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Caractérisation de la variabilité phénotypique de ressources génétiques de Stevia
rebaudiana (Bertoni) : analyse des composantes du rendement et criteres de sélection en
condition de production

Résumé

La consommation excessive de sucres conduit a 1’augmentation de désordres métaboliques, tels que
I’obésité et le diabéte. Les consommateurs souhaitent une alimentation plus saine a base de produits
d’origine naturelle. Stevia rebaudiana, I’herbe sucrée du Paraguay, accumule dans ses feuilles des
glycosides de stéviol (SGs) considérés comme des édulcorants naturels intenses, dont le marché est en
pleine expansion au niveau mondial. Dans ce contexte, la société Oviatis implante une filiere BIO de
Stevia rebaudiana en Nouvelle-Aquitaine. Les objectifs de cette these CIFRE sont de caractériser la
variabilit¢ phénotypique d’une collection de cette espéce en vue de la mise en place future d’un
programme de sélection. Les composantes du rendement, de biomasse foliaire, de quantité et qualité des
SGs et de la réponse a Septoria sp. ont été finement décrites en condition de production pluriannuelle et
multi-sites ou en conditions contrblées. Ces travaux ont permis de 1) développer des outils de
phénotypage métabolique, pathologique et au champ, 2) évaluer la variabilité phénotypique de cette
collection de Stevia rebaudiana en condition de production et identifier les descripteurs de cette
variabilité, 3) identifier les facteurs ontogéniques, abiotiques et culturaux impliqués dans la variabilité
de cette collection, 4) évaluer la variabilité de réponses face a la septoriose. Ces résultats permettent
d’identifier les critéres de sélection de cette espéce pour une production BIO en Nouvelle Aquitaine,
ainsi que des génotypes d’intérét. Ils constituent les bases de la mise en place d’un programme
d’amélioration variétale.

Mots clés : Edulcorants naturels intenses — Stevia rebaudiana — Glycosides de stéviol — Biomasse — Septoriose

Characterisation of the phenotypic variability within Stevia rebaudiana (Bertoni) genetic
resources: analysis of yield components and selection criteria in field condition

Abstract

Obesity and diabetes are consequences of metabolic disorders due to excessive sugar consumption.
Consumers want a healthier diet with natural products. Stevia rebaudiana, the Paraguayan sweet herb,
accumulates steviol glycosides (SGs) into its leaves. Considered as intense natural sweeteners, SGs
represent a global market constantly increasing. In this context, Oviatis establishes a complete organic
sector in the Nouvelle-Aquitaine region. The aims of this CIFRE thesis are to characterise the phenotypic
variability within a collection of genetic resources, in order to implement a breeding program. Yield
components, leaves biomass, SGs quality and quantity and responses against Septoria sp. were described
in perennial and multi-site field conditions or in controlled conditions. This work allowed to: 1) develop
tools for metabolic, pathology field-phenotyping, 2) evaluate the phenotypic variability of this Stevia
rebaudiana collection in field conditions and identify variability descriptors, 3) identify ontogenic,
abiotic and cultural factors implicated into phenotypic variability, and 4) evaluate response variability
against septoria disease. These results led to the identification of genotypes of interest, as well as
selection criteria for the organic production in Nouvelle-Aquitaine, which are the basis for the
implementation of a breeding program.

Keywords: Natural intense sweeteners — Stevia rebaudiana — Steviol glycosides — Biomass —Septoria disease
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Partie 1, Chapitre 1 : Contexte économique

1 Sucre, saveur sucrée et santé humaine

Il est largement admis que 1’homme préfere la saveur sucrée des le plus jeune age et
qu’elle reste la saveur la plus désirée comparée au salé ou a I’amertume (Carocho et al., 2017,
Kim et al., 2017). Ceci s’explique par les émotions positives qu’elle engendre, telles que le
plaisir ou la satisfaction (Kim et al., 2017). Cependant, la consommation excessive de sucre
est connue pour participer a I’apparition de diabéte ou a I’obésité. Dans les pays développés,
la forte augmentation de ces désordres métaboliques est directement reliée a la consommation

de sucre, et leur proportion est considérée comme épidémique (Carocho et al., 2017).

Pour diminuer la quantité de sucre absorbé par 1’organisme, les édulcorants ont été
largement utilisés par les industries agro-alimentaires depuis leur découverte a partir des
années 1800 en tant qu’additif alimentaire (Carocho et al., 2017). Les édulcorants sont des
molécules, naturelles ou synthétiques, a pouvoir sucrant qui apportent peu ou pas de calories
lors de leur ingestion. De nos jours, leur usage et leur effet sur le métabolisme humain sont
tres controversés et débattus dans la littérature (Romo-Romo et al., 2017). L’exemple le plus
connu est celui de 1’aspartame, édulcorant de synthése dont des propriétés carcinogénes ont
été déemontrées (Soffritti et al., 2006). Les résultats cliniques pour 1’évaluation des effets des
édulcorants naturels ou de synthése sont hétérogenes, voir non comparables (Romo-Romo et
al., 2017) et nécessitent d’étre évalués séparément en fonction de leur meétabolisation
(Magnuson et al., 2016). De plus, les édulcorants synthétiques sont percus par 1’opinion
publique comme des produits chimiques pouvant étre nocifs, et les consommateurs cherchent

a revenir vers des produits naturels, peu transformés (Wagner, 2012).

Dans ce contexte, les feuilles de Stevia rebaudiana (Bertoni), espece originaire du
Paraguay, sont apparues comme une nouvelle source d’édulcorant. Stevia rebaudiana
accumule, en particulier dans ses feuilles, des glycosides de stéviol au go(t sucré. Ces
molécules présentent de nombreux avantages: pouvoir sucrant 300 fois supérieur au sucre,
acalorique, non cariogéne, utilisable en cuisson et d’origine naturelle (Wagner, 2012). De
récentes études ont méme démontré de nombreux effets thérapeutiques de la Stévia (Carrera-
Lanestosa et al., 2017; Mathur et al., 2017). Bien qu’utilisé depuis des centaines d’années par
les populations du Paraguay, 1’acceptation de ces nouveaux édulcorants par les autorités
sanitaires des pays hors Amérique du Sud a été longue depuis leur découverte, rendant leur

utilisation a travers le monde relativement récente.
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2 Le marché mondial de la Stévia

Au Paraguay, les Indiens Guaranis utilisent depuis plus de 1500 ans les feuilles de Stévia
pour sucrer leur infusion a base de maté et pour leurs bienfaits médicinaux (Brandle et al.,
1998). Dans le reste du monde, son utilisation a debuté par le Japon des les années 1970, qui
est actuellement le 1% consommateur de ces eédulcorants en termes de quantité. Depuis leur
autorisation a la consommation, leur utilisation s’est largement étendue dans le monde (Figure
1.1.1).

En 2009 et 2011, la FDA (Food & Drug Administration) pour les Etats-Unis et ’EFSA
(European Food Safety Authority) pour 1’Europe, respectivement, approuvent I’utilisation de
ces édulcorants en tant qu’additifs alimentaires dans les aliments et les boissons (WSO,
2018). Elles autorisent 1’utilisation de ces édulcorants a 95% de pureté et la dose journaliére

admissible a été établie & 4 mg/kg de poids corporel.

Figure 1.1.1. Carte mondiale de I’approbation réglementaire des édulcorants de Stevia rebaudiana pour la
consommation (PureCircle Stevia Institute, 2018). Les pays en vert autorisent la consommation de ces
édulcorants.

Le marché mondial de la Stévia a atteint 350 million $ en 2014 et il devrait dépasser 565
million $ fin 2020 (PMR, 2017). Ces données illustrent bien la forte augmentation du marché
et de la demande industrielle. Aujourd’hui, plus de 14 000 aliments et boissons contiennent
ces édulcorants naturels (PureCircle Stevia Institute, 2017). Le nombre de produits utilisant

ces édulcorants devrait continuer d’augmenter.
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Figure 1.1.2. llustration de Stevia rebaudiana en condition de production en France. (A) Parcelle
expérimentale de Stevia rebaudiana en France en 1%¢ année de production (Liposthey, France). (B) Plant de
Stevia rebaudiana au stade de récolte des feuilles en 1°® année de croissance. (C) Plants en reprise de la
croissance en 2¢™ année de production. Crédit photo : C. Hastoy

= I Major Stevia growing countries . :
I Minor Stevia growing countries

Figure 1.1.3. Distribution mondiale de la culture de Stevia rebaudiana (Gantait et al., 2018). Les pays en
bleu foncés sont considérés par ’auteur comme producteur majeur, alors que les pays en bleu clair sont
considérés comme mineurs.
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3 La culture de la Stévia au niveau mondial

Stevia rebaudiana est originaire des régions montagneuses au nord-est du Paraguay
(Brandle & Rosa, 1992a). En habitat naturel, elle croit au bord de marais ou en prairie avec
des nappes phréatiques peu profondes. Ces sols peuvent étre sableux ou boueux, et infertiles.
Le climat est considéré comme semi-humide, voir tropical, avec une large gamme de
températures allant de -6°C a 43°C, et d’en moyenne de 23°C (Brandle & Rosa, 1992b).

La Stévia est cultivée pour ses feuilles (Figure 1.1.2), contenant les édulcorants d’intérét
(Soejarto et al., 1983). Stevia rebaudiana est une plante pérenne de jours-courts, avec une
photopériode critique comprise entre 12h et 13h conduisant a sa floraison (Brandle et al.,
1998). L’accumulation maximale en édulcorants dans les feuilles est atteint avant la floraison
(Ceunen & Geuns, 2013), definissant le stade récolte. Ces besoins photopériodiques rendent
idéale la culture de la Stévia en conditions tempérées avec des jours longs en été (Ramesh et
al., 2006). Suivant les pays de production, la durée de la croissance végétative varie et ameéne
a différentes stratégies de récolte, allant d’une récolte par an (Parris et al., 2016), a plusieurs
récoltes par an (Pal et al., 2015) pour obtenir le meilleur rendement. Les rendements de
production augmentent au fil des années de culture (Andolfi et al., 2006; Pal et al., 2015),
rendant plus avantageuse la culture pérenne qu’annuelle. Apres la récolte, les feuilles sont
séchees et séparees des tiges (séchage et effeuillage) (Shantanu, 2018). Les édulcorants sont

ensuite extraits, purifiés et cristallisés pour leur commercialisation.

Sa culture s’est étendue a I’ensemble des continents (Figure 1.1.3), avec une production
majoritaire en Asie et en Amérique (Ramesh et al., 2006; Gantait et al., 2018). La Chine est
trés nettement le premier pays producteur depuis les années 1980. En 2016, la Chine a produit
80% de la production mondiale de feuilles, correspondant a 50 000-60 000 tonnes de feuilles
séches par an (Sun, 2016). Pour chaque situation pédo-climatique, la culture de la Stévia a des
fins de production industrielle nécessite 1’identification d’un itinéraire cultural bien précis et

adapté aux besoins de cette espéece.
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4 Etat des lieux en Europe et en France

Apres 1’approbation par ’EFSA, I’Europe a eu le plus fort taux de croissance annuel
(+149%) d’utilisation des édulcorants de la Stévia entre 2009 et 2014 (Angelini et al., 2018).
De la méme maniére, en 3 ans seulement ces édulcorants ont gagné 36% des parts de marché
des édulcorants francais (Lentscher, 2012). La Commission Européenne a trés récemment
revu le statut des feuilles de Stévia, qui ont été déclassées du statut « Novel food » et
autorisées a la consommation en infusion (European Comission, 2017). L’augmentation des
cotlits de production en Chine et le manque d’informations sur la production et la qualité de la
matiere premiére aménent les industriels a diversifier leur source de feuilles (Angelini et al.,
2018). Le leader frangais de la production d’édulcorants purifiés, Stevia Natura (Clermont-
Ferrand, France), importe des feuilles depuis le Paraguay (filiale SteviaCorp) et I’'Inde (ACE
AGRO Biosciences) issus d’une agriculture sans pesticides ni engrais chimiques (Stevia

Natura, 2017).

Dans ce contexte, la Stévia est apparue comme une nouvelle culture potentielle pour les
agriculteurs en Europe (Angelini et al., 2018). Pour implanter et accroitre la production de
Stévia, un grand nombre d’expérimentations ont eu lieu, au Portugal (Lankes & Grosser,
2015), en Allemagne (Lankes & Zabala, 2011), au Danemark (Grevsen & Sorensen, 2016), en
Italie (Andolfi et al., 2006; Macchia et al., 2007; Tavarini & Angelini, 2013; Karimi et al.,
2015), en Grece (Zachokostas, 2015), en Suisse (Vouillamoz et al., 2015) et en France
(Barbet-Massin, 2015; Hastoy et al., 2015, 2016). Toutes ces études ont montré que la culture
de la Stévia est possible, et economiquement rentable (Ferrazzano et al., 2016), mais nécessite
I’identification d’un itinéraire cultural adapté a chaque condition (Angelini et al., 2018) et de

génotypes productifs adaptés.

Pour répondre a la demande des consommateurs cherchant des produits naturels pour une
alimentation saine et équilibrée, le projet de filiere BIO entierement francaise, Aquitaine
Stévia Innovation (ASI), est apparu en 2012 (Oviatis, 2015). La filiere ASI est composée
d’une association de producteurs aquitains (Sweetvia) et de la structure de transformation et
de commercialisation Oviatis, créée en décembre 2013. Depuis, Oviatis a été identifié comme
le pionnier de la Stévia BIO francaise (Rabiller, 2016). Pour développer la culture de la Stévia
répondant aux exigences de I’agriculture biologique, Oviatis a établi des partenariats avec
Invenio (Station d’Expérimentation Fruit et Légumes), pour ’identification d’un itinéraire
cultural, et avec I’INRA pour la mise en place d’un programme de sélection et d’amélioration

variétale de Stevia rebaudiana.
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1 Stevia rebaudiana, I’herbe sucrée du Paraguay

1.1 Historique

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni est une plante herbacée vivace, faisant partie de la
famille des Asteraceae, communément appelée « Stévia » ou « Ka-a He-é » au Paraguay, qui
signifie I’herbe sucrée. Originaire de la Cordillére des Andes, au nord-est du Paraguay (Ceunen &
Geuns, 2013c), la découverte de son pouvoir sucrant pour la communauté scientifique a été
attribuée au botaniste italiano-suisse Moisés Santiago Bertoni en 1899 (Kinghorn, 2002). Il fut le
premier a décrire I’espéce, qu’il nomma d’abord Eupatorium rebaudianum Bertoni, en hommage
au chimiste paraguayen Ovidio Rebaudi, qui réalisa par la suite les premieres analyses chimiques
des glucosides présents dans ses feuilles sur cette espece (Yadav et al., 2011). En 1904, Bertoni
classe finalement 1’espéce dans le genre Stevia, et la nomme définitivement Stevia rebaudiana
Bertoni (Bertoni, 1905). Elle est I’espéce la mieux connue du genre Stevia qui comporte 237
espéces de type herbacé, arbustif ou sous-arbustif, distribuées du Sud des Etats-Unis au Nord de la
Patagonie en Argentine (Gutiérrez et al., 2016). En 1931, deux chimistes francais élucident la
structure chimique de la principale molécule sucrante, le Stévioside (ST), un glycoside de stéviol

(SGs) présent dans les feuilles de Stevia rebaudiana (Bridel & Lavieille, 1931).

Il n’a pas été identifié d’autres espéces du genre Stevia ayant un pouvoir sucrant comparable
a Stevia rebaudiana, hormis Stevia phlebophylla A. Gray, mais cette derniere est considérée
comme une espéce disparue (Soejarto et al., 1982, 1983). Les SGs ont également été identifiées
chez deux autres espéces (Ceunen & Geuns, 2013c) : Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
(Tanaka et al., 1981) et Angelica keiskei (Apiaceae) (Zhou et al., 2012). Ces derniéres ont été
considérées comme moins intéressantes que la Stévia a cause de leur accumulation moindre en SGs

et leur saveur.
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Figure 1.2.1. Morphologie de Stevia rebaudiana (Tiré de Carneiro, 2007). (A) Tige principale caractéristique en
croissance végétative. (B) Tige principale avec ramification des méristémes axillaires, ou les apex se sont différenciés
en bourgeons floraux. (C) Capitules en corymbe. (D) Capitule contenant en moyenne 5 fleurs blanches.

Figure 1.2.2. lllustration des stades de développement de Stevia rebaudiana. (A) Stade végétatif précoce. (B) Stade
végétatif tardif. (C) Stade bourgeons floraux. (D) Floraison. Photos prises sur les parcelles expérimentales de Ste-
Livrade sur Lot (47) et Liposthey (40). Crédit photo : C. Hastoy

12



Partie 1, Chapitre 2 : Contexte scientifique
1.2 Description botanique

La Stévia est décrite comme une plante herbacée pérenne, ayant un systeme racinaire peu
profond et étendu, des tiges minces, fragiles et peu ramifiées a 1’état naturel, sur lesquelles croient
de petites feuilles elliptiques (YYadav et al., 2011; Ceunen & Geuns, 2013c). La plante peut atteindre
une hauteur de 50 a 70 cm, voire 80 cm dans son milieu naturel, et 1,50 m en terre fertile (Wagner,
2012). Les feuilles sont petites, vertes, oblongues, et lancéolées (Figure 1.2.1 A). Elles sont
alternées, sub-sessiles, et opposées au niveau des nceuds. Les trichomes a leur surface peuvent étre

grands (4-5 um) ou petits (2,5 um).

Comme tous les genres qui composent la famille des Asteraceae, 1’inflorescence de la Stévia
est formée de capitules® en corymbe?. Chaque capitule est enveloppée dans un involucre (ensemble
de bractées®) et se compose de 2 a 6 fleurons a corolle actinomorphe” (Figure 1.2.1 B-D.). Les fleurs
sont hermaphrodites, car elles renferment les organes males et femelles. Le stigmate est bilobé,
bifurquant du milieu et le style est entouré par les antheres (Yadav et al., 2011).

1.3 Stade de développement

Le développement de cette espece a été précisément décrit en 4 phases de croissance
vegétative aprés germination et 5 phases reproductrices (Carneiro, 2007), puis simplifié en 4
grandes phases (Ceunen & Geuns, 2013a): croissance végétative précoce, croissance vegeétative

tardive, formation des bourgeons floraux et floraison (Figure 1.2.2).

1.3.1 Croissance végétative

La croissance végétative précoce débute par I’apparition des cotylédons et de I’hypocotyle.
Elle est suivie par la croissance de 1’axe principal, par la formation de nceuds successifs portant
une paire de feuilles. La croissance végetative tardive correspond au developpement de méristemes
axillaires a 1’aisselle des feuilles, qui donneront des ramifications secondaires, voire tertiaires. La
ramification peut étre stimulée pendant la croissance végétative par la décapitation des méristemes
apicaux (Pal et al., 2013).

! Fleurs sans pédoncules regroupées sur un réceptacle entouré de bractées ; ? Inflorescence dans le méme plan ; ° Piéce
florale en forme de feuille ; * Symétrie radiale, en étoile
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Figure 1.2.3. lllustrations des stades de floraison de Stevia rebaudiana. (A) Bourgeons floraux : les apex sont
différenciés en bourgeons floraux. (B) Floraison : anthése, correspondant au stade de pollinisation. (C) Développement
des graines : la croissance des graines est terminée lorsque les pétales sont bruns. (D) Dispersion des graines :
maturation compléte des graines, avec déploiement des aigrettes pour la dispersion. Photos prises sur une parcelle
expérimentale & Liposthey en 2017 (Landes, France). Crédit photo : C. Hastoy
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En conditions contrélées de jours longs (photopériode de 16h), la phase végétative de

croissance est allongée et dure 120 jours au lieu de 33 jours avec une photopériode de 8h (Ceunen
& Geuns, 2013a). Ces conditions montrent une augmentation de la longueur des entrenceuds, de la
surface et biomasse foliaire (4,4 fois supérieur), et une réduction de I’intervalle d’apparition des

pairs successifs de feuilles (Metivier & Viana, 1979; Ceunen & Geuns, 2013a).

La Stévia est une espéce pérenne. Dans le cas d’une production en Italie, la biomasse
foliaire d’un génotype a augmenté a partir de la 3°™ année de production (de environ 70 & 120 g
MS/plant), atteignant son maximum en 6°™ année (environ 150 g/plant), et diminuant a son
minimum par la suite (Andolfi et al., 2006). Les auteurs ont montré également que cette dynamique
est dépendante du génotype puisque le second testé voit son rendement diminuer en 6°™ année. La
Stévia apparait donc comme économiquement rentable au moins sur 5 ans. Cependant, la pérennité
de cette culture est dépendante de la reprise de la croissance apres 1’hiver. En France, un taux de
survie de seulement 17% a été reporté dans une étude, démontrant la nécessité de sélectionner des
génotypes adaptés au passage de ’hiver (Barbet-Massin et al., 2016). Les mécanismes de mise en

réserve au niveau racinaire et de reprise apres I’hiver n’ont pas encore été étudiés pour cette espece.

1.3.2 Reproduction

1.3.2.1 Stades de floraison

La phase de reproduction de Stevia rebaudiana se compose de 5 stades et dure plus de 30
jours : formation des bourgeons floraux, anthése, développement des graines, dispersion des
graines, et sénescence de la plante (Carneiro, 2007; Raina et al., 2013) (Figure 1.2.3). Une fois les
bourgeons floraux formés, la production de tiges est nettement favorisée au détriment des feuilles.
Ceci se traduit par une diminution du LMR (Leaf Mass Ratio) tout au long de la croissance pour
atteindre sa valeur la plus faible a la floraison (Barbet-Massin, 2015).Une étude approfondie des
parties reproductives a permis d’établir la chronologie des évenements pendant la floraison. La
déhiscence des anthéres commence lorsque les fleurs ne sont pas ouvertes. Le pollen est excrété
dés que les fleurs s’ouvrent. La réceptivité du stigmate pour la germination du pollen coincide avec
I’ouverture compléte des fleurs (Raina et al., 2013). La période de floraison est fortement

dépendante du génotype, amenant a définir des génotypes précoces et tardifs (Martini et al., 2017).
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1cm

Figure 1.2.4. Types d’akénes chez Stevia rebaudiana. (A) Akene noir fertile issu de fécondation. (B) Akene clair
stérile. Crédit photo : Z. Le-Bihan
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1.3.2.2 Auto-incompatibilité sporophytique

Son mode de reproduction est depuis longtemps considéré comme régi par des phénomenes
d’auto-incompatibilité correspondant a de 1’allogamie stricte (Yadav et al., 2011; Raina et al.,
2013). 1l existe deux systeémes d’auto-incompatibilité : gameétophytique lorsque le rejet est
déterminé par le génotype du pollen haploide, ou sporophytique quand 1’incompatibilité est basée
sur le génotype diploide du parent male (Koseva et al., 2017). Des mécanismes moléculaires
interviennent dans la reconnaissance et le rejet de pollen « incompatible » lors de I’interaction
pollen-pistil. Chez les Brassicaceae, la machinerie moléculaire SKR/SCR (S-LOCUS RECEPTOR
KINASE/S-LOCUS CYSTEINE-RICH PROTEIN) conduit a I’auto-incompatibilité (Allen et al.,
2011). Chez les Asteraceae, 1’auto-incompatibilité est sporophytique, mais les genes du locus-S
n’ont pas été clairement identifiés. Parmi les candidats chez Senecio squalidus, on retrouve des
homologues de SKR (SSRLK1, SSRLK2 et SSRLK3) (Tabah et al., 2004), une peroxydase SSP
(Stigma-specific Peroxidase) (Mclnnis et al., 2005), ainsi que les génes MAP et Nod impliqués
dans la reconnaissance du pollen au niveau du pistil (Allen et al., 2011). D’autres génes spécifiques
du pistil ont été identifiés par transcriptomique et pourraient jouer un réle fondamental dans la
reproduction, comme le gene SF21 dont la fonction reste pourtant inconnue (Allen et al., 2011).
Chez le genre Tolpis (Asteraceae), la transition de 1’allogamie vers I’autogamie serait la résultante
d’une mutation de type INDEL dans 2 autres genes, entrainant la production de protéines tronquees.
Il s’agit des genes PMEI (pectin methyltransferase inhibitor) et IPPK (inositol polyphosphate
kinase) (Koseva et al., 2017). 1l a été récemment confirmé que 1’auto-incompatibilité chez Stevia
rebaudiana est sporophytique (Raina et al., 2013) mais le manque de connaissance du
déterminisme génétique de I’allogamie stricte peut étre une contrainte dans le cadre de programme

d’amélioration de cette espéce.

L’auto-incompatibilité chez la Stevia entraine la production de deux types de graines
surmontées d’aigrette : des akenes « noirs » et des akenes « clairs » (Figure 1.2.4) (Goettemoeller
& Ching, 1999). Les premiers sont plus lourds (0.300 mg contre 0.178 mg) (Goettemoeller &
Ching, 1999), longs et larges (Yadav et al., 2011; Raina et al., 2013). Des tests de germination ont
montré que les akénes clairs sont stériles (0% de germination), alors que les noirs montrent un
pourcentage de germination supérieur a 85% (Raina et al., 2013). Les akenes deviennent noirs lors
d’un transfert de pollen, alors que les akénes clairs stériles résultent d’une absence de fécondation

(Goettemoeller & Ching, 1999; Raina et al., 2013).
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1.3.2.3 Pollinisation entomophile

Sa reproduction est dépendante d’insectes pollinisateurs, on parle alors d’entomophilie
(Yadav et al., 2011). En lItalie, les pollinisateurs les plus rencontres sont les abeilles (Apidae et
Halictidae), suivi par les bombyles (Syrphidae) (Benelli et al., 2017; Martini et al., 2017).
L’abondance de ces insectes est dépendante du génotype de Stevia rebaudiana a travers les
composés volatils émis par les corymbes (Benelli et al., 2017) et le nombre d’inflorescences
(Martini et al., 2017). En effet, il a été montré que le limonéne est le composé le plus présent chez
les génotypes les plus attractifs, alors que 1’émission de 5-élémene et bicyclogermacréne sont

correlés avec les plants les moins attractifs (Benelli et al., 2017).

Le rendement de production de graines viables dépend principalement du génotype de
Stevia rebaudiana a travers les groupes d’auto-incompatibilité, de la période de floraison et
I’abondance d’insectes pollinisateurs, dépendant de la senteur de ses fleurs. Pour garantir une
pollinisation optimale, des insectes pollinisateurs sont utilisés dans le cadre de croisements
contr6lés (Figure 1.2.5) (Goettemoeller & Ching, 1999)

Figure 1.2.5. Pollinisation entomophile chez Stevia rebaudiana par des bourdons. Photo prise a 'INRA de
Villenave d’Ornon dans le cadre de croisements contrdlés en cage insect-proof. Crédit photo : C. Hastoy
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1.3.2.4 Propagation de I’espéce

La propagation de I’espéce par semis est la méthode la moins cotiteuse pour de la production
(Angelini et al., 2018). Cependant, elle conduit & une hétérogénéité des plants a cause de son mode
de reproduction auto-incompatible entrainant une forte hétérozygotie (Yadav et al., 2011). La
difficulté principale de ce mode de production provient du faible taux de germination décrit chez
Stevia rebaudiana. Il peut varier de 9 a 83% suivant la qualité des graines et les conditions de

germination (Macchia et al., 2007).

Pour produire de nombreux plants de qualité pour de la production, cette méthode est la
moins efficace (Khalil et al., 2014) mais elle reste la moins couteuse.

La difficult¢ de propagation par semis et I’hétérogénéité des populations ont entrainé la
propagation par multiplication végétative de 1’espéce pour une culture a grande échelle. La
multiplication par bouturage ou par culture in vitro a largement éte étudiée (Pande & Gupta, 2013).
La micropropagation in vitro de Stevia rebaudiana est possible grace a I’ajout de régulateurs de
croissance et entraine une stabilité des profils génétiques (contrélés par des marqueurs moléculaires
ISSR ou RAPD) et en SGs (Lata et al., 2013; Singh et al., 2017a). Pourtant, une étude a montré
I’apparition de variations génétiques (10.4%), qualifiées de variations somaclonales (Ramirez-
Mosqueda et al., 2016). D’une maniére générale, la multiplication végétative est plus efficace
(Khalil et al., 2014), permet d’obtenir des plants uniformes, mais ce type de propagation reste

colteux.
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Figure 1.2.6 Structure chimique du stéviol (SV), partie aglycone des glycosides de stéviol (SGs) (Perera et al.,
2017a)

Tableau 1.2.1. Caractéristiques des 10 glycosides de stéviol majoritairement produits chez Stevia rebaudiana
(Adapté de Ceunen, 2012 ; Barbet-Massin, 2015). R : formule semi-développée des chaines R1 et R2 greffées sur
le stéviol. Abréviation : Glc : glucose, Rha : rhamnose, Xyl : xylose ; Références : premier détection et caractérisation ;
Pouvoir sucrant : valeur sucrante déterminée par rapport au saccharose dont le pouvoir sucrant est égal a 1.

Teneurs Masse molaire
Nom R1 R2 Formule (% w/w) (g/mol) Références Pouvoir sucrant
Stevioside B-Gle B-Gle-B-Gle(2-1) CssHgo O 5-10 804.87 Bridel and Lavieille, 1931 250-300
Rebaudioside A B-Gle E'g:zzg'?)lc(z'l) CuHppOs  2-5 967.01 Kohdaet al., 1976 250-400
Rebaudioside C  B-Gle B-Gle-a-Rha2-1) 0y o 1 951.01 Sakamoto et al., 1977 50-120
B-Gle(3-1)
Dulcoside A B-Glc B-Glc-a-Rha(2-1) CigHgp O 05 788.87 Kobayashi et al., 1977 50-120
Rebaudioside B H P-Gle-p-Gle2-1) ¢ 0, 02 804.47 Kohda et al.,1976 300-350
B-Gle(3-1)
Rebaudioside F B-Gle B-Gile-B-Xyl(2-1) CiaHeg 05, 0.2 936.99 Starratt et al., 2002
B-Gle(3-1)
Rebaudioside D B-Gle-p-Gle(2-1) EEE;E:SC(H) CsoHgo Oz 0.2 1129.15 Sakamoto et al., 1977 250-400
Steviolbioside H B-Gle-B-Gle(2-1) CypHs O3 01 642.73 Kohdaet al., 1976 100-125
Rubusoside B-Gle B-Gle Csp Hso O13 642.73 Ohtaetal., 2010
Rebaudioside M P-Gle-B-Gle-1) - B-Gle-p-Gle@-1) o ) 1291.29 Ohtaet al., 2010 200-350

B-Gle(3-1)

B-Gle(3-1)
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2 Le pouvoir sucrant acalorigue : les glycosides de stéviol (SGs)

2.1 Structure et variabilité des glycosides de stéviol

La saveur sucrée des feuilles de Stevia rebaudiana provient des glycosides de stéviol (SGs),
qui sont des hétérosides appartenant a la famille des diterpenes (C20) de type ent-kaurane.
Actuellement, 4 structures aglycones ont été identifiées, sur lesquelles différents résidus osidiques
sont greffés. La partie aglycone la plus représentée est le stéviol (SV) (Figure 1.2.6). Son squelette
permet la formation d’un grand nombre de SGs par une liaison ester en R1 et une liaison osidique
en R2 (Ceunen & Geuns, 2013c). Ces SGs peuvent étre classés en 10 groupes en fonction de leur
caractéristique structurale, a travers le type de résidus osidiques greffés (glucose, fructose, xylose,
rhamnose, arabinose) et le type de liaison entre les oses. Actuellement, 46 SGs ont été identifies
dans les feuilles de Stevia rebaudiana, reflétant la grande diversité de cette famille de diterpénes
(Annexe Al) (Ceunen & Geuns, 2013c; Ibrahim et al., 2016a,b; Chaturvedula & Meneni, 2017;
Mao et al., 2017; Perera et al., 2017a,b; Prakash et al., 2017).

Les SGs ne sont pas produits de maniere équivalente chez Stevia rebaudiana. On dénombre
10 SGs majoritaires (Tableau 1.2.1). La teneur en SGs est exprimée en % par rapport a la matiére
seche (% w/w). Les 2 SGs les plus accumulés sont le Stévioside (ST) et le Rebaudioside A (RebA)

(> 2 % wiw). Les 8 autres SGs sont accumulés entre 0.1 et 1 % w/w (Ceunen & Geuns, 2013c).

2.2 Voie de biosynthése des SGs a I’échelle cellulaire

Les SGs sont des diterpenes qui partagent la voie de biosynthése des gibbérellines (GAS)
(Brandle & Telmer, 2007). Le précurseur des diterpénes est le géranylgéranyl pyrophosphate
(GGPP, C), formé par couplage successif d’isopentényl pyrophosphate (IPP, Cs) sur un
diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP, Cs). Ces intermédiaires sont synthétisés par différentes
voies : la voie mévalonate cytoplasmique (MVA), ou par la voie du méthylérithritol phosphate
plastidiale (MEP). Chez Stevia rebaudiana, les mono- et diterpénes sont principalement synthétisés
par la voie plastidiale du MEP, alors que les sesquiterpénes sont préférentiellement synthétisés par
la voie cytosolique du MVA (Wolwer-Rieck et al., 2014). Une fois le GGPP formé, la voie de
biosynthése commune aux SGs et GAs conduit a la formation de 1’acide kaurénoique. Ce
précurseur commun est ensuite pris en charge par la voie spécifique de biosynthese des SGs pour
former leur précurseur, le stéviol (SV) sur lequel sont greffés des oses pour produire les SGs.
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Figure 1.2.7. Biosynthése du GGPP, précurseurs des diterpenes, par la voie plastidiale du méthylérithritol
phosphate plastidiale (MEP) (Tirée de Ceunen, 2012). Abréviations des enzymes : DXS (1-déoxy-D-xylulose-5-
phosphate synthase), DXR (1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase), CMS (2-C-méthyl-D-érythritol 4-
phosphate cytidylyltransférase), CMK (4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol kinase), MCS (2-C-méthyl-D-
érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase), HDS (4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphate synthase), HDR ((E)-4-
hydroxy-3-méthylbut-2-ényl  diphosphateréductase), 1Dl (isopentényl-diphosphate delta-isomérase), GGPPS
(géranylgéranyl pyrophosphate synthase)
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Figure 1.2.8. Biosynthése du Stéviol, précurseur des glycosides de stéviol (Tirée de Ceunen, 2012).
Abréviations des enzymes : CPPS (ent-copalylpyrophosphate synthase), KS (ent-copalyl diphosphate synthase), KO (ent-
kaurene oxidase) ; KA13H (acide ent-kaurénoique 13-hydroxylase)
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2.2.1 Synthése du GGPP, précurseurs des diterpenes

Dans le plaste, la synthése du GGPP débute par la conversion du Pyruvate (Pyr) et du
Glycéraldéhyde 3-phosphate (G3P) en 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP), réaction catalysée
par la 1-déoxy-D-xylulose 5-phospate synthase (DXS) avec son coenzyme, la thiamine
pyrophosphate (TPP) (Figure 1.2.7). Ce déoxy-ose est ensuite réduit par la 1-déoxy-D-xylulose 5-
phosphate réductoisomérase (DXR) en 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate (MEP). Ensuite, le 2-
C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclopyrophosphate (MeCPP) est formé, par les activités catalytiques
de la 4-diphosphocytidil-2-C-méthyl-D-érythritol synthase (CMS), la 4-(cytidine 5’ diphospho)-2-
C-methyl-D-érythritol kinase (CMK) et de la 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclopyrophosphate
synthase (MCS) respectivement. Le MeCPP est reduit en (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl
pyrophosphate (HMB-PP) par 1’(E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphate synthase (HDS).
Une seconde réduction, catalysée par 1’(E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphateréductase
(HDR) conduit a la formation de I’isopentényl pyrophosphate (IPP) et du diméthylallyl
pyrophosphate (DMAPP). L’isopentényl diphosphate isomérase (IDI) catalyse 1’isomérisation
réversible de I’'TPP en DMAPP. Ensuite, la trans-géranylgéranyl pyrophosphate synthase (GGPPS)
condense 3 molécules d’IPP sur 1 de DMAPP pour former le géranylgéranyl pyrophosphate
(GGPP), précurseur des diterpénes (Brandle & Telmer, 2007; Ceunen & Geuns, 2013c).

2.2.2 Syntheése du stéviol, précurseur des SGs

Dans le plaste, le GGPP subit une cyclisation pour former 1’ent-copalyl pyrophosphate
(CPP), réaction I’ent-copalyl pyrophosphate synthase (ent-CPPS). L’ent-kauréne synthase (ent-
KS) catalyse la formation de 1’ent-kaurene tétracyclique (Figure 1.2.8). Aprés sa formation, 1’ent-
kauréene est transféré vers le cytosol ou il est oxydé en acide ent-kaurénoique par 1’ent-kaurene
oxydase (ent-KO), une CYP (cytochrome P450 monooxygéenase) localisée a la membrane du
réticulum endoplasmique (Humphrey et al., 2006; Ceunen & Geuns, 2013c). Cette molécule est le
dernier intermédiaire commun a la synthese des GAs et des SGs, dont les précurseurs sont obtenus
par I’activité catalytique de CYPs située a la membrane du RE. L’acide ent-kaurénoique oxydase
(KAO) catalyse la formation de GA12, précurseurs de toutes les gibbérellines, alors que 1’acide ent-

kaurénoique 13-hydroxylase (ent-KA13H) forme le stéviol, précurseurs des SGs.

L’ent-KA13H est la premiere enzyme spécifique de la voie de biosynthése du steviol
¢lément indispensable a la production d’édulcorants. (Brandle & Telmer, 2007; Ceunen & Geuns,
2013c).
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Figure 1.2.9. Biosynthése connue des glycosides de stéviol (Tirée de Ceunen, 2012). Abréviations des enzymes :
UGT 85C2 (UDP-glycosyltransférase 85C2), UGT 74G1 (UDP-glycosyltransférase 74G1), UGT 76G1 (UDP-glycosyltransférase
76G1), UGT ? (UGT inconnue)
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2.2.3 Synthése des glycosides de stéviol

Apres la formation du stéviol, des séries de glycosylations s’opérent dans le cytoplasme
pour former la large famille des SGs (Humphrey et al., 2006). Ces réactions sont catalysées par
des glycosyltransférases dépendantes de I’UDPG ou UDP-glucose (UGTs). Les UGTs
appartiennent a la superfamille des glycosyltransférases (GTs) organisée en 14 groupes, et les
UGTs impliqués dans la synthése des SGs appartiennent a la famille 1. Les UGTSs transférent un
résidu osidique a partir d’un donneur activé (majoritairement 1’UDP-glucose) sur une molécule
receveuse, incluant les hormones, les métabolites secondaires, et les xénobiotiques (Li et al., 2001;
Wang & Hou, 2009). Les génes codant les UGTs dans le régne végétal possedent un motif
spécifique, la PSPG (Plant Secondary Product Glycosyltransferase) box, trés conservée dans leur
séquence C-terminale, qui intervient dans la liaison du résidu UDP au sucre activé (Richman et al.,
2004). Chez Arabidopsis thaliana, ce motif a permis d’identifier la superfamille des
glycosyltransférases, incluant 119 UGTs impliqués dans 1’homéostasiec des hormones de
croissance, dans la détoxification de composés exogenes, et dans la synthese et le stockage de

métabolites secondaires (Wang & Hou, 2009).

