be partially due to qualitative and spatial
intensity of DUSm2a2, DU6m4a1 and DU6m3a2. variations of pectin microarchitecture rather than quantitative pectin

differences, and that these changes may occur early in fruit development.

References: Harker et al., 1992, HortScience 27(12):1291-1294;

Ng et al., 2014, Carbohydr. Res. 386 : 1-6. Overall, this MAPME could be an early marker of mealiness prognosis in p

_apple.

Thanks to Experimental unit of Bois I'Abbé-La Rétuziére.

RGC?7, 24" July — 26" June 2014

sandrine.mikol@angers.inra.fr
universite
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angers —= SCIENCE & IMPACT Unité BIA Centre Angere-Nantes
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RESUME

ABSTRACT

“Etude des réseaux de régulation de geénes
qui gouvernent I’élaboration de la texture
de la pomme”

La pomme est un des fruits les plus consommés au
monde. Le développement d’une texture farineuse
est un caractere rédhibitoire  pour les
consommateurs et pour la profession. La
farinosité renvoie a une texture seche et granuleuse
en bouche qui se développe en cours de
conservation. Malgré son importance, les
connaissances sur les processus moléculaires mis
en jeu restent tres parcellaires et son évaluation ne
repose jusqu’a ce jour que sur des analyses
sensorielles. Or, comprendre les mécanismes
moléculaires sous-jacents a la farinosité est
nécessaire a I’amélioration de la qualité du fruit.

Cette étude constitue la premicre étude
transcriptomique globale de la farinosité. Une
premiere étude multi-échelle, intégrant des données
transcriptomiques, biochimiques et phénotypiques
a été réalisée sur six hybrides issus d’un méme
croisement et présentant des textures contrastées
pour la farinosité. Cette étude a permis d’identifier
un gene marqueur précoce de la farinosité,
MdPME?2, codant pour une pectine méthylestérase.
Par la suite, une analyse transcriptomique élargie a
34 variétés a permis de mettre en évidence un role
clé de la voie du jasmonate dans la régulation de la
maturation. Les jasmonates semblent orchestrer la
voie de biosynthese de I'éthylene et le stress
oxydatif, contribuant ainsi a retarder la mise en
place de la farinosité. Par ailleurs, afin de quantifier
la farinosité autrement que via des analyses
sensorielles, un nouveau test a été développé et
permettra la validation fonctionnelle de ces
résultats.

Finalement, ce travail de these permet de proposer
un nouveau modele moléculaire associé au
développement de la farinosité en conservation.
Une nouvelle définition de ce phénotype est
également proposée.

Mots-clés:  Malus  domestica, pomme, texture,
maturation, transcriptome, paroi cellulaire, jasmonates

“Analysis of gene regulatory networks that
govern apple fruit development"

Apple fruit is one of the most consumed fruits in
the world. Apple mealiness is an important textural
deterioration which occurs during storage. This
phenotype refers to a dry and grainy sensory
perception during mastication. Despite its
significance, this phenotype is still rather poorly
characterized, the few available results mostly
depending on sensory analyses. Understanding the
molecular ~ mechanisms  involved in  the
development of this unwanted character is essential
for the improvement of fruit quality and fruit
production.

The work presented here is focused on the
identification of key genes associated with apple
mealiness through global transcriptome analyses. A
first multiscale analysis combining transcriptomic,
biochemical and phenotypic analyses was
performed on pairs of individuals displaying
contrasted phenotypes for mealiness. This analysis
led us to the identification of one pectin
methylesterase gene, MdPME2, which appears as
an early molecular marker of mealiness in this
genetic background. Next, a transcriptome analysis
enlarged to 34 cultivars allowed the identification
of the jasmonate hormonal pathway as a key driver
of apple fruits ripening. By regulating ethylene and
oxidative stress pathways, jasmonates appear as a
fine-tuning regulator on the postponement of apple
mealiness. In addition, a new quantitative test of
mealiness has also been developed to allow the
validation of this model by means of
pharmacological approaches.

The main outcome of this work is to propose a new
molecular model to explain apple mealiness
development. This work shed light on apple
mealiness and suggests a new definition of
mealiness.

Keywords: apple, Malus domestica, fruit texture,
mealiness, ripening, transcriptome, cell wall, jasmonates



La pomme est un des fruits les plus consommés au monde.
Le développement d’une texture farineuse est un caractére
rédhibitoire pour les consommateurs et pour la profession.
La farinosité renvoie a une texture séche et granuleuse en
bouche qui se développe en cours de conservation. Malgré
son importance, les connaissances sur les processus
moléculaires mis en jeu restent trés parcellaires et son
évaluation ne repose jusqu’a ce jour que sur des analyses
sensorielles. Or, comprendre les mécanismes moléculaires
sous-jacents a la farinosité est nécessaire a I'amélioration de
la qualité du fruit.

Cette étude constitue la premiére étude transcriptomique
globale de la farinosité. Une premiére étude multi-échelle,
intégrant des données transcriptomiques, biochimiques et
phénotypiques a été réalisée sur six hybrides issus d’'un méme
croisement et présentant des textures contrastées pour la
farinosité. Cette étude a permis d’identifier un gene marqueur
précoce de la farinosité, MdPME2, codant pour une pectine
méthylestérase. Par la suite, une analyse transcriptomique
élargie a 34 variétés a permis de mettre en évidence un
role clé de la voie du jasmonate dans la régulation de la
maturation. Les jasmonates semblent orchestrer la voie de
biosynthése de I'éthyléne et le stress oxydatif, contribuant
ainsi a retarder la mise en place de la farinosité. Par ailleurs,
afin de quantifier la farinosité autrement que via des analyses
sensorielles, un nouveau test a été développé et permettra la
validation fonctionnelle de ces résultats.

Finalement, ce travail de thése permet de proposer un
nouveau modéle moléculaire associé au développement de
la farinosité en conservation. Une nouvelle définition de ce
phénotype est également proposée.

Mots-clés : Malus domestica, pomme, texture, maturation,
transcriptome, paroi cellulaire, jasmonates

Apple fruit is one of the most consumed fruits in the world.
Apple mealiness is an important textural deterioration which
occurs during storage. This phenotype refers to a dry and
grainy sensory perception during mastication. Despite its
significance, this phenotype is still rather poorly characterized,
the few available results mostly depending on sensory
analyses. Understanding the molecular mechanisms involved
in the development of this unwanted character is essential for
the improvement of fruit quality and fruit production.

The work presented here is focused on the identification
of key genes associated with apple mealiness through
global transcriptome analyses. A first multiscale analysis
combining transcriptomic, biochemical and phenotypic
analyses was performed on pairs of individuals displaying
contrasted phenotypes for mealiness. This analysis led us
to the identification of one pectin methylesterase gene,
MdPME2, which appears as an early molecular marker of
mealiness in this genetic background. Next, a transcriptome
analysis enlarged to 34 cultivars allowed the identification
of the jasmonate hormonal pathway as a key driver of apple
fruits ripening. By regulating ethylene and oxidative stress
pathways, jasmonates appear as a fine-tuning regulator on
the postponement of apple mealiness. In addition, a new
quantitative test of mealiness has also been developed to
allow the validation of this model by means of pharmacological
approaches.

The main outcome of this work is to propose a new molecular
model to explain apple mealiness development. This work
shed light on apple mealiness and suggests a new definition
of mealiness.

Keywords: apple, Malus domestica, fruit texture, mealiness,
ripening, transcriptome, cell wall, jasmonatessingle droplet
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