Dans le mésophylle des feuilles de Stevia rebaudiana, la synthése de I’'UDP-glucose par
une UDP-glucose pyrophosphorylase a été surtout localisée dans le cytoplasme, avec tout de méme
quelques activités dans D’appareil de Golgi (Ceunen & Geuns, 2013c). La caractérisation
fonctionnelle de 12 UGTs de Stevia rebaudiana a conduit a 1’identification de 3 UGTs impliquées
dans la biosynthese des SGs (Richman et al., 2004) (Figure 1.2.9).

La glycosylation du stéviol commence sur le groupement hydroxyle en C-13 (R2), réaction
catalysée par I’'UGT85C2, pour former le stéviolmonoside. Celui-ci est ensuite glycosylé sur le C-
2’ de son résidu glucose et donne le stéviolbioside. L’UGT responsable de cette glycosylation n’a
pas encore été identifiée in vivo, mais il existe une UGT candidate : UGT91D2 (Kishore et al.,
2011). L’UGT74G1 catalyse la glycosylation sur le groupe carboxyle (R1), présent au niveau du

C-19 de la partie aglycone, pour conduire au stévioside.
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Geuns, 2013a; G. Singh et al.,
2017b)

Abréviations des molécules : MEP :

G3P (glycéraldéhyde-3-phosphate),
DXP (1-déoxy-D-xylulose-5-
phosphate), MEP (2-C-méthyl-D-

érythritol-4-phosphate), MeCPP (2-C-
méthyl-D-érythritol-2,4-
cyclopyrophosphate), HMB-PP ((E)-
4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl
pyrophosphate), DMAPP
(diméthylallyl pyrophosphate), PP
(isopentényl pyrophoshapte) ; MVA :
AA-CoA (acétacétyl-CoA), HMG-
CoA  (3-hydroxy-3-méthyl-glutéryl-
CoA), MVA (mévalonate), MVA-P
(mévalonate-5-phosphate), MVA-PP
(mévalonate-5-pyrophosphate) ;
SGs:SM  (stéviolmonoside), SB
(stéviolbioside), ST  (stévioside),
RebA (rebaudioside A) ;GAs : GA12
(gibbérelline 12)

Abréviations des enzymes : MEP (voie du méthylérithritol phosphate) : DXS (1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase), DXR
(1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase), CMS (2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidylyltransférase), CMK (4-
diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol kinase), MCS (2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase), HDS (4-
hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphate synthase), HDR ((E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphateréductase), IDI
(isopentényl-diphosphate delta-isomérase) ; MVA (voie du mévalonate) : AACT (acétyl Co-A acétyltransférase), HMGS (3-
hydroxy-3-méthyl-glutéryl-CoA synthase), HMGR (3-hydroxy-3-méthyl-glutéryl-CoA réductase), MK (mévalonate kinase),
MPK (phosphomévalonate kinase), MDD (diphosphomévalonate décarboxylase) ; Voie communes aux GAs/SGs : GGPPS

(géranylgéranyl pyrophosphate synthase), CPPS (ent-copalylpyrophosphate synthase), KS (ent-copalyl diphosphate synthase), KO
(ent-kauréne oxidase) ; SGs (Voie des glycosides de stéviol) KA13H (acide ent-kaurénoique 13-hydroxylase), UGT 85C2 (UDP-
glycosyltransférase 85C2), UGT 74G1 (UDP-glycosyltransférase 74G1), UGT 76G1 (UDP-glycosyltransférase 76G1), UGT ?

(UGT inconnue) ; GAs (voie des gibbérellines) : KAO (acide ent- kaurénoique oxydase).
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Ensuite suit la glycosylation du C-13 glucose sur son C-3’, catalysée par ’'UGT76G1, pour
former le rebaudioside A. Récemment, une UGTs supplémentaire a été caractérisée : ’'UGTSr
(Madhav et al., 2013). Elle posséde 98% d’homologie (au niveau de sa séquence nucléotidique)
avec ’UGT76G1 et posséde une activité de glycosylation similaire a I’encontre du ST, pour former
du RebA. Cependant, il a été montré que la perte de fonction de I’'UGT76G1 entraine 1’absence de
synthese de RebA (Yang et al., 2014), ce qui signifie qu’il n’y a pas de complémentation

fonctionnelle in vivo par une autre UGTS pour cette réaction.

Le ST et le RebA sont les SGs les plus représentés dans les feuilles de Stévia, mais ces
derniers ne sont pas les produits finaux de cette voie de biosynthése. D’autres glycosylations
s’operent puisque des SGs comme le rebaudioside IX portent jusqu’a 9 résidus osidiques (Prakash
et al., 2017), ce qui complexifie considérablement cette voie de biosynthése, non élucidée apres le
RebA (Figure 1.2.10). Une récente étude a permis d’identifier 118 transcrits chez Stevia rebaudiana
présentant une homologie pour 45 UGTSs connues (Singh et al., 2017b). Les produits de ces génes
sont connus pour avoir un large spectre de substrats, mais certaines UGTs de Stevia rebaudiana

n’ont pas d’activité catalytique a I’encontre des SGs (Richman et al., 2004).
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2.2.4 Stockage des glycosides de stéviol

Il est généralement pensé que les SGs sont stockés dans la vacuole (Brandle & Telmer,
2007; Ceunen & Geuns, 2013c). Cependant, le mécanisme de stockage des SGs n’est pas encore
élucidé.

La vacuole des cellules végétales est depuis longtemps connue pour la séquestration de
métabolites secondaires toxiques et de xénobiotiques (Brandle & Telmer, 2007). D’une maniére
générale, la translocation des composés a travers la membrane sélective de la vacuole requiére des
transporteurs intégrés a la membrane, dont ’activité est substrat spécifique (Ceunen & Geuns,
2013c). IIs exploitent I’énergie stockée dans les gradients électrochimiques, ou 1’énergie
directement fournie par 1’hydrolyse de I’ATP. Les transporteurs utilisant des gradients de protons
ou d’ions appartiennent aux familles des MFS (Major Facilitator) et des MATE (Multi-drug and
Toxic Compound Extraction), et ont déja montré leur implication dans le stockage vacuolaire de
métabolites endogenes (Brandle & Telmer, 2007; Ceunen & Geuns, 2013c). Une autre super-
famille de transporteur a été identifiée dans des transports a travers la membrane vacuolaire : les
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette), qui utilisent 1’énergie générée par 1’hydrolyse de
I’ATP (Brandle & Telmer, 2007) pour transférer la molécule d’intérét.

Une seule étude chez Stevia rebaudiana s’est intéressée aux activités de transporteurs. Une
augmentation des activités d’ATPase dans le tonoplaste de feuilles matures a été trouvée, avec
simultanément une diminution de celle-ci dans le plasmalemme. Alors que dans des feuilles en
sénescence, ces deux activités décroissent rapidement (Ceunen & Geuns, 2013a). Des génes
candidats codant pour des transporteurs MFS, MATE et ABC ont été identifiés dans une collection
d’EST de Stevia rebaudiana (Brandle & Telmer, 2007), mais aucune étude n’a validé leur

implication dans le transport et le stockage des SGs.
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Figure 1.2.11. Représentation schématique spatiale de la teneur en glycosides de stéviol en conditions de jours
longs. Les teneurs exprimées en % wi/w les plus faibles sont représentées en vert, et les plus fortes en rose. (LD, Long
Day, figure tirée de Ceunen & Geuns, 2013c).
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2.3 Accumulation en SGs a I’échelle de la plante

2.3.1 Accumulation dans les différents organes

Les SGs sont présents dans toutes les parties de la plante, mais sont accumulés de maniere
inégale en fonction de la nature du tissu, et de sa position spatiale. Leur teneur est exprimée en %

par rapport a la matiére seche et varierait entre 0,1 et 10 % w/w a 1’état naturel.

Les organes produisant le moins de SGs sont les racines, ou leur teneur est comprise entre
0,1 et 0,25 % w/w (Ceunen & Geuns, 2013a). Des cultures de « hairy roots » de Stevia rebaudiana
ne sont pas capables de produire des SGs en absence de lumiére, prouvant que, sans activité
photosynthétique, ces organes ont une incapacité biosynthétique (Yamazaki et al., 1991). Ensuite
dans les tiges, la plus forte teneur en SGs est trouvée vers I’apex (environ 1,5% w/w), et décroit
graduellement jusqu’a 0,5% w/w a la base du plant (Ceunen & Geuns, 2013a). Dans les fleurs, la
majorité des SGs sont accumulés dans I’involucre (5-7% w/w), avec une faible teneur dans les
pétales (0,7% wiw), les pistils (0,6% wi/w) et les akénes (0,2-1,5% w/w) (Ceunen and Geuns,
2013b).

Les organes produisant le plus de SGs sont les feuilles, ou la teneur atteint 2 a 10 % w/w
pour des ressources génétiques sauvages. En regle générale, les SGs seraient accumulés
principalement dans les vacuoles des cellules du mesophylle de la feuille, mais ne sont pas présents
dans les trichomes (Mu-zuan et al., 1983; Kim et al., 2015). L’accumulation foliaire en SGs varie
en fonction de I’étage foliaire (Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015) : leur teneur est plus
forte dans les feuilles en croissance active, proches de I’apex, et celle-ci diminue progressivement
jusqu’a la teneur la plus basse dans les feuilles en sénescence (Figure 1.2.11). De la méme maniere,
la teneur en SV (stéviol, précurseur des SGs) dans les feuilles est 1 000 fois inférieure a ses dérivés
glycosylés et en moyenne 4 fois plus concentrée dans les feuilles jeunes comparée aux plus agées
(Ceunen & Geuns, 2013b).
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Figure 1.2.12. Représentation schématique des stades de développement chez Stevia rebaudiana et évolution de
la teneur en glycosides de stéviol dans les feuilles (Adapté de Ceunen & Geuns, 2013a). EV : stade végétatif
précoce ; LV : stade végétatif tardif ; FB : stade bourgeons floraux ; F : floraison.
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2.3.2 Accumulation temporelle

L’accumulation en SGs qui est tissu-spécifique varie aussi en fonction du stade
phénologique de la plante. Dans les racines, la teneur en SGs diminue au cours du développement
végetatif, allant de 0,14 & 0,05 % w/w. Ensuite, une augmentation de la teneur en SGs d’un facteur
7 (de 0,05 a 0,35% wi/w) est observée entre la phase végétative tardive et le stade bourgeons floraux.
Enfin, a P’ouverture des fleurs, la tencur atteint 0.25 % w/w (Ceunen & Geuns, 2013a).
L’accumulation en SGs au cours du développement a été caractérisée uniquement pour les tiges
principales, révélant la méme évolution que dans les racines, avec des teneurs comprises entre 0.25
et 0.8 % w/w (Ceunen & Geuns, 2013a).

La variation de la teneur dans les feuilles est plus complexe. Elle est dépendante de 1’age
de chaque feuille et du stade phénologique de la plante. A 1’¢chelle de la feuille, la teneur en SGs
augmente tres rapidement puis reste relativement stable, entre I’initiation de celle-ci et son
développement (Barbet-Massin, 2015). Cette observation est en adéquation avec une autre étude
qui a montré que la teneur en SGs est la plus forte au 3°™ nceud, en partant de ’apex (Kumar et
al., 2012a). A I’échelle de la biomasse foliaire de la plante entiére, les SGs sont accumulés
graduellement pendant la phase végétative jusqu’a une teneur maximale atteinte a I’initiation de la
floraison (Figure 1.2.12) (Weilian et al., 1987; Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Ces
différentes études ont été réalisées sur des plants en 1% année de croissance. La Stévia étant une
espece pérenne, il n’existe pas encore d’informations sur la cinétique d’accumulation des SGs en

fonction des différentes années de croissance.

L’évolution de la teneur en SGs dans les feuilles au cours des stades reproductifs est
controversée dans la littérature. Pendant la floraison, une diminution de 20 & 50% des SGs a été
reportée, alors que d’autres études ont observé une teneur constante (Ceunen & Geuns, 2013c). La
comparaison de 3 génotypes en condition de production a montré une évolution différentielle de la
teneur au cours de la floraison, en fonction du génotype, mais également en fonction de son
interaction avec I’environnement, suggérant un mecanisme génotype-dépendant (Barbet-Massin,
2015). La teneur en SV (stéviol), précurseur des SGs, diminue a partir de 1’ouverture des fleurs (3

a 4 fois moins comparé a la fin de la phase végétative de croissance) (Ceunen & Geuns, 2013b).
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2.3.3 Expression des genes de la voie de synthése des SGS

Les variations de teneurs décrites précédemment sont en lien direct avec 1’expression
transcriptionnelle des génes de la voie de biosynthése des SGs. L’accumulation différentielle entre
les organes s’explique par une expression supérieure des genes dans les feuilles, comparée aux
tiges et racines, que ce soit pour les genes de la voie du MEP, que pour les génes spécifiques a la

synthése des SGs sans corrélation stricte (Humphrey et al., 2006; Kumar et al., 2012b).

L’expression varie en fonction de 1’dge de la feuille, dépendante de sa position, et du stade
phénologique de la plante. L’expression transcriptionnelle de 15 genes connus de la voie de
biosynthése des SGs suivie par RT-gPCR évolue spatialement de la méme maniére que la teneur
en SGs (Mohamed et al., 2011; Kumar et al., 2012a), ce qui est illustré par I’expression des genes
de la voie des SGs la plus forte dans les feuilles de I’apex (1* nceud), exceptée pour DXR et KO, et
minimum dans les feuilles du 5™ nceud (dernier nceud de 1’étude) en phase végétative précoce
(Kumar et al., 2012a). Une corrélation positive entre I’expression de I’UGT85C2 (catalysant la
synthese de steviolmonoside (SM) a partir du stéviol (SV)) et la teneur en SGs totaux (Mohamed
et al., 2011). A I’échelle de la plante entiére, 1’expression des genes augmente et atteint un
maximum dans les stades précoces de la croissance vegétative, puis diminue et reste stable dans
les stades plus avancés (Modi et al., 2014). Le traitement de plants in vitro avec du SV induit une
sous-expression de la majorité des génes de la voie, suggérant une boucle d’autorégulation négative
cohérente avec la variation transcriptionnelle au cours du développement végetatif (Modi et al.,
2013). Ensuite, I’expression des génes spécifiques a la voie des SGs (KA13H et les 3 UGTS)
diminue fortement aux stades bourgeons floraux et floraison (Singh et al., 2017b).

La diminution ou la stabilité de la teneur en SGs pourrait coincider avec la sous-expression
des genes spécifiques a leur synthése (KA13H et les 3 UGTSs) au stade bourgeons floraux puis a la
floraison. Aux mémes stades, les génes spécifiques de la voie des GAs sont surexprimés, suggérant
la réorientation du flux de carbone vers la synthése de GAs, au détriment des SGs (Singh et al.,
2017b). Chez Arabidopsis thaliana, la surexpression hétérologue de STKA13H, premiére enzyme
de la voie des SGs, révele I’accumulation de SV et une diminution de la synthése des GAs actives,
démontrant le détournement du flux de carbone (Guleria et al., 2015). De plus, ces lignées
transgéniques montrent un phénotype de nanisme, une diminution de la viabilité du pollen, du taux
de germination du tube pollinique, et du rendement en graines. Ces observations sont cohérentes
avec le role des GAs dans la croissance et le développement des plantes. En effet, ces hormones
sont impliquées dans de nombreux mécanismes, tels que 1’élongation cellulaire, la morphologie
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des feuilles, la différenciation des méristemes, le développement et la germination des graines

(Yamaguchi, 2008).

L’accumulation des SGs chez Stevia rebaudiana est un mécanisme dynamique complexe,
qui n’est actuellement pas enti¢rement compris. Elle est tissu-spécifique, varie en fonction de 1’age

des tissus, et est dépendante de I’ontogénie.

2.3.4 Fonctions des SGs pour la plante

La fonction des SGs pour la plante est encore inconnue. Plusieurs hypotheses ont été
proposées (pour revue : Ceunen and Geuns, 2013). En résumé, 5 fonctions sont discutées dans la

littérature :

- le stéviol comme précurseur des gibbérélines

- les SGs comme un mécanisme de défense contre les herbivores
- les SGs comme des osmolytes

- les SGs comme une réserve d’énergie

- les SGs piégeurs d’espéces réactives de I’oxygene (ROS).
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Tableau 1.2.2. Liste exhaustive des édulcorants stricto-sensus connus dans le monde et leurs caractéristiques
(JECFA, 2004; Faus & Sisniega, 2005; European Food Safety Authority, 2011; Carocho et al., 2017; FAO &
OMS, 2017)

Numéro SIN Nom de I'additif Nature Pouvoir sucrant DJA (mg/kg)

420 Sorbitols Polyol 0.6
421 Mannitol Polyol 0.6
950 Acésulfame de potassium Lactame sulfonique 150-200 15
951 Aspartame Dipeptide (a.a) 200 40
952 Cyclamates Acide cyclamique 30-80 11
953 Isomalt Polyol, dérivés du saccharose 0.55
954 Saccharines Sulfinide benzoique 240-300 5
955 Sucralose Polyol 400-800 15
956 Alitame Dipeptide (a.a) 2000 1
957 Thaumatine Protéine 2000
958 Glycyrrhizine Hétéroside 100
959 Dihydrochalcone de néohesperidine  Hétéroside, dihydrochalcone 1500 5
960 Glycosides de stéviol Hétéroside 200-400 4
961 Néotame Dipeptide (a.a) 7000-13000 2
962 Ascésulfame-aspartame, sel de Lactame sulfonique
963 Tagadose, D- Cétohexose 0.92
964 Sirop de polyglycitol Polyol NS
965 Maltitols Polyol 0.75
966 Lactitol Polyol 0.35
967 Xylitol Polyol 1
969 Advantame Dérivé de vanilline et aspartame 37000 5
968 Erythritol Polyol 0.7

Monelline Protéine 3000

Mabinline Protéine 100-400

Pentadine Protéine 500

Brazzéine Protéine 500-2000

Curculine Protéine 550

Miraculine Protéine 0

Nom de l'ingédient

Fructose Monosaccharide 1.1-15

Saccharose Diholoside 1

Dextrose Monosaccharide 0.9

Glucose Monosaccharide 0.75

Isomaltose Diholoside 0.55

Maltose Disaccharide 0.4

Galactose Monosaccharide 0.3

Raffinose Triholoside 0.2
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2.4 Propriétés des SGs pour la consommation humaine

2.4.1 Edulcorants naturels intenses

Le terme « édulcorant » est communément utilisé pour des substances apportant une saveur
sucrée sans apporter de calories. Cependant, stricto-sensu un édulcorant est uniquement un produit,
une molécule, ayant un goQt sucré. Il faut donc distinguer les édulcorants nutritifs dits « de charge »
ou « massiques » apportant des calories telles que les sucres, des édulcorants non-nutritifs, dits
« basses calories ». lls peuvent également étre classés en fonction de leur provenance, ¢’est-a-dire
s’ils sont artificiels (obtenus par synthése chimique) ou naturels, identifiés dans les plantes ou leur
fruit. Le pouvoir sucrant est la valeur sucrante de la molécule déterminée par rapport au saccharose
dont le pouvoir sucrant est égal a 1. Celui-ci différencie les édulcorants a faible puissance (pouvoir

sucrant < 10), des édulcorants intenses (pouvoir sucrant >10).

Dans le Codex Alimentarius, les édulcorants sont définis comme des additifs alimentaires
qui conférent un goQt sucré. 22 édulcorants sont identifiés par le Systeme International des additifs
alimentaires (SIN) regroupant les différentes caractéristiques précédemment citées (Tableau 1.2.2).
Les sucres mono- ou disaccharides sont exclus de cette classification, car ils sont qualifiés
d’ingrédients alimentaires, qu’ils soient naturellement présents dans I’aliment ou ajoutés pendant
la production. 8 oses sont communément utilisés dans I’industrie agro-alimentaire, et possedent
des pouvoirs sucrants variables. 1l existe également 6 protéines issues de fruits d’arbres tropicaux
ayant un pouvoir sucrant (Faus & Sisniega, 2005), cependant elles ne sont pas référencées dans le

Codex Alimentarius.

Les SGs sont des édulcorants non-nutritifs, intenses, et naturels. Ils sont consommeés en tant
qu’additifs alimentaires depuis les années 1970 au Japon, 1* pays consommateur. lls ont été
acceptés aux Etats-Unis par la Food and Drug Administration (FDA) en 2009, et en Europe par la
Joint Food and Agriculture Organization and the World Health Organization Expert Committee in

Food Additives (JECFA) en 2011. Dans les aliments, leur présence est indiquée par le code E960.

2.4.2 Propriétés organoleptiques des SGs et perception du godt

Une saveur sucrée a été identifiée chez 18 espéces du genre Stevia, dont S. phlebophylla et
S. rebaudiana qui ont montré la plus forte sensation de pouvoir sucrant (Soejarto et al., 1982, 1983;
Kinghorn et al., 1984).
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S. rebaudiana se différencie des 18 espéces par une intensité et une persistance du golt

sucre nettement supérieure, probablement due a une concentration en SGs supérieure a 10% (w/w)
dans ses feuilles (Soejarto et al., 1982). Les SGs n’ont ensuite été détectés que dans 2 espéces du
genre Stevia sur les 108 especes testées : S. rebaudiana et S. phlebophylla (Kinghorn et al., 1984).

Les saveurs attribuées aux SGs sont ameéres et sucrées (Soejarto et al., 1982), le godt de
réglisse et de métal (Espinoza et al., 2014), et ils favorisent la perception de la saveur umami
(Philippaert et al., 2017). Actuellement, le probleme des produits a base de Stévia est présence de

saveurs ou godits non désirés, trop insistants, comme 1’amertume et la réglisse.

Chez I’homme, la perception des 5 saveurs fondamentales ou primaires (amer, sucré,
umami, salé et acide) se fait par I’intermédiaire de récepteurs situés sur la langue. Un screening de
25 récepteurs humains pour I’amertume a permis d’identifier les 2 récepteurs, hTAS2R4 et
hTAS2R14, stimulés par les SGs et conduisant a cette saveur. Les SGs interagissent également
avec les sous-unités hnTAS1R2/hTAS1R3 des récepteurs humains a la saveur sucrée (Hellfritsch et
al., 2012). Plus précisément, la création de modeéles permet d’identifier I’interaction avec 11 acides
aminés des sous-unités hTAS1R2/hTAS1R3, par la formation de liaison hydrogéne avec le groupe
hydroxyle des résidus glucose des SGs (Mayank & Jaitak, 2015). L’interaction avec ces récepteurs
entraine des flux de calcium dans les cellules (Hellfritsch et al., 2012) par I’intermédiaire de canaux
ioniques, tels que TRPM5 (Philippaert et al., 2017).

La variabilité des SGs leur confere des propriétés gustatives propres a chacun. Ils se
différencient par leur pouvoir sucrant, leur capacité a interagir avec les récepteurs aux saveurs
présents sur la langue, et leur seuil de perception. Les caractéristiques structurales permettant aux
SGs d’induire les saveurs amére et sucrée sont la longueur et la nature des chaines glycones, la
substitution de I’empreinte des sucres sous forme pyranose, et la double liaison en C16 (Hellfritsch
etal., 2012).

Une étude plus récente a montré que la présence de résidus osidiques en C-3" du RebA entraine la
restriction de I’interaction entre la molécule et le récepteur a I’amertume hTAS2R4, empéchant le
déclenchement de la cascade de signalisation (Singla & Jaitak, 2016). La modification du groupe
méthylene, présent sur la double liaison C16-C17, en cétone modifie la saveur des SGs (Upreti et
al., 2012). Cette double liaison et le groupe méthylene sont donc primordiaux pour la perception
de la saveur sucrée. La présence de rhamnose (RebC et DulA) favorise la saveur amer (Espinoza

et al., 2014). Une seule étude a réalisé une analyse sensorielle de 9 SGs purs par un panel entrainé
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(Hellfritsch et al., 2012). Les auteurs ont déterminé les concentrations auxquelles chaque SGs

déclenche la perception de la saveur sucrée et amére (Figure 1.2.13). La saveur sucrée est percue a
faibles concentrations pour tous les SGs (entre 5.3 et 32.9 uM) alors que la gamme pour la saveur
amere est plus importante (entre 23 et 194 uM). Plus le nombre de résidus glucose augmente (3 a
5 Glc), plus la saveur sucrée est détectée a de faibles concentrations et plus il faut de fortes
concentrations pour percevoir I’amertume (RebD, RebA, ST, RebB). Le RebM (6 Glc) a également
été qualifie de sucré, avec un tres faible arriere-goQt amer (Prakash et al., 2014). La présence de
résidus rhamnose (RebC et DulA) ou la présence uniquement de 2 résidus glucose (SB et Rub)
abaisse considérablement le seuil de détection 4 ’amertume, rendant ces SGs moins désirables
dans les extraits.
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Figure 1.2.13. Seuils de détection de 9 SGs (UM ) pour les saveurs ameéres et sucrées (Hellfritsch et al., 2012). Les
SGs sont classés en fonction du seuil de détection croissant de la saveur sucrée douce

Les propriétés organoleptiques des extraits de Stévia sont dépendantes du pool de SGs
présents, de leur teneur, et de leur proportion respective. Dans la suite de 1’étude, nous ferons donc
3 groupes de SGs en fonction de leur propriétés organoleptiques : les amers (ST, RebC, DulA, Rub,
SB), les sucrées (RebA, RebD, RebM, RebB) et ceux de saveurs non connues (RebF).

Actuellement, les saveurs des extraits de Stévia sont difficilement maitrisables a cause de
la diversité métabolique de cette famille de composés présents en mélange dans les feuilles. De
plus, Stevia rebaudiana arbore une grande richesse métabolique pouvant impacter les saveurs des
extraits (Wolwer-Rieck, 2012; Molina-Calle et al., 2017). Par exemple, la stéviamine, un alcaloide
indolinizidique, est responsable d’amertume (Thompson et al., 2009; Michalik et al., 2010), et 2
sesquiterpénes, le spathulénol et le carophylléne, sont décisifs pour 1’arriére-goQt apporté par les
SGs (Cornara et al., 2001 ; Tsanava et al., 1991).
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2.4.3 Meétabolisation des SGs par ’homme

Les SGs se différentient des autres édulcorants non nutritifs par leur métabolisation chez
I’homme (Magnuson et al., 2016). Une étude pharmacocinétique a permis de mettre en évidence
la métabolisation chez I’homme des 2 principaux SGs, le ST et le RebA (Wheeler et al., 2008). Les
auteurs ont réalisé des prélévements de plasma sanguin, d’urine et de feces chez 10 individus
humains en bonne santé suite a une prise orale de ST et RebA. La premiere étape de la
métabolisation est le clivage des liaisons osidiques par la flore bactérienne de I’intestin gréle et du
gros intestin pour former le stéviol. Des études cliniques ont démontré que les SGs n’ont pas d’effet
sur la glycémie chez ’homme (Carakostas et al., 2008), et qu’ils possédent une propriété
acalorique. Il est donc supposé que les résidus osidiques produits par le clivage des SGs en stéviol
sont utilisés par le microbiote du colon (Magnuson et al., 2016). Le stéviol est absorbé et transporté
vers le foie ou il subit une glucuro-conjugaison pour former le stéviol glucuronide, par I’action de
1’UDP-glucuronosylltransférase UGT2B7 (Chen et al., 2017). Ce conjugué apparait dans le plasma
sanguin entre 8h et 12h apres administration orale. Durant les 72h apres administration orale, le
stéviol glucuronide est excrété dans les urines, et correspond a une élimination de 59% et 62% de
la dose ingérée en RebA et ST respectivement. Chez I’homme, le métabolite principal résultant de
I’ingestion de SGs est le stéviol glucuronide (Geuns et al., 2006), mais de faibles quantités de
stéviol sont éliminées dans les feces (Wheeler et al., 2008). Des études in vitro ont montré que le
RebA, RebB, RebC, RebD, RebE, RebF, RebM, DulA et SB sont totalement hydrolysés en stéviol
par des matieres fécales en 24h (Purkayastha et al., 2014, 2015), indiquant la méme métabolisation

chez ’homme pour tous les SGs.

En résumé, ces études montrent que tous les SGs majoritaires sont dégradés en stéviol par
la flore bactérienne du systéeme digestif, pour étre ensuite glucuronidés par le foie et enfin
transportés pour son excrétion dans les urines (Figure 1.2.14).
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Figure 1.2.14. Absorption, digestion, métabolisation, et excrétion des glycosides de stéviol chez I’homme
(Magnuson et al., 2016)
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2.4.4 Effets bénéfiques sur la santé humaine

Actuellement, les effets des édulcorants non-nutritifs sur le métabolisme humain ne sont
pas clairement démontrés (Romo-Romo et al., 2017). Il n’existe pas de lien de cause a effet

clairement établi entre leur consommation et les risques pour la santé humaine (Olivier et al., 2015).

Depuis la découverte des SGs dans la communauté scientifique, de nombreuses études in
vivo et in vitro ont évalué les effets des SGs sur la santé humaine, nécessaires pour leur approbation
par les autorités sanitaires. Il a été prouvé que les SGs ne sont pas carcinogénes (Brusick, 2008) ,
ni allergénes (Urban et al., 2015). De plus, la consommation quotidienne de SGs diminue les
risques d’apparition d’une hyperglycémie diabétique induite par un régime riche en matiere grasse
(Diabete de type Il) chez les souris (Philippaert et al., 2017). Des revues scientifiques font donc
état de propriétés thérapeutiques des SGs et des extraits de Stévia (Carrera-Lanestosa et al., 2017;
Mathur et al., 2017) : antioxydant, antihypertenseur, antidiabétique, anticancéreux. Les auteurs
proposent méme qu’ils soient considérés comme des traitements alternatifs aux syndromes

métaboliques.
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3 Amélioration génétique de la Stévia

La culture de Stevia rebaudiana en tant qu’espéce d’intérét industriel est récente a travers le
monde. Les premiers programmes d’amélioration en dehors du Paraguay ont vu le jour au Japon et
en Corée a partir des années 1970. Des programmes se sont ensuite développés a partir des années
1980-1990 en Chine, Malaisie, Etats-Unis, Inde et plus récemment en France. L’amélioration
variétale de cette espeéce a principalement été réalisée par sélection massale, permettant d’améliorer
des populations cultivées génération apres génération, en se focalisant sur la production de
biomasse et I’optimisation de la teneur et la composition en SGs. D’une maniére générale, les traits
sélectionnés sont peu nombreux et méme la sélection du caractére biomasse foliaire est tres peu
documentée. Si de la diversité génotypique et phénotypique existe, alors I’amélioration de cette
espece relativement récente laisse supposer qu’un gain génétique important peut étre atteind.
Néanmoins, pour cela il est nécessaire d’avoir connaissance du phénotype et du génotype des
ressources genétiques existantes. De plus, les traits a améliorer pour une production BIO peuvent

étre plus spécifiques.

L’amélioration variétale de Stevia rebaudiana doit faire face a plusieurs contraintes. Il
n’existe pas de large collection de Stevia rebaudiana référencee et accessible. Les informations sur
les ressources génétiques utilisées ou commercialisées dans le monde et leurs origines sont
partielles, voir secrétes. Les échanges de graines sans tracgabilité rendent également difficile
I’identification du matériel végétal. De plus, les bases génétiques impliquées dans 1’expression des
caractéres d’intérét sont trés peu documentées, tout comme les informations génomiques. Il
n’existe pas non plus d’étude caractérisant la variabilité phénotypique d’un grand nombre de
ressources génétiques. Le probléeme majeur limitant qui découle de ces contraintes est la faible

caractérisation des ressources génétiques de cette espece.
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Figure 1.2.15. Variabilité de la morphologie aérienne de Stevia rebaudiana (Tateo et al., 1998)
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3.1 Caractérisation des ressources génetiques de Stevia rebaudiana

A cause du fort intérét économique de la Stévia, les programmes de sélection dans le monde
restent relativement secrets sur leurs ressources génétiques et leurs origines. La variabilité
phénotypique décrite dans la littérature n’est caractérisée que sur un nombre réduit de génotypes
dans chaque étude. En majorité, les publications scientifiques indiquent seulement qu’elles sont
issues de sélection locale, et ’échange de matériel végétal est tres réduit. Ajouté a cela, 1’absence
d’informations génomiques et de tragabilité rendent complexe 1’appréciation de la variabilité

phénotypique existante dans le monde.

3.1.1 Lavariabilité phénotypique décrite

3.1.1.1 Variabilite de la production de biomasse

Stevia rebaudiana étant une espece pérenne, elle peut étre cultivée pendant plusieurs années
consécutives, ou en systétme de production annuelle, en fonction de son adéquation avec les
conditions environnementales. La rentabilité de cette culture est donc fortement dépendante du
rendement en biomasse foliaire et nécessite la sélection de génotypes performants et I’identification
d’un itinéraire cultural adapté. Dans une étude sur 3 génotypes Criolla, la production de biomasse
foliaire est le caractere le plus important pour I’obtention d’un rendement en SGs amélioré (Barbet-
Massin, 2015).

La biomasse foliaire est un caractére trés variable chez Stevia rebaudiana en termes
d’architecture, de morphologie foliaire et de rendement en fonction du génotype. Une collection
de 10 genotypes cultivés en Malaisie révele la variabilité de la hauteur du plant, du nombre et de
la circonférence des tiges, du nombre et de la taille des feuilles (Abdullateef & Osman, 2011). Cette
variabilité se traduit par différents types d’architecture pouvant étre classée en 4 a 6 groupes (Figure
1.2.15) d’apres les observations morphologiques de 13 génotypes provenant du Paraguay (Tateo et
al., 1998). Ces architectures ont été ensuite simplifiées sous les termes de port droit pour des axes

principaux dominants, et buissonnants pour des ports se ramifiant (Barbet-Massin, 2015).

Des corrélations entre caracteres phénotypiques liés a la biomasse aérienne ont été
répertoriées dans la littérature. Elles peuvent constituer un outils d’aide a la sélection, mais ces
corrélations impliquent peu de variables descriptives de la canopée (Yadav et al., 2011). Une

premiére étude a corrélé positivement le nombre de feuilles et de tiges a la biomasse foliaire, sans
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implication de la taille des plants (Buana, 1958), alors que plus tard le nombre de feuilles, la taille

des plants (Buana & Goenadi, 1985), et le nombre de tiges (Chalapathi et al., 1998) ont montré une
corrélation positive avec la production de biomasse. En dehors de ces corrélations phénotypiques,

le lien entre structure de la canopée et rendement n’a pas été démontré chez Stevia rebaudiana.

Les rendements sont extrémement variables, pouvant aller de 1,5 T/ha en Suisse a 7 T/ha
aux Etats-Unis, avec des densités de plantation quasi équivalentes de 99 000 et 100 000 plants par
hectare respectivement (Vouillamoz et al., 2015; Parris et al., 2016). Les rendements sont
dépendants des génotypes et de leur interaction avec 1’environnement (Barbet-Massin, 2015; Parris
et al., 2016). 11 est donc nécessaire d’identifier et de sélectionner des génotypes adaptés pour
chaque aire de production. De plus, la pérennité de cette culture est dépendante de la reprise de la
croissance apres I’hiver. En France, un taux de survie de seulement 17% a été reporté dans une
¢tude, démontrant la nécessité de sélectionner des génotypes adaptés au passage de I’hiver (Barbet-
Massin et al., 2016), comme la variété SW 107 qui a une forte capacité de survie aux Etats-Unis
(Shock & Parris, 2017a).

Malgré I’absence de connaissance sur le déterminisme génétique du rendement en biomasse
foliaire, une étude a montré que ce caractere est fortement héritable dans 13 populations demi-
freres (h2 = 75.5) (Brandle & Rosa, 1992a). Ce résultat est particulierement encourageant pour

I’amélioration variétale de Stevia rebaudiana.

3.1.1.2 Variabilit¢ de la teneur et de la composition en

glycosides de stéviol

Associée a une forte production de biomasse foliaire, une forte teneur en SGs est souhaitée
pour obtenir les rendements les plus productifs. Cependant, en fonction des caractéristiques
structurales en lien avec les propriétés organoleptiques, les profils en SGs doivent également étre

sélectionnés (2.4.2 Propriétés organoleptiques des SGs et perception du go(t).

La teneur en SGs est un caractere tres variable chez Stevia rebaudiana. En Bulgarie, la
teneur en SGs totaux varie entre 8 et 22 % w/w pour 26 génotypes d’une collection locale, avec
des teneurs en ST allant de 4 a 9 % w/w et en RebA de 3 & 14 % w/w (Denev et al., 2017). Au sein
d’une collection de 96 génotypes évalués en France, la teneur en SGs varie de 4.57 a 12.29 % w/w
(Barbet-Massin et al., 2016). 25 génotypes d’origine géographique diverse (Brésil, Paraguay et
Italie) ont été evalués en Italie et montrent des teneurs en SGs allant de 9.44 a 27.38 % w/w

(Montoro et al., 2013). La gamme de variabilité de cette composante est trés importante et dépend
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du génotype, de son interaction avec I’environnement et de 1’dge de la culture (Figure 1.2.16)

(Barbet-Massin et al., 2016; Parris et al., 2016). Il a été démontré que la teneur en ST est fortement
héritable (Brandle & Rosa, 1992b). Cependant, le déterminisme génétique de la teneur en SGs
totaux n’est pas encore ¢lucidé. La caractérisation de 1’expression des 3 UGTs dans les feuilles par
RT-qPCR a montré une corrélation positive entre 1’expression de I’'UGT85C2 et la teneur en SGs
totaux dans les feuilles jeunes (Mohamed et al., 2011). Les auteurs suggerent que cette enzyme est

I”étape clé pour I’accumulation en SGs.
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Figure 1.2.16. Variabilité de teneur et composition en SGs dans une collection de 96 génotypes de la variété
Criolla (Barbet-Massin et al., 2016). ST : Stévioside ; RA: Rebaudioside A; RC: Rebaudioside C; RF:
Rebaudioside F.

La composition en SGs, ¢’est-a-dire la proportion respective de chaque SGs par rapport aux
SGs totaux, est relativement stable en fonction du génotype et de I’année de production (Barbet-
Massin et al., 2016). Cette observation est également confirmée sur des cultures in vitro de Stevia
rebaudiana, comparée a la plante entiére (Bondarev et al., 2001). Dans ces études, seule la teneur
en SGs rapportée a la masse seche foliaire varie. Une large variabilité de profils en SGs est décrite
dans la littérature, comme dans 1I’étude de 96 génotypes de la variété Criolla (Barbet-Massin et al.,
2016). La composition en 5 SGs ameéne les auteurs a classer cette diversité en 4 clusters (Figure
1.2.16) et révéle la grande variabilité de profils au sein d’'une méme population. Ainsi, les gammes
de variabilité sont importantes allant de génotypes n’accumulant pas de RebA (Barbet-Massin et
al., 2016) a des genotypes dont le profil est composé a 75% de RebA (Lankes & Grosser, 2015),
ou jusqu’a 89% pour des variétés améliorées (Alvarez Britos, 2012a,b). La ségrégation des teneurs

en SGs dans des 13 populations demi-fréres montre que la présence/absence de RebA et de RebC
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est un caractere monogénique, et que leur proportion respective est un caractere multigénique

(Brandle, 1999). Une mutation perte de fonction dans le géne codant pour 'UGT76Gl1 entraine
I’absence de synthése de RebA (Yang et al., 2014), mais le déterminisme genétique de la proportion
en SGs n’a pas encore ét¢ élucidé. L’analyse du transcriptome de 3 génotypes de Stevia
rebaudiana, dont les profils en SGs sont opposés en termes d’accumulation en RebA, révéle des
différentiels d’expression des genes spécifiques de la voie de biosynthése des SGs (Chen et al.,
2014). Le génotype accumulant la plus forte teneur en RebA, et par conséquent la plus forte
proportion, montre une expression transcriptionnelle nettement supérieure des génes KA13H,
UGTS85C2 et UGT76G1. Ce résultat suggere que I’accumulation en RebA serait dépendante de la

régulation transcriptionnelle des genes impliqués dans sa synthese.

3.1.1.3 Effets des stress abiotiques

Comme toute culture, la Stévia est soumise aux fluctuations de I’environnement, pouvant
impacter sa productivité. De nombreuses études traitent également de ’incidence des pratiques
culturales chez Stevia rebaudiana en Europe (pour revue : Angelini et al., 2018). Ici, nous

résumerons les parameétres impactant le plus la productivite.

Comme indique précédemment, la Stévia est une plante de jours courts dans son habitat naturel,
les régions semi-humides voir subtropicales du Paraguay (Yadav et al., 2011). En conditions
contrdlées de jours longs, la biomasse foliaire est 4,4 fois supérieure et la teneur en SGs 3,4 fois
supérieure comparées aux conditions de jours courts (Ceunen & Geuns, 2013a). L’accumulation
spatiale des SGs (en fonction de 1’age de la feuille) n’est pas influencée par la photopériode : la
teneur reste significativement supérieure dans les feuilles jeunes comparées aux feuilles agées
(Mohamed et al., 2011).

La densité de plantation impacte la croissance et le rendement en biomasse foliaire. Une étude
a comparé des densités de plantation allant de 37 000 a 110 000 plants/ha (Kumar et al., 2014). Le
nombre de tiges et de feuilles, ainsi que le rendement en biomasse foliaire par plant évolue
négativement avec la densité, révélant une croissance moins optimale. Mais ramené a I’hectare, le
rendement en biomasse foliaire augmente d’environ 40 %. La teneur en SGs n’est pas influencée

par ce parametre.

La Stévia requiert une irrigation adaptée. Elle est particulierement sensible a la saturation en
eau des sols mais également a la sécheresse (Pordel et al., 2015). Ces 2 phénomeénes ont un impact

négatif sur les composantes du rendement. Une irrigation restituant 100% de 1’évapotranspiration
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permet d’obtenir les meilleurs rendements en biomasse foliaire (Lavini et al., 2008). La teneur en

SGs diminue par une période de sécheresse (Hajihashemi & Geuns, 2016)

L’apport de nutriments est un facteur important de la culture. Le déficit en macronutriments
(N, P, S, Mg et Ca) et en micronutriment (uniquement Cu) conduisent a une diminution de la teneur
en SGs totaux (Kafle et al., 2017). Une faible teneur en azote dans les feuilles (= 1 % w/w) est
corrélée avec une diminution de la biomasse foliaire et une augmentation de la teneur en SGs,
contrairement a de fortes teneurs en azote (> 2,5 % w/w) qui augmentent la production de biomasse
foliaire et diminuent la teneur en SGs, conduisant a un effet négatif sur le rendement en SGs en
conditions contrblées (Barbet-Massin et al., 2015). 1l est donc nécessaire d’identifier les apports
azotés pour optimiser la production de biomasse foliaire, tout en conservant une accumulation en

SGs optimale.
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Tableau 1.2.3. Microorganismes affectant Stevia rebaudiana dans le monde, provoquant des maladies foliaires,
racinaires et de la tige

Maladie Agent causal Type Localisation Références
Alternariose Alternaria alternata Champignon Inde (Maiti et al., 2007)
(tache foliaire) (Ascomycete)
Tache foliaire Alternaria steviae Champignon Japon (Ishiba et al., 1982b)
(Ascomycéte) Egypte (Hilal & Baiuomy, 2000)
Tache foliaire Pseudomonas Bactérie Floride (Strayer et al., 2012)
cichorii

Septoriose Septoria steviae Champignon Japon (Ishiba et al., 1982a)
(tache foliaire) (Ascomycéte) Canada (Reeleder, 1999)

Caroline du Nord (Lovering & Reeleder, 1996)

Inde (Bhandari & Harsh, 2006)
Moisissure grise  Botrytis cinerea Champignon Italie (Garibaldi et al., 2009)

(Ascomycete) Egypte (Hilal & Baiuomy, 2000)

Virus de la Tomato Spotted Wilt ~ Virus Amérique du Nord  (Koehler et al., 2016)
maladie bronzée Virus Gréce (Chatzivassiliou et al., 2007)
de la tomate
Mosaique du Cucumber Mosaic Virus Espagne (Chatzivassiliou et al., 2016)
concombre Virus
Pourriture Sclerotium rolfsii Champignon Caroline du Nord (Koehler & Shew, 2014a)
racinaire (Basidiomycete)  Gréce (Chatzivassiliou et al., 2016)

Pourriture de la
tige

Flétrissement
(verticilliose)

Flétrissement

Pourriture
racinaire

Pourriture
racinaire

Pourriture
racinaire

Pourriture
charbonneuse

Non déterminée

Sclerotinia
sclerotium

Verticillium dahliae

Fusarium oxysporum

Fusarium
semitectum, F. solani

Rhizoctonia solani

Pythium myriotylum ,
P.irregulare , P.
aphanidermatum

Macrophomina
phaseolina

Phytoplasma
(groupe 16SrxXI1V)

Champignon
(Ascomycete)

Champignon
(Ascomycéte)

Champignon
(Ascomycéte)

Champignon
(Ascomycéte)

Champignon
(Basidiomycete)

Oomycéte

Champignon
(Ascomycéte)

Mollicute

Inde
Italie

Egypte

Caroline du Nord
Canada

Amérique du Nord

Egypte

Egypte

Egypte

Caroline du Nord

Caroline du Nord
Egypte

Inde

(Kamalakannan et al., 2007)
(Carrieri et al., 2016)
(Hilal & Baiuomy, 2000)

(Koehler & Shew, 2014b)
(Chang et al., 1997)
(Farrar et al., 2000)
(Hilal & Baiuomy, 2000)
(Hilal & Baiuomy, 2000)

(Hilal & Baiuomy, 2000)

(Koehler et al., 2017)

(Koehler & Shew, 2018)
(Hilal & Baiuomy, 2000)

(Samad et al., 2011)

50



Partie 1, Chapitre 2 : Contexte scientifique
3.1.1.4 Effets des stress biotiques

Les stress biotiques sont causés par des organismes vivants (parasites animaux,
champignons, bactéries, et plantes adventices), conduisant a une interaction défavorable pour la
plante. On parle alors de maladies infectieuses, parasitaires. 1l a été estimé sur 10 grandes cultures
que ces stress sont responsables de 32% de perte de rendement avec une protection de culture, et
pourraient conduire a 67% de pertes potentielles sans protection phytosanitaire ou mécanique
(Oerke & Dehne, 2004). Dans cette étude, les pertes de rendement ont été causées a 10,1% par les
parasites animaux, 9,9% par les champignons et bactéries, 9,4% par les plantes adventices et 2,7%
par les virus. La lutte chimique reste actuellement le principal moyen de protection des cultures

contre ces stress biotiques, et elle n’est donc utilisable qu’en agriculture conventionnelle.

Stevia rebaudiana est sensible a la présence de plantes adventices, en particulier lors de son
implantation (Angelini et al., 2018). Cette compétition provoque une réduction de la biomasse
aerienne et de la formation des ramifications, un retard de floraison, et rend la récolte plus difficile
(Harrington et al., 2011). Les principales méthodes de désherbage utilisées, hors lutte chimique,
sont la lutte mécanique et manuelle, et la couverture du sol par du plastique noir (Basuki, 1990).
Des méthodes alternatives complémentaires peuvent étre envisagées dans le cas d’un itinéraire
cultural biologique : utilisation des phénomeénes d’allopathie, utilisation de culture de couverture,
gestion des nutriments, agencement de la plantation, lutte biologique et physique (Angelini et al.,
2018).

Différents microorganismes responsables de maladies racinaires ou foliaires ont déja été
identifiés a travers le monde, et peuvent entrainer une perte de rendement direct chez Stevia
rebaudiana (Tableau 1.2.3). Parmi ces infections, 2 pathogenes fongiques sont fréquemment
décrits : Septoria steviae et Sclerotium rolfsii, responsable de maladies foliaire et racinaire

respectivement.

Sclerotium rolfsii est responsable de la pourriture racinaire chez Stevia rebaudiana. Le
mycélium de ce champignon (filament blanc) apparait au niveau du collet et se développe vers les
racines, entrainant leur décomposition (Figure 1.2.17) (Kamalakannan et al., 2007). Cette maladie
provoque un jaunissement, une fanaison des feuilles, et entraine un flétrissement du plant entier.
Ces symptomes entrainent 65% de perte de rendement en biomasse foliaire seche chez Stevia
rebaudiana (Chavan, 2017).
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Figure 1.2.17. Plants de Stevia rebaudiana atteint par Sclerotium rolfsii, responsable de maladie racinaire. (A)
Fanaison et flétrissement des feuilles. (B) Mycélium blanc et sclérotes au niveau du collet. Crédit photo : C. Hastoy

Figure 1.2.18. Plants de Stevia rebaudiana atteint par la septoriose. (A) Nécroses foliaires sur la partie basses des
plants. (B) Spots nécrotiques entourés de halos chlorotiques. Crédit photo : C. Hastoy

52



Partie 1, Chapitre 2 : Contexte scientifique
L’utilisation de fongicides, tel que I’héxaconazole a 0,1% ou les Qol (Quinone outside inhibitors),

se révele efficace contre ce pathogene chez la Stévia (Chavan, 2017; Koehler & Shew, 2017). Des
approches de biocontréle améliorent également la résistance contre 1’invasion par Sclerotium rolfsii
en Inde (Angayarkanni, 2013). En effet, I’auteur a identifi¢ des souches bactériennes de la
rhizosphére (Pseudomonas fluorescentes et Bacillus subtilis) ayant un effet antagoniste a ce
pathogeéne. Des sources de résistance contre celui-ci ont été identifiées chez le pois (Shirsole et al.,
2018), mais pas encore chez Stevia rebaudiana. Ce pathogéne a été décrit sur tomate dans le Sud-
Ouest, et peut donc représenter un risque pour I’implantation de la Stévia, pour lequel il existe peu

de moyens de lutte (Blancard, 2014).

Le genre Septoria est responsable de ’apparition de spots marron, nécrotiques sur les
feuilles, entourées de halo chlorotique. Ces symptomes apparaissent tout d’abord sur la partie basse
de la plante et se propagent ensuite vers le haut (Figure 1.2.18). Ils conduisent a la nécrose foliaire
puis a la defoliation du plant, impliquant une perte directe du rendement de production en SGs
pouvant atteindre 50% (Ishiba et al., 1982a; Lovering & Reeleder, 1996; Reeleder, 1999; Bhandari
& Harsh, 2006). La septoriose survit pendant I’hiver grace aux débris de culture infectés (Reeleder,
1999), et est disséminée par contact ou par les éclaboussures. Cette maladie est donc fortement
persistante au fil des années. Il serait possible de minimiser I’impact de la septoriose par les
pratiques culturales, en réduisant la durée d’humidité au niveau du plant par la circulation de I’air
dans la canopée et en adaptant le régime d’irrigation (Angelini et al., 2018). Cependant, I’efficacité
de ces pratiques n’a pas encore été démontrée chez Stevia rebaudiana. Une étude a montré
I’existence de résistance quantitative a la septoriose au sein d’un germplasm de Stévia au Canada
(Reeleder, 1999), révelant la possibilité de selectionner selon ce critére et d’apporter un gain
génétique a I’espece. L’identification de sources de résistance est le meilleur moyen de lutte contre
ce pathogene (Yadav et al., 2011), avec la sélection éventuelle de structure de la canopée ne
favorisant pas le développement de la maladie, comme chez le blé (Scott et al., 1985). Des espéces
du genre Septoria sont présentes en France, telles que Septoria cucurbitaceaum, Septoria
lycopersici, et Septoria lactucae (Blancard, 2018). Il est donc primordial d’évaluer leur incidence

potentielle sur Stevia rebaudiana.
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3.2 Amélioration génétique de Stevia rebaudiana

3.2.1 Etats des lieux de la sélection et informations génomiques
disponibles

3.2.1.1 Criteres de sélection passés

Les programmes de sélection et d’amélioration se sont tout d’abord intéressés a augmenter
la teneur totale en SGs dans les feuilles de Stevia rebaudiana. En 3 décennies, la sélection
essentiellement massale de Stevia rebaudiana a permis de doubler cette teneur en passant de 5-10
% w/w de SGs a jusqu’a 20 %w/w (Yao et al., 1999). Ainsi des variétés améliorées pour ce
caractére sont apparus dés 1978 en Corée (Lee et al., 1978), et le dép6t de brevet de variétés a
débuté dés 1984 au Japon (Morita, 1984 ; Yadav et al., 2011). Ce caractere majeur continue de

faire 1’objet de sélection.

Cette teneur totale n’est cependant pas suffisante. Les programmes de sélection se sont
rapidement tournés vers 1’amélioration de la composition en SGs a cause de 1’amertume apportée
par le ST. L’objectif des sélectionneurs a donc été d’augmenter la teneur en RebA et le ratio
RebA/ST. En 1982, une premiére variété (Suweon 11) exprimant un ratio RebA/ST de 0,96 et une
teneur en SGs de 22,4 % w/w a été sélectionnée a partir de ressources génétiques dont le ratio
n’¢était que de 0,36 (Lee et al., 1982). En 1987 Morita développa également une variété clonale
dont le ratio RebA/ST atteint 9,1 mais dont la teneur en SGs n’est que de 10,2 % w/w (Yadav et
al., 2011). Des variétés de la population Morita ont été également développées et montrent des
ratios RebA/ST > 2,56 (Morita & Bu, 1998) ou > 4 (Morita et al., 2007). La variété synthetique
AC Black Bird permet d’obtenir un fort ratio de 9,1 (Brandle, 2001).

3.2.1.2 Critéres de sélection actuels et futurs

La teneur en SGs a continué d’étre optimisée ces derniéres années. Certaines variétés
développées affichent ainsi des teneurs allant jusqu’a 28 % w/w (Wang, 2016; Wang et al., 2018).
Les progres sur I’identification des SGs accumulés minoritairement et la caractérisation de leur
propriété gustative ont amené les sélectionneurs a développer des variétés accumulant de forte
teneur en RebD (0,5-3,25 % wi/w) et en RebM (0,5-1,15% wi/w) (Brower et al., 2014; Li et al.,
2017a,b,c; Markosyan et al., 2017; Michigan States University, 2018). Une attention particuliére
est maintenant portée a la sélection pour ces composés mineurs. Ainsi la composition en SGs n’est
plus uniguement définie par le ratio RebA/ST, mais par la proportion respective de chaque SGs par

rapport au SGs totaux.
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La teneur et la composition en SGs sont les criteres premiers de sélection mentionnés par

les sélectionneurs. Récemment, de nouveaux caractéres sont mentionnés dans les développements
variétaux. Ainsi, des variétés développees seraient résistantes a la sécheresse (Garnighian, 2012;
Casaccia et al., 2016), adaptées aux sols argileux (Garnighian, 2012) ou a des sols faiblement
fertiles (Casaccia et al., 2016). La résistance a des maladies foliaires a été un critére de sélection
au Japon (Septoriose et Alternariose), en Malaisie (Morita et al., 2007; Alvarez Britos, 2012b,a),
et aux Etats-Unis avec la variété T60 résistance a Fusarium spp et Sclerotinia spp (Garnighian,
2012). Ces sélections correspondent aux programmes d’amélioration au Paraguay (Casaccia et al.,
2016), aux Etats-Unis (Parris et al., 2016), et en Malaisie (Alvarez Britos, 2012b,a), mais certains

de ces programmes n’indiquent pas si ces caracteres ont fait 1’objet de leur schéma de sélection.

En Europe, et en général dans ’hémisphére Nord, la capacité de survie a I’hiver est un
critére primordial pour garantir la pérennité de la culture (Barbet-Massin et al., 2016), mais ce
caractére n’a pas encore été clairement travaillé en sélection. Un seul génotype (Gawi) a été
clairement identifié comme adapteé au climat tempeéré (Lankes & Zabala, 2011). Pour I’'implantation

d’une production pérenne BIO, ce trait est primordial a sélectionner.

Dans le cas d’une production BIO en Europe, il est prioritaire de sélectionner les profils en
SGs, I’adaptation au climat tempéré qui se traduit par la productivité de biomasse foliaire et la

capacité de survie pendant I’hiver, ainsi que la résistance aux maladies foliaires.
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3.2.1.3 Apport des informations génomiques
Stevia rebaudiana est une espece diploide (2n=22) et son génome est estimé a 1C =1 330
Mbp soit environ 10 fois celui d’Arabisopsis thaliana (Frederico et al., 1996; de Oliveira et al.,
2004; Yadav et al., 2014). Malgré le tres fort intérét économique représenté par la Stévia, et le
développement des techniques de séquencage, les informations en libre acces sur le génome sont

relativement pauvres.

Les premiéres informations génomiques sont apparues en 2002, avec le séquencgage d’une
librairie d’ADNc (5 548 Expressed Sequence Tag) réalisé pour comprendre et élucider la voie de
biosynthése des SGs (Brandle et al., 2002). Ainsi jusqu’en 2014, aucune donnée de séquengage n’a
¢té ajoutée aux bases de données publiques. C’est le projet de séquencage des génomes des

Asteraceae (http://compgenomics.ucdavis.edu/compositae database.php; Compositae Genome

Project) aux Etats-Unis qui a fourni a la communauté scientifique une plus large banque d’ESTs
de Stevia rebaudiana (Hodgins et al., 2014). Trés récemment, PureCircle Stevia Institute et
KeyGene ont annoncé le séquencage de Stevia rebaudiana (PureCircle, 2017) mais aucun
génome exploitable n’est pour le moment accessible dans les bases de données publiques.
L’obtention de ce type de référence est un grand pas en avant car il permet de mieux comprendre

I’organisation d’un génome, sa complexité et facilite les recherches de marqueurs génétiques.

Peu de marqueurs moléculaires pour la caractérisation de la diversité génétique sont
disponibles chez Stevia rebaudiana et leur développement est relativement récent (Tableau 1.2.4).
On dénombre des marqueurs aléatoires de type ISSR (Heikal et al., 2008; Sharma et al., 2016) et
RAPD (Yao et al., 1999; Chester et al., 2013; Abdelsalam et al., 2016; Sharma et al., 2016). Ces
marqueurs sont simples a développer, mais ciblent aléatoirement les régions du genome et sont peu
reproductibles (Singh & Singh, 2015). La banque de 5548 ESTs en libre acces a permis de
démarrer I’identification de centaines de marqueurs SSR (Simple Sequence Repeat) (Bhandawat
et al., 2014; Kaur et al., 2015). Ces derniers sont spécifiques, polymorphes, révélent un grand
nombre d’alléles (Singh & Singh, 2015) et sont donc plus informatifs pour la caractérisation de la
diversité génétique (Gong et al., 2013; Jain et al., 2014). Ils ont été largement développes chez
d’autres especes pour 1’identification de variétés, la caractérisation de germplasm, la cartographie
génétique et la sélection assistée par marqueurs (Singh & Singh, 2015). Une seule étude répertorie
un set de 44 510 marqueurs SNPs et 10 070 SSRs, identifiés par le séquencage du transcriptome
de 3 génotypes (Chen et al., 2014). Grace a 1’obtention d’un génome de référence, PureCircle a
identifié 7 824 613 marqueurs SNPs, mais ils ne sont pas en libre acces (Markosyan et al., 2017).
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Ces marqueurs sont les plus abondants dans le génome, et par conséquent les plus résolutifs, malgré

leur degré de polymorphisme moins élevé par rapport aux SSRs (Singh & Singh, 2015).

Dans les programmes d’amélioration, les informations génomiques et les outils de
génotypage permettent de réduire les codts et le temps de sélection par Sélection Assistée par
Marqueurs (SAM). Cette approche réside sur I’identification de corrélations statistiques entre
phénotype d’intérét et régions du génome. Ces corrélations sont établies grace aux cartes
génétiques, développées a partir de marqueurs moléculaires, et I’analyse d’un grand nombre de
ressources génétiques révélant un maximum de variabilité phénotypique. Des marqueurs RAPD
ont été utilisés pour créer la seule carte génétique publiée chez Stevia rebaudiana. Les auteurs
obtiennent 21 groupes de liaison avec 183 marqueurs RAPD, distants entre eux d’en moyenne 7,6
cM (Yao et al., 1999). Cette carte génétique n’est pas suffisamment résolutive pour de la détection
de Quantitative Trait Loci (QTL) chez Stevia rebaudiana. Actuellement, seulement deux cas de
corrélation entre marqueurs et phénotype ont été établis, et font I’objet de brevets. 2 RAPD ont été
utilisé pour sélectionner des ratio RebA/ST > 3 (Hosono et al., 2001) et 8 SNPs pour identifier de
forte teneur en RebD et en RebM (Markosyan et al., 2017).

Tableau 1.2.4. Marqueurs moléculaires développés chez Stevia rebaudiana. RAPD : Random Amplified

Polymorphic DNA ; ISSR : Inter-Simple Sequence Repeat ; SSR : Simple Sequence Repeat : SNP : Single Nucleotid
Polymorphism

Marqueurs  Testés / Identifies Développés / Utilisés Références
RAPD 700 183 Yao etal., 1999
20 20 Chester et al., 2013
8 8 Abdelsalam et al., 2016
27 22 Sharma et al., 2016
ISSR - 7 Heikal et al., 2008
26 23 Sharma et al., 2016
SSR 107 52 Bhandawat et al., 2014
10 070 - Chenetal., 2014
168 18 Kaur et al., 2015
SNP 44510 - Chenetal., 2014
7824 613 48 Markosyan et al., 2017
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3.2.2 Variétes developpees

Il existe plusieurs types de variétés chez Stevia rebaudiana. On trouve principalement des
variétés populations provenant de systéme d’allofécondation ouverts, des variétés clonales et des
variétés synthétiques. Actuellement, il n’existe pas de variétés inscrites dans les catalogues officiels
internationaux ou européens. La plupart des variétés développées ne sont pas protégées. Les autres

sont protégées par un brevet international ou national (Tableau 1.2.5).

Les variétés les plus accessibles et présentes sur le marché a travers le monde chez Stevia
rebaudiana sont Criolla, Morita, Eirété et Katupyry (Casaccia et al., 2016). La variété Criolla est
la plus connue et la plus cultivée au Paraguay. Elle est propagée par semis et résulte de sélection
par les producteurs Paraguayens. L’inconvénient de cette variété est I’arriére-got amer, causé par
le ST qui représente en moyenne 64 % des SGs totaux. Les programmes de sélection paraguayens
ont ensuite développé deux variétés clonales, Eirété et Katupyry, inscrites aux RNCP (Registro
Nacional de Cultivares Protegidos, Paraguay). Eirété est particulierement adaptée a de forte de
fortes densités de plantation, permettant d’obtenir des rendements en biomasse foliaire annuels 3 a
5 fois supérieur par rapport a Criolla. Sa teneur en SGs est également supérieur (22 % wi/w), ainsi
que sa composition en RebA (52 % des SGs totaux). Katupyry est une variéeté tolérante a la
sécheresse et adaptée a des sols pauvres, et sa composition en RebA est équivalente a Eirete (53%
des SGs totaux) (Casaccia et al., 2016). Les variétés Morita (clonale ou population) ont été
développées par le programme de sélection Japonais pour de forte proportion en RebA (Morita &
Bu, 1998; Morita et al., 2007).

Des variétés portant ces dénominations sont maintenant vendues sous forme de graines
(Stevia Store, 2018), sans garantie qu’elles soient restées similaires a celles d’origines. Il semblerait
que les sélectionneurs paraguayens aient continué d’améliorer certaines de ces variétés amenant a
des dénominations supplémentaires. Les variétés Morita 1l et Il présentent actuellement de forte
proportion de RebA (60 et 75 % respectivement), et Morita III consomme 20% d’eau en moins
(Stevia Store, 2018).

En Europe, nous avons acces a la collection de ’EUSTAS (European Stevia Association)
qui référence officiellement 6 génotypes (C, D, E, F, Gawi, K) (Lankes & Grosser, 2015). Gawi
est particulierement intéressant car sélectionné pour son adaptation au climat tempéré (Lankes &
Zabala, 2011), ainsi que C pour sa forte teneur en RebA (Lankes & Grosser, 2015). Ces génotypes

peuvent servir de références entre études Européennes.
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ts de brevet pour des variétés de Stevia rebaudiana depuis 1998
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ts de brevet pour des variétés de Stevia rebaudiana depuis 1998 (Suite)
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Figure 1.2.19. Stratégie d’amélioration utilisée chez Stevia rebaudiana. (A) Sélection clonales pour 1’obtention des
variétés AKHL1 et AKHLA4 (Alvarez Britos, 2012b,a). (B) Variété Morita développée au Japon par sélection récurrente

assistée par marqueur RAPD (Morita et al., 2007). (C) Création de la variété synthétique AC Black Bird (Brandle,
2001).

62



Partie 1, Chapitre 2 : Contexte scientifique
3.2.3 Stratégies d’amélioration

Différentes stratégies d’amélioration sont répertoriées dans le monde et ont permis de
développer les variétés précédemment décrites. A 1’instar des origines des ressources génétiques,
les stratégies d’amélioration des variétés non protégées par des brevets ne sont pas décrites. La
premicre stratégie utilisée est la sélection massale, conduisant a I’amélioration génération apres
génération de la teneur en SGs par exemple et au développement de la variété Criolla au Paraguay
(Casaccia et al., 2016). Tous les programmes d’amélioration appliquent cette stratégie en premier
lieu pour évaluer leurs ressources génétiques et identifier des individus adaptés a leurs conditions,
pouvant servir de parents dans des stratégies d’amélioration. Les stratégies d’amélioration
présentées dans les brevets sont principalement basées sur 1’évaluation phénotypique, ce n’est que
tres récemment que ces programmes ont utilisé la SAM. Les stratégies se différencient par le

nombre et le type de croisement réalisé, et la génération des lignées parentales.

3.2.3.1 Schéma de sélection et d’amélioration

L’auto-incompatibilité de Stevia rebaudiana ne permet pas de générer des lignées pures par
autofécondation, contrairement aux espéces autogames, et a pour conséquence une forte
hétérozygotie. La stratégie la plus simple est donc la sélection clonale (Figure 1.2.19 A),
correspondant a la sélection d’individus remarquables au sein de la population hybride en 1°
génération, telles que les variétés clonales AKHL1 et ALHL4 (Alvarez Britos, 2012b,a). Ces
individus remarquables peuvent étre ensuite utilisés comme géniteurs pour la génération de variétés
population, méthode utilisée en Chine qui n’indique pas le gain apporté quantitativement (Haiyan

et al., 2008, 2012, Ping et al., 20153,b).

La sélection récurrente consiste a sélectionner les individus intéressants dans chaque
génération qui servent alors de géniteurs en mélange pour la génération suivante. C’est la valeur
générale de la population qui est améliorée au fil des générations (Figure 1.2.19 B). Cette sélection
a été utilisée pour développer la variété population Morita au Japon (Morita et al., 2007). Cette
stratégie a également servie pour I’identification des 4 géniteurs pour la 1’obtention de la variété
synthétique AC Black Bird (Brandle, 2001) (Figure 1.2.19 C). Les variétés clonales RSIT 94-1306
et RSIT 94-751 sont issues de ce méme schéma de sélection a partir de populations demi-fréres
issus de 13 génotypes parentaux (Brandle & Rosa, 1992a). Les variétés clonales SW 107 et SW
129 sont issues du méme schéma de selection (Shock & Parris, 2017a,b). Enfin, la stratégie de

rétrocroisement consiste a sélectionner les individus intéressants au sein d’une génération, qui sont
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ensuite interfécondés avec un des 2 géniteurs du premier croisement. Cette stratégie a été utilisée

récemment pour générer plusieurs variétés population (Li et al., 2017a; Markosyan et al., 2017,
Wang et al., 2017, 2018)

Trés peu de stratégie d’amélioration ont eu recours a la sélection assistée par marqueurs (SAM).
Des marqueurs RAPD ont permis de sélectionner les individus dans chaque génération pour la
création de variété Morita (Morita et al., 2007). 8 SNPs sont utilisés pour identifier les individus

dont les teneurs en RebD et RebM sont supérieurs (Markosyan et al., 2017).

3.2.3.2 Génération de lignées pures

L’haplodiploidisation par culture in vitro d’anthére a été utilisé aux Etats-Unis pour la création
de la variété clonale T60 a partir d’individus de la variété Criolla (Garnighian, 2012). Il n’est
recensé que dans un seul brevet des génotypes de Stévia supportant 1’autofécondation (Markosyan
& Jing, 2018). Ces avancés récentes permettent d’obtenir des individus homozygotes, appelés
lignées pures, utilisables pour générer des F1 hybrides, particulierement intéressantes pour la

vigueur d’hétérosis démontrée chez d’autres espéces (Townsend et al., 2013; Zaidi et al., 2013).

3.2.3.3 Augmentation de la ploidie et mutagénese

L’augmentation de la ploidie est une des stratégie utilisée pour 1’amélioration des composantes
du rendement chez Stevia rebaudiana (YYadav et al., 2011). En Chine, la méthode d’obtention de
plants tétraploides par traitement a la colchicine de méristemes axillaires fait 1’objet d’un premier
brevet (Xiang & Hong, 2012). Un second brevet chinois induit des individus tétraploide par
traitement a la colchicine de graines en germination en vue d’une propagation végétative (Zhang
et al., 2018). Ce doublement de la ploidie induit des stomates plus larges et une teneur en
chlorophylle supérieure, suggérant une activité photosynthétique et une capacité de transpiration
supérieure aux plants diploides. Cette stratégie améliore la croissance, la production de biomasse
foliaire, a travers I’augmentation de la surface foliaire, et la teneur en ST et RebA (Zhang et al.,
2018). En Chine, il a été montré que 1’obtention de plants de Stévia triploides est possible par
croisement d’individus tétraploides et diploides (Ping et al., 2015c). Cette méthode rend possible

la propagation d’hybrides triploides.

La mutagénese aléatoire par irradiation gamma a été utilisée pour générer des mutants de Stevia
rebaudiana accumulant plus de RebD et RebM (Brower et al., 2014). Les mutants identifiés ont
été utilisés pour des croisements biparentaux et les inventeurs ont réalisé une deuxiéeme série de

mutagéneése aléatoire.
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Les travaux de cette these s’inscrivent dans une stratégie de développement d’une filiére
de production et de transformation BIO de Stevia rebaudiana dans le Sud-Ouest de la France.
Cette production est naissante en Europe et les besoins de connaissances sont nombreux. 1l est
en particulier indispensable de pouvoir fournir aux agriculteurs des génotypes productifs

adaptés aux conditions de production du Sud-Ouest. Pour cela, il est indispensable de :

(1) Identifier des ressources génétiques adaptées aux conditions pédoclimatiques du bassin de
production

(2) Optimiser les itinéraires culturaux (date de semis, date de coupe, technique de protection
pour I’hiver, exigences d’une filiére BIO, etc...)

(3) Identifier les facteurs environnementaux majeurs susceptibles d’affecter la production. Ces
facteurs peuvent étre d’ordre abiotique (température optimale, sensibilité au gel, besoin en
eau, sensibilité a I’exceés d’eau, quantité et qualité de la lumicre, etc.) ou biotique

(4) Mettre en place un programme d’amélioration répondant aux cahiers des charges

Les travaux de cette these se sont concentrés sur la caractérisation de ressources
génétiques afin d’envisager la mise en place d’un programme d’amélioration. Ceci nécessite
I’exploration de la variabilité phénotypique et génotypique de cette espéce. Comme nous
I’avons précédemment vu, la caractérisation et la tragabilité¢ des ressources génétiques ne sont
pas disponibles chez Stevia rebaudiana. Les outils de génotypage sont peu décrits. La
variabilité phénotypique n’est décrite que sur un nombre réduit de ressources génétiques. Les
traits phénotypiques qui ont été les plus décrits sont la teneur et la composition en SGs.
Cependant, la composante de biomasse foliaire et la pérennité de la culture sont peu
caractérisées, surtout en climat tempéré. Le déterminisme de ces caractéres d’intérét ainsi que
les facteurs abiotiques et biotiques influencant la productivité de Stevia rebaudiana est

également peu documentée en climat tempére.
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Dans ce contexte, caractériser la variabilité génotypique et phénotypique de Stevia
rebaudiana est primordial en vue de la mise d’un programme de sélection et d’amélioration.
Au cours de cette these, j’ai pu participer au développement d’outils de génotypage, mais mes
travaux se sont concentrés sur la caractérisation phénotypique de cette espece. Les objectifs

sont :

(1) Le développement d’une méthode de quantification robuste des SGs

(2) L’évaluation de la variabilité phénotypique d’une collection de ressources génétiques en condition
pluriannuelle de production et identifier les descripteurs de cette variabilité

(3) La caractérisation de la mise en place des composantes du rendement au cours de la croissance de
Stevia rebaudiana

(4) L’identification de Septoria sp. affectant la Stévia et 1’évaluation de la réponse face a Septoria sp

Pour répondre a ces objectifs, nous avons tout d’abord collect¢ des ressources
géneétiques a travers le monde et mis en conservation une partie de ces ressources genétiques en
culture in vitro (Fraise concept’, Douville) et sous forme de boutures (INRA, Villenanve
d’Ornon). Nous avons validé une méthode de quantification de 10 SGs par HPLC en phase
inverse en partenariat avec le laboratoire MIB (Molécules d’Intérét Biologique, INRA,
Villenave d’Ornon) faisant I’objet du Chapitre 1 (Partie 2). En partenariat avec la station
d’expérimentation INVENIO, nous avons implanté¢ 1 parcelle expérimentale en 2015 et 2
parcelles en 2016 d’une collection de Stevia rebaudiana. Cependant, les aléas climatiques ont
conduit a la perte de la parcelle implantée en 2015, correspondant & ma 1% année de thése.
Nous avons évalué finement les composantes du rendement, a travers la caractérisation de la
canopée et I’analyse métabolique des feuilles, réalisés en 2°™ et 3¥™ année de thése sur les 2
parcelles implantées en 2016. La totalité de la collection (18 ressources génétiques) a été
phénotypée au stade bourgeons floraux durant 2 années et uniquement en 2°™ année, sur 2 sites
de production, faisant 1’objet du Chapitre 2 (Partie 2). La mise en place des composantes du
rendement a été caractérisée au cours du développement végétatif pour 5 ressources génétiques
en 2°M année de production sur 1 site expérimental, faisant I’objet du Chapitre 3 (Partie 2). En
partenariat avec I’'UMR SAVE (INRA, Villenave d’Ornon), nous avons mis en place une
surveillance des parcelles expérimentales pour 1’identification des pathogenes affectant la
Stévia. Cette surveillance nous a permis d’identifier 3 genres fongiques provoquant des
maladies foliaires ou racinaires (Septoria, Alternaria et Sclerotium). La prédominance de la
Septoriose nous a conduit & concentrer nos études sur cet agent pathogéne. Nous avons
caractérisé les souches isolées au cours des 3 années de theése par des observations

macroscopiques et moléculaires, par Multiple Loci Sequence Typing. Nous avons développé
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d’évaluer la réponse de 10 ressources génétiques de Stevia rebaudiana face
pathogene. Les notations de gravité de symptdémes sur les parcelles expérimentales nous ont

d’infection naturelle. Ces résultats font I’objet du Chapitre 4 (Partie 2).

un test en test d’inoculation de la Septoriose en conditions contrdlées qui nous a permis

permis d’obtenir une évaluation de la réponse des ressources g
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1 Introduction

Actuellement, 46 Glycosides de Stéviol (SGs) ont été identifiés dans les feuilles de Stevia
rebaudiana (Annexe Al). Le ST et le RebA sont les SGs les plus accumulés (entre 2-10 % par
rapport a la masse seche foliaire) (Ceunen & Geuns, 2013c). La caractérisation des propriétés
organoleptiques des SGs purs ou en mélange a montré I’importance du ratio entre RebA et ST
ainsi que des SGs minoritairement accumulés (Hellfritsch et al., 2012; Espinoza et al., 2014).
Parmi les SGs minoritaires, le RebD et le RebM sont particulierement intéressant pour leur
saveur sucrée sans amertume (Prakash et al., 2012, 2014). Il existe une grande variabilité de
composition en SGs chez Stevia rebaudiana en fonction du génotype (Montoro et al., 2013;
Barbet-Massin et al., 2016), conduisant a la nécessité de développer une méthode analytique
robuste pour la détermination des profils en SGs.

Plusieurs revues font le bilan des méthodes d’extraction ainsi que d’analyse qualitative ou
quantitative des SGs en laboratoire depuis leur découverte (Woélwer-Rieck, 2012; Ceunen &
Geuns, 2013c). La méthode de référence pour ’analyse de la teneur et la composition de 9 SGs
est 'HPLC (High Performance Liquid Chromatography) en phase inverse pour la sépération
des SGs suivi d’une détection UV (Ultra-Violet) (JECFA, 2010). Malgré le protocole de
référence du JECFA, cette méthode analytique a été énormément optimisée par ’utilisation de
différents instruments, colonnes, phases mobiles, et systemes de détection (Ceunen & Geuns,
2013; Zimmermann, 2018).

Les SGs sont des molécules amphiphiles, ¢’est-a-dire qu’elles sont composées d’une
partie hydrophobe (le stéviol) et d’une partie hydrophile (les résidus osidiques). Il existe
majoritairement 2 types de colonnes utilisées pour la séparation des SGs, Cis et NH.. Le
caractere polaire de la phase greffée NHz entraine I’élution des SGs dans ’ordre de polarité
croissante, correspondant a ’HPLC en phase normale. Le caractére hydrophobe de la phase
greffée Cig entraine une élution des SGs dans 1’ordre de polarité décroissant des SGs, on parle
alors d’HPLC en phase inverse. Majoritairement, les laboratoires utilisent ’HPLC en phase
inverse avec des colonnes Cig (250 x 4,6 mm; 5 um), comme référencé par le JECFA
(Mohamed et al., 2011; Pieri et al., 2011; Ceunen, 2012; Serfaty et al., 2013; Zeng et al., 2013;
Aranda-gonzéalez et al., 2014; Bililign et al., 2014; Barbet-Massin, 2015). Quelques études
développent des méthodes HPLC avec des colonnes et des tailles de particules plus petites (150
x2,1mm ;1,8 um; (Espinozacetal., 2014)). D’autres études utilisent I’HPLC en phase normale
avec des colonnes NH: de dimension 250 x 4,6 mm ; 5 um (Hearn & Subedi, 2009; Kafle, 2011;
Tavarini & Angelini, 2013; Wolwer-Rieck et al., 2014), ou 150 x 4,6 mm ; 5 um (Agilent,
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2011). Les méthodes sur colonne NHz permettent de détecter et quantifier uniquement le ST,
RebA et RebC (Hearn & Subedi, 2009; Kafle, 2011; Tavarini & Angelini, 2013).

Quel que soit le type de colonne, la phase mobile majoritairement utilisée est composée
d’eau et d’acétonitrile (ACN) dont les proportions sont adaptées au type de colonne. L’ACN
est un solvant organique polaire. Du tampon phosphate est parfois ajouté pour les colonnes Cig
(JECFA, 2010; Pieri et al., 2011; Ceunen, 2012; Zeng et al., 2013; Bililign et al., 2014; Karimi
et al., 2015) ou de I’acide acétique pour les colonnes NH» (Hearn & Subedi, 2009; Kafle, 2011,
Tavarini & Angelini, 2013) pour ajuster le pH. Deux types de phases mobiles sont utilisés,
correspondant au mode isocratique (stabilité de la composition de la phase mobile) ou au mode
gradient, ou les proportions d’eau et d’ACN varient au cours de I’analyse.

De nombreux protocoles d’extraction ont été développés pour 1’analyse des SGs a partir
des feuilles de Stévia. Ces méthodes débutent par une extraction a base d’alcool ou d’cau et se
poursuive par des étapes de purification, comme par exemple avec des agents d’élimination des
pigments avec des phases lipophyles, des procédures de fractionnement ou des extractions sur
phase solide (Ceunen & Geuns, 2013c). Pour des extractions analytiques, 1’cau est le solvant
majoritairement utilisé et I’incubation est faite en bain marie entre 50°C et 95°C (Mohamed et
al., 2011; Ceunen, 2012; Barbet-Massin, 2015). Les purifications sont rares dans la littérature
(Zeng et al., 2013), principalement pour éviter les pertes en SGs (Ceunen, 2012). Les extraits
sont ensuite centrifugés et filtrés avant I’injection en systéeme HPLC.

L’objectif de ce chapitre est donc de présenter la méthode développée en début de thése et
qui repose sur une méthode simple d’extraction aqueuse et d’analyse par HPLC permettant de
détecter et quantifier de fagon robuste les 10 SGs majoritairement accumulés dans les feuilles
de Stevia rebaudiana. Pour cela, différentes méthodes d’extraction et de séparation ont été
testées afin de valider la fiabilité¢ de I’identification des SGs par leur temps de rétention, et de

valider la répétabilité et la reproductibilité de la méthode d’extraction et de quantification.

74



Partie 2, Chapitre 1 : Développement et validation de la méthode d’extraction et de quantification des
glycosides de stéviol

2 Matériels et méthodes

2.1 Reéactifs et standards en glycoside de stéviol (SGs)

L’acétonitrile Chromasolv gradient-grade 99% (ACN) provient de Sigma-Aldrich
(France). Les standards en glycosides de stéviols (SGs) proviennent de la société Chromadex
(USA) et comportent le ST, RebA, RebB, RebC, RebD, RebM, DulA, Rub et SB (Tableau
I1.1.1). Ces 10 SGs ont été dissous a 1 000 ng/uL avec de I’eau ultra-pure. L’échantillon de

référence sous forme de poudre de feuilles séches provient de la société Oviatis (France).

Tableau 11.1.1. Nom, formule, teneur par rapport a la masse séche foliaire et masse molaire des 10 glycosides
de stéviol (SGs) étudiés

Nom R1 R2 % wiw Masse molaire

Stevioside B-Glc B-Gle-B-Gle(2-1) 5-10 804.87
o i B-Gllc-B-Glc(z-l) i

Rebaudioside A B-Gle 8-Gle(3-1) 2-5 967.01
Lo ) B-Crlc-(x-Rha(2- 1)

Rebaudioside C B-Glc 8-Glo(3-1) 1 951.01

Dulcoside A B-Glc B-Glc-a-Rha(2-1) 0.5 788.87
- B-qlc-B-Glc(z-l)

Rebaudioside B H B-Cle(3-1) 0.2 804.47
o i B-Gle-B-Xyl(2-1)

Rebaudioside F B-Gle B-(l}lc(3-1) 0.2 936.99
- P i B-Glc-p-Gle(2-1)

Rebaudioside D B-Gle-B-Gle(2-1) B-(l}lc(3-1) 0.2 1129.15

Steviolbioside H B-Gle-B-Gle(2-1) 0.1 642.73

Rubusoside B-Glc B-Glc 642.73
- ﬁ-(l}lc-[}-Glc(z-l) B-(l}lc-B-Glc(z-l)

Rebaudioside M 8-Gle(3-1) B-Gle(3-1) 1291.29

2.2 Conditions de séparation par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC)

Les analyses ont été réalisées sur un systeme HPLC Agilent LC 1100 au sein des
laboratoires MIB (Molécules d’Intéréts Biologiques) de I'unité de recherche (Enologie
(EA4577 ; Villenave d’Ornon, France), sous I’encadrement du Pr. Waffo-Teguo. Ce systéme
est composé d’un dégazeur (Degasser G1322A), d’une pompe quaternaire (QuatPump
G1322A), d’un injecteur automatique (ALS G1322A), d’un compartiment de colonne
(COLCOM G1322A), et d’un détecteur UV a barrette de diode (DAD G1322B).
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A partir de I’étude comparative de la littérature, 2 types de phases ont été comparés pour
leur facteur de séparation des 10 SGs majoritairement accumulés chez Stevia rebaudiana
(RebA-B-C-D, RebF, RebM, DulA, Rub, ST, SB). Une premiere colonne de type NH2 (Zorbax
Carbohydrates, 150 x 4,6 mm, 5 um, Agilent, France) a éte testée ainsi que des colonnes C18
de type phase inverse (150 x 4,6 mm, 5um, Phenomenex et Poroshell 120 EC (250 x 4,6 mm,
4 um, Agilent). Ces colonnes différent par leur phase greffée (NH2 et Cis), leur longueur (150
et 250 mm) et la taille des particules (4 et 5 um). En amont de chaque colonne, des pré-colonnes
de protection adaptéees ont été installées.

Pour simplifier la présentation des résultats dans ce chapitre, seule la meilleure phase mobile
pour chaque colonne est présentée. Pour ces trois méthodes (NH2 Zorbax Carbohydrates, C18
Phenomenex et C18 Poroshell), 5uL de solutions filtrées sont injectées, la température du
compartiment de la colonne est de 40°C, et les SGs sont détectés a 202 nm. La phase mobile
pour la colonne NH2 correspond a de 1’ACN/eau ultra-pure (75 :25) en mode isocratique a un
débit de 1 mL/min (Agilent, 2011). Pour la colonne C18 (150 x 4,6 mm, 5um), la phase mobile
est appliquée a 1 mL/min et correspond au gradient : 0 min, 28% B ; 15 min, 32% B ; 20 min,
28% B. Enfin, pour la colonne C18 (250 x 4,6 mm, 4 um) la phase mobile est appliquée a un
débit de 1,5 mL/min en mode gradient : 0 — 1,5 min, 20% B ; 1,5 — 11,5 min, 20 — 50,7% B ;
11,6 — 14,6 min, 100% B ; 14,7 — 26 min, 20% B.

Les chromatogrammes sont analysés par le logiciel Agilent Chemstation © version B.04.03
(2012), obtenu par Luc Arnaud, Responsable commercial — Zone sud (Agilent Technologies,

France).

2.3  Extraction des glycosides de steviol (SGs)

La méthode d’extraction a ét¢ développée au sein de la Plateforme Métabolome de I’équipe
Me¢étabolisme de ’'UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie (Villenave d’Ornon, France). 20
mg de poudre de feuilles seches sont extraits dans 2 mL d’eau ultra-pure pendant 2 h au bain-
marie a 80°C. Les extraits aqueux sont ensuite centrifuges pendant 10 mina 12 000 rpm a 4°C.
1 mL de surnageant est récupéré a 1’aide d’une seringue Luer-slip en plastique (Fisher Bioblock
Scientific, France), pour étre filtré avec un econofiltre Captiva (Agilent Technologies, France)
dont la membrane est en nylon et les pores de 0,45 um. Le filtrat est déposé en vial en verre de
2 mL (32 mm de hauteur, 12 mm de diametre ; Fisher Bioblock Scientific, France) pour étre
analyse par RP-HPLC.
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2.4 Quantification des glycosides de stéviol (SGs)

Une fois la méthode d’analyse sélectionnée, les standards de SGs ont été utilisés pour
déterminer la corrélation entre la surface détectée et la concentration en SGs dans la solution
aqueuse injectée, permettant une quantification automatisée. Des gammes étalons comprises
entre 5 et 1 000 ng/uL (11 concentrations différentes) pour chaque SGs ont été réalisées. Les
solutions sont filtrées (0,45 um) et injectées a 3 répétitions (3 jours différents). Pour chaque
SGs, la régression linéaire est de la forme de I’équation (1), permettant de déterminer la
concentration en SGs présents dans les extraits (2), puis la teneur par rapport a la masse seche
(3):

(1)Area=aC+b

__Area-b
() ¢ ===
(3) Teneur = £xXDXV %100
mums

Area : surface du pic détecté (mAU) ; a : pente de la régression linéaire ; b : ordonné a lorigine de la régression
linéaire ; C : concentration en SGs dans la solution injectée convertit en mg/mL ; D : facteur de dilution; V :
volume d’extraction (mL) ; my,s : masse séche extraite (mg) ; Teneur : teneur en SGs par rapport & la masse séche
exprimée en % w/w.

2.5 Evaluation et validation des méthodes

Les 3 méthodes d’analyse ont été comparées par leur capacité a séparer les 10 SGs, et plus

précisément par le facteur de séparation (a) et le facteur de rétention (k) de chaque SGs :

a = k2/k1
o : sélectivité ; ko : temps de rétention d’un second pic ; K1 : temps de rétention d’un premier pic
(tr — to)
k= ~R_0
to

k : facteur de rétention ; tz (min): temps de rétention ; to : temps de rétention pour un pic non retenu

Le domaine de linéarité des gammes étalons a été déterminé par analyse statistique avec le
logiciel R (R Core Team, 2015). Les points de gamme ne respectant pas la linéarité ont été
identifié par la fonction outlierTest du package « car » (Fox & Weisberg, 2011) appliquée sur
le modele linéaire : Im (Area ~ Cs;5). Les parametres de la corrélation (pente, ordonnée a
I’origine et écart-type) ainsi que les coefficients de corrélation ont été déterminé par la matrice
de la fonction DROITEREG avec le logiciel Microsoft Excel. La limite de détection correspond
a la concentration minimale a partir de laquelle un signal est détecté. La limite de quantification
haute correspond a la concentration maximale pour laquelle la corrélation linéaire est respectée.

La limite de quantification basse est déterminée par 1’équation suivante :
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b+100'b
L0Q = ——°

LOQ : limite de quantification (ng/pL) ; a : pente de la régression linéaire ; b : ordonné a lorigine de la régression
linéaire ; gy, : écart-type de ’ordonné a ’origine.

Pour confirmer I’identification des SGs dans des extraits vegeétaux par leur temps de
rétention, un échantillon de feuilles seches a été extrait (par la méthode décrite en paragraphe
2.3) dans lequel ont été ajouté les standards purs. Dans chaque aliquote de I’extrait (900 uL),
100 pL de SGs pur a1 000 ng/uL ont été ajouté. L’analyse comparative des chromatogrammes
permet d’identifier les pics dont la surface est augmentée par 1’ajout des standards et de valider
I’identification des 10 SGs.

Selon le vocabulaire international des termes fondamentaux et géneraux de métrologie
(Joint Committee For Guides In Metrology, 2012), la fidélité de mesure est I’étroitesse de
I’accord entre les valeurs mesurées obtenus par des mesures répétés du méme objet dans des
conditions spécifiées. Deux types de conditions de fidélité sont évalués dans cette étude. La
répétabilité de mesure correspond aux conditions de mesure qui comprennent la méme
procédure, les mémes opérateurs pour des mesures répétés pendant une courte période de temps.
Dans cette étude, elle correspond aux mesures répétées sur une méme journée. La
reproductibilité correspond a ces mémes conditions de mesure mais sur une péeriode de temps
étendue, ou par un autre opérateur. La reproductibilité correspond dans cette a des mesures
répétés a des jours différents. La fidélité est exprimée numériquement par 1’écart-type (1) ou le

coefficient de variation (2) :

(1) o= A5G- 7

() cV = %x 100

o: écart-type ; n : effectif des mesures ; x : moyenne des mesures ; x; : résultat d’une mesure ; CV : coefficient de
variation (%)
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Rub

Dul A

ST/RebF/RebC

Reb A

Reb D

ST

Reb A

Reb D

Reb F
Reb C

Dul A
Rub

T
10 12 14 min

Figure 11.1.1. Chromatogrammes comparatifs d’un mélange de 7 SGs standards a 125 ng/pL sur colonne
NH:2 et Cis de dimension 150 x 4,6 mm, 5um. (A) Elution des SGs identifiés en mode isocratique sur colonne
NH2. (B) Elution des SGs identifiés en mode gradient sur colonne C18.

Norm. 1
50 —:
40 {
30 {

20 7‘

Reb D

Reb M

8 10 min

Figure 11.1.2. Chromatogramme d’un mélange de 10 SGs standards & 50 ng/uL sur colonne Poroshell EC-

C18
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3 Reésultats

3.1 Validation d’une méthode HPLC pour la détection de 10 SGs

3.1.1 Identification de la méthode HPLC

En fonction des propriétés des phases greffées étudiées (NHz et Cis), I’ordre d’élution des
SGs est opposé (Figure 11.1.1), sachant que ces 2 colonnes ont les mémes dimensions et taille
de particule (150 x 4,6 mm, 5 um). Le caractere polaire de la phase greffée NH; entraine une
¢lution des SGs dans I’ordre de polarité croissante. Au contraire, le caractere hydrophobe de la
phase greffée Cig entraine une élution des SGs dans I’ordre de polarité décroissant.
L’interprétation des chromatogrammes révelent une meilleure séparation des SGs sur colonne
Cis que Nrp, ou le ST, RebF et RebC ne sont pas séparés. De plus, le facteur de rétention (k)
du Rub sur NH; est de 0,579 alors que celui du RebD sur Cis est de 1,377. Ce résultat indique
une meilleure rétention des SGs sur une phase hydrophobe. La colonne Cig Poroshell EC 120
(250 x 4,6 mm, 4um) a été testée pour améliorer la rétention des 10 SGs (Figure 11.1.2). Elle
differe de la précédente colonne Cig par une longueur plus grande (250 mm), une taille de
particules plus petite (4 um), et par le débit de phase mobile supérieur appliqué (1,5 mL/min).
Les facteurs de rétention du RebD jusqu’au ST sont supérieurs avec cette seconde colonne
(Tableau I1.1.2). En revanche, a partir du RebF les facteurs de rétention sont supérieurs avec la
premiére methode utilisant une Cyg (150 x 4,6 mm, 5um). La sélectivité entre RebA et ST est
équivalente entre les 2 méthodes (1,04 et 1,01). Ensuite les sélectivités entre ST et RebF
jusqu’entre DulA et Rub sont 1égérement inféricures avec la méthode sur Cig (250 x 4,6 mm,
4um). Le ST et RebA sont les SGs accumulés majoritairement chez Stevia rebaudiana, ils
représentent donc les SGs prioritaires pour le développement d’une méthode analytique. Les
résultats obtenus ont amené a sélectionner la méthode d’analyse en phase inverse avec une
colonne Cig Poroshell EC 120 (250 x 4,6 mm, 4um) permettant une meilleure séparation des
premiers SGs €lués (RebD et RebM), ainsi que pour le ST et RebA.
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Tableau 11.1.2. Récapitulatif de la comparaison de 2 colonnes C18 pour la détection de 10 SGs. tr : temps de
rétention du composé (min) ; k : facteur de rétention entre le SGs et le pic non retenu ; o : sélectivité entre 2 SGs

successifs

ClS (150 x 4,6 mm, 5um) C18 (250 x 4,6 mm, 4pum)
tr (mMin) k a tr (Min) k a
Pic non retenu 1.204 1.413
RebD 2.862 1.377 7.346 4,199 -
RebM ND ND ND 7.698 4,448 1.05
RebA 7.191 4,973 - 9.181 5.498 1.19
ST 7.443 5.182 1.04 9.283 5.570 1.01
RebF 8.98 6.458 1.21 9.652 5.831 1.04
RebC 9.636 7.003 1.07 9.839 5.963 1.02
DulA 10.214 7.483 1.06 10.013 6.086 1.02
Rub 12.344 9.252 1.21 10.669 6.551 1.07
RebB ND ND ND 11.032 6.808 1.03
SB ND ND ND 11.243 6.957 1.02
Norm. ] ) °
250 % r'/:;
2001 r‘ “
| ﬂ < T,
‘\50; a ;§ ﬂ E
100: ;% § r_l- Eéi 3 zz)-ﬂ‘é 2 "% % zjéi 2 2;-%
- Tz | 253 ¢ 4 Z: I 223 3 ==
5 3 I 388 2 E% 5 2 ‘\‘ 198 2 2%
| o 8 5.2 : 3 £ = a7 2 2a
50 | ” T £ g =& P
1 | . 222 g 48 e T [l oz g 4%
: | E e o2EE O F] LSR8 = =2
s N I
7('5 é ‘ - ‘ 1‘0 i ('s ‘ ' é 1'0 mi
Norm. | C =2 D 1;
250; ; %y
200: é
1 E )
i 3
150 ;_3 é
] 2l I 3. f i LD
] 2 5 278 & 2% g ' gg & 23
| N NN ,;‘ 1S A N - LElE 2
. . S
5 5 o I ! ‘ 10 mi

Figure 11.1.3. Validation de la détection des 10 SGs par ajout de 100 ng/uL de composé pur a une matrice
d’extraction végétale. Les fleches orange représentent le pic dont la surface est augmentée comparé au
chromatogramme de D’extrait végétal sans ajout de SGs pur. (A) Ajout de Rebaudioside D. (B) Ajout de
Rebaudioside M. (C) Ajout de Rebaudioside A. (D) Ajout de Stévioside.
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3.1.2 Fidélité de la détection des 10 SGs

L’identification des SGs est déterminée en fonction des temps de rétention obtenus a
partir d’'un mélange de standards. Ensuite, les temps de rétention des 10 SGs sont controlés a
partir d’un extrait de feuilles seches et ajout des composes standards (Figure 11.1.3). Ainsi, les
pics dont la surface est augmentée par 1’ajout de standard correspondent aux pics identifiés par
les temps de rétention. Les temps de rétention des 10 SGs sont donc identiques entre un mélange
de standards et un extrait végétal.

Tout au long des campagnes de dosage, le mélange des 10 standards a été injecté en
début et fin de chaque série pour contrdler 1’élution des SGs. Ainsi, nous pouvons évaluer la
reproductibilité des temps de rétention en fonction de I’age d’une colonne Poroshell 120 EC-
C18 (Figure 11.1.4). L’évolution du temps de rétention en fonction du nombre d’injection est
fortement stable, conduisant & des coefficients de variation de 0,15 a 0,19%. Nous observons
une faible variation des temps de retention du RebB et du SB au cours des 200 premiéres
injections. Cette variation conduit a un coefficient de variation de 0,52%. Malgré cette variation
pour ces 2 SGs, nous pouvons conclure que I’¢lution des 10 SGs est fortement reproductible

par la méthode HPLC développée dans cette étude.

A » B scs Tr (min) CV (%)
U SB 11292 + 0059 052
| eteesemeg it i e T RebB 11.082 + 0061 055
105 | S eteresrensmescstee o oo Rub 10601 + 0016 015
y DulA 10007 + 0016  0.16

I RebC 9.834 + 0016  0.16
I D e it s s ——k RebF 0.646 + 0015  0.16
ST 9273 + 0015 0.6
o RebA 9173 + 0015 0.16
8 RebM 7694 + 0014 0.8
75 | 4 eer comeomomesonece o aee RebD 7335 + 0014 0.9

! 0 ' 260 ' 460 ' 6(30 ' 860 ' 1dOO ' 12'00 ' 14'00

Nombre d'injection

—o—-ST RebA RebC DulA —e—RebF
—o—RebD —e—RebM —e—Rub —e—RebB —e—SB

Figure 11.1.4. Reproductibilité de I’élution des 10 SGs par la méthode développée durant I’utilisation d’une
colonne Poroshell 120 EC-C18. (A) Temps de rétention en fonction du nombre d’injection. (B) Temps de
rétention moyen + écart-type, et coefficient de variation associe pour les 10 SGs
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Figure 11.1.5. Représentation graphique des gammes étalons valides pour les 10 SGs quantifiés. Les nuages

de points représentent la surface des pics détectés en fonction de la concentration en SGs purs.

Tableau 11.1.3. Paramétres de la quantification des 10 SGs suite a la régression linéaire entre la surface
détectée et la concentration en SGs purs des gammes étalons. SGs : glycoside de stéviol ; Niveau : nombre de
concentrations préparées pour la gamme étalon valide ; a : pente du modéle ; b : ordonnée a ’origine du modele ;
R2 : coefficient de corrélation de la régression linéaire ; LOD : limite de détection en ng/uL ; LOQmin : limite de
quantification basse en ng/uL, déterminée par les paramétres du modéle ; LOQmax : limite de quantification haute
(ng/uL) ; Teneurmin : teneur en SGs par rapport a la matiére seche équivalente a la LOQ min ; Teneurmax : teneur en
SGs par rapport a la matiére séche équivalente a la LOQmax

LOD LOQ min LOQ max Teneur min  TeNeur max
SGs Niveau a b R? (ng/uL) (ng/pL) (ng/pL) (% wiw) (% wiw)
RebD 7 1.36 -0.70 0.9998 5.0 5.7 500 0.06 10.0
RebM 6 0.84 0.96 1.0000 5.0 7.5 500 0.07 5.0
RebA 10 1.30 -1.59 0.9999 5.0 6.1 1000 0.06 10.0
ST 7 1.72 -15.17 0.9996 5.0 11.7 1000 0.12 10.0
RebF 7 141 -5.59 0.9995 5.0 6.4 500 0.06 5.0
RebC 7 1.63 -2.78 0.9994 5.0 5 250 0.05 25
DulA 5 1.58 -3.47 0.9998 5.0 5 250 0.05 25
Rub 5 1.95 -2.84 0.9921 5.0 5.4 50 0.05 0.5
RebB 7 1.50 -2.36 0.9999 5.0 250 0.05 25
SB 4 2.01 -1.47 0.9998 5.0 5 100 0.05 1.0
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3.2 Validation de la quantification des 10 SGs

3.2.1 Domaines de linéarité

Les résultats bruts des gammes étalons entre 5 ng/uL et 1 000 ng/pL pour les 10 SGs
sont présentés en Annexe. L’analyse statistique de validation des modeles linéaires a permis de
supprimer les points de gamme ne respectant pas la proportionnalité significative entre la
surface détectée et la concentration en SGs.

Les 10 SGs sont déetectés a partir de la concentration la plus basse testée dans cette étude
(5ng/uL), correspondant donc a la limite de détection de la méthode (Tableau 11.1.3). Pour les
10 SGs, des gammes étalons avec différents domaines de linéarité sont obtenues (Figure 11.1.5),
permettant d’identifier les limites de quantification basses (LOQmin) et hautes (LOQmax). Le ST
et le RebA montre les plus grandes gammes de linéarité (Figure 11.1.5A), permettant une
quantification juste de ces 2 composés pour des teneurs par rapport a la masse séche de 0,12 —
0,06 % w/w respectivement a 10 % w/w. Pour les 8 SGs restants, les LOQmax sSont comprises
entre 50 et 500 ng/uL, équivalent a des teneurs dans la masse seche foliaire de 0,5 a 5 %/w, et
les LOQmin Sont comprises entre 5 et 7,5 ng/uL, équivalent & 0,05 et 0,075 % w/w (Figure
11.1.5B).

En fonction des différents domaines de linéarité, les parametres des régressions linéaires
sont deduits et permettront de déterminer la concentration en SGs a partir de la surface des pics
détectés (Tableau 11.1.3). Les coefficients de corrélation (R2) permettent de valider les modéles
linéaires. Dans cette étude, ils varient entre 0,9921 et 1, correspondant a une treés forte
corrélation entre la surface du pic détectée et la concentration en SGs. Les paramétres des
modéles linéaires permettront donc une quantification fiable des 10 SGs

3.2.2 Fidélité de la quantification

La répétabilité de la quantification a été testée par un triplicata d’injection d’un mélange
de 10 standards a 50 ng/pL (Tableau 11.1.4). La concentration en SGs totaux montre un
coefficient de variation de 2,05%, ce qui signifiec que I’injection et la quantification des
standards sont répétables. Les écart-types varient de 0,59 ng/uL (RebD) a 1,25 ng/pL (RebA),
représentant de tres faibles variations de la quantification de chaque SGs. Les faibles
concentrations du Rub, RebB et SB (<50 ng/pL) peuvent étre expliquees par une erreur de

preparation du mélange de standards.
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Tableau 11.1.4. Répétabilité de ’injection et la quantification des 10 SGs. Les moyennes des concentrations
écart type ont été déterminées a partir des résultats de 3 injections (injection 1, 2 et 3) du méme mélange de
standards par le méme opérateur, le méme jour, et déterminent le coefficient de variation (CV).

Concentration (ng/pL)

SGs Injection 1  Injection 2 Injection 3 Moyenne CV (%)
ST 54.85 55.61 56.83 55.76 + 1.00 1.80
RebA 51.18 52.34 53.69 5240 + 1.25 2.39
RebC 49.56 50.22 51.22 50.33 + 0.84 1.67
DulA 47.72 47.76 49.15 4821 + 081 1.68
RebF 50.40 50.72 52.16 51.09 + 0.94 1.83
RebD 50.66 51.12 51.83 51.21 + 0.59 1.15
RebM 52.10 53.82 54.97 53.63 + 1.44 2.69
Rub 44.31 45.86 46.75 4564 + 1.24 2.71
RebB 35.16 35.73 36.91 3593 + 0.89 2.48
SB 33.48 34.77 35.44 3456 + 1.00 2.89
SGs totaux 469.41 477.95 488.95 478.77 + 9.79 2.05
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Figure 11.1.6. Carte de contrdle de la quantification des SGs dans I’échantillon de référence interne. Les

résultats ont été obtenus pour une campagne de dosage des SGs sur une durée de 2 mois, équivalent a = 1 300
injections sur la colonne Poroshell 120 EC-C18.
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3.3 Validation de la méthode d’extraction

La répétabilité de la méthode d’extraction a été évaluée par un triplicata d’extraction du
méme échantillon (Tableau 11.1.5). La teneur en SGs totaux montre un coefficient de variation
de 5%, ce qui signifie que la méthode d’extraction des SGs est répétable. Les écart-types varient
de 0,005 (RebD et SB) a 0,27 % w/w (ST), représentant de trés faibles variations de teneur pour
chaque SGs, malgré que les coefficients de variation évoluent de 3,3% (RebA) a 19% (RebB).

Cet échantillon a servi de référence pour la validation des séries de dosage de cette étude
(Figure 11.1.6). Sur 30 dosages successifs, seulement 2 dosages sont hors limites établies a 5%
de variation. Ainsi, la reproductibilité de la méthode est déduite sur les 28 dosages valides
(Tableau 11.1.5). La teneur en SGs totaux montre un coefficient de variation de 2,1%, permettant
de conclure que la méthode d’extraction des SGs est reproductible sur 93% de la campagne de
30 séries d’extraction. Les écart-types spécifiques a chaque SGs varient de 0,006 (RebD et SB)
a 0,112 % (ST), conduisant a des coefficients de variations compris entre 2,3 % (ST) et 15,7%
(RebB).

Ces deux essais valident la répétabilité et la reproductibilité de la méthode d’extraction

et d’analyse par HPLC en phase inverse pour la quantification de 10 SGs.

Tableau 11.1.5. Répétabilité et reproductibilité de ’extraction des SGs. (A) Répétabilité de I’extraction des
SGs, ou les moyennes des teneurs + écart type ont été déterminées a partir des résultats de 3 dosages (extraction
A, B, C) du méme échantillon par le méme opérateur le méme jour, et déterminent le coefficient de variation (CV).
(B) Reproductibilité de I’extraction des SGs, ou les moyennes des teneurs + écart type ont été déterminées a partir
des résultats de 28 dosages du méme échantillon, dont 21 ont été réalisé par un premier opérateur et 7 par un
second, sur une période de 2 mois.

A Extraction Teneur Ccv B
SGs A B C (% wiw) (%) SGs Teneur SGs (%/w) CV (%)
RebD 0.066 0.076 0.073 0.072 + 0.005 6.8 RebD 0.071 + 0.009 12.3
RebM  ND ND ND RebM ND
RebA 2399 2561 2.509 2490 =+ 0.083 3.3 RebA 2.450 + 0.062 25
ST 4705 5.199 5.139 5076 + 0270 5.4 ST 4963 + 0.112 2.3
RebF 0.124 0.144 0134 0.134 + 0.010 7.3 RebF 0.129 + 0.004 3.2
RebC 0.506 0.578 0.566 0.550 + 0.039 7.0 RebC 0541 + 0.014 2.7
DulA 0.148 0.177 0.170 0.165 + 0.015 9.0 DulA 0.167 = 0.006 3.8
Rub ND ND ND Rub ND
RebB 0.059 0.056 0.079 0.065 + 0.012 19.0 RebB 0.066 + 0.010 15.7
SB 0.083 0.094 0.090 0.089 +* 0.005 5.8 SB 0.087 + 0.006 6.6
SGs SGs totaux 8.492 + 0177 2.1
totaux ~ 8.092 8.885 8760 8579 + 0426 5.0
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4 Conclusion et discussion

La caractérisation de la variabilité phénotypique de Stevia rebaudiana nécessite
I’adaptation d’une méthode de quantification fiable des SGs. Nous avons retenu I’HPLC en
phase inverse avec une résine de type C18, puis déterminer les caractéristiques de la colonne et
le gradient de la phase mobile permettant une rétention optimale des 10 principaux SGs
accumulés dans les feuilles de Stevia rebaudiana. Ainsi, les dosages de la suite de 1’étude utilise
la colonne Proshell EC 120 Cis (250 x 4,6 mm, 4 um, Agilent) avec une pré-colonne de
protection. La phase mobile est appliquée a un débit de 1,5 mL/min en mode gradient : 0 — 1,5
min, 20% B ; 1,5-11,5 min, 20 - 50,7% B ; 11,6 — 14,6 min, 100% B ; 14,7 — 26 min, 20% B.
L’identification et la quantification des SGs a 202 nm a I’aide d’un détecteur UV-DAD sont
fortement reproductibles. Les domaines de quantification spécifiques pour chaque SGs sont
suffisants pour leur quantification par rapport a leur teneur respective répertoriée dans la
littérature (Ceunen & Geuns, 2013c). La méthode développée est donc suffisamment fidele et
précise pour la quantification de 10 SGs.

La comparaison d’HPLC en phase normale avec une résine de type NH2 et inverse avec
une resine de type C18 révéle que les interactions hydrophobes mis en jeu en phase inverse
améliorent la rétention des SGs. En effet, les méthodes en phase normale ne détectent que 3
SGs (ST, RebA, RebC) (Hearn & Subedi, 2009; Kafle, 2011; Tavarini & Angelini, 2013), alors
que les colonnes Cig sont généralement considérées comme plus reproductibles dans le temps
(Chaturvedula & Prakash, 2011), aspect confirmé par la reproductibilité de 1’élution avec la
méthode retenue. Les différences de notre méthode par rapport aux méthodes en phase inverse
sont la taille des particules de la colonne (4 um) et le débit de phase mobile a 1,5 mL/min. Ces
deux paramétres combinés a un gradient adapté de la phase mobile permettent d’améliorer la
rétention des SGs et conduisent a une meilleure sélectivite.

La méthode développée permet la détection et quantification de 10 SGs (ST, RebA, RebB,
RebC, RebD, RebM, DulA, Rub et SB). Nous identifions le RebM en plus comparé aux études
s’intéressant a 9 SGs (JECFA, 2010; Bililign et al., 2014; Parris et al., 2017). La méthode
détectant le plus de SGs (26 au total) utilise ’HPLC en phase inverse avec une résine de type
C1s couplée a un détecteur CAD (Charged Aerosol Detector) (Chaturvedula & Prakash, 2011).
L’identification des SGs par HPLC-UV nécessite des molécules pures pour identifier leur temps
de rétention. Ainsi, pour identifier de nouveaux SGs, il faudra se procurer de nouveaux
standards ou purifier les pics non identifiés dans les extraits puis déterminer leur structure.

Le systéme de détection est le parametre le plus déterminant pour la quantification des SGs.
Avec notre systeme comportant un détecteur UV-DAD, les limites de quantification des SGs
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sont comprises entre 5 et 11,7 mg/L, et sont inférieures aux LOQ de 17,21-26,69 mg/L établit
dans une étude avec un systeme HPLC similaire (Aranda-gonzalez et al., 2014). Notre méthode
apparait donc comme plus sensible, et permet la quantification des SGs mineur (RebD, RebM,
RebC, RebF, DulA, Rub, RebB, SB). Le couplage de ’'HPLC avec un detecteur CAD a permis
d’abaisser la LOQ a 0,5 mg/L pour détecter 26 SGs (Chaturvedula & Prakash, 2011). La
spectrométrie de masse (MS) est la méthode de détection la plus sensible pour les SGs (Wdlwer-
Rieck, 2012). Ainsi, un systeme LC-ESI/MS/MS permet d’abaisser la quantification de 6 SGs
entre 2,1 et 7,8 ug/L (Montoro et al., 2013). Notre limite de détection pourrait donc étre
abaissée par I’utilisation d’un détecteur plus sensible que I’'UV-DAD.

Le principal inconvénient des méthodes HPLC en phase inverse sont les durées des cycles.
Malgré que les 10 SGs soient élués en 12 min dans notre méthode, le temps d’analyse par
échantillon est de 26 min, car il faut inclure une phase de lavage et une phase de rééquilibrage
de la colonne. Dans la littérature, peu de methodes HPLC en phase inverse similaire atteigne
des durées inférieurs a 25 min (Aranda-gonzélez et al., 2014). La majorité des études indiquent
des cycles de 30 min (JECFA, 2010; Zeng et al., 2013), et certaines atteignent jusqu’a 50 min
(Bililign et al., 2014). Une réduction significative a 11 min a été obtenu en utilisant un systeme
UHPLC (Ultra-high performance liquid chromatography) avec une colonne Cig de dimension
150 x 2,1 mm et une taille de particule de 1,6 um. Une telle méthode permet une séparation
satisfaisante de 9 SGs (Zimmermann, 2018). Cette méthode révele une meilleure sélectivité
entre ST et RebA (0=2) comparée a la méthode de cette étude (a=1) mais le facteur de rétention
du RebD est inférieur (k=1,24 comparée a k=4,20 dans notre étude). Le transfert de la méthode
HPLC vers UHPLC est possible et permet de réduire considérablement le temps d’analyse
(Novékova et al., 2011). Cette optimisation permettrait d’analyser un plus grand nombre
d’échantillons sur un temps réduit, surtout dans le cadre d’un programme d’amélioration
nécessitant d’analyser des populations en ségrégation.

Une méthode de détection trés rapide existe, c’est le NIRS (Near Infra
RedSpectroscopy) (Hearn & Subedi, 2009; Midmore et al., 2012; Munz et al., 2018). La
spectrophotométrie infrarouge est une technique d'analyse qui consiste a soumettre un
échantillon a un rayonnement infrarouge. Les molécules organiques soumises a ce rayonnement
absorbent ces radiations en modifiant leurs énergies de vibration. Pour quantifier cette méthode
nécessite une calibration entre les spectres IR et une méthode de référence telle que ’'HPLC
couplée a un détecteur UV-DAD. Les modéles développés permettent de déterminer la teneur
en ST et RebA par rapport a la matiére séche (Munz et al., 2018). Cependant, les coefficients

de corrélation linéaire obtenus entre la quantification par HPLC et spectre IR (r2= 0,82 pour le
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ST etr2=0,72 pour le RebA) peuvent conduire a des erreurs de quantification. Hearn & Subedi
(2009) recommande une calibration des spectres avec les teneurs en ST, RebA et RebC
cumulées pour une calibration du NIRS plus robuste. L’absence de différences significatives
entre les valeurs prédites par le modéle et les valeurs analysés par HPLC font du NIRS un outil
puissant pour I’analyse rapide des SGs dans un extrait bien calibré (Wélwer-Rieck, 2012).
Cependant, Stevia rebaudiana montre une grande variabilité de composition en SGs (Montoro
et al., 2013; Barbet-Massin et al., 2016), il est donc nécessaire d’utiliser la méthode HPLC
développée comme méthode de référence pour la calibration du NIRS. 1l existe des appareils
NIRS portables dans le commerce (ASC Inc., 2013). L’intérét serait de développer un modele
de prédiction utilisable sur les feuilles, et ainsi réaliser les mesures directement au champ pour
réaliser des cinétiques d’accumulation des SGs, par exemple. Cependant, le modele développé
par Midmore et al. (2012) n’a pas montré de bonne corrélation entre la teneur en SGs prédite

sur matiere fraiche et la teneur déterminée par HPLC.
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1 Introduction

Les objectifs de ce chapitre sont (1) d’évaluer la variabilité phénotypique de Stevia
rebaudiana a travers 1’évaluation de la productivité, (2) de décomposer les traits impliqués
dans le rendement en SGs en termes de quantité et de qualité, et (3) d’identifier les caracteres
d’intérét pour la mise en place d’un programme d’amélioration pour une filiecre BIO en

Aquitaine.

La productivité de cette culture est définie par le rendement en SGs. Celui-ci est le produit
du rendement en biomasse foliaire par la teneur en SGs. Ces deux composantes sont décrites
comme dépendante du génotype et de son interaction avec 1’environnement (Barbet-Massin,
2015). Elles atteignent leur maximum au stade bourgeons floraux (Bondarev et al., 2004;
Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Une grande variabilité phénotypique est
décrite pour ces 2 caractéres pouvant permettre d’apporter un gain a I’espece (Yadav et al.,
2011). Cependant, peu de ressources génétiques sont caractérisées dans les études et sont
souvent issues de collections internes rendant difficile les comparaisons entre différents

environnements et 1’identification de génotypes adaptés a des conditions spécifiques.

La durée d’implantation correspond a la période entre la plantation et la coupe de la partie
aérienne en 1% année de croissance. Les études, qui comparent cette condition, s’intéressent
principalement a la date de plantation, qu’elles définissent comme précoces ou tardives en
fonction des saisons (Taleie et al., 2012; Angelini et al., 2018). L’impact positif d’une
plantation précoce, correspondant au début du printemps dans [’hémisphére nord, est
clairement démontré pour le rendement en SGs (Taleie et al., 2012; Serfaty et al., 2013;
Benhmimou et al., 2017).

La biomasse foliaire est le caractere a sélectionner pour garantir un rendement en SGs
(Barbet-Massin, 2015). Il existe une grande variabilité d’architecture et de morphologie
foliaire chez Stevia rebaudiana (Tateo et al., 1998). Dans la plupart des études, les auteurs
décrivent les ressources généetiques uniquement comme des ports droits ou buissonnants, sans
lien avec le rendement en biomasse. Une premiere étude a corrélé positivement le nombre de
feuilles et de tiges a la biomasse foliaire, sans implication de la taille des plants (Buana,
1958), alors que, plus tard, le nombre de feuilles, la taille des plants (Buana & Goenadi, 1985)
et le nombre de tiges (Chalapathi et al., 1998) ont montré une corrélation positive avec la
production de biomasse. Ces travaux ont été réalisés sur un nombre réduit de variables
descriptives comparées a la variabilité de cette espéce, et semblent montrer une différence

suivant les ressources utilisées. Nous nous intéresserons donc a caractériser finement la
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canopée de Stevia rebaudiana pour révéler la variabilit¢ de 1’espéce et potenticllement
identifier des traits morphologiques impliqués dans le rendement en biomasse foliaire. De
plus, une seule étude a caractérisé la dynamique de ce rendement sur plusieurs années et a
montré une augmentation jusqu’a 5-6ans (Andolfi et al., 2006). Cependant, cette étude n’a été

faite que sur 2 génotypes.

De la méme maniere, la teneur en SGs est génotype-dépendant et il est admis qu’elle
augmente des la deuxieme année de production (Barbet-Massin et al., 2016). Cependant, la
teneur en SGs n’est pas forcément signe de qualité. La saveur des extraits de Stevia
rebaudiana est principalement dépendante du ratio RebA/ST qui est souhaité le plus élevé
possible (Ceunen & Geuns, 2013b). L’amélioration des connaissances sensorielles des SGs a
permis de révéler I’implication des SGs accumulés minoritairement (Hellfritsch et al., 2012;
Espinoza et al., 2014; Prakash et al., 2014). Ces études définissent les SGs souhaités pour leur
saveur douce et sucrée, avec un faible arriere-golt amer (RebA, RebD, RebM, RebE), au
contraire des SGs définis comme amer (ST, RebC, DulA, Rub, SB). Une caractérisation fine
des profils en SGs est nécessaire pour de la sélection, a travers la détermination de leur teneur
et de leur proportion respective par rapport aux SGs totaux. De plus, il a été montré que la

composition en SGs serait uniquement dépendante du génotype (Barbet-Massin et al., 2016).

En systeme pluriannuel, le taux de reprise est un caractere primordial pour garantir la
rentabilité de la culture. Stevia rebaudiana est décrite comme sensible au froid pendant le
passage de I’hiver (Angelini et al., 2018). En France, un taux de survie de 17% seulement a
été observé sans protection de la parcelle (Barbet-Massin et al., 2016). Les auteurs concluent
que la capacité de survie face a I’hiver est un caractére primordial a sélectionner pour cultiver
Stevia rebaudiana en milieu tempéré en systeme pluriannuel (Barbet-Massin et al., 2016).
Des systemes de protection de cultures pendant I’hiver ont montré leur efficacité pour
augmenter le taux de reprise de Stevia rebaudiana au Japon (Meng Qingfu Meng Aihua,
1998). De plus, une étude montre un différentiel de ce caractére en fonction de la période
d’implantation de la culture (Serfaty et al., 2013). A notre connaissance, il n’existe pas

d’étude qui caractérise I’impact du génotype de Stevia rebaudiana sur le taux de reprise.

Dans ce contexte, nous avons rassemblé et évalué en conditions de production une
collection de 18 ressources génétiques (15 génotypes et 3 lots de semences) dans 2
environnements au cours de 2 années de production. Au cours de la premiére année, une série
de plants a été récoltée au stade bourgeons floraux pour évaluer la productivité des ressources
génetiques au bout de 3 mois d’implantation, correspondant a une implantation courte. Ces

mémes plants ont été récoltés en 2°™ année, permettant d’évaluer la productivité sur 2
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saisons. Une autre série de plants a subi une implantation prolongée en 1°® année (5 mois) car
taillés seulement pour le passage de I’hiver. Ces plants ont été phénotypés uniquement en 2°™
année de croissance. Pour optimiser le taux de survie aprés I’hiver, nous avons installé un
voile d’hivernage sur les 2 sites expérimentaux. La capacité d’adaptation face a I’hiver a été
évaluée grace aux taux de reprise en 2°™ année. Durant ces 2 années, le phénotypage a été
réalisé a la récolte, c’est-a-dire au stade bourgeons floraux, et consistait a déterminer le
rendement en SGs a travers le rendement en biomasse foliaire et la teneur en SGs. La
biomasse foliaire a été décrite a 1’aide de descripteurs de la canopée, et les teneurs de 10 SGs

ont permis de caractériser la composition en SGs.
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Tableau 11.2.1. Ressources génétiques de Stevia rebaudiana évaluées en condition de production. Ce tableau
indique le fournisseur, le nom des ressources génétiques, I’année d’obtention, le type de matériel végétal utilisé

et ’origine avant la sélection.

Origine avant

Fournisseur Pays Nom Obtention  Type de matériel sélection
EUSTAS gene bank Allemagne C 2016 Boutures in vitro Colombie
Gawi 2016 Boutures in vitro Inconnue
D 2016 Boutures in vitro Paraguay
OVIATIS collection  France E161718 2011 Boutures in vitro Argentine
ES8 2011 Boutures in vitro Argentine
Eirete 2015 Boutures in vitro Paraguay
EspLacl 2013 Boutures in vitro Espagne
EspLac? 2013 Boutures in vitro Espagne
FP 2011 Boutures in vitro Argentine
GF 2014 Boutures in vitro Argentine
S6030-1 2015 Boutures in vitro Israél
Lacd 2013 Boutures in vitro Argentine
Larrere 2013 Boutures in vitro Argentine
Septod 2014 Boutures in vitro Argentine
Septo5 2014 Boutures in vitro Argentine
Genesis seeds Israél Candy 2016 Lots de semences Inconnue
Richter Herbs Canada SowNatural 2016 Lots de semences Inconnue
Hem Zaden Pays-Bas SweetyStar 2016 Lots de semences Inconnue
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2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel végétal

L’objectif de cette étude a été de rassembler un nombre important de génotypes de Stevia
rebaudiana. A ce jour, il n’existe pas de germplasm de cette espéce. La collection utilisée lors
de cette étude est composée de 15 génotypes et 3 lots de semences provenant de différentes
origines géographiques et commerciales (Tableau 11.2.1). 3 génotypes proviennent de la
collection de ’EUSTAS (Hortilab, Telge, Allemagne). Ces génotypes ont été évalués en
condition de production en Europe, représentant des controles d’expérimentation (Lankes and
Grosser, 2015). Les 3 lots de semences proviennent de différents fournisseurs (Genesis seeds,
Israél ; Richter Herbs, Canada ; Hem Zaden, Pays-Bas). 12 génotypes proviennent de la
collection d’Oviatis (Lacaussade, France), et ont été sélectionnés auparavant au sein de
ressources génetiques de fournisseurs en Argentine, Paraguay, Espagne et Canada, puis mis

en conservation au laboratoire de culture in vitro Fraise Concept’ (Douville, France).
2.2 Meéthodes

2.2.1 Production du matériel végétal

Les génotypes de 'EUSTAS et d’Oviatis sont issus de multiplications végétatives en
culture in vitro et ont été produits en serre semi-controlées de la station d’expérimentation
Invenio (Douville, France) avec une température d’aération de 22°C, une température de
chauffage a 18°C, et de I’ombrage lorsque I’intensité lumineuse excédait 500 W/m? pendant 7
semaines au total. L’acclimatation et le semis ont été réalisés sur une période de 10 jours en
condition d’hygrométrie saturante, suivie par 2 semaines d’aération progressive. Les plants in
vitro ont été repiqués en mini-motte Jiffy®7 (42 mm de diameétre, Jiffy, France). Le semis des
3 lots de semences a été realise sur du substrat Jiffy GOm8 (Jiffy, France). 3 semaines apres
germination, les plantules ont été repiquées en mini-motte Jiffy®7. Chaque semaine, une sub-
irrigation adaptée a été réalisée pour maintenir les mini-mottes humides. Un écimage a été
effectué lorsque les plantules ont atteint 7-8 cm pour promouvoir la ramification. Les
plantules de 7 semaines ont ensuite été transférées a Liposthey et Ste-Livrade pour

implantation.

2.2.2 Dispositifs expérimentaux

La collection de ressources genétiques a été implantée sur une parcelle de la station
d’expérimentation Invenio a Ste-Livrade le 6 juin 2016, et sur une parcelle de producteur a
Liposthey le 24 juin 2016.
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Figure 11.2.1. Données climatiques mensuelles durant le temps de I’expérimentation pour le site de

Liposthey (A) et de Sainte-Livrade (B). Les températures indiquées correspondent aux moyennes mensuelles.
L’ensoleillement et les précipitations sont le cumul mensuel.

Figure 11.2.2. Voile d’hivernage installé au mois de Décembre 2016 pour le passage de I’hiver (Ste-Livrade,
47). Crédit photo : S. Cavaignac (Invenio)
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Les dispositifs expérimentaux sont arrangés en 4 blocs randomisés avec une densité de
plantation de 37 500 plants/ha.Chaque bloc randomisé contient 20 ou 21 réplicas biologiques
par génotypes ou individus par lot de semences, a Ste-Livrade et Liposthey respectivement.

La répartition de chaque ressource génétique au sein du dispositif est la méme sur les 2 sites.

Les 2 sites expérimentaux different par le type de sol, le systéeme d’irrigation et le
dispositif d’implantation. A Liposthey, le sol est sablonneux, noir et est constitué de 85-90%
de sable grossier et de 5-10% de sable fin. Sa densité est de 1,3 T/m®. Un systéme de goutte-a-
goutte enterré a été utilisé et I’implantation a été réalisée sur paillage plastique. A Ste-
Livrade, le sol est de texture argilo-calcaire. L’irrigation a été faite par aspersion avec un

systéme de sprinklers et I’implantation a été réalisée sur buttés, sans protection par paillage.

2.2.3 Conduite de la culture

Les données climatiques sur les 2 années de production sont représentées en Figures
2.2. Pendant les 2 années de culture, le désherbage aux pieds des plants a été réalisé par action
mécanique (manuelle ou avec bineuse). Des traitements fongicides (0,5 L/ha de Score,
Syngenta, France) ont été réalisés uniquement lorsque des symptdmes foliaires sont apparus.
A Liposthey, une irrigation d’1h a 1 L/h par goutteur a été programmeée en éte, et a été réduite
a 30 min par jour en automne. A Ste-Livrade, I’irrigation a été adaptée tout au long de la
culture pour maintenir le sol humide sans provoquer une rétention d’eau au niveau du systéme
racinaire. Cependant, 2 blocs du dispositif expérimental ont été perdus dans les mois suivant
I’implantation en 2016, a cause de I’hétérogénéité de I’irrigation par sprinklers. Des voiles
d’hivernage (P30) ont été installés sur les 2 parcelles pour protéger les parties racinaires

pendant le passage de I’hiver (Figure 11.2.3).

2.2.4 Caractérisation de la variabilité phénotypique au stade bourgeons
floraux

2.2.4.1 Dates de préléevement

En 1°¢ année de production, la caractérisation phénotypique a été effectuée 3 mois
aprés implantation a Liposthey et 3,5 mois apres implantation a Ste Livrade (les 21 et 28
septembre 2016) sur un effectif de 20 plants par ressources génétiques. Le reste des plants ont
été taillés en Décembre 2016 pour le passage de I’hiver, conduisant a des implantations de 5
mois a Liposthey et 55 mois & Ste-Livrade pour des effectifs de 64 et 20 plants
respectivement. En 2™ année de production, le voile d’hivernage a été retiré en mars 2017
sur les 2 sites de production. La récolte plante entiére a été effectuée sur les 2 séries de plants

présents sur les 2 sites de production. La caractérisation phénotypique a été effectuee au
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minimum sur 8 plants et au maximum sur 20 plants par ressource génétique. Autrement dit,
les ressources geénetiques ont été évaluées sur les 2 années de production pour une
implantation courte (3 mois) et uniquement en 2°™ année de production pour une

implantation longue (5 mois).

2.2.4.2 Caractérisation de la biomasse aérienne

La caractérisation morphologique des ressources génétiques a été réalisée grace a
plusieurs mesures : nombre de tiges principales, hauteur du plant et diametres du plant (nord-
sud et est-ouest). Les plants ont été taillés a la main, a environ 10 cm du sol, pour étre
effeuillés le jour méme. En 1° année, les biomasses des 5 plants récoltés par bloc par
ressource génétiques ont été poolées. En 2°™ année, les biomasses n’ont pas été mélangées et
les mesures ont été réalisées plant par plant. Les feuilles et les tiges ont été séchées
separément en étuve pendant 48h a 50°C. Le rendement a I’hectare a été calculé par le produit
des masses seches et de la densité de plantation. Ces variables quantitatives sont utilisées pour

déterminer les 12 descripteurs de la canopée (Tableau 11.2.2).

Tableau 11.2.2. Variables utilisées pour la caractérisation de la biomasse aérienne de Stevia rebaudiana en
conditions de production. MS : masse seche

Catégorie Variables Unité Description / formule

Mesurée Rendement foliaire kalha  MSfeyine X Densitéyianiation

Rendement tige kg/ha MStige X DenSitéplantation

h m Hauteur du plant
Dus m Diameétre Nord-Sud du plant
Do m Diameétre Est-Ouest du plant

Nombre de tige principale nb/ha  MPrige X Densité

Calculée  Surface de la canopée m2/ha % x Q)ZEO X 7T X Densitépiantation
Volume de la canopée m?3/ha g T X % X Q% X % X Densité,iantation
Densité de tige nb/m2  Mbiige / Surfaceanopee
Leaf Mass Ratio %  (MSfeuine /MSseuitie+tige) X 100
Specific Leaf Mass gim?  MSteyiie / Surfacecanopee
Specific Stem Mass gim?  MSiige / Surfacecanopee

2.2.4.3 Quantification des SGs
La biomasse séche foliaire est homogénéisée, puis transférée en fiole a scintiller pour

étre broyée finement (GenoGrinder®). 3 billes de 5 mm de diametre sont utilisées, et le
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broyage de chaque échantillon est réalisé 2 fois 30 secondes a 1 750 rpm. La poudre obtenue

est ensuite utilisée pour déterminer la teneur en SGs présente dans les feuilles séches.

La validation de la méthode décrite pour la quantification des différents SGs est décrite
dans le Chapitre 1 (Partie 2). 20 mg de MS finement broyées sont extraits dans 2 mL d’eau
ultra-pure pendant 2 h au bain-marie a 80°C. Les extraits aqueux sont ensuite centrifugés
pendant 10 min & 12 000 rpm a 4°C. 1 mL de chaque surnageant est récupéré a 1’aide d’une
seringue Luer-slip en plastique (Fisher Bioblock Scientific, France), pour étre filtré avec un
econofiltre Captiva (Agilent Technologies, France) dont la membrane est en nylon et les pores
de 0,45 um. Le filtrat est déposé en vial en verre de 2 mL (32 mm de hauteur, 12 mm de

diametre ; Fisher Bioblock Scientific, France) pour étre analysé par RP-HPLC.

Le dosage des SGs est réalisé avec une chaine Agilent 1100 a un débit de 1.5 mL/min, a
40°C, et la longueur d’onde du signal mesuré est a 202 nm. 5 pL de surnageant filtré est
injecté sur une colonne Poroshell 120 EC-C18 (4,6 x 250 mm, 4 um ; Agilent Technologies)
précédé d’une colonne de garde Poroshell 120 UHPLC EC-C18 (4,6 mm, 4 um; Agilent
Technologies). Les solvants de la phase mobile sont 1’eau ultra-pure (A) et I’acétonitrile
Chromasolv gradient grade 99% (B ; Sigma-Aldrich, France), et sont utilisés en mode
gradient. La phase mobile commence par une phase initiale en mode isocratique (0 — 1,5 min,
20% B), poursuivie par un gradient linéaire (1,5 — 11,5 min, 20 — 50,7% B). Un lavage avec le
solvant organique est appliqué (11,6 — 14,6 min, 100% B), suivi de la phase d’équilibrage de
la colonne (14,7 — 26 min, 20% B). Les chromatogrammes sont analysés par le logiciel
Agilent Chemstation © version B.04.03 (2012), obtenu par Luc Arnaud, Responsable
commercial — Zone sud (Agilent Technologies, France). Les 10 SGs sont €lués entre 7 et 11,5
min et sont identifiés par leur temps de rétention spécifique (Tr) déterminés avec des
standards de SGs purs (LGC Standard). Les concentrations en 10 SGs dans la MS foliaire ont
été déterminees grace aux equations linéaires obtenues par gamme d’étalonnage (Partie 2,
Chapitre 1).

La teneur de chaque SGs est exprimée en % w/w. La somme des teneurs des 10 SGs
constitue la teneur en SGs totaux dans cette étude. La somme des teneurs de 8 SGs (ST et
RebA exclu) constitue la teneur en SGs mineurs. La teneur de chaque SGs est rapportée a la
teneur en SGs totaux, pour obtenir leur proportion respective et constituer le profil de

I’échantillon.

Le rendement en glycoside de stéviol, exprimé en kg/ha, est le produit du rendement
en biomasse seéche foliaire et de la teneur en SGs. Les rendements présentés dans I’intégralité

du chapitre sont déterminés pour une reprise complete des plants (100 %) et nous permet
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d’évaluer le potentiel de nos ressources génétiques, hors absence totale de reprise. Le

caractere phénotypique de reprise apres ’hiver est traité séparément.

2.2.5 Détermination du taux de reprise en 2°™ année

La pérennité de la culture de Stevia rebaudiana est évaluée par le taux de reprise de la
croissance en 2°™ année de production. Les notations binaires (présence/absence de
croissance, Figure 11.2.3) ont débuté fin avril 2017 a Liposthey et fin mai 2017 a Ste-Livrade,
et ont été réalisées une fois par mois jusqu’a la récolte de 2™ année en septembre 2017. Ce
dénombrement a été effectué sur la totalité des plants implantés en 2016, correspondant a 84
plants/ressource génétique a Liposthey et 40 plants/ressource génétique a Ste-Livrade.
L’effectif a 3 mois d’implantation est de 20 plants/ressource génétique sur les 2 sites.
L’effectif a 5 mois d’implantation est de 64 plants/ressource génétique a Liposthey et de 20
plants/ressource génétique a Ste-Livrade. Les taux de reprise ont été déterminés en fonction
de la durée d’implantation en 1% année de production (3 et 5 mois) pour chaque site de

production par I’équation suivante :

EffeCtifrepris
EffeCtifimplanté

Taux (%) = x 100

Figure 11.2.3. lllustration de la reprise de la croissance de Stevia rebaudiana en 2°™ année de production.
(A) Site de Ste-Livrade le 12 avril 2017. Crédit photo : S. Cavaignac (Invenio). (B) Site de Liposthey le 25 avril
2017. Crédit photo : C. Hastoy
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2.2.6 Analyses statistiques
Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel R version 3.4.3 (R Core Team,
2015). Les représentations graphiques sont obtenues avec les packages « ggplot2 »
(Wickham, 2009), « cowplot » (Wilke, 2017), « gridExtra » (Auguie, 2017) et « extrafont »
(Chang, 2014).

2.2.6.1 Analyse de variance
L’analyse de variance de type II des variables quantitatives a été réalisée par la fonction
Anova du package « car » (Fox & Weisberg, 2011) sur le modele linéaire mixte (1), établi par
la fonction Imer du package « Ime4 » (Bates et al., 2015). Ce modéle a été utilisé pour estimer
les moyennes marginales et les erreurs standards avec la fonction emmeans du package
« emmeans » (Russell, 2018). Le modéle (2) a été utilisé pour la comparaison multiple des
ressources génetiques par site et par année de production par le test HSD de Tukey avec la

fonction cld du package « emmeans » (Russell, 2018).
(1) lmer (y ~A+ B * C + (1|D: B))
(2) lmer (y ~ A+ (1|D))

Ou, y est la variable mesurée, A est le facteur fixe génotype, B est le facteur fixe site de
production, C le facteur fixe année de production, et D est le facteur aléatoire bloc randomiseé.

Les interactions du bloc avec les autres facteurs sont considérées comme facteurs aléatoires.

L’analyse de variance de type II des proportions en SGs (% par rapport aux SGs totaux) a
été réalisée par la fonction Anova du package « car » (Fox & Weisherg, 2011) sur le modéle
linéaire géneéralisé :

1) gim(y~A*B*xC+D/C)
(2) glm (y ~ A+ D)

Ou, y est la proportion, A est le facteur génotype, B est le facteur année, C le facteur site de
production, D est le facteur bloc randomisé. L’interaction du bloc avec les autres facteurs ne
peut étre testé a cause du nombre de réplicas en 1 année de production (n=1/bloc/RG). Le
second modele (2) a été utilisé pour tester ’effet des facteurs intra-site, et réaliser la
comparaison multiple des ressources génétiques par le test HSD de Tuckey avec la fonction

HSD.test du package « agricolae » (ref).

L’analyse de variance de type II de la reprise en 2°™ année a été réalisée par la fonction

Anova du package « car » (Fox & Weisberg, 2011) sur 2 modeles lineaires généralisés :
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(3) glm (y ~A* B+ ()
(4) glm (y ~ A+ B)

Ou, y est la notation binaire de la reprise, A est le facteur génotype, B est le facteur bloc
randomisé hiérarchisé au site et C le facteur site de production. Le premier modéle (1) a été
utilisé pour révéler I’effet des facteurs de I’expérimentation. Le second modéle (2) a été utilisé
pour tester I’effet des facteurs intra-site, et réaliser la comparaison multiple des ressources

génétiques par le test HSD de Tuckey avec la fonction HSD.test du package « agricolae »
(ref).

2.2.6.2 Corrélation de Spearman
La corrélation entre deux variables numériques a été évaluée par le niveau de
significativité de I’association de ces variables par la méthode de Spearman a I’aide de la
fonction cor.test, et le calcul du coefficient de Spearman (r) par la fonction cor. Ces deux

fonctions proviennent du package « stats » (R Core Team, 2015).

2.2.6.3 Régression linéaire multiple

Une matrice de corrélation a été construite pour sélectionner uniquement les variables
indépendantes pour la régression linéaire multiple du rendement en biomasse foliaire,
correspondant a des coefficients de corrélation de Pearson < 0,8. Le meilleur modéle a été
obtenu par la procédure de sélection exhaustive de prédicteurs en fonction du Bayesian
Information Criterion (BIC) par les fonctions regsubsets et plot du package « leaps » (Lumley
and Miller, 2017). La détermination du Variance Inflation Factor (VIF) a permis de Vérifier
I’absence de quasi-colinéarité entre les prédicteurs sélectionnés par la fonction vif du package
«car » (Fox & Weisberg, 2011). La représentation graphique sous forme de Heatmap a été
obtenu par la fonction heatmap du package «stats» sur la matrice des moyennes des
prédicteurs (R Core Team, 2015).

2.2.6.4 Analyse en composante principale et clustering
La composition en SGs, correspondant aux proportions respectives de chaque SGs par
rapport au SGs totaux, a été décrite par Analyse en Composante Principale (ACP) a I’aide de
la fonction PCA du package « FactoMineR » (Le et al., 2008). Les données manquantes ont
été au préalable imputées par la fonction imputePCA du package « missMDA » (Husson and
Josse, 2016). Le Clustering Hiérarchique sur Composante Principale (HCPC) a été réalisé sur
les résultats de I’ ACP par la fonction HCPC.
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Tableau 11.2.3. Table d’ANOVA de type II sur modé¢les linéaires mixtes du rendement en SGs et ses
composantes pour 18 ressources génétiques de Stevia rebaudiana au stade bourgeons floraux, sur 2 sites
expérimentaux pendant 2 années de production

endement en SGs endement biomasse foliaire eneur en SGs
Rend SG Rend bi foliai Ti SG
(kg/ha) seche (kg/ha) (% wiw)
Facteurs Pr (>Chi?) Pr (>Chi?) Pr (>Chi?)
Génotype 5.72E-12 p<0.001 8.14E-08 p <0.001 2.20E-16 p<0.001
Site 0.33 NS 0.9 NS 4.99E-04 p <0.001
Année 5.60E-04 p <0.001 0.57 NS 2.20E-16 p <0.001
Génotype : Site 1.63E-07 p <0.001 0.0039 p<0.01 2.07E-08 p <0.001
Génotype : Année 0.036 p<0.05 0.11 NS 2.20E-16 p <0.001
Site : Année 0.12 NS 0.14 NS 0.075 NS
Génotype : Site : Année 0.38 NS 0.93 NS 4.12E-11 p <0.001
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Figure 11.2.4. Evaluation de la productivité de ressources génétiques de Stevia rebaudiana au stade
bourgeons floraux, dans 2 sites expérimentaux pendant 2 années de culture. (A) Rendement en SGs exprimé
en kg/ha ; (B) Rendement en biomasse foliaire seche exprimé en kg/ha ; (C) Teneur en SGs totaux exprimée %
w/w. Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes marginales estimées + erreur standard, déterminées
a partir de 20 plants par ressource génétique en premiére année de production (1), et, entre 3 et 12 plants en
deuxiéme année de production (2). Les ressources génétiques sont classées dans ’ordre croissant des rendements
SGs en 1% année de production sur chaque site. Le résultat de la comparaison multiple par le test HSD de Tukey
des ressources génétiques par année et par site de production est indiqué sous forme de lettres. Les résultats
montrant les mémes lettres dans chaque condition ne sont pas significativement différents a p = 0,05.
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3 Performances de ressources génétigues durant 2 années de
production

3.1 Variabilité de la productivité et ses composantes

Le rendement en SGs est significativement différent en fonction du génotype, I’année
de production, I’interaction entre le génotype et le site, puis I’interaction entre le génotype et
I’année (Tableau 11.2.3). Le rendement en biomasse foliaire est dépendant uniquement du
génotype et de son interaction avec le site. Enfin, la teneur en SGs est influencée par tous les
facteurs et leur interaction, hormis I’interaction entre le site et I’année de production. Dans
nos conditions, la variabilité phénotypique des composantes du rendement de Stevia
rebaudiana est fortement dépendante du génotype. Ce résultat révele qu’il existe
suffisamment de variabilité au sein de la collection pour identifier des différences
significatives. Les interactions avec le site et 1’année de production indiquent que les
génotypes n’évoluent pas de la méme maniére suivant les conditions pédoclimatiques,
induisant un classement différentiel de la productivité en fonction des conditions (Figure
11.2.4).

En 1°¢ année de production, les ressources génétiques ont atteint des rendements en
SGs entre 65 et 187 kg/ha a Liposthey, et entre 52 et 205 kg/ha a Ste-Livrade (Figure 11.2.4
A). En 2°™ année de production, ce rendement diminue allant de 38 & 150 kg/ha & Liposthey
alors qu’a Ste-Livrade la gamme de rendement en SGs est plus large, entre 37 et 220 kg/ha.
Certains génotypes n’ont pas repris de croissance la deuxiéme année (GF dans les 2 sites, et
E161718 a Ste-Livrade). La comparaison multiple des ressources géenétiques dans chaque
condition permet d’identifier les réponses extrémes, dépendantes de I’interaction du génotype
avec le site et I’année de production (Tableau 11.2.3). Le classement, en fonction de la
productivité en 1°® année, n’est pas maintenu en 2°™ année (Figure 11.2.4). A Liposthey,
Candy (S) et S6030-1 (< 72 kg/ha) sont des producteurs limités de SGs comparés a Lac4,
Gawi et FP (> 144 kg/ha) en 1% année, alors qu’en 2°™ année le génotype D (38 kg/ha) est
significativement différent de Larrére, Septo5, Gawi et FP (> 121 kg/ha). A Ste-Livrade, le
génotype E161718 (52 kg/ha) comparé a C, FP et EspLacl (> 173 kg/ha) est un genotype
limité en production de SGs, alors qu’en 2°™ année, ce sont les ressources génétiques ES,
SowNatural (S) et Septo5 (< 66 kg/ha) les moins intéressantes comparées a EspLac2 (220
kg/ha). L’effet année sur le rendement en SGs (p<0,001) montre une diminution générale des
rendements de production en 2°™ année, cependant, celui-ci n’est pas significatif pour toutes
les ressources génétiques. EspLac? est le seul génotype montrant une nette augmentation du

rendement en 2°™ année (de 135 & 220 kg/ha & Ste-Livrade). Ensuite, quel que soit le site, les
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ressources génétiques Eirete FP, Lac4, D et SowNatural (S) voient leur rendement diminuer
de maniére significative en 2™ année, auxquels s’ajoutent E8 et EspLacl & Ste-Livrade.
L’effet du site de production révele que C, EspLac2 et D sont plus productifs a Ste-Livrade
qu’a Liposthey, quel que soit ’année de production. Enfin, les ressources génétiques les plus
stables sont Candy(S), Gawi, S6030-1, Larrere, Septo4, Septo5 et SweetyStar (S) pour

lesquels nous ne révélons ni d’effet site, ni d’effet année.

Le rendement en biomasse foliaire (Figure 11.2.4 B) obtenu en 1°® année de production varie
entre 593 et 1 242 kg/ha a Liposthey et entre 412 et 1 300 kg/ha & Ste-Livrade. En 2°™ année,
ce rendement reste stable entre 528 et 1 315 kg/ha a Liposthey alors que celui-ci passe de 469
a 2046 kg/ha a Ste-Livrade. L’absence d’effet année significatif (p>0,05) indique une
stabilité générale de la production de biomasse foliaire en 2°™ année (Tableau 11.2.3), quel
que soit le site, mais I’interaction significative du génotype avec le site (p>0,01) indique des
comportements spécifiques au génotype et au site de production. A Liposthey, Candy et
SowNatural (S) (< 675 kg/ha) sont des producteurs mineurs comparés a GF, Septo5, Gawi et
FP (> 1 107 kg/ha) en 1% année, puis en 2°™ année Gawi (1 315 kg/ha) maintient une bonne
production alors que EspLacl (525 kg/ha) perd son rendement de production foliaire. A Ste-
Livrade, I’absence de différences significatives en 1°® année de production indique que la
variabilité intra- est supérieure a la variabilité inter-ressources génétiques. En 2°™ année,
toutes les ressources génétiques (< 1 211 kg/ha) sont significativement différentes de EspLac2
(2 046 kg/ha). Ce dernier est le seul génotype a montrer une augmentation significative de son
rendement entre les 2 années de production (de 1 214 a 2 046 kg/ha). Le génotype EspLacl
est le seul génotype a montré une diminution significative de son rendement en biomasse

foliaire en 2™ année sur les 2 sites.

Les teneurs en SGs (Figure 11.2.4 C) obtenues en 1% année varient de 8,58 a 15,47 %
w/w & Liposthey et de 9,22 & 16,9 % w/w & Ste Livrade. En 2°™ année, elles varient entre
4,51 et 17 % w/w a Liposthey et entre 6,12 et 12,44 % w/w. L’effet année révele une
diminution génerale des teneurs en SGs sur les 2 sites, excepté pour EspLacl a Liposthey
dont la teneur augmente de 12,54 a 17,37 % w/w. La faible variabilité intra-ressources
génétiques dans chaque condition révele de nombreuses différences significatives et explique
la significativité de tous les facteurs et leurs interactions.
A Liposthey en 1°"® année, S6030-1, Septo4, E8, EspLac? et Eirete présentent les teneurs les
plus faibles inférieures a 9,85 % w/w et vont maintenir de faibles teneurs en 2™ année (<8,63
% w/w). Alors qu’en 1% année, les génotypes C, EspLacl, SowNatural (S), Gawi, FP et Lac4

ont des teneurs comprises entre 12,45 et 15,47 % w/w. Seuls les génotypes FP et EspLacl
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vont maintenir ou augmenter leur teneur en deuxieme année (13,69 et 17,37 % w/w

respectivement).

Pour St-Livrade en 1% année, on retrouve les mémes génotypes (S6030-1, Eirété,
Septo4, EspLac?) ainsi que Candy (S) avec des faibles teneurs en SGs (11,92 % w/w). En
2°™ année, seul les génotypes (Eirété, S6030-1et E8) maintiennent de faible teneur inférieure
a 7,54 % wi/w alors que les génotypes C, Septo5, Gawi, EspLacl et Larrére présentent les

meilleures teneurs allant de 11,38 et 12,44 % w/w.

Cette évaluation de la productivité sur 2 années et 2 sites de production permet
d’identifier les ressources génétiques les mieux adaptées dans ces conditions culturales. A
Liposthey, les génotypes Gawi et FP sont les plus productifs sur les 2 années. A Ste-Livrade,
les génotypes C, FP et EspLacl sont les plus productifs en 1°® année, mais sont intermédiaires
en 2°™ année ol EsplLac2 est le plus productif, suite & une forte augmentation de son
rendement en biomasse foliaire. Le génotype GF n’a pas pu étre évalué en 2°™ année suite a
une absence de reprise apres 1’hiver, et semble donc non adapté a une implantation courte

dans les 2 sites, tout comme E161718 a Ste-Livrade.

3.2 Contribution des composantes au rendement en SGs

Le rendement en SGs dépend du rendement en biomasse foliaire et de la teneur en
SGs. Pour comprendre la mise en place de celui-ci chez Stevia rebaudiana, nous avons évalué

les liens et les contributions des composantes du rendement.

Pour cela, nous avons évalué les corrélations entre le rendement en SGs, le rendement
en biomasse foliaire et la teneur en SGs (Figure 11.2.5). L’analyse statistique de la totalité des
récoltes révele des corrélations significatives entre rendement en SGs et en biomasse foliaire
(Figure 11.2.5 A), et entre rendement et teneur en SGs (Figure 11.2.5 B). De plus, les
coefficients de corrélation de Pearson montrent une forte corrélation entre rendement en SGs
et en biomasse foliaire (0,87), suggérant que le rendement en biomasse foliaire détermine le
rendement en SGs, quel que soit le génotype étudié. La faible corrélation entre rendement et
teneur en SGs (0,52) révéle seulement une tendance entre ces 2 caractéres. L’absence de
corrélation significative entre rendement en biomasse foliaire et teneur en SGs suggere
I’indépendance de ces 2 caractéres au sein de la collection (Figure 11.2.5 C). Pour évaluer la
contribution des composantes au rendement en SGs, nous avons évalué leur part de variance
respective dans la variabilité du rendement (Tableau 11.2.4). Ainsi, nous confirmons la
contribution nettement supérieure du rendement en biomasse foliaire (75%) par rapport a la

teneur en SGs (20%) dans la mise en place du rendement en SGs.
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Figure 11.2.5. Corrélation entre les composantes du rendement de Stevia rebaudiana au stade bourgeons
floraux, sur 2 sites expérimentaux pendant 2 années de culture.

Le coefficient de corrélation de Pearson (pour p < 0.05) est indiqué en haut de chaque graphique. Les droites
rouges représentent la corrélation linéaire entre les variables. Les nuages de point correspondent a 450 mesures.

Tableau 11.2.4. Décomposition de la variance du rendement en SGs chez Stevia rebaudiana en fonction du
rendement en biomasse foliaire et de la teneur en SGs.

Source de la variance SCE Part de la variance (%) Pr (>Chi?)
Biomasse foliaire 989277 75 p <0.001
Teneur en SGs 265961 20 p <0.001
Résidus du modeéle 60478 5
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3.3 ldentification des descripteurs de la canopée en lien avec le
rendement en biomasse foliaire

Le rendement en biomasse foliaire est le caractére déterminant dans nos conditions de
culture. Stevia rebaudiana arborant une grande variabilité d’architecture, il est donc
nécessaire d’identifier les traits morphologiques expliquant la variabilité du rendement en
biomasse foliaire séche. En raison des différences d’échantillonnage entre les 2 années de
culture, nous nous concentrons uniquement sur les résultats obtenus en 2°™ année de

production (mesures plante a plante).

L’absence de forte corrélation significative (r > 0.8) entre rendement en biomasse foliaire
et descripteurs de la canopée ne permet pas d’identifier un caractere unique a sélectionner.
Cela suggere soit ’absence de lien direct entre descripteur de la canopée et rendement en
biomasse, soit I’implication de plusieurs traits dans la mise en place de celle-ci. Pour répondre
a ces hypotheses, nous avons réalisé une régression linéaire multiple du rendement en
biomasse foliaire en fonction des descripteurs de la canopée mesurés (Tableau 11.2.2). A partir
des 10 variables, le meilleur modele linéaire obtenu par sélection exhaustive de régresseurs en

fonction du BIC est composé de 4 variables et obtient un coefficient R2 de 0,79 :
y~3293a+31,11b+3055c+1,63d—3148

Ou y est le rendement en biomasse foliaire seche (kg/ha), a est le diamétre Nord-Sud
(cm), b est le diamétre Est-Ouest (cm), ¢ est le Leaf Mass Ratio (%) et d est le Specific Stem
Mass (g/m?). Ces 4 descripteurs de la canopée constituent les variables permettant de décrire
de maniére significative la variabilité du rendement en biomasse foliaire dans nos conditions

culturales.

Les ressources génétiques évaluées sur les 2 sites de production se classent en 2 grands
groupes en fonction de ces 4 descripteurs de la canopée (Figure 11.2.6). Les principaux criteres
différenciant ces 2 classes sont les diamétres NS et EO. Le premier groupe présente des
diametres de canopée importants comparé au second groupe. Le SSM n’est pas en lien avec
les diametres, car nous pouvons observer une gamme importante de variabilité dans les 2
groupes. Enfin, le LMR évolue a I'inverse du SSM. En terme d’architecture, le premier
groupe correspond a des plants se développant sur d’importantes largeurs au contraire du
second groupe. Le SSM révele la densité de biomasse de tige et le LMR révéle la part de la

biomasse foliaire par rapport a la biomasse aérienne.
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Figure 11.2.6. Caractérisation de 18 ressources génétiques de Stevia rebaudiana au stade bourgeons floraux
en 2°™ année de production dans 2 sites de production selon 4 descripteurs de la canopée. La représentation
sous forme de heatmap est obtenue sur les moyennes marginales estimées pour chaque ressource génétique dans
2 sites de production (LIP : Liposthey; STL : Ste-Livrade). Les rendements en biomasse foliaire (kg/ha)
correspondant sont indiqués a droite avec le résultat de la comparaison multiple de la 2™ année de production
par le test HSD de Tukey.
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Cette analyse révéle une plasticité phénotypique importante des ressources génétiques en
fonction du site de production. En effet, les génotypes Septo5 et Larrére développent une

canopée plus large a Liposthey qu’a Ste-Livrade, et se classent dans les 2 groupes.

Ensuite, dans chacun des 2 groupes, les ressources génétiques révelent des variations de
distributions de la biomasse (SSM et LMR), comme par exemple le génotype FP qui montre
un fort LMR a Ste-Livrade comparé a Liposthey, ou le génotype Gawi dont le SSM est plus

important a Liposthey comparé a Ste-Livrade.

Le rendement en biomasse foliaire du groupe 1 varie de 774 a 2 046 kg/ha (STL FP et
STL EspLac2 respectivement) et est en moyenne de 1 083 kg/ha. Le rendement du groupe 2
est compris entre 469 et 1315 kg/ha (STL Candy et LIP Gawi respectivement) et est en
moyenne de 791 kg/ha. Ces résultats suggerent que les ressources génétiques dont la largeur
de la canopée est plus importante obtiennent en moyenne un rendement en biomasse foliaire

plus important.
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Tableau 11.2.5. Table d’ANOVA de type II sur modeles linéaires généralisés des proportions en SGs doux
et amers pour 15 génotypes de Stevia rebaudiana au stade bourgeons floraux, sur 2 sites expérimentaux
pendant 2 années de production.

SGs doux (%) SGs amers (%)
Facteurs Probabilité  Significativité ~ Probabilité  Significativité
Génotype 2.00E-16 p <0.001 2.00E-16 p <0.001
Année 0.2732 NS 0.4488 NS
Site 2.00E-16 p <0.001 2.00E-16 p <0.001
Génotype : Année 0.2512 NS 0.4568 NS
Génotype : Site 7.18E-03 p<0.01 3.24E-04 p <0.001
Site : Year 0.09512 NS 0.1303 NS
Génotype : Site : Année 0.2553 NS 0.2374 NS
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Figure 11.2.7. Profils en SGs majoritaires d’une collection de 15 génotypes de Stevia rebaudiana dans 2
sites durant 2 années de production. (A) Graphique des variables suite a une Analyse en Composante
Principale (ACP) des proportions en ST, RebA, RebC, DulA et RebF (% par rapport au SGs totaux). (B)
Graphique des individus de ’ACP des proportions des 5 SGs, ou chaque couleur représente un génotype. Les
ellipses représentent le résultat du Clustering Hiérarchique sur Composante Principale et permet d’identifier les
profils ressemblants. (C) Les histogrammes représentent la proportion de 5 SGs majeurs par rapport aux 10 SGs
totaux, exprimés en %, en fonction du génotype (axe horizontal), du site de production (axe vertical) et de
I’année de production (axe des abscisses). Les génotypes sont classés en fonction de leur proportion moyenne en
SGs désiré (RebA).
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3.4 Caractérisation des profils en glycosides de stéviol

Les profils en SGs sont révélés par la teneur relative de chaque SGs constituant le pool
des 10 SGs quantifiables, qui signifie ayant une teneur > 0,05 % w/w. Les profils peuvent étre
établis en fonction de la saveur des SGs : doux (RebA, RebD, RebM, RebE) et amere (ST,
RebC, DulA, Rub, SB). L’analyse de variance révéle que les proportions en groupe de SGs
dépendent du génotype, du site et de leur interaction (p < 0,001 ; Tableau 11.2.5). L’absence
d’effet année et d’interaction avec les autres facteurs (p > 0,05) indique une stabilité des
profils en SGs pour toute la collection de RG pour un méme site. Toutes ressources
génétiques confondues, la proportion de SGs doux est significativement supérieure a St

Livrade comparée a Liposthey, et inversement pour les SGs améres (Figure 11.2.7).

Les 5 SGs majoritairement accumulés par Stevia rebaudiana sont ST, RebA, RebC,
DulA et RebF et permettent d’expliquer 98,8% de la variabilité biochimique de la collection
étudiée durant ces 2 années (Figure 11.2.7 A). Parmi ces 5 SGs, le RebA, est le plus recherché
pour son absence d’amertume, alors que DulA et ST participent activement a 1’amertume.
RebA et ST sont les 2 SGs majoritaires et leurs proportions permettent d’expliquer plus de 80
% de la teneur en SGs quel que soit le genotype (sauf pour Eirete qui présente une teneur en
RebC supérieure a 20%). Les proportions en RebC et RebF sont plus minoritaires, et semblent
indépendantes des teneurs relatives des 3 précédents SGs (Figure 11.2.7 A). L’analyse en
composante principale et le clustering hiérarchique sur composante principale nous permet de
mettre en evidence les profils globaux des 15 ressources genétiques étudiees (Figure 11.2.7 B-
C).

Les génotypes se classent en 6 clusters et se répartissent principalement sur I’axe des
variables ST et RebA (Figure 11.2.7 B-C). Le cluster 1 est composé de 3 génotypes, qui
n’accumulent pas de RebA (E8 et S6030-1) et EspLac2 qui accumule une proportion infime
(5,1% a Liposthey et 6,7% a Ste-Livrade). Le cluster 2 représenté par Eirete a la particularité
d’accumuler une forte proportion de RebC (21,8% a Liposthey et 22% a Ste-Livrade),
comparé a I’ensemble de la collection qui atteint en moyenne seulement 4%. Les 3 derniers
clusters se caractérisent par leur proportion croissante en RebA. Celle-ci varie en moyenne de
26 a 42,3% a Liposthey et de 31,2% a 46,5% a Ste-Livrade au sein du cluster 3 (GF et
E161718 respectivement). Le cluster 4 varie de 43% a 51,6% a Liposthey et de 50,8% a
54,5% a Ste-Livrade (Septo4 et D respectivement), puis atteint 72% a Liposthey et 75,9% a
Ste-Livrade pour le génotype C (cluster 5). Le SGs le plus recherché étant le RebA, les

clusters 4 et 5 représentent les profils les plus intéressants au sein de la collection.
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Tableau 11.2.6. Table d’ANOVA de type 11 sur modeles linéaires généralisés des taux de reprise en 2¢me

année pour 18 ressources génétiques de Stevia rebaudiana au stade bourgeons floraux, sur 2 sites

expérimentaux dans le cas d’une implantation courte en 1° année de production (A). Table ’ANOVA
pour le site de Ste-Livrade (B) et Liposthey (C)

A Taux de reprise (%)
Probabilité ~Significativité
Génotype 2.20E-16 p < 0.001
Site 1.50E-04 p <0.001
Génotype:Site 2.20E-16 p <0.001
Bloc:Site 7.29E-06 p <0.001
Geénotype:Site:Bloc  2.85E-07 p <0.001
B Ste-Livrade Taux de reprise (%) C Liposthey Taux de reprise (%)
Probabilité Significativité Probabilité Significativité
Génotype 2.20E-16 p <0.001 Génotype 2.20E-16 p <0.001
Bloc 2.49E-07 p <0.001 Bloc 1.27E-01 NS
Génotype:Bloc  6.42E-10 p <0.001 Génotype:Bloc  8.24E-02 NS
1004
50 abcd abe d e abcd
g 60 1 bcdef bedef cdef bedef cdef E
8 40 ef
:
g
< o
g I
% 100 1 b a a a
g ab ab ab ab ab ab 2
v 801 abc abc
=
E 60 1 bc bc bc @
& =
401
2. I
0 L T T T T T T T
N Q “X ’@ i \ 4\\ &
Ao S8 q, & S N w @ &9
> ¥ Q} K % Q rb' 0 'b S
N R L Y &
< < %@ < “\k %&

Ressources génétiques

Figure 11.2.8. Taux de reprise de la croissance (%) en 2°™ année de production pour 18 ressources
génétiques de Stevia rebaudiana dans les sites de production de Ste-Livrade et Liposthey. Les résultats
présentent la reprise déterminée le 11 juillet & LIP et le 20 juillet 2017 & STL sur les plants récoltés en 1 année,
soit n=20 plants par ressource génétique. Les ressources génétiques sont classées en fonction du taux de reprise
croissant a STL, site de production ayant un taux de reprise moyen supérieur (63%) comparé a LIP (51%). Le
résultat du test HSD de Tuckey est indiqué en haut des histogrammes. Les ressources génétiques ayant les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p = 0,05.
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3.5 Pérennité de la culture suite a 3 mois d’implantation

La pérennité de la culture est évaluée par le taux de reprise de la croissance en 2°™ année
de production. Cette évaluation témoigne de 1’adaptation des ressources génétiques aux
conditions culturales, suite & une implantation courte en 1% année de croissance (3 mois). La
reprise de la croissance a débuté fin mars 2017 a Liposthey et mi-avril 2017 a Ste-Livrade.
La figure 11.2.8 présente les taux de reprise en 2°™ année des 18 ressources génétiques au
mois de juillet 2017 sur les 2 sites, date a partir de laquelle la reprise est restée stable. Le % de
reprise est significativement différent en fonction du génotype, du site de production, du bloc
et de leur interaction (Tableau 11.2.6 A). Toutes ressources génétiques confondues, le taux de
reprise est significativement supérieur a Ste-Livrade par rapport a Liposthey a p= 0,05 (63%
et 51% respectivement). La forte interaction entre le génotype et le site de production indique

un différentiel d’adaptation en fonction des conditions pédoclimatiques.

Nous observons un fort effet génotype du bloc, ainsi qu’une interaction entre ces 2
facteurs a Ste-Livrade (p<0,001 ; Tableau 11.2.6 B), contrairement a Liposthey ou la reprise
n’est influencée que par le génotype (p<0,001; Tableau 11.2.6 C). Elle varie entre 0%
(E161718) et 95% (D) a Ste-Livrade et entre 5% (GF) et 100% (Eirete) a Liposthey (Figure
[1.2.8). La comparaison multiple des ressources génétiques nous permet d’identifier les
comportements extrémes pour chaque site. A Ste-Livrade, les ressources génétiques ayant une
reprise > 94% (C, SweetyStar et D) sont significativement différentes des ressources
génetiques dont la reprise est < 50% (Septo5, EsplLacl, Eirete, Candy, GF, E161718). Les
ressources génétiques montrant une adaptation intermédiaire ont un taux de reprise compris
entre 70% et 88% (Lac4 et Larrere respectivement). A Liposthey, Eirete et Septo5 (reprise >
95%) sont significativement différents de S6030-1, SweetyStar, E161718, FP, E8, Septo4,
Candy, C et GF (reprise < 45%). Dans ce cas, la reprise intermédiaire est comprise entre 50%

et 90% (SowNatural et Larrere respectivement).

En fonction des comparaisons multiples, nous pouvons ainsi identifier les ressources
génétiques ayant des comportements opposés entre les 2 sites (C, Eirete, E8, FP, S6030-1,
Septo4, Septo5, SweetyStar). Ces ressources génétiques sont donc a sélectionner en fonction
du site de production. Des ressources génétiques ayant un taux de reprise similaire, compris
entre 50% et 90%, sont classées comme intermédiaires (EspLac2, Gawi, Lac4, Larrére,
SowNatural). E161718, Candy, GF ont une reprise défavorable dans les 2 sites (entre O et
40%). Enfin, EspLacl et D révélent des taux reprise équivalents entre les 2 sites, mais la

variabilité de la collection dans chaque site indique un classement dans des groupes différents.
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4 Performance de ressources génétigues en 2™ année de
croissance
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4.1.1 Introduction
For many years, the consumption of excessive sugar is known to promote metabolic
disorders as obesity and diabetes. In industrialised and developing countries, it can be
considered as an epidemic (Carocho et al., 2017). In order to reduce the sugar intake and keep
sweet taste, strong artificial sweeteners have been used for years by food industry. Nowadays,
the use of these artificial sweeteners is controverted even if the link between health risks and

their consumption is not clearly established (Olivier et al., 2015).

For centuries, Paraguayan Indians are using Stevia rebaudiana leaves as a natural acaloric
source of sweetening (Soejarto et al., 1982). The active sweet compounds of this species are
the glycosylated diterpenes Steviol Glycosides (SGs; Bridel and Lavieille, 1931). Stevia
rebaudiana is the only species in Stevia genus which exhibits intense and persistent sweet
taste (Soejarto et al., 1982), because of high content of SGs in leaves. These molecules are
250-300 times sweeter than sucrose (Ceunen and Geuns, 2013a) being considered as a natural

alternative to controverted synthetic sweeteners.

SGs have been approved in Japan since 1970 as a sweetener for food industry. In 2009 and
2011, they have been classified into a food additive category (FAO and OMS, 2017) in the
United States, and in Europe (WSO, 2018) respectively. Recently, leaves have been
authorised to consumption in Europe for tea, herbal or fruit infusion (EC, 2017). The global
market is constantly increasing, leading to a strong need of Stevia rebaudiana leaves for
direct use or SGs’ extraction. In 2016, 80% of world stevia leaves production was coming
from China with 50,000-60,000 tons of dry leaves per year (Sun, 2016) harvested on around
80,000 ha. Other significant producing countries are located in Asia (Indonesia, India, Japan,
Korea) and in America (Mexico, USA, and Canada)(Gantait et al., 2018). Recent regulatory
approval and market opening explain the few area of production in Europe. Nevertheless, in
order to assess Stevia rebaudiana production in Europe, lots of experimental studies on Stevia
producing have been recently carried out as in Portugal (Lankes and Grosser, 2015), Germany
(Lankes and Zabala, 2011; Munz et al., 2018), Denmark (Grevsen and Sorensen, 2016), Italy
(Andolfi et al., 2006; Karimi et al., 2015; Macchia et al., 2007; Tavarini and Angelini, 2013),
Greece (Zachokostas, 2015), Sweden (Vouillamoz et al., 2015) and France (Barbet-Massin,
2015; Hastoy et al., 2016, 2015). All these experiment have shown that Stevia production, as
a perennial crop, is possible and economically viable in Europe (Ferrazzano et al., 2016). But
the identification of productive genetic resources adapted to european environmental
conditions is clearly needed.
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Productivity of Stevia rebaudiana is evaluated through SGs yield and composition.
SGs yield expressed in kg/ha is depending on two main components: biomass production of
dry leaves and their specific SGs content according to their taste.

Stevia rebaudiana dry leaf yield depends on genotype, year of production and cultural

management leading to a large range from 710 to 7420 kg/ha in western countries (Parris et
al., 2016; Taleie et al., 2012). As for many plants, plant biomass yield is determined by the
efficiency of solar energy capture and the conversion of the captured solar energy into
vegetative tissues (Demura and Ye, 2010). Stevia rebaudiana is highly sensitive to
photoperiod. It is an obligate short-day species, with a critical day length around 12-13h
leading to early flowering (Angelini et al., 2018). The role of critical day length on its
cultivation and SGs accumulation has been widely described (Ceunen and Geuns, 2013b;
Metivier and Viana, 1979; Yoneda et al., 2017). Long-day conditions (14h-16h) is required
for vegetative growth prolongation and increasing leaf yield (Ceunen and Geuns, 2013b;
Metivier and Viana, 1979). Similar to the influence of photoperiod, temperature regime also
plays a crucial role in SGs content. The plant can bear a wide range of temperatures from 0—
2° C to 35°C (Sumida, 1980). But the expression of thirteen out of fifteen genes involved in
SGs biosynthesis is optimized at 25°C whereas it is decreased under 15°C or above 35°C
(Yang et al., 2015).
Soil quality also impacts biomass production. It is preferable to implement it on lightly
textured and well-drained soil because Stevia rebaudiana is sensitive to waterlogging
(Angelini et al., 2018; Print et al., 2015). And at the same time, Stevia rebaudiana is sensitive
to water deficit (Benhmimou et al., 2017). In USA, water irrigation is carried out to increase
dry leaf yield from 4.12 T/ha without irrigation to 5.2 with drip irrigation (Parris et al., 2017).
Acid to neutral soils (pH 6.5-7.5) should be preferred for Stevia cultivation (Angelini et al.,
2018), because alkali conditions decrease growth and leaf yield (Kafle et al., 2017). Nitrogen
(Claire Barbet-Massin et al., 2015; Rodrigues et al., 2017) or nitrogen-phosphorus-potassium
(Aladakatti et al., 2012; Pal et al., 2015) contributes positively to dry leaf yield.

The date of the implementation of the culture and the plant density also affect the leaf
biomass production. Early planting is recommended for better dry leaf yield-(Angelini et al.,
2018; Angelini and Tavarini, 2014; Munz et al., 2018; Serfaty et al., 2013; Taleie et al.,
2012). A higher plant density of 40,000 compared to 100,000 plants/ha reached a better dry
leaf yield, 1.03 and 1.99 T/ha, respectively (Taleie et al., 2012). A comparative study of three
genotypes showed that leaf yield is enhanced over year until 5-6 years of production in Italy
and in France (Andolfi et al., 2006; Barbet-Massin et al., 2016), which makes Stevia

production possible as a perennial crop in Europe.
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Thus, optimum production conditions and their effects on dry leaf yield have been largely
documented but variability of Stevia rebaudiana canopy structure is poorly described by
quantitative traits. In Stevia rebaudiana, previous work on phenotypic diversity has described
several plant architectures with a large variability (Tateo et al.,, 1998). This has been
simplified, in more recent studies, in two main architectures either straight port or bushy
structure (Barbet-Massin, 2015; Munz et al., 2018). But, very few biomass descriptors have
been described and used in Stevia. Only Leaf-Stem Mass Ratio is generally used. It has been
demonstrated to vary between 37% and 58% and can affect the biomass production (Tateo et
al., 1998).

Total SGs content highly depends on photoperiod, ontogeny, genotype and its interaction with
the environment. A study carried out in Southwest France has shown that the phenotypic
variability of 96 “Criola” related genotypes during the first year of production led to a large
range of SGs content from 4.6 to 12.3 % w/w (Barbet-Massin et al., 2016), while a study with
24 Brazilian and Paraguayan genotypes has shown a larger range of SGs content from 9.4 to
27.3 % w/w (Montoro et al., 2013). During vegetative growth, SGs content increases (Barbet-
Massin, 2015; Ceunen and Geuns, 2013b). Long-day photoperiod improves SGs
accumulation by 30% compared to short-day conditions (Ceunen and Geuns, 2013b). For the
second year of production, SGs content could be enhanced from 12% to 152% according to
the genotype (Barbet-Massin et al., 2016). Moreover, SGs content also depends on genotype-
location interaction, illustrated by different contents observed on two sites (12.6 and 10.5

%w/w) for one genotype (Barbet-Massin et al., 2016).

Each SGs has different taste characteristics according to its monosaccharide type, number and
attachment position on its steviol aglycon part (Ekman and Hall, 2016; Upreti et al., 2012). It
has been demonstrated that RebA participates in sweet taste, whereas ST, RebC and DulA
elicit a bitter aftertaste (Espinoza et al., 2014; Hellfritsch et al., 2012). While consumers
asking for less bitterness and liquorice taste, SGs composition needs to be improved in RebA
(Fry, 2016). A couple studies have shown that SGs profiles remains stable among various
environments and years of production, indicating a high genotypic determinism (Barbet-
Massin et al., 2016).

In Stevia rebaudiana few improved cultivars are available. Angelini et al. (2018) have
recently inventoried 90 cultivars of Stevia rebaudiana. Most of them are sold as
heterogeneous seeds population often produced through open pollination and improved
through massal selection. The mostly known and largely cultivated genotypes are named

“Criola”, “Eirete” or “Morita”. All these cultivars and seed populations have been improved
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in and for environmental conditions highly different from the European’s. Only “Gawi”
genotype from EUSTAS collection was selected in Germany for its adaptation to temperate
climates (Zabala, 2011). In Europe, only few genotypes from different origins have been
evaluated in terms of productivity. Seven genotypes of EUSTAS collection were evaluated in
Alentejo, Portugal (Lankes and Grosser, 2015) and four of them were used in a Danish study
(Grevsen and Sorensen, 2016). Ninety-six genotypes were evaluated in South-West of France
(Barbet-Massin et al., 2016) but they were all randomly chosen from a population of “Criola”
seeds. Therefore, there is an urgent need to evaluate in European conditions the performances

of a large diversity of genotypes.

The aim of the present study is to explore the performances of fifteen genotypes and three
seeds lots gathered from different origins under the agro-pedo-climacteric conditions of South
Western France. It has been chosen to evaluate the performances in a second year of
production to avoid the crop establishment period. These performances are deciphered in
terms of (1) biomass components and the evaluation of ten descriptors, (2) quantification and
composition of SGs through the identification and quantification of ten majors and minors
SGs.

List of abbreviations

SGs: steviol glycosides; ST: stevioside; RebA: rebaudioside A; RebC: rebaudioside C;
DulA: dulcoside A; RebF: rebaudioside F; Rub: rubusoside; RebD: rebaudioside D; RebM:
rebaudioside M; RebB: rebaudioside B; SB: steviolbioside; ACN: acetonitril;, LSMR: Leaf-
Stem Mass Ratio; SLM: Specific Leaf Mass; SSM: Specific Stem Mass; S: Seed lot.
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Table 1. Genetic resources of Stevia rebaudiana studied in field conditions in the South-west of France:
provider, name of genetic resources, year of obtention, type of plant material used and origin before

selection.
Origin  before
Provider Country Name Obtention Plant material selection
EUSTAS genebank  Germany C 2016 In vitro cuttings Colombia
Gawi 2016 In vitro cuttings Unknown
D 2016 In vitro cuttings Paraguay
SteviaStore Paraguay Eirete 2015 In vitro cuttings Paraguay
OVIATIS collection  France E161718 2011 In vitro cuttings Argentina
E8 2011 In vitro cuttings Argentina
EspLacl 2013 In vitro cuttings Spain
EspLac2 2013 In vitro cuttings Spain
FP 2011 In vitro cuttings Argentina
GF 2014 In vitro cuttings Argentina
S6030-1 2015 In vitro cuttings Israel
Lac4 2013 In vitro cuttings Argentina
Larrére 2013 In vitro cuttings Argentina
Septod 2014 In vitro cuttings Argentina
Septo5 2014 In vitro cuttings Argentina
Genesis seeds Israel Candy 2016 Seeds Unknown
Richter Herbs Canada SowNatural 2016 Seeds Unknown
Hem Zaden Netherlands SweetyStar 2016 Seeds Unknown
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4.1.2 Materials and methods

4.1.2.1 Genetic resources

Fifteen genotypes and three seeds lots of different origins were collected for the trial (Table
1). The genotypes were gathered from different providers trying to collect diversity as large as
possible. Three genotypes were provided by EUSTAS gene bank (Hortilab, Telgte,
Germany). These genotypes have already been evaluated in field conditions in Europe and are
used as control (Lankes and Grosser, 2015). Twelve genotypes are issued from OVIATIS
collection (Lacaussade, France) and were previously selected within diversity from
commercial providers in Argentina, Paraguay, Spain, and Canada. Three seeds lots were
obtained from different commercial providers (Genesis seeds, Israel; Richter Herbs, Canada;
Hem Zaden, Netherlands).

4.1.2.2 Field trial
Genotypes from EUSTAS gene bank and OVIATIS collection are issued from in vitro
cuttings and produced as clones under partially regulated greenhouse conditions with aeration
temperature of 22°C, heating temperature of 18°C and shading when light intensity is
overhead 500 W/m2 during 7 weeks. Acclimatisation and sowing started by 10 days under
saturated hygrometry level, followed by 2 weeks of gradual aeration. In vitro cuttings were
transplanted in Jiffy®7 pellet (42 mm diameter, Jiffy, France). The four seeds lots were sown
on Jiffy GOm8 substrate (Jiffy, France) and were transplanted on Jiffy®7 pellet (42 mm
diameter, Jiffy, France) 3 weeks after seed germination. Sub-irrigation was weekly adapted in
order to maintain pellet moistened. Ramification was promoted by decapitation when plantlets

were 7-8 cm.

Table 2. Organic status and elements composition at 30 cm depth of the sandy experimental field in

2017

Organic status (%) Elements (g/kg) Oligo-elements (mg/kg)

Organic matter ~ 2.3 P20s 0.091 EDTA Cu 3.11

Total nitrogen  0.053 K20 0.042 EDTA Mg <3.99
MgO 0.076 EDTA Fe 88.81

C/N ratio 25.6
EDTA Zn 4.35

Stevia field trial began with trial implementation. All the genetic resources were planted in a
private farm at Liposthey (44°17'56.9"N 0°53'14.7"W), South West, France. In this area, soil
type is black sandy soil (85-90% coarse sand and 5-10% fine mud) at 1.3 T/m? of density.
Soil characteristics was determined at 30 cm depth in 2017 (Table 2). All 7 week-old plantlets
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were transplanted to the field at the end of June 2016. The field trial was arranged in 4
randomised blocks with density of 37,500 plants/ha onto plastic mulching with drop by drop
irrigation underground. Irrigation occurred 1h per day at 1L/h per drip during summer, and
was reduced at 30 min per day in autumn. Each genotype was repeated 21 times by clone. For
seeds lots, 21 different individuals were planted in each block. After 5.5 months of growth, all
plants were cut after flowering stage in December 2016. A veil for wintering (30 g/m?2) was
installed for crop protection over winter until March 2017. Plant growth started in the middle
of March 2017 and regrowth rate reached 93%. During both growing year, weeds were
removed by hand at plants bottom as possible and Score fungicide (Syngenta, France) was
applied at 0.5L/ha only when leave disease appeared. Genotypes and seed lots performance
was studied during the second year of production. Plant harvest was conducted at flower
budding stage on 21" September 2017.

Table 3. Quantitative variables used for the characterisation of Stevia rebaudiana phenotypic variability

under field conditions.

Category Variables Unit Description / Formula

Yield component Dry yieldeqs kg/ha Dry weightyoqr X Density
Dry yieldgom kg/ha Dry weightgter, X Density
SGs yield; kg/ha Dry yieldjcqf X SGs content;

SGs Content;

SGs Contentipiq

SGs proportion;

% W/WDW leaf

% W/WDW leaf

%

1:ST,RebA,RebC,DulA, RebF
Rub,RebD,RebM, RebB,SB

Z 10 SGs

SGs content; /SGs content,yiq

Canopy descriptors h m Height
Dns m North-south diameter
Pro m Est-west diameter
Number of stem nb/ha Nbgtem X Density
Canopy area m?/ha Dns N Pro % X Density

2 2

Canopy volume m?/ha g T X % % (?3% % % x Density
Stem density stem/m? Number of stem / Canopy area
Leaf Mass Ratio - Dry yield,eqr /D1y yieldsiem
Specific Leaf Mass g/m? Dry yieldieqr / Canopy area
Specific Stem Mass g/m? Dry yieldstem / Canopy area
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4.1.2.3 Evaluation of yield and its component

Plant yield was carry out on 3 plants randomly selected per genotype and per block at flower
budding stage at 21" September. Number of main stems and plant height and diameters were
used to calculate the canopy descriptors listed in Table 3. After measurement, whole plants
were cut by hand around 10 cm above the ground, and aerial biomass harvested. Fresh leaves
and stems were separated by hand before drying at 40°C during 60 h. Dry material was
weighed for each plant to obtain dry weight variables used in the calculation of leaf and stem
yield (Table 2).

4.1.2.4 Steviol glycosides quantification
Twenty mg of dried and grounded leaf samples were extracted with 2 mL of ultra-pure water
at 80°C during 2 h. Extracts were centrifuged (10 min, 14700g), and supernatant were filtered
(0.45 um) before analysis. 5 pL of the supernatant were injected into a C18 column (250 x 4.6
mm, 4 um; Poroshell 120 EC-C18, Agilent, Germany) with a guard column on a Reversed
Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) system (Agilent LC1100,
USA). SGs were eluted by a gradient phase of acetonitrile (HPLC grade, Sigma-Aldrich,
France): (to: 20% ACN; 1.5 — 11.5 min : 20 — 50.7% ACN; 11.6 — 14.6 min: 100% ACN; 14.7
— 26 min: 20% ACN, 26 min : stop), and with a flow rate of 1.5 mL/min. Ten SGs were
detected at 202 nm (RebD, RebM, ST, RebA, RebC, RebF, DulA, Rub, RebB, SB) and
previously identified by purified SGs standard (Chromadex, United States). For each SGs, a
standard range between 5 and 1 000 ng/uL of purified standard was used to quantify each
amount. Results were expressed as content per unit leaf dry weight (% w/w) for each SGs and

total SGs, and as proportion (%) of each SGs content compared to total SGs content.

4.1.2.5 Statistical analysis
The statistical analysis was performed using the software R version 3.4.3 (R Core Team,
2015). Complete data frame was cleaned by deleting outliers according to Bonferroni tests on
Studentisied residuals of linear model, from the package “car” (Fox and Weisberg, 2011).
Mixed linear model from package “Ime4” (Bates et al., 2015) were used to study continue
quantitative variables:
y=A+ (1|B) + (1]4: B)

With y: continue quantitative variables, A: genetic resources as fixed effect, B: randomised
block as random effect, A:B: block interaction with genetic resources as random effect. The
package “car” was used for Type Il analysis of variance on mixed model (Fox and Weisberg,
2011). Marginal means and standard error were calculated on mixed model and significant
differences between genotypes and seed lots were determined on marginal means by Tukey’s

Honestly Significant Difference (HSD) test with the package “emmeans” (Russell, 2018).
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Multiple regression analysis was used to identify canopy descriptors explaining dry leaf yield
variability. A total of 6 variables were measured for biomass characterisation (leaf and stem
yield, plant height and diameters, number of stem), enabling to evaluate 6 canopy descriptors
such as canopy area and volume, stem density (Clifton-Brown and Lewandowski, 2002), Leaf
Mass Ratio (Barbet-Massin, 2015), Specific Leaf and Stem Mass (Valladares and Guzman,
2006) (Table 3). Correlation matrix was constructed in order to select only independent
variables (when Pearson correlation coefficient was r < 0.8) for multiple linear regression.
Then, best linear model regression was obtained by exhaustive selection of independent
predictors according to Bayesian Information Criterion, from the package “leaps” (Lumley
and Miller, 2017). Heatmap on discriminant canopy descriptors was constructed by clustering
using complete linkage method into “stats” package (R Core Team, 2015) in order to reveal
Stevia rebaudiana architecture.

SGs compositions within the genotype collection were analysed using Principal Component
Analysis (PCA) using the package “FactoMineR” (Le et al., 2008), and “missMDA” (Husson
and Josse, 2016) to compute missing values. Hierarchical Clustering on Principal Component
(HCPC) was applied on PCA results in order to classify genotype according to their SGs
profile.

For data representation, package “ggplot2” (Wickham, 2009), “cowplot” (Wilke, 2017) and
“extrafont” (Chang, 2014) were used.
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Figure 1. Yield component of Stevia rebaudiana genotype and seed lots (S) during harvesting at flower
budding stage obtained in field conditions: SGs yield expressed in kg/ha (A), dry leaf yield expressed in
kg/ha (B) and SGs content expressed in % w/w of leaf dry weight (C). Barplot represents Least-Squares
Means of 4 randomized blocks, corresponding to a total 12 plants per genetic resource, with standard
deviation. Results of multiple comparison by Tuckey’s Honestly Significative Difference are indicated by
letters, and same letter shows no significant difference at p = 0.05 level.
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4.1.3 Results

4.1.3.1 Evaluation of global genetic resources performance
through SGsyield, dry leaf yield and SGs content

For each genotype and seed lot (S), SGs yield expressed in kg/ha (Fig. 1A) was calculated
from dry leaf yield and SGs content (Table 2; Fig. 1B-C). A significant and strong genotype
effect (p < 0.001; Supp. data 1) was found for SGs vyield (Fig. 1A). Depending on the
genotype, SGs yield ranged from 33 kg/ha for “D” genotype to 517 kg/ha for “GF” genotype,
corresponding to a 15-fold variability. Multiple comparison analysis between all genotypes
and seed lots revealed that SGs yield for the worst group “D”, “S6030-1”, “Eirete” ranged
from 33 to 67 kg/ha and were significantly different from the group including “EspLacl”,”
EspLac2”, “FP”, “Gawi” and “Candy” (S), whose SGs yield ranged from 305 to 209 kg/ha.
Finally, the best producer “GF” (517 kg/ha) was significantly different from the rest of
genetic resources. These results revealed a large SGs yield variability among the studied
genotype and seed lots.
In order to decipher the SGs yield, genotypes were also compared according to their dry leaf
yield expressed in kg/ha (Fig. 1B). Dry leaf yield showed a 4-fold change variability among
the studied genotype and seed lots. It ranges from 770 to 3402 kg of dry leaf/ha. Among the
studied genetic ressources, only “GF” exhibited a significant difference compared to the
others. In our field conditions, this genotype is the best leaf biomass producer with 3402 kg of
dry leaf/ha. The other genotypes exhibit a continuum from weak leaf biomass production 770
kg of dry leaf/ha for “D” to 2 173 and 2 019 kg of dry leaf/ha for “EspLac2” and “Candy” (S)
respectively. Except for “FP” and “EspLacl”, genotypes are distributed by incresing dry leaf
yield (Fig.1B), similarly as SGs yield (Fig 1A).
Among the studied genetic ressources, total SGs content varied between 4.5 and 18.4 % w/w
(Fig. 1C), corresponding to a large variability in Stevia rebaudiana. This variability is tightly
linked to the genotype (p < 0.001). For this trait, “EspLacl” presents the significant higher
SGs content (18.4 % w/w) and is significantly different from the rest of the genetic resources,
excepting “FP” and “GF” which amount of SGs are 15.1 and 14.33 % w/w respectively. Six
genotypes, “Lac4”, “Gawi”, “E161718”, “Septo4”, “Septo5”, “Larrere” present intermediate
SGs content ranged between 11.8 and 10.2 % w/w. Three genotypes, “D”, “S6030-1" and
“Eirete” present the worst SGs content with less than 7 % w/w (Fig 1C).
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Figure 2. Correlation between yield component during harvesting at flower budding stage : SGs and dry
leaf yield (A), SGs yield and SGs content (B), dry leaf yield and SGs content (B). Each point correspond to
1 harvested plant, and plots represent all genetic resources (12 plants per genetic resource). Significant
Pearson correlation coefficient at p = 0.05 level is indicated on the bottom (r). Red line represents resulting
linear correlation.

For SGs' content, it is interesting to notice that genotype classification obtained with SGs'
yield is partly maintained. “D”, “S6030-1” and “Ereite” appear to be low performance
genotypes. “GF” which is the best genotype for SGs yield is also one of the best in terms of
SGs content. In order to understand which traits make the most effective contribution to SGs
yield, we assessed the correlation between these 3 traits and the variance proportion of dry
leaf yield and SGs content explaining SGs yield variability. A significant positive correlation
of 0.87 (p < 0.001) was found between SGs yield and dry leaf yield (Fig. 2A), whereas a
lower Spearman’s correlation coefficent of 0.66 (p < 0.001) was found between SGs yield and
SGs content (Fig. 2B). Moreover, lowest correlation was observed between dry leaf yield and
total SGs content (r = 0.33), suggesting a lesser dependance between these yield components.
(Fig. 2C). Variance analysis on linear regression of SGs yield revealed that 68% of the
variance was explained by leaf dry yield, 24% by SGs content and 8 % by their interaction
(Supp. Data 2). Both analysis confirmed the higher contribution of dry leaf yield, compared to
SGs content, for SGs yield in our field growth conditions.
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Figure 3. Main morphotypes of Stevia rebaudiana observed into genetic resources collection in field
conditions. (A) Genotype C, from EUSTAS collection, exhibited bushy habit with many secondary
ramifications and small leaves. (B) Genotype Gawi, from EUSTAS collection, exhibited main port
architecture, corresponding to principal stems with larger leaves. Photo credit: C. Hastoy, July, Liposthey
(France).

4.1.3.2 Variables involved in Stevia rebaudiana aerial biomass
variability
In our field growth conditions, two main architectures were observed : bushy plants with
small leaves on many lateral branches and main port plants with larger leaves (Fig. 3).
However, this qualitative character is not sufficient to reveal aerial biomass variability among
Stevia rebaudiana. These two different architectures suggest that the contribution of the leaf
biomass to the total SGs yield can be different according to the genotype. Thus, to understand
what contributes to aerial biomass, 10 quantitative canopy descriptors were determined to
assess morphotype (Table 2). All 10 canopy descriptors significantly contributed to dry leaf
yield variability at p < 0.05 level (Supp. Data 3). Best linear model obtained by exhaustive
selection had a high adjusted R? = 0.8578 and was composed of 6 regressors involved in dry
leaf yield variability :
y =4.848 x 10™*a — 5.389  + 7.448 X 10™%y + 7.068 x 1025 + 3.374 ¢ + 8.839 0
—2.076 x 103

Where y is dry leaf yield expressed in kg/ha, « is the number of principal stems/ha, £ is stem
density expressed in number of stem/m? of canopy area, y is canopy area expressed in m2/ha,
6 is Leaf Mass Ratio, ¢ is Specific Leaf Mass expressed in g/m?, 6 is Specific Stem Mass
expressed in g/m2. Among the ten descriptors, these six regressors constitued quantitative

variables describing dry leaf yield variability.
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Figure 4. Classification of Stevia rebaudiana genetic resources according to morphotypes linked to foliar
biomass production. Heatmap were constructed from centered matrix calculated on marginal means of
independent canopy descriptors. For each variable (column) grey gradient represents result for genetic

resources (row) from lower (light grey) to higher (black) value.
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Complete linkage method on these regressors, previously identified, allowed to classify
genetic resources into 2 main clusters depending on 2 groups of quantitative traits (Fig. 4).
SLM, SSM and LSMR describe biomass partitioning, and, on the other hand, canopy area,
density and number of stems reveal port architecture. Genetic resources such as “GF”,
“EspLac2”, “Septo4”, “E161718”, “EspLacl”, “Candy” (S), “E8”, “Lac4”, “SowNatural” (S)
and “S6030-1” corresponding to Groupl exhibited condensed foliar biomass on a small
ground area, through condensed stem biomass or high LSMR. These genotype show the
highest result for biomass distribution variables and the lowest values for port structure
variables. On the opposite, “Gawi”, “Septo5”, “FP”, “Larrere”, “SweetyStar” (S), “D”, “C”
and “Eirete” (Group 2) corresponded to airy biomass on a large ground area and obtained the
lowest values for biomass partitionning descriptors and the highest results for port structure
variables. Quantitative canopy descriptors allowed to distinguish genetic resources according
two main aerial architecture.

“GF” and “EspLac2” obtained best dry leaf yield in our field conditions (Fig.1B), and were
clasified into group 1, caracterised by low canopy area and condensed biomass. On the
opposite, worst foliar biomass producer “D”, “Eirete” and “C” were classified in group 2,
corresponding to larger canopy area and airy biomass. This result suggest that condensed
biomass is preferable to access better dry leaf yield. However, “S6030-1" was classified in
condensed biomass group (group 1), while it had worst dry leaf yield (Fig. 1B). This result
suggested that to low canopy area was not preferable as morphological trait.
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Figure 5. Caracterisation of SGs profiles on 15 genotypes in field condtions. (A) Principal Component
Analysis (PCA) variables factor map of 5 majors SGs proportion (DulA : dulcoside A; RebA : rebaudioside
A; RebC : rebaudioside C; RebF : rebaudioside F; ST : stevioside). The 5 SGs proportion are expressed in
percentage of total SGs content. The two major principal components explains 98.98 % of the variance. (B)
PCA individual factor map from 15 genotypes according to the variable factor map. Each color represents
1 genotype. Ellipses reveal 6 clusters obtained by Hierachical Clustering on Principal Component. (C) SGs
proportion for 15 studied genotypes according to the HCPC results, indicating by horizontal bar with same
color than ellipse. (D) Pearson correlation matrix of 5 majors SGs proportion. Positive correlation are
represented in green and negative correlation are in orange. Circle size is proportional to Pearson
coefficient, indicated inside. No significant correlation are represented by empty cell inside the matrix (p >
0.05).
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4.1.3.3 Evaluation of SGs profiles
SGs composition needed to be characterised in order to evaluate economic potential of the
genotype according to SGs quality linked to sweety taste (RebA, RebD, RebM, RebB) versus
bitter taste (ST, RebC, DulA, Rub, SB). Principal Component Analysis has been used to
characterise SGs composition on raw data, corresponding to 12 plants per genotype (Fig. 5).
Among the 10 detected SGs, the proportion of the 5 SGs mostly produced (ST, RebA, RebC,
RebF and DulA) were enough to explain 98.98% of the phenotypic variability. SGs
composition lead to identify important significant correlation between major SGs (Fig. 5D).
ST and DulA proportion are positively correlated (r = 0.62; p<0.05) and higly negatively
correlated to RebA proportion (r = - 0.87 and r = - 0.83 respectively; p<0.05) while RebF and
RebC proportion are positively correlated (r = 0.98; p<0.05), and negatively correlated to ST
proportion (r =- 0.61 and r = - 0.57 respectively; p<0.05).
A significant genotype effect was confirmed for SGs profile, corresponding to the proportion
of each SGs (Table 2; p < 0.001). Hierarchical Clustering on Principal Component allowed to
identify 6 clusters of genotype (Fig. 5B-C). Genotypes are mainly separated along the first
axis (Fig. 5 B) which corresponds to the ST/RebA separation.
C genotype appears to be the best in terms of sweety taste SGs with 72% of RebA and
RebA/ST ratio of 3.9. The other genotypes are discriminated from RebA/ST ratio (Fig. 5B)
ranging from 1.47 to 0.87 for cluster 2, 0.97 to 0.5 for cluster 3. Only Eirete (cluster 4)
accumulates 20% of RebC. EspLac2 (cluster 5) shows a large content of ST (84%). Genotype
from cluster 6 (E8 and S6030-1) did not accumulate RebA, nor RebF and RebC. In our field
growth conditions and among the 15 genotypes, cluster 1 and 2 genotypes show the better
economic potentiality, thanks to their higher proportion of RebA.
Interestingly, those 5 SGs proportion exhibited non significant correlation with vyield
component (dry leaf yield and total SGs content), or significant correlation but with a low
correlation coefficient (r < 0.5; Supp.data 4). These results revealed the independence of yield

components and SGs profil in Stevia rebaudiana.
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4.1.4 Discussion and conclusion
For farmers, Stevia rebaudiana main productivity trait is SGs yield. Thus, improved
cultivars with enhanced SGs yield and adapted to various environment have to be proposed to
farmers. SGs vyield trait encompasses dry leaf yield, SGs content and SGs composition which
have to be evaluated in large genotypes set. In our study, SGs yield was evaluated in a set of
15 different genotypes and 3 seeds lots in south western France in a second year after
planting. These genotypes have been gathered from different providers, trying to get

diversified origins.

In our collection, SGs yield showed a high variability. It ranges from 33 kg/ha to 517
kg/ha. In France, 3 genotypes selected from “Criola” seeds population were evaluated on 3
sites. They revealed SGs’ yield between 55 to 292 kg/ha (C Barbet-Massin et al., 2015). In
western United-States, SGs yield varied between 260 kg/ha and 890 kg/ha for 6 improved
genotypes from S&W company cultivated in 4 locations (Parris et al., 2016). Taken together,
these results show the role of breeding improvement. “Candy” seed lot from Israél is shared in
our study and in Parris’ study. SGs yield reached 209 kg/ha for this cultivar in our study,
which is lower than SGs yields, between 248 kg/ha and 581 kg/ha, obtained in the four
locations in USA (Parris et al., 2016). This underlines the importance to evaluate the
genotypes in different environments. “C” and “Gawi” genotypes from EUSTAS collection
were evaluated in several places in Europe. Thus they can be used as benchmarks for SGs
productivity according to different sites. In our conditions, “C” and “Gawi” genotypes from
EUSTAS collection reached 90 and 214 kg/ha respectively. These genotypes experimented in
Alentejo, Portugal, exhibited high performances with 990 kg/ha and 1,150 kg/ha respectively
(Lankes and Grosser, 2015). Experimented in Danemark, they also show high performances
with 376 and 468 kg SGs/ha (Grevsen and Sorensen, 2016). It is interesting to notice that
under Danish’s conditions (Grevsen and Sorensen, 2016), “C” genotype obtained higher dry
leaf yield compared to “Gawi”, 4.5 and 3.9 T/ha respectively. Whereas in our field conditions,
these two genotypes showed very different dry leaf yields, as in Portugal’s conditions (Lankes
and Grosser, 2015), with 1.9 and 1 T/ha for “Gawi” and “C”, respectively. These results

clearly illustrate the need to evaluate genotypes according to the site.

We demonstrated the major role of dry leaf yield in SGs yield. Comparison of Stevia
rebaudiana dry leaf yield per hectare and its relationship with plant productivity is skewed
because of plant density, ranging from 37,500 plants/ha in the present study to 100,000
plants/ha (Vouillamoz et al., 2015). Expressing biomass productivity in g of dry leaf per

plant, our collection ranged between genotype “D” producing 20 g/plant to “GF” producing
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91 g/plant. This plant productivity was then similar as was observed for “SW107” genotype
with 75 g/plant in USA (Parris et al., 2016) or for “F” genotype with 83 g/plant in Denmark.

Our results reveal a large morphological variability that can be clustered in two main
architectures. A first group of genotypes exhibits condensed foliar biomass on a small ground
area, with a condensed stem biomass or high LSMR. A second group shows airy biomass on a
large ground area. The plant architecture of the first group seems to be the best architecture
for greater dry leaf yield, compared to airy biomass on a large ground area. Similar plant
architectures were compared in Germany (Munz et al., 2018). The authors showed the plants
with broad leaves on upright shape corresponding to a higher Leaf Area Index (LAI; ratio
between leaf area to ground canopy area) led to larger leaf dry yield, compared to the plants
with narrow leaves with horizontally oriented shoots. However, the authors concluded that
fraction of intercepted photosynthetically active radiation was lower for condensed biomass
architecture and higher LAI was linked to higher Specific Leaf Area (SLA; ratio of leaf area
to leaf dry weight), corresponding to thinner leaves (Munz et al., 2018). Theses observations
suggest that increased yield may be attributed to higher leaf photosynthesis response to
irradiance at elevated LAI, as in improved maize hybrids (Dwyerl et al., 1991). This result
could be explain by the positive relationship between SLA and photosynthetic rate
demonstrated on 17 herbaceous species (Dubey et al., 2017).

In our study, we could select six canopy descriptors, the number of principal stems/ha,
the stem density expressed in number of stem/m?2 of canopy area, the canopy area expressed in
m?ha, the Leaf Mass Ratio, the Specific Leaf Mass expressed in g/mz2, and the Specific Stem
Mass expressed in g/m? allowing us to describe aerial biomass variability. The identification
of these canopy descriptors explaining aerial biomass variability provide useful tools for
breeding program. They have been used in other species produced for their leaves biomass as

in tobbaco (Maleki et al., 2011) or in miscanthus (Clifton-Brown and Lewandowski, 2002).

Besides leaf dry yield, SGs content and composition are also important components of
SGs yield. Among our studied genotypes, SGs content varied between 4.5 and 18.4 % wi/w.
This is similar to what was obtained for genotypes from “Criola” seeds studied in France over
two years of production (Barbet-Massin et al., 2016). But high performance genotypes have
also been described as the 23 genotypes from Brazil and Paraguay cutivated in Italy. They can
accumulate 27 % SGs w/w (Montoro et al., 2013). These differences can be partly attributed
to genotype effect. But it has also been described that SGs content is highly influenced by the
pedoclimatic conditions, the age of plant stand and its phase of development (Barbet-Massin
et al., 2016; Tavarini and Angelini, 2013).
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As demonstrated in previous studies (Barbet-Massin et al., 2016), five majors SGs,
ST, RebA, RebC, DulA and RebF, were enough to explain 98% of SGs variability into our
collection. Highest proportion of RebA, with lowest ST, RebC and DulA proportion are
desirable trait (Espinoza et al., 2014; Hellfritsch et al., 2012). In our study, we observed one
particularly interesting genotype, “C” from EUSTAS collection, which accumulates 72%
RebA among total SGs. Four other genotypes, Larrere, Septo5, EspLacl and FP, appeared to
be very interesting for SGs profile improvement as their RebA/ST ratio is above 1.

We demonstrated that RebA proportion is negatively correlated to DulA and ST proportion
which is positive for breeding purpose. However, ST and RebC are negatively correlated.
RebC elicitates bitter human receptors at lower concentration than ST (Hellfritsch et al.,
2012). It is involved in the maintenance of bitter aftertaste. Therefore, selection clearly need

to minimise RebC proportion in SGs profiles.

Nevertheless, comparison of “C” genotype composition over sites and years, demonstrates
that SGs profiles are stable. In a first year of production “C” genotype reached 71% of RebA
among total SGs in a field experiment in France (Hastoy et al., 2016) and around 75 % in
Portugal (Lankes and Grosser, 2015). In a second year of production, “C” showed 72 % of
RebA in France and around 69 % in Danish conditions (Grevsen and Sorensen, 2016). These
few differences on RebA proportion suggest that SGs profiles are highly determined by
genotype and very few influenced by environemental conditions.

Results obtained in western France field conditions with a large set of 15 different
genotypes and 3 seeds lots confirmed that Stevia rebaudiana production is possible in France.
Seeds lots leaded to intermediate dry leaf yield and SGs content, resulting on intermediate
SGs yield (99-209 kg/ha). 15 genotypes revealed the high phenotypic variability of Stevia
rebaudiana, in term of productivity trough SGs yield (33-517 kg/ha), dry leaf yield (0.77-3.4
T/ha) and SGs content (4.47-18.41 %w/w). This study confirmed that dry leaf yield is tone of
he main trait contributing to SGs yield. Our diversity revealed higher dry leaf yield per plant
(until 91 g/plant) than other country but our field design have the weakest plant density in
Stevia rebaudiana studies (37,500 plants/ha), leading to an intermediate yield per hectare.
Among dry leaf yield variability, 6 canopy descriptors were needed to reveal two main
canopy structures, which could be described as condensed and airy biomass. Supplemental
canopy descriptors such as Leaf Area Index and Specific Leaf Area could be characterised in
further study to understand the link between light interception and photosynthetic activity
with dry leaf yield. 15 genotypes also revealed the high variability of SGs composition

through the proportion of 5 SGs among total SGs, leading to a classification into 6 groups
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where the sweetest SGs (RebA) varied between 0-72%. SGs composition is determined by
genotype and are poorly influenced by environement. In our conditions, two genotypes,
“EspLacl” and “FP” are particularly interesting for their SGs composition and content, but
exhibit intermediate leaf dry yield, whereas the best dry leaf producer “GF” do not have
interesting SGs composition. These genotypes could represent interesting genitors for

breeding improvement of Stevia rebaudiana for production in Southwestern of France.

For the future, understanding the relationship between canopy structure, plant density, light
interception and photosynthetic activity could improve knowledge on leaf yield building
pattern in Stevia rebaudiana for breeding purpose.
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Supplemental data

Supplemental data 1. Probability values of ANOVA type II table on linear mixed model for SGs yield and

its component

Variables Genetic resources
SGs yield »<0.001
Dry leaf yield »<0.001
SGs content »<0.001

Supplemental data 2. Variance analysis for linear regression of SGs yield by leaf dry yield and SGs content

Explicative variables P-value Variance proportion (%)
Dry leaf yield »<0.001 68
SGs content »<0.001 24
Dry leaf'yield : SGs content p < 0.001 8

Supplemental data 3. Result of ANOVA type II on linear model for dry leaf yield regression

Explicative variables P-value

h »<0.001
Dns »<0.001
Dro »<0.001
Number of stem »<0.01
Canopy area »<0.01
Canopy volume »<0.001
Stem density »<0.01

Leaf Mass Ratio »<0.001
Specific Leaf Mass  p < 0.001
Specific Stem Mass  p < 0.001

Supplemental data 4. Pearson correlation matrix of SGs yield, leaf dry yield, SGs content and the 5
majors SGs proportion. Positive correlation are represented in green and negative correlation are in orange.
Circle size is proportional to Pearson coefficient, indicated inside. No significant correlation are

represented by empty cell inside the matrix (p > 0.05).

X
o°&é\ %@b Y O &

F &£ & FF T

Dry leaf yield 016 0.88° 048 -0.38 -0.34 -0.36
SGs content  0:5% 044 023 0.5

SGs yield -0.24 038 005 044
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Tableau 11.2.7. Table d’ANOVA de type Il sur modeles linéaires généralisés du taux de reprise de

croissance en 2°™ de production pour 18 ressources génétiques de Stevia rebaudiana sur les 2 sites
expérimentaux dans le cas d’une implantation longue en 1°® année de production (A). Table ’ANOVA
pour le site de Ste-Livrade (B) et Liposthey (C)

A Taux de reprise (%)
Probabilité ~Significativité
Génotype 2.20E-16 p < 0.001
Site 2.20E-16 p <0.001
Génotype:Site 2.20E-16 p <0.001
Bloc:Site 1.10E-02 p <0.05
Génotype:Site:Bloc  8.23E-08 p <0.001
B Ste-Livrade Taux de reprise (%) C Liposthey Taux de reprise (%)
Probabilité  Significativité Probabilité Significativité
Génotype 2.20E-16 p <0.001 Génotype 1.68E-10 p <0.001
Bloc 0.159 NS Bloc 3.48E-03 p<0.01
Génotype:Bloc  8.66E-05 p <0.001 Geénotype:Bloc  0.0827 NS
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Figure 11.2.9. Taux de reprise de la croissance (%) en 2°™ année de production pour 18 ressources
génétiques de Stevia rebaudiana dans les sites de production de Ste-Livrade et Liposthey dans le cas d’une
implantation longue en 1% année. Les résultats présentent la reprise déterminée le 11 juillet & Liposthey et le
20 juillet 2017 a Ste-Livrade sur les plants implantés 5 mois en 1°¢ année de production, soit n=64 plants par
ressource génétique a Liposthey et n=20 plants a Ste-Livrade. Les ressources génétiques sont classées en
fonction du taux de reprise croissant a Liposthey, site de production ayant un taux de reprise moyen supérieur
(93%) comparé a Liposthey (58%). Le résultat du test HSD de Tuckey est indiqué en haut des histogrammes.
Les ressources génétiques ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p = 0,05.
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4.2 Resultats complémentaires

La figure 11.2.9 présente les taux de reprise de la croissance des plants initialement
implantés (en %) en 2°™ année de production pour les 18 ressources génétiques de Stevia
rebaudiana dans les sites de production de Ste-Livrade-sur-lot et Liposthey. Les taux de
reprise sont significativement différents en fonction du génotype, du site de production, du
bloc et de leur interaction (Tableau I1.2.7A). Toutes ressources génétiques confondues, le taux
de reprise est fortement supérieur a Liposthey par rapport a Ste-Livrade a p= 0,05 (93% et
58% respectivement). A Liposthey, la majorité des ressources ont une reprise supérieure a 86
% seul le génotype E161718 présente une reprise plus aléatoire (70%). Sur le site de Ste-
Livrade, il existe une trés grande hétérogénéité entre les génotypes, dont les extrémes sont le
génotype E161718 qui ne présente aucune reprise de croissance et Lac4, seul génotype a
100% de reprise de croissance. La forte interaction entre le génotype et le site de production
indique un différentiel d’adaptation en fonction des conditions pédoclimatiques (2.2.2

Dispositifs expérimentaux, p 99-101).

A Ste-Livrade, nous observons un fort effet génotype, ainsi qu’une interaction de celui-Ci
avec le bloc (p<0,001 ; Tableau 11.2.7B). A Liposthey la reprise est fortement dépendante du
génotype (p<0,001) et du bloc (p<0,01 ; Tableau 11.2.7C). Elle varie entre 70% (E161718) et
100% (Gawi, D) a Liposthey alors qu’a Ste-Livrade elle varie entre 0% (E161718) et 100%
(Lac4) (Figure 11.2.9). La comparaison multiple des ressources génétiques nous permet
d’identifier les comportements extrémes pour chaque site. A Liposthey, la majorité des
ressources génétiques ont une trés bonne reprise (> 94%). Ce sont les génotypes (Gawi, D,
Eirete, EspLac2, C, SweetyStar (S), Septo4, Larrére, Septo5 et Lac4) alors que les autres
génotypes (S6030-1, SowNatural (S), Candy (S), EspLacl, E8, GF et FP) présentent une
reprise plus faible comprise entre 86% et 92%. A Ste-Livrade, EspLacl, SowNatural, Lac4, C
et EspLac2 (reprise > 95%) sont significativement différents d’E161718 (reprise de 0%). Le
reste des RG montre une reprise trés aléatoire comprise entre 17% et 80% (Candy et S6030-
lrespectivement). Le peu de différences significatives s’explique par la forte interaction entre
le génotype et le bloc randomisé, conduisant a une grande variabilité intra-génotype. Le
génotype E161718 est le moins performant sur les 2 sites de production. EsplLacl,
SowNatural, Lac4, C et EspLac2 révélent des taux de reprise équivalents entre les 2 sites,

correspondant aux ressources génétiques les mieux adaptés a ces 2 conditions de production.

A Ste-Livrade, nous n’observons pas de différences significatives pour le rendement en
SGs et ses composantes entre les résultats de 2°™ année aprés 3 et 5 mois d’implantation en
1°® année. Les résultats sont représentés en Annexe A3.
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5 Conclusion et discussion

Les objectifs de ce chapitre étaient (1) d’évaluer la variabilité phénotypique de Stevia
rebaudiana a travers 1’évaluation de la productivité, (2) de décomposer les traits impliqués
dans le rendement en SGs en terme de quantité et de qualité, et (3) d’identifier les caracteres
d’intérét pour la mise en place d’un programme d’amélioration pour une filiecre BIO en
Aquitaine. Pour cela, nous avons rassemblé et évalué en conditions de production une
collection de 18 ressources génétiques (15 génotypes et 3 lots de semences) dans 2
environnements, durant 2 années de production dans le cas d’une implantation courte en 1°
année, et au cours de la 2°™ année de production dans le cas d’une implantation longue en 1%
année. Le phénotypage a été réalisé au stade bourgeons floraux, et a permis de déterminer le
rendement en SGs a travers le rendement en biomasse foliaire et la teneur en SGs. Pour
caractériser plus finement les composantes du rendement, la biomasse foliaire a été décrite a
I’aide de descripteurs de la canopée, et les teneurs de 10 SGs ont permis d’évaluer la
composition en SGs. Les ressources génétiques ayant été cultivées durant 2 années, la
capacité d’adaptation face a I’hiver a été évaluée grace aux taux de reprise de croissance en

2¢Me année.

Toutes conditions confondues dans cette étude, une large variabilité phénotypique est
révélée au sein de la collection, en accord avec 1’auto-incompatibilité de Stevia rebaudiana
(Yadav et al., 2011). Les sources de variabilité sont nombreuses et peuvent avoir un impact
sur les composantes du rendement étudiées. Sur les 2 sites, les températures minimales
moyennes du mois de janvier 2017 ont été négatives, pouvant impacter le taux de reprise. Le
nombre de ressources génétiques étudiées est élevé comparé aux autres essais chez Stevia
rebaudiana, permettant d’apprécier la réponse de cette espéce a ces differentes conditions
culturales et environnementales. La comparaison des différentes conditions de 1’étude (sites
expérimentaux et durée d’implantation) nous permet de caractériser des tendances générales
en fonction des caractéres culturaux, et de révéler une forte variabilité des composantes du

rendement dépendante du génotype et de son interaction avec I’environnement.
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5.1 Variabilité de la productivité de Stevia rebaudiana

Le rendement en SGs révéle la productivité de Stevia rebaudiana. En 1°® année de
production, les rendements en SGs ont varié entre 52 et 205 kg/ha au bout de 3 mois
d’implantation, résultant en moyenne a 105 kg/ha a Liposthey et & 124 kg/ha a Ste-Livrade.
Ces mémes plants récoltés en 2°™ année ont révélé un rendement compris entre 38 et 220
kg/ha, en moyenne de 83 kg/ha a Liposthey et 90 kg/ha a Ste-Livrade. Les études comparant
les dates de plantation révélent que les plus précoces (au début du printemps) obtiennent de
meilleurs rendements de production que des plantations tardives (Taleie et al., 2012). Ainsi,
nos plantations au mois de Juin sont définies comme tardives et nous pouvons supposer que
les rendements obtenus ne sont pas les optimums des ressources génétiques. Dans ces
conditions, un seul génotype (EspLac2) montre une augmentation significative de son
rendement en 2™ année, & Ste-Livrade, au contraire de 5 ressources génétiques (Eirete FP,
Lac4, D et SowNatural (S)) qui perdent leur rendement sur les 2 sites, tout comme E8 et
EspLacl a Ste-Livrade. Ce résultat montre que 1’évolution du rendement I’année suivante est
dépendante du génotype. Les plants récoltés uniquement en 2°™ année aprés une implantation
prolongée ont montré une gamme de variabilité plus importante, comprise entre 33 et 512
kg/ha a Liposthey (moyenne de 174 kg/ha) et entre 23 et 294 kg/ha a Ste-Livrade (moyenne
de 112 kg/ha). Cette évaluation révele I’impact général positif de I’implantation prolongée a
Liposthey sur le rendement, malgré une implantation tardive, et concorde avec les
augmentations de rendements décrites dés les 2°™ années de production (ref). Un rendement
nettement supérieur est observé pour les génotypes E8, EspLacl, EspLac2, FP, Gawi, GF,
Lac4, Septo4 et Septo5 comparé aux rendements obtenus sur les 2 années avec implantation
courte. On peut donc supposer qu’a Ste-Livrade les conditions environnementales n’étaient
pas optimales pour un établissement suffisant de la culture, quelles que soit les ressources
génétiques. Les données météorologiques mensuelles montrent seulement une différence de
durée d’ensoleillement, supérieure a Ste-Livrade les 2 mois suivant I’implantation, or ce
parametre devrait stimuler la croissance végétative (Ceunen & Geuns, 2013a). Stevia
rebaudiana se développe mieux sur des sols de texture sablonneuse (Zaman et al., 2015),
nous pouvons donc supposer que la composition du sol a Ste-Livrade est moins optimale pour
la totalité de la collection, sachant que I’établissement des plants en 1% saison de croissance
est un facteur important (Angelini et al., 2018). Nous montrons dans cette étude que la
productivité de Stevia rebaudiana est fortement dépendante du génotype, de son interaction
avec I’environnement, et que la durée d’implantation en 1°® année a un fort impact sur

I’année suivante.
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Le génotype et son interaction avec I’environnement sont les facteurs responsables des
gammes de variabilité importantes dans chaque condition de cette étude. Ce résultat est en
accord avec les interactions génotype-environnement déja démontrées (Barbet-Massin, 2015;
Parris et al., 2016). Toutes conditions confondues, les génotypes C et D sont plus productifs
sur le site de Ste-Livrade, suggérant une meilleure adaptation a une culture sur sols argilo-
calcaires irrigués par aspersion. Pour le génotype EspLac2, I’implantation courte a Ste-
Livrade et I’implantation longue a Liposthey révelent de forts rendements similaires (220 et
231 kg/ha). A Ste-Livrade, le génotype FP maintient sa production, parmi les plus
performantes en 1°© année. A Liposthey, les génotypes Gawi et FP restent parmi les plus
performants quelle que soit la durée d’implantation. Dans le cas d’une implantation
prolongée, les génotypes EspLacl et EspLac2 deviennent parmi les plus performants, avec
surtout le génotype GF produisant 517 kg SGs/ha (meilleur rendement toutes conditions
confondues de I’étude), qui, pourtant, n’a pas repris sa croissance en implantation courte. Le
génotype Gawi apparait performant dans toutes les conditions de I’étude, ce qui confirme son
critére de sélection d’adaptation au climat tempéré (Lankes & Zabala, 2011), et constitue une

ressource génétique témoin pour ces conditions.

La forte variabilité de rendement en SGs est le produit de ses 2 composantes, le rendement
en biomasse foliaire et la teneur en SGs dans les feuilles. Nous avons demontré que le
rendement en biomasse foliaire est le trait contribuant majoritairement au rendement en SGs,
quel que soit les conditions, et confirme les résultats de précédentes expérimentations
frangaises (Barbet-Massin, 2015; Barbet-Massin et al., 2015). Les variations importantes de
rendements en SGs sont donc principalement la résultante de variations de production de
biomasse foliaire. La stabilité générale du rendement en biomasse foliaire entre les 2 années
de production (implantation courte) est en accord avec la stabilité de celui-ci en 2°™ année
démontré pour 2 génotypes en Italie (Andolfi et al., 2006). Les rendements supérieurs obtenus
a Liposthey dans le cas d’une implantation prolongée est en accord avec de précédentes
études (Taleie et al., 2012; Serfaty et al., 2013; Munz et al., 2018). Ainsi, nous confirmons
pour ce site que la durée d’implantation impacte positivement la croissance sur 1’année
suivante, comme démontré en Israél (Serfaty et al., 2013), et qu’clle est responsable d’un

rendement en SGs supérieur.
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5.2 Caractérisation de structure de la canopée

Les descripteurs de la canopée utilisés dans cette étude nous permettent de caractériser
quantitativement la variabilité d’architecture décrite chez Stevia rebaudiana (Tateo et al.,
1998). La densité de plantation de notre étude est la plus faible référencée chez Stevia
rebaudiana (Hastoy et al., 2018), mais elle présente I’avantage d’amoindrir I’effet de la
compétition inter-plants sur le développement de la canopée (Munz et al., 2018). Nous
pouvons donc supposer que notre étude révele de maniére plus optimale la biomasse aérienne
des ressources génétiques. L’identification de combinaison de descripteurs pour expliquer la
variabilité du rendement en biomasse indique que différents traits structuraux participent a sa

mise en place.

Nous révélons une grande variabilité phénotypique en fonction des ressources géneétiques,
cependant en fonction de la durée d’implantation, nous n’identifions pas le méme nombre de
variables nécessaires a la description du rendement en biomasse foliaire. Suite a une
implantation courte, seulement 4 descripteurs permettent d’expliquer 79% de la variabilité du
rendement en biomasse foliaire, correspondant aux diamétres NS et EO, SSM et LMR. Suite a
une implantation longue a Liposthey, 6 descripteurs sont identifies pour expliquer 86% de
variabilité : la surface de la canopée, le nombre de tiges principales, la densité de tige par
unité de surface de canopée, SLM, SSM et LMR. Avec I’impact positif de la durée
d’implantation prolongée sur le rendement en biomasse foliaire, ce résultat indique une
augmentation de la variabilité phénotypique. Méme si nous obtenons des differences de
régresseurs, ces variables révélent I’implication de la structure des ports et de la distribution
de la biomasse. La structure des ports est caractérisée par la surface au sol représentée par la
canopée avec ou sans le nombre et la densité d’axes principaux. La répartition de la biomasse
est révelée par les densités de biomasse spécifiques par unité de surface de la canopée et le
ratio de biomasse de feuille par rapport a la biomasse aérienne. Ces deux groupes de variables
permettent de classer les ressources génétique en 2 grands groupes pour chaque condition,
alors que Tateo et al. (1998) décrivent 4 architectures chez Stevia rebaudiana, dépendantes du
nombre d’axes principaux et du développement de ramifications secondaires. Dans les
évaluations de la canopée en 2°™ année de croissance, nous ne révélons pas d’axe principal
unique (2 groupes de Tateo et al. (1998)), ce qui est en accord avec la stimulation de la
ramification par décapitation chez Stevia (Pal et al., 2013) et ’augmentation du nombre de

tiges au fil des années (ref).

Nous montrons que les caractéristiques morphologiques dépendent du génotype, de son
interaction avec I’environnement et de la durée d’implantation. Les 2 groupes identifiés se
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distinguent nettement par la surface de la canopée. Dans le cas d’une implantation courte, ce
sont les ressources génétiques montrant la plus grande surface qui sont en moyenne les
meilleurs producteurs de biomasse foliaire. A 1’inverse, dans le cas d’une implantation
longue, les surfaces de canopée plus faibles montrent en moyenne de meilleurs rendements.
Dans les 2 cas, les canopées sont associées avec des SSM et LMR intermédiaires, montrant
I’importance de la distribution de la biomasse au sein de la surface. Ces résultats suggeérent

qu’une biomasse aérienne condensée est préférable pour 1’obtention de meilleurs rendements.

A notre connaissance, I’évaluation simultanée de ces 10 descripteurs n’a pas ¢été réalisée
auparavant chez Stevia rebaudiana. D’intéressantes corrélations ont été répertoriée dans la
littérature mais n’impliquent peu de variables descriptives (Yadav et al., 2011). Une premiére
étude a corrélé positivement le nombre de feuilles et de tiges a la biomasse foliaire, sans
implication de la taille des plants (Buana, 1958), alors que plus tard le nombre de feuilles, la
taille des plants (Buana & Goenadi, 1985), et le nombre de tiges (Chalapathi et al., 1998) ont
montré une corrélation positive avec la production de biomasse. De plus, un LMR élevé a été
défini comme trait désirable pour la sélection (Yadav et al., 2011). Cependant nous montrons
dans cette étude que la taille des plants ne participe pas a la description de la variabilité, et que
les LMR et le nombre de tiges élevé n’indiquent pas toujours un rendement en biomasse
foliaire supérieur. Une seule étude a réalisé la méme approche de régression linéaire multiple
du rendement en biomasse foliaire chez Stevia rebaudiana (Pal et al., 2013). Les auteurs
expliquent 92% de la variabilité avec la hauteur des plants, le nombre de tiges et le LAI (Leaf
Area Index). Un LAI (surface foliaire par unité de surface de la canopée) supérieur a été
observé pour les architectures avec axes principaux dominants par rapport a des architectures
buissonnantes et aérées chez Stevia rebaudiana (Munz et al., 2018). Sa caractérisation
permettrait de compléter le phénotypage de la biomasse aérienne chez Stévia et
éventuellement de réduire le nombre de variables nécessaire a la description de la biomasse

foliaire.

5.3 Caractérisation de la teneur et composition en SGs

Toutes conditions confondues, nous montrons une absence de corrélation entre le
rendement en biomasse foliaire et la teneur en SGs. Ce résultat est en accord avec une
précédente étude qui a montré la forte héritabilité de ces 2 caracteres dans une population
demi-frére, sans pour autant étre corrélés (Brandle & Rosa, 1992). Nous révélons également
une gamme de variabilité importante de teneur en SGs au sein de la collection, de 4,5 & 18,4

% wi/w, similaire a une population Criola (Barbet-Massin et al., 2016).
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Dans cette étude, nous révélons que la teneur en SGs est fortement dépendante du
génotype, de son interaction avec l’environnement et de I’année de production. Nous
observons une diminution significative générale de la teneur en SGs entre les 2 années de
culture suite a une implantation courte, hormis pour les génotypes EspLacl a Liposthey dont
la teneur augmente fortement, et Larrére dont la teneur reste stable sur les 2 sites. A I’inverse,
une étude sur un nombre plus réduit de génotypes a montré une augmentation de la teneur en
2°M année, hormis pour un génotype (Barbet-Massin et al., 2016). Nos résultats serait plus en
accord avec la diminution de la teneur en ST obtenue en Italie (Tavarini & Angelini, 2013). Il
est démontré que la teneur en SGs diminue au cours de la floraison (Ceunen & Geuns, 2013a;
Barbet-Massin, 2015), et que le stade bourgeons floraux est optimal en terme de rendement en
SGs (Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Cependant, ces études cinétiques n’ont
pas été realisées sur des plants en deuxiéme année de croissance. Nous pouvons donc
supposer que la cinétique d’accumulation en SGs en fonction du stade de croissance peut étre
différente en fonction des années et pourrait expliquer la diminution observée. De maniere
intéressante, les ressources génétiques révélent des teneurs similaires en 2°™ année de
croissance quelle que soit la durée d’implantation. Une étude a montré que la date
d’implantation n’a pas d’effet sur la teneur en SGs en 1% saison de croissance (Taleie et al.,
2012). Les résultats obtenus dans cette étude complétent cette information puisque nous ne
révélons pas de différences significatives en 2°™ année de production en fonction de la durée
d’implantation. Ainsi, les génotypes C, EspLac2 et Larrére montrent des teneurs en SGs
supérieures a Ste-Livrade. Les meilleurs accumulateurs communs aux 2 années sont Gawi, C

et EspLacl a Ste-Livrade et, EspLacl et FP a Liposthey.

Les profils en SGs sont évalués a travers la proportion respective de chaque SGs
quantifiés par rapport aux SGs totaux. La combinaison des 5 SGs majoritairement accumulés
chez Stevia rebaudiana (ST, RebA, RebC, DulA et RebF) permet d’expliquer 98% de la
variabilité biochimique dans notre étude, et a permis d’expliquer 99% de la variabilité dans
une précédente étude évaluant les profils d’un plus grand nombre de génotypes (Barbet-
Massin et al., 2016). Les auteurs classent les 96 génotypes en 4 clusters tandis que nous
classons 15 genotypes en 5 ou 6 clusters. Ce résultat indique que les ressources genétiques
collectées réveélent une importante variabilité de profils en SGs. Les caractéristiques des
clusters des 2 études sont similaires : proportion de RebA nulle ou quasi inexistante,
proportion de RebC et RebF supérieure, gradient en fonction du ratio RebA/ST, et proportion
de RebA supérieure. Les profils les plus intéressants sont ceux dont la proportion en SGs
qualifiés de doux, (RebA, RebD, RebM, RebE) est la plus forte. Au sein de notre collection,

nous identifions les profils d’EspLacl, Larrére, FP et Septo5 comme répondant au mieux a ce
159



Partie 2, Chapitre 2 : Caractérisation de la variabilité phénotypique de Stevia rebaudiana en condition de
production

critére. Les génotypes D et C de ’EUSTAS font également parti des profils d’intérét, et en
particulier le génotype C qui est le seul a atteindre environ 70% de RebA, caractere pour
lequel il a été sélectionné (Lankes & Grosser, 2015).

Dans cette étude, nous montrons que seul le génotype a un fort impact sur les profils en
SGs. En effet, les profils de toutes les ressources génétiques sont stables en fonction de
I’année de production et de la durée d’implantation. Nous avons observé une proportion de
SGs « doux » significativement supérieure a Ste-Livrade pour toute la collection, cependant la
différence entre les sites est tres faible en terme de proportion, ce qui n’impacte pas le
classement des génotypes dans leur cluster respectif. Nous confirmons donc la stabilité
générale des profils déterminé par le génotype, quels que soit le site et I’année de production
(Barbet-Massin et al., 2016).

5.4 Reprise de la croissance

Les résultats de productivité présentés en 2°™ années ne prennent pas en compte le
taux de survie apres I’hiver, caractére supplémentaire représentatif de I’adaptation des
ressources génétiques aux conditions de 1’ Aquitaine et qui impacte fortement la pérennité de

la production.

Dans cette étude, nous démontrons I’importance de la conduite culturale (voile
d’hivernage), de la durée d’implantation, et de I’interaction du génotype et du site de
production. D’une maniére intéressante, les taux de reprise moyens aprés I’hiver évoluent de
la méme maniere que le rendement en SGs, précédemment décrit. Pour le site de Liposthey,
I’implantation plus longue en 1% année de croissance influence fortement le taux de reprise
apres 1’hiver. Toutes ressources génétiques confondues et avec protection des parcelles, celui-
ci est de 93% avec une implantation de 5 mois, contre 51% avec une implantation de 3 mois,
alors qu’a Ste-Livrade le taux de reprise n’est pas influencé par I’implantation en 1°® année
(63% pour 3,5 mois d’implantation et 58% pour 5,5 mois). En France, un taux de survie aprés
I’hiver de seulement 17% a ¢été obtenu sur 96 génotypes d’une population Criola, sans
protection de la culture (Barbet-Massin et al., 2016). Un tel écart révéle 1’effet positif de la
protection par un voile d’hivernage, comme au Japon ou le taux de survie augmente et atteint
80% avec paillage (Meng Qingfu Meng Aihua, 1998). Il est établit que Stevia rebaudiana
nécessite des sols aérés, drainants (Angelini et al., 2018) et que sa croissance est supérieure
sur des sols non-calcaires (Zaman et al., 2015), ce qui pourraient expliquer I’importante
différence du taux de reprise et de rendement en SGs entre les 2 sites expérimentaux suite a
une implantation prolongée. Le sol de Liposthey est sablonneux alors que le sol de Ste-

Livrade est argilo-calcaire, et par conséquent plus dense et moins drainant. La rétention d’eau
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au niveau du sol conduit a de fortes pertes (Lavini et al., 2008), s’expliquant par la forte

sensibilité de Stevia rebaudiana a I’engorgement (Pordel et al., 2015).

Malgré la faible reprise générale suite a une implantation courte, 4 génotypes
(EspLacl, Lac4, C et EspLac2) montrent une meilleure adaptation comparée au reste de la
collection a Ste-Livrade, et 2 génotypes (Eirété et Larrére) a Liposthey. Ces résultats
confirment I’importance de I’interaction du génotype avec I’environnement (Barbet-Massin,
2015), et la nécessité de sélectionner des ressources génétiques adaptées a chaque type de sol
pour garantir la pérennité de la culture. Il serait intéressant de caractériser le développement
racinaire et la mise en réserve des ressources génétiques de Stevia rebaudiana dont la réponse
est extréme en fonction des différents types de sol, d’identifier la durée d’implantation
minimale nécessaire a la pérennité de la productivité, caractérisée par le rendement en SGs et
le taux de survie. Ces 2 traits phénotypiques ne sont pourtant pas corrélés puisque les
meilleurs producteurs de SGs ne sont pas forcément les génotypes ayant les meilleurs taux de

reprise.
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1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous démontrons que le rendement en biomasse foliaire chez
Stevia rebaudiana est le trait phénotypique le plus impliqué dans le rendement en SGs au stade
bourgeons floraux au sein de la collection, quel que soit le site et I’année de production. La
caractérisation de la biomasse aérienne par des descripteurs quantitatifs nous permet de classer
les ressources génétiques en deux grands groupes selon la surface au sol qu’ils occupent et la
distribution de la biomasse au sein de la canopée (Chapitre 2). Ce résultat révele que différents
traits structuraux participent a la mise en place du rendement en biomasse foliaire, et souléve

la nécessité de caractériser plus finement la canopée de Stevia rebaudiana.

La dynamique des composantes du rendement a été étudiée en conditions contrblées en
fonction de la photopériode (Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Cependant, en
condition de production en plein champ, les études sont moins nombreuses. Les prélevements
sont limités a 3 stades du développement (végétatif, bourgeons floraux et floraison). Ainsi, la
mise en place de la biomasse aérienne au cours du développement végétatif n’a jamais été
décrite de fagon détaillée. Une étude récente mettant en jeu la comparaison de 2 génotypes de
Stévia avec une architecture trés différente a révélé des différences significatives de Leaf Area
Index (LAI) et de Specific Leaf Area (SLA) (Munz etal., 2018). Le LAl est le ratio de la surface
foliaire par la surface au sol occupée par la canopée. Le SLA est représentatif de 1’épaisseur
des feuilles et est exprimé en cm? par g de masse seche foliaire. Le LAl impacte I’interception
de la lumiére (Munz et al., 2018) et le SLA est représentatif de 1’activité photosynthétique
(Dubey et al., 2017). La production de biomasse étant déependante de la capacité des plantes a
intercepter et utiliser la lumiere (Demura & Ye, 2010), il apparait nécessaire de déterminer ces
2 nouvelles variables au cours du développement végétatif, et pour des génotypes dont
I’architecture est différente. La production de biomasse foliaire par plant est fortement
dépendante de la densité de plantation chez Stevia rebaudiana (Kumar et al., 2014). Nos
experimentations ont été réalisées a une densité de 37 500 plants/ha, correspondant aux plus
faibles densités référencées chez Stévia. L’avantage d’un tel dispositif est de permettre un
développement optimal de la biomasse aérienne sans les contraintes de voisinage susceptibles

de modifier le développement des plantes.

En ce qui concerne ’accumulation en SGs, nous avons précédemment démontré que les
profils en SGs sont stables entre 2 années sur un méme site de production, et qu’il existe peu
de différence entre des sites de production. Nous avons également révélé que pour un méme

génotype, la teneur en SGs est dépendante de I’année et du site de production. Au cours de la
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croissance en conditions contrdlées avec des jours longs, les proportions respectives des SGs
(principalement du ST et du RebA) évoluent en fonction de I’ontogénie, et que la teneur en SGs
totaux augmente graduellement pendant la croissance végétative pour atteindre son maximum
a D’initiation des bourgeons floraux (Ceunen & Geuns, 2013a). Cependant cette étude a été
réalisée seulement sur un génotype et en conditions contrdlées, et nécessite d’étre caractérisée

pour un plus grand nombre de génotypes en condition de production.

Au regard de ces résultats, il est apparu nécessaire de caractériser finement la mise en place
de la biomasse aérienne et de la teneur en SGs au cours du développement végétatif. Les
objectifs de ce chapitre sont (1) d’identifier les différentes composantes du rendement en SGs
au cours de la croissance de Stevia rebaudiana, (2) de décrire finement les variables
descripteurs de la biomasse aérienne chez Stevia rebaudiana, (3) et d’identifier les caracteres
phénotypiques décrivant la variabilité du rendement en biomasse foliaire. Pour cela, nous avons
étudie 5 génotypes representatifs de la variabilité phénotypique de la collection (Chapitre 2) en
condition de production. Ces 5 génotypes retenus sont C, E8, Gawi, Lac4 et Larrére. Les
mesures et les prélevements d’échantillons sont réalisés & 6 moments du cycle biologique au
cours de la 2°™ année de production. Pour décrire la canopée de ces 5 génotypes, 15 variables
sont choisies et les teneurs des différents SGs ont déterminés a partir de la biomasse folaire

seche.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Matériel végétal

Suite au phénotypage en 1% année de croissance (Chapitre 2), 5 génotypes ont été
sélectionnés comme représentant la variabilité de la collection étudiée. Ces 5 génotypes sont C,
E8, Gawi, Lac4 et Larrére. lls se différencient par leur architecture, leur rendement en biomasse
foliaire, leur teneur en SGs et leur composition en SGs. Les caractéristiques phénotypiques
différenciant ces génotypes sont résumées en Tableau 11.3.1.

Tableau 11.3.1. Résumé de la variabilité phénotypique des 5 génotypes de Stevia rebaudiana observée en 1
année de croissance a Liposthey. SSM : Specific Stem Mass ; LMR : Leaf Mass Ratio

Biomasse foliaire  Teneur SGs  Proportion  Surface

Génotype séche (kg/ha) (% wiw) RebA (%)  canopée SSM LMR

C 735 12,5 71 Elevée Faible Faible

E8 903 9,3 0 Faible Faible Elevé

Gawi 1046 13,6 30 Intermédiaire  Elevé Intermédiaire
Lac4 935 15,5 33 Faible Intermédiaire  Intermédiaire
Larrere 718 11,4 46 Elevée Intermédiaire  Faible

2.2 Méthodes

2.2.1 Dispositif expérimental et conditions de culture

Cette étude a été conduite en 2°™ année de croissance sur la parcelle de producteur a
Liposthey, implantée le 24 juin 2016. Les conditions de production des plants, le dispositif
expérimental en bloc randomisé et la conduite de la culture ont été précédemment décrits dans
le Chapitre 2 (p 99-101). Les plants utilisés pour cette étude correspondent aux plants dont
I’implantation en 1°"® année de croissance a duré 5 mois, c’est-a-dire que la biomasse aérienne

a éteé taillée en décembre 2016. La reprise de la croissance a débuté fin mars 2017.

2.2.2 Prélévements au cours du développement

Le premier prélevement de cette étude a été réalisé environ 2 mois apres le début de la
reprise (24 mai) et correspond au t=0 jour de la cinétique (Tableau 11.3.2). 4 prélévements
supplémentaires ont été effectués durant la phase végétative de croissance, a 22, 48, 78 et 91
jours apres le premier prélevement. Le dernier prélévement pour chaque génotype correspond
au stade bourgeons floraux, réalisé a t=99 j pour le génotype dont la floraison est précoce (E8)
ou a t=120 j pour le reste des génotypes, qualifies de tardifs. Pour chaque date de prélevement,
un total de 8 plants / génotypes ont été récoltés, soit 2 plants / bloc / génotype.
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Tableau 11.3.2. Date de caractérisation des composantes du rendement en 2™ année de croissance et stade
ontogénique correspondant pour 5 génotypes de Stevia rebaudiana sur la parcelle expérimentale de

Liposthey
Date (2017) t (jours) Stade
24 mai 0 Végétatif
15 juin 22
11 juillet 48
10 ao(t 78
23 ao(t 91
30 ao(it 99 (E8) Bourgeons floraux
21 septembre 120 (C, Gawi, Lac4, Larrere)

Tableau 11.3.3. Détermination des 15 variables décrivant la biomasse aérienne au cours de la croissance de

5 génotypes de Stevia rebaudiana

Catégorie Variables Unit  Description / Formula
Mesurée  Rendement foliaire kalha  MSteyine X Densitépiantation
Rendement tige kg/ha MSiige X Densité,ianiation
h m Hauteur
Bus m Diamétre Nord-Sud
Bro m Diametre Est-Ouest
Nombre de tige principale nb/ha  Tbrige X Densité
Specific Leaf Area cm?g  Surfacegeyine schantiionée/ MSfeuitte échantitionge
Calculée  Surface de la canopée m2/ha % X % X X Densité,antation
Volume de la canopée m3/ha g T X % X QETO X % X Densitépantation
Densité de tige nb/mz  Mbige / Surfacecanopee
Leaf Mass Ratio %  (MSpeyitie /MSteyinie+tige) X 100
Specific Leaf Mass g/m2  MSseuine / Surfacecanopee
Specific Stem Mass g/m2  MStige / Surfacecanopee
Surface foliaire cm?  SLA X MSgeyine

Leaf Area Index

Surfacefoliaire /Surfacecanopée
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2.2.3 Caractérisation de la biomasse aérienne

La caractérisation morphologique des plants est similaire a la méthode décrite pour
déterminer 12 descripteurs de la canopée en Chapitre 2 (p 102). Dans cette étude, nous
caractérisons 3 descripteurs supplémentaires pouvant étre impliqués dans la variabilité de la
structure de la canopée : le Specific Leaf Area, la surface foliaire et le LAI (Munz et al., 2018).

Les mesures du nombre de tiges principales, hauteur du plant et diamétres du plant
(nord-sud, et est-ouest) ont été réalisées. Les plants ont été taillés a la main, a environ 10 cm du
sol, pour séparer les feuilles des tiges le jour méme. Les feuilles et les tiges ont été séchées
séparément en étuve pendant 48h a 50°C. Le rendement a I’hectare a été calculé par le produit
des masses seches et de la densité de plantation. Ces variables quantitatives sont utilisées pour
déterminer 12 descripteurs de la canopée (Tableau 11.3.3).

Avant le séchage de la biomasse plante entiere, les feuilles fraiches ont été mélangées
pour prélever aléatoirement 10 feuilles pour chaque plant. Ces échantillonnages de feuilles
fraiches ont été scannées pour déterminer leur surface par ImagelJ, séchées 48h a 50°C, puis
pesées. La surface foliaire et la masse seche ont permis de déterminer le Specific Leaf Area

puis de calculer la surface foliaire du plant et le Leaf Area Index (Tableau 11.3.3).

Enfin, le taux de croissance relatif (RGR, Relative Growth Rate) est estimé par

I’équation suivante (Hoffmann & Poorter, 2002) :

_ Tn(MSy) — In(MS,)
B =1t

RGR

Ou RGR est exprimé en mg/g/jour, In(MS) est la moyenne de la transformation logarithmique
des biomasses séches plantes entiére (feuille et tige) a un instant t, t; et t, sont les 2 temps de

prélevements et leur différence est exprimée en jours.

2.2.4 Détermination de la teneur, proportion et du rendement en SGs

La méthode d’extraction et de quantification des 10 SGs dans la biomasse foliaire séche a
été décrite dans le précédent chapitre (Chapitre 2, p 102). La validation de cette méthode fait
I’objet du Chapitre 1 (Partie 2). La teneur de chaque SGs est exprimée en % w/w. La somme
des teneurs des 10 SGs constitue la teneur en SGs totaux dans cette étude. La teneur de chaque
SGs est rapportée a la teneur en SGs totaux, pour obtenir leur proportion respective et constituer
le profil de I’échantillon. Le rendement en glycoside de stéviol, exprimé en kg/ha, est le produit

du rendement en biomasse séche foliaire et de la teneur en SGs.
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2.2.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel R version 3.4.3 (R Core Team,
2015). Les représentations graphiques sont obtenues avec les packages « ggplot2 » (Wickham,
2009), « cowplot » (Wilke, 2017), « gridExtra » (Auguie, 2017) et « extrafont » (Chang, 2014).

2.2.5.1 Analyse de variance
L’analyse de variance de type II des variables quantitatives continues et discrétes a été
réalisée par la fonction Anova du package « car » (Fox & Weisberg, 2011) sur le modele linéaire
mixte (1), établi par la fonction Imer du package « Ime4 » (Bates et al., 2015). Ce modele a été
utilisé pour estimer les moyennes marginales et les erreurs standards avec la fonction emmeans
du package « emmeans » (Russell, 2018). Le modéle (2) a été utilisé pour la comparaison
multiple entre les temps de prélévement pour chaque génotype par le test HSD de Tukey avec

la fonction cld du package « emmeans » (Russell, 2018).
(1) mer (y ~ A * B = (1]C))
(2) tmer (y ~ B  (1]C))

Ou, y est la variable mesurée, A est le facteur fixe génotype, B est le facteur fixe temps de
prélevement, C le facteur aléatoire bloc randomisé. Ainsi, les interactions du bloc avec les autres

facteurs sont considérées comme facteurs aléatoires.

2.2.5.2 Comparaison des pentes de régression linéaire
La comparaison multiple de 1I’évolution des traits phénotypiques au cours de temps a été
réalisée par la fonction cld sur les pentes des régressions linéaires obtenues par la fonction

Istrends. Ces deux fonctions proviennent du package « emmeans » (Russell, 2018)

2.2.5.3 Corrélation de Spearman
La corrélation entre deux variables numériques a été évaluée par le niveau de
significativité de 1’association de ces variables par la méthode de Spearman a I’aide de la
fonction cor.test, et le calcul du coefficient de Spearman (r) par la fonction cor. Ces deux

fonctions proviennent du package « stats » (R Core Team, 2015).
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2.2.5.4 Régression linéaire multiple

Une matrice de corrélation a été construite pour sélectionner uniquement les variables
indépendantes pour la régression linéaire multiple du rendement en biomasse foliaire,
correspondant a des coefficients de corrélation de Pearson < 0,8. Le meilleur modéle a été
obtenu par la procédure de sélection exhaustive de prédicteurs en fonction du Bayesian
Information Criterion (BIC) par les fonctions regsubsets et plot du package « leaps » (Lumley
and Miller, 2017). La détermination du Variance Inflation Factor (VIF) a permis de vérifier
I’absence de quasi-colinéarité entre les prédicteurs sélectionnés par la fonction vif du package
«car » (Fox & Weisberg, 2011). La représentation graphique sous forme de Heatmap a été
obtenu par la fonction heatmap du package « stats » sur la matrice des moyennes des prédicteurs

pour chague génotype et date de prélevement (R Core Team, 2015).
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Tableau 11.3.4. Table d’ANOVA type II sur modéles linéaires mixtes du rendement en SGs et ses
composantes pour 5 génotypes de Stevia rebaudiana au cours de la 2°™ année de croissance

Rendement biomasse

Rendement SGs (kg/ha) foliaire (kg/ha) Teneur SGs (Y%ow/w)
Facteurs P (> Chi?) P (> Chi?) P (> Chi?)
Génotype 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001
Temps 2.20E-16 p<0.001 4.49E-11 p<0.001 2.20E-16 p<0.05
Génotype x Temps 1.92E-04 p<0.001 0.021 p<0.05 3.45E-06 p<0.001
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Figure 11.3.1. Evolution des composantes du rendement au cours du développement de 5 génotypes de Stevia
rebaudiana en 2°™ année de production (A) Rendement en SGs totaux, exprimé en kg/ha, en fonction du temps.
(B) Rendement en biomasse foliaire seche, exprimé en kg/ha, en fonction du temps. (C) Teneur en SGs totaux,
exprimés en % wi/w, en fonction du temps. Les résultats montrent les moyennes marginales estimées + erreur
standard, calculés a partir de 8 réplicats biologiques par génotype et par date. L’abscisse est exprimée en nombre
de jours aprés le 1° prélévement, correspond aux dates suivantes: T=0: 24 mai; t =22 : 15juin;t =48: 11
juillet ;t=78:10a00t ;t=91: 23 aolt ; t =99 : 30 aolt ; t = 120 : 21 septembre (Stade bourgeons floraux). Le
résultat de la comparaison multiple des temps de prélévement pour chaque génotype par le test de Tukey est
indiqué par des lettres. Les valeurs ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p=0,05
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3 Reésultats

3.1 Cinétique du rendement et ses composantes

Nous avons caractérisé la mise en place du rendement de 5 génotypes de Stevia
rebaudiana par la détermination du rendement en biomasse foliaire et de la teneur en SGs a 6
temps de prélevement (5 durant la phase végétative et un dernier au stade bourgeons floraux).
L’analyse de variance du rendement en SGs et ses composantes (biomasse foliaire et teneur en
SGs) révele un fort effet du génotype, de la date de prélévement, et de I’interaction entre ces 2
facteurs (p < 0.001; Tableau 11.3.4). Ce résultat indique que ces traits phénotypiques sont

fortement dépendants du génotype et évoluent au cours de la croissance (Figure 11.3.1).

La comparaison multiple des temps de prélevement pour chaque trait et chaque
génotype nous permet de mettre en évidence 1’évolution du rendement chez Stevia rebaudiana
au cours d’un cycle de croissance. Chez les 5 génotypes étudiés, le rendement en SGs (Figure
[1.3.1A) augmente pendant la phase végétative de croissance et atteint son maximum
généralement 78 jours apres le premier prélevement. Apres cette date, le rendement diminue
(C, Gawi, Lac4 et Larére) ou reste stable (E8). Chez tous les genotypes, la production en
biomasse foliaire seche (Figure 11.3.1B) augmente au cours de la croissance végétative de fagon
linéaire jusqu’a 78 jours, puis celui-ci stagne jusqu’au stade bourgeons floraux (120 jours). Ce
résultat indique un ralentissement de la production de biomasse foliaire en fin de phase
végeétative. La teneur en SGs (Figure 11.3.1C) augmente fortement en début de phase végétative
(0 & 22 jours), et reste stable jusqu’a la fin de la phase végétative tardive (91 jours pour les
génotypes C, Gawi, Lac4 et Larrere et 78 jours pour le génotype E8), puis diminue fortement
suivant le génotype au stade bourgeons floraux. Ce résultat indique que le passage en phase

reproductrice impacte fortement I’accumulation en SGs dans les feuilles.

Le rendement en SGs est fortement corrélé a la biomasse foliaire (r = 0.91 ; Figure
11.3.2A), et faiblement & la teneur en SGs (r = 0.44 ; Figure 11.3.2B) sur I’ensemble des temps
de prélevement. Le rendement en biomasse foliaire et la teneur en SGs ne sont pas
significativement corrélés (p > 0.05 ; Figure 11.3.2C), traduisant de 1’indépendance de ces
caractéres dans la mise en place du rendement. De plus, la biomasse foliaire seche explique
83% de part de variance du rendement en SGs, alors que la teneur en SGs ne contribue que pour
11%. Ces deux analyses statistiques confirment I’implication prédominante de la biomasse
foliaire dans la mise en place du rendement en SGs. Ainsi, les génotypes Gawi et Lac4 sont les
meilleurs producteurs de biomasse et le génotype C est le moins bon producteur a tous les temps
de prélévement de I’étude (Figure 11.3.1B).
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Figure 11.3.2. Corrélations entre le rendement en SGs et ses composantes au cours de la croissance de 5
génotypes de Stevia rebaudiana. (A) Rendement en SGs (kg/ha) en fonction du rendement en biomasse foliaire
séche (kg/ha). (B) Rendement en SGs (kg/ha) en fonction de la teneur en SGs (%w/w). (C) Rendement en biomasse
foliaire seche (kg/ha) en fonction de la teneur en SGs (%w/w). Les nuages de points représentent les résultats
obtenus pour les 5 génotypes aux 6 dates de préléevement, soit un total de 260 plants. Le résultat du test de
corrélation entre variables est indiqué en rouge par le coefficient de corrélation (r) et la significativité de celui-ci
(p). Les droites rouges représentent les corrélations linéaires significatives.

Tableau 11.3.5. Table d’ANOVA type II sur modeles linéaires mixtes des descripteurs de la canopée pour 5
génotypes de Stevia rebaudiana au cours de la 2°™ année de production

Génotype Temps Génotype x Temps
Descripteurs de la canopée P (> Chi?) P (> Chi?) P (> Chi?)
Rendement feuille (kg/ha) 2.20E-16 p<0.001 4.44E-11 p<0.001 0.022 »<0.05
Rendement tige (kg/ha) 1.39E-10 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 0.037 p<0.05
Hauteur (cm) 6.85E-14 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 3.58E-09 p<0.001
Diametre NS (cm) 0.031 p<0.05 2.20E-16 p<0.001 0.0069 <0.01
Diametre EO (cm) 0.025 p<0.05 2.20E-16 p<0.001 0.0086 »<0.01
Tiges principales (nb/ha)  5.55E-05 p<0.001 4.77E-04 p<0.001 0.29 NS
Densité de tige (nb/m?) 7.84E-06 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 3.91E-11 p<0.001
Surface (m?/ha) 0.015 p<0.05  2.20E-16 p<0.001 0.041 »<0.05
Volume (m3/ha) 1.73E-05 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 1.67E-04 p<0.001
LMR 2.67E-11 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 1.10E-06 p<0.001
SLM (g/m?) 2.20E-16 p<0.001 9.70E-05 p<0.001 0.25 NS
SSM (g/m?) 2.20E-16 p<0.001 4.65E-16 p<0.001 0.26 NS
SLA (cm?/g) 6.44E-06 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 0.0039 <0.01
SLW g/cm? 6.25E-06 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 0.0016 <0.01
LAI 2.20E-16 p<0.001 0.28 NS 0.0046 <0.01
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3.2 Caractérisation des composantes de la canopée

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a caractériser finement la mise en place
de la canopée pour 5 génotypes de Stevia rebaudiana en 2°™ année de croissance en conditions
de production en plein champ. Ces génotypes présentent des morphologies différentes deés les
premiers temps de prélevements (Figure 11.3.3A), et qui s’accentuent au cours de la croissance

végetative (Figure 11.3.3B).

Larrére

Figure 11.3.3. lllustration de la variabilité morphologique de 5 génotypes de Stevia rebaudiana en 2¢™ année
de croissance en conditions de production a deux dates de prélevement. (A) Photos prises le 15 juin 2017 sur
la parcelle expérimentale de Liposthey (40, France), correspondant at=22 jours apres prélevement dans cette étude.
Les photos sont a titre indicatif, ’échelle n’est pas respectée. A cette date, la taille des plants variaient entre 25 et
31+£3,2 cm. (B) Photos prises le 11 juillet 2017 sur la parcelle expérimentale de Liposthey (40, France)
correspondant a t=48 jours apres préléevement dans cette étude. Les photos sont a la méme échelle (barre = 10 cm).

A chaque prélévement, 7 variables sont mesurées: les biomasses séches foliaires et des
tiges, la hauteur et le diamétre des plants, le nombre de tiges principales, et le Specific Leaf
Area. Ces variables mesurées ont permis de calculer 8 descripteurs révélant la structure de la
canopée : la densité de tige principale, la surface et le volume de la canopée, le Leaf Mass Ratio,
le Specific Leaf Mass, le Specific Stem Mass, la surface foliaire et le Leaf Area Index. Ces 15

variables permettent de décrire la mise en place de la biomasse aérienne.

L’analyse de variance de ces descripteurs de la canopée permet de mettre en évidence
les facteurs impliqués dans leur variabilité (Tableau 11.3.5). Tous les descripteurs de la canopée

sont dépendants du génotype.
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Figure 11.3.4. Evolution spatiale de la canopée au cours du développement de 5 génotypes de Stevia
rebaudiana. Hauteur (A) et surface au sol de la canopée (B) ont été mesurées pour déterminer le volume de la
canopée (C), exprimé en m3/ha. Les résultats montrent les moyennes marginales estimées + erreur standard,
calculées a partir de 8 réplicats biologiques par génotype et par date. L abscisse, exprimé en jours, correspond aux
dates suivantes : T=0: 24 mai; t =22 : 15 juin ; t = 48 : 11 juillet ; t = 78 : 10 ao0t ; t = 91 : 23 a0t ; t = 99 et
120 (30 aodit et 21 septembre) correspondent au stade bourgeons floraux. Le test de Tukey révéle les différences
significatives entre les dates de préléevements pour chaque génotype. Les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes a p = 0.05.
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Figure 11.3.5. Evolution du taux de croissance relatif (RGR, mg/g/jour) de 5 génotypes de Stevia rebaudiana

au cours du développement. Les RGR ont été déterminé sur les moyennes de In(MSteuine) entre 2 dates
successives.
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Le temps de prélevement influence tous les traits phénotypiques, hormis le LAI (p
>0,05). Ce résultat indique que le LAI est génotype-dépendant. Enfin, I’effet non significatif de
I’interaction génotype-date de prélevement pour le nombre de tiges principales, le SLM et le
SSM indique que ces traits évoluent de la méme maniére pour les 5 génotypes au cours du
temps. Le reste des variables évoluent en fonction du génotype et son interaction avec le temps

de prélévement.

La progression de la surface au sol représentée par la canopée est variable selon le
génotype étudié (Figure 11.3.4B). Les génotypes C, Gawi et Larrére révélent les surfaces de
canopée les plus importantes comparés a E8 et Lac4. L’évolution est relativement linéaire chez
Gawi et Larrere, alors qu’elle augmente plus lentement pour C, E8 et Lac4. Avant le passage

au stade BF, nous observons un ralentissement de la prise de surface au sol.

Le suivi du volume de la canopée, calculé a partir des 2 traits précédents, permet
d’observer deux groupes de génotypes (Figure 11.3.4C). Les génotypes C, Gawi et Larrére (avec
une forte augmentation du volume de la canopée au cours du développement) présentent les
canopées les plus volumineuses au stade bourgeons floraux alors que les génotypes E8 et Lac4
les plus faibles. La forte augmentation du volume de la canopée semble principalement due a

la capacité de ces génotypes a occuper la surface au sol.

Au cours de la culture, le suivi de la biomasse plante entiére permet d’estimer le taux de
croissance relatif (RGR) des 5 génotypes. (Figure 11.3.5). Entret =0 et t = 22 j, C et Larrere
montre un RGR supérieur (54 et 67 mg/g/jour respectivement) comparé a E8, Gawi et Lac4
(entre 31 et 40 mg/g/jour). Ensuite, nous observons une diminution du RGR pour les intervalles
de temps suivant pour tous les génotypes. Entre 78 et 91 j aprés le premier préléevement, les
RGR de Gawi, Lac4 et Larrére atteignent des valeurs négatives, ce qui semblerait indiquer une
perte de biomasse aérienne dans cet intervalle de temps. Enfin, entre la fin de la phase végétative
et le stade bourgeons floraux, les RGR des 5 génotypes sont les plus bas et relativement

équivalents (compris entre 2,8 et 8,9 mg/g/jour).
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Figure 11.3.6. Evolution de la distribution de la biomasse au cours du développement de 5 génotypes de
Stevia rebaudiana. (A) Rendement en biomasse de tige séche, exprimé en kg/ha. (B) Leaf Mass Ratio, exprimé
en % de biomasse foliaire par rapport a la biomasse plante entiére. (C) Specific Leaf Mass, exprimé en g de
biomasse foliaire seche/m? de surface de la canopée. (D) Specific Stem Mass, exprimé en g de biomasse de tige
seche/m? de surface de la canopée. Les résultats montrent les moyennes marginales estimées + erreur standard,
calculées a partir de 8 réplicats biologiques par génotype et par date. L’abscisse, exprimée en jours, correspond
aux dates suivantes : T=0:24 mai; t =22 : 15 juin;t =48 : 11 juillet ; t =78 : 10 ao(t ; t =91 : 23 aolit ; t =99
et 120 (30 ao(t et 21 septembre) correspondent au stade bourgeons floraux. Le test de Tukey révele les différences
significatives entre les dates de prélevements pour chaque génotype. Les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes a p = 0.05.
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Au sein de la canopée, nous pouvons mettre en évidence la répartition de la biomasse
aérienne a travers le LMR (Leaf Mass Ratio), le SLM (Specifc Leaf Mass) et le SSM (Specific
Stem Mass) (Figure 11.3.6). Le LMR est la proportion de biomasse foliaire par rapport a la
biomasse aérienne. Le SLM et SSM sont les quantités de biomasse foliaire ou de tige,
respectivement, par unité de surface au sol représenté par la canopée. La biomasse séche de tige
(Figure 11.3.6A) évolue de la méme maniére que la biomasse foliaire (Figure 11.3.1B),
précédemment décrite, et les génotypes Gawi et Larrere sont les plus forts producteurs de tiges
(1,8 et 1,6 T/ha). Au cours du développement, le LMR diminue pour tous les génotypes
indiquant une diminution de la part de la biomasse foliaire par rapport a la biomasse aérienne
(Figure 11.3.6B). Les génotypes C et Larrere voient leur LMR diminuer de moitié (90 a 46% et
80 a 43%), tandis que le LMR des génotypes restant diminue entre 17% et 22% seulement.
Cette diminution est en accord avec la stabilité ou faible augmentation du SLM au cours de
temps, et a I’augmentation significative du SSM (Figure 11.3.6C-D). Le génotype C montre la
plus faible densité de biomasse foliaire par unité de surface (SLM = 227 g/m?) et Gawi la plus
forte avec en moyenne 423 g/m2 Les génotypes Gawi et Larrere montrent les plus forts SSM

en fin de croissance (> 380 g/m?).

Le SLA, indicateur de I’épaisseur des feuilles (Figure 11.3.7A), diminue au cours du
développement, hormis pour le génotype C pour lequel il reste stable au cours du
développement (=158 cm?#g). Cette variable diminue le plus fortement pour les génotypes Gawi
et E8 (de 191 a 118 cm?/g et de 174 a 96 cm?2/g respectivement). En ce qui concerne le LAI,
nous ne révélons pas de différences significatives au cours du temps (Figure 11.3.7B). Cet
indicateur est donc génotype-dépendant. Les génotypes C et Larrére montrent des LAI < 1

contrairement a E8, Gawi et Lac4.
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Figure 11.3.7. Evolution de composantes de la croissance de au cours du développement de 5 génotypes de
Stevia rebaudiana. (A) Specific Leaf Area, exprimé en cm? de surface foliaire/ g de biomasse foliaire séche. (B)
Leaf Area Index, ratio de la surface foliaire du plant par la surface au sol de la canopée. Les résultats montrent les
moyennes marginales estimées + erreur standard, calculées a partir de 8 réplicats biologiques par génotype et par
date. L’abscisse, exprimée en jours, correspond aux dates suivantes : T=0: 24 mai; t =22 : 15juin; t=48:11
juillet ;t=78:10a00t ;t=91:23ao0t ; t =99 et 120 (30 ao(t et 21 septembre) correspondent au stade bourgeons
floraux. Le test de Tukey révéle les différences significatives entre les dates de prélévements pour chaque
génotype. Les mémes lettres ne sont pas significativement différentes a p = 0.05.
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Tableau 11.3.6. Table de corrélation entre le rendement en biomasse foliaire et les descripteurs de la canopée.
r est coefficient de corrélation de Pearson, P est la probabilité de la significativité de la corrélation linéaire. Les
variables sont classées dans 1’ordre décroissant du coefficient de corrélation

Rendement biomasse foliaire (kg/ha)

r P
Surface foliaire (cm2) 0.93 9.85E1%°  p<0.001
Rendement tige (kg/ha) 0.87 1.156E7  p<0.001
Diamétre EO (cm) 0.80 578E%  p<0.001
Surface canopée (m#ha) 0.77 1.50E  p<0.001
SSM (g/m?) 0.73 3.67E%  p<0.001
Diamétre NS (cm) 0.72 3.75E%0  p<0.001
Volume canopée (m3/ha) 0.71 8.53E%  p<0.001
Hauteur (cm) 0.67 258E%®  p<0.001
SLM (g/m?) 0.62 250E3  p<0.001
Tige (nb/ha) 0.36 9.12E%"  p<0.001
LAI 0.32 121EY  p<0.001
SLA (cm?/g) -0.47 5.01E™  p<0.001
Densité tige (nb/m?2) -0.47 1.24E  p<0.001
LMR (%) -0.50 9.68E°  p<0.001
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Figure 11.3.8. Caractérisation de 5 génotypes de Stevia rebaudiana au cours de la 2°™ année de croissance
selon 6 descripteurs de la canopée. La représentation sous forme de heatmap est obtenue sur la matrice des
moyennes marginales estimées pour chaque génotype a chaque date de prélevement (T= 0 : 24 mai; t = 22: 15
juin ; t=48:11 juillet ; t =78 : 10 aolt ; t =91 : 23 ao(t ; t = 99 et 120 (30 aodt et 21 septembre) correspondent
au stade bourgeons floraux). Le gradient de couleur est établi pour chaque variable, avec les valeurs les plus élevées
en noir jusqu’aux valeurs les plus faibles en gris clair.
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3.3 Identification des descripteurs expliquant la mise en place de la
biomasse foliaire

Le rendement en biomasse foliaire est fortement corrélé a sa surface foliaire et au rendement
en tige (Tableau 11.3.6). Le reste des descripteurs de cette étude montre des corrélations dont le
coefficient est < 0,8, traduisant des tendances et pouvant étre utilisé pour la régression linéaire

multiple du rendement en biomasse foliaire.

A partir des 12 variables (en excluant la surface foliaire et le rendement en tige), le meilleur
modele linéaire obtenu par sélection exhaustive en fonction du BIC est composé de 6 variables

et obtient un coefficient R2 de 0,95 :
y~2746a+33.83b+29.75¢c+255d + 250.64e—240f

Ou y est le rendement en biomasse foliaire séche (kg/ha), a est le diamétre Nord-Sud (cm),
b est le diamétre Est-Ouest (cm), c est le Leaf Mass Ratio (%), d est le Specific Stem Mass
(9/m?), e est le Leaf Area Index et f le Specific Leaf Area (cm?/g). Ces descripteurs ne montrent
pas de colinéarité entre eux (VIF < 6). lls constituent les variables permettant de décrire la

variabilité du rendement en biomasse foliaire au cours du développement.

La représentation sous forme de heatmap permet d’avoir une vue d’ensemble de 1’évolution
de ces caractéres en fonction du génotype et du temps de prélevement (Figure 11.3.8). Ces 6
descripteurs se séparent en 2 catégories avec d’une part le SLA, le LMR et le LAI et d’autre
part les diamétres EO, NS et le SSM. Le SLA et le LMR montrent leur valeur les plus élevées
dans les stades précoces du développement (0-22 jours) et diminuent pour atteindre leur valeur
les plus faibles en fin de croissance (78-120 jours), contrairement au second groupe de
variables. Ces 2 groupes sont en accord avec les corrélations observées entre rendement en
biomasse foliaire et surface foliaire puis rendement en tige. Le groupe SLA, LAI et LMR
caracterise la surface foliaire tandis que le groupe diametres et SSM caractérise le rendement

en tige.

Dans nos conditions, le génotype produisant le plus de biomasse foliaire est Gawi (2,04
T/ha), suivi du génotype Lac4 (1,45 T/ha). Ces deux génotypes se caractérisent par un SSM et
des diametres élevés, et un SLA et LMR plutdt faibles. Ces caractéristiques sont communes
avec le génotype Larrére ou C entre 78 et 120 jours. Cependant Gawi et Lac4 se différencient

des autres génotypes grace a leur LAI plus élevé, c’est a dire une densité de canopée plus dense.

183



Partie 2, Chapitre 3 : Caractérisation des composantes du rendement au cours du développement de Stevia

rebaudiana en 2éme année de production

Tableau 11.3.7. Table d>’ANOVA type II sur modéles linéaires mixtes des proportions en 5 SGs

ST (%) RebA (%) RebC (%) RebF (%) DulA (%)
Facteurs P (> Chi?) P (> Chi?) P (> Chi?) P (> Chi®) P (> Chi?)
G 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001

T
GxT

2.20E-16 p<0.001 2.20E-16 p<0.001 0.045 p<0.05 0.046 p<0.05 0.000 p<0.001
1.93E-04 p<0.001 6.77E-05 p<0.001 2.25E-15 p<0.001 5.35E-04 p<0.001 0.709 NS
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Figure 11.3.9. Proportion en 5 SGs majeurs de 5 génotypes de Stevia rebaudiana au cours de la 2°™ année
de production. (A) RebA et ST. (B) DulA et RebC. (C) RebF. Les résultats montrent les moyennes des moindres
marginales estimées + erreur standard, calculées a partir de 8 réplicats biologiques par génotype et par date.
L’abscisse, exprimée en jours, correspond aux dates suivantes : T=0: 24 mai; t =22 : 15 juin ; t =48 : 11 juillet ;
t=78:10a00t;t=91:23a00(t;t=99:30a00t;t=120: 21 septembre. Le résultat de la comparaison multiple
des temps de prélévement par le test de Tukey est indiqué. Les proportions ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes au risque 0=0,05.
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3.4 Caractérisation des profils en SGs

L’analyse de variance des proportions des 5 SGs majoritaires révele un fort effet du
génotype, de la date de prélévement, et de I’interaction entre ces 2 facteurs (p < 0.001 ; Tableau
11.3.7). Ce résultat indique que les profils en SGs sont fortement dépendants du génotype et
évoluent au cours de la croissance malgré que les variations au cours du temps semblent faibles

pour tous les génotypes (Figure 11.3.9).

La comparaison multiple des proportions pour chaque géenotype réveéle des différences
significatives en fonction du temps (Figure 11.3.9). Les proportions en RebA augmentent
(hormis E8 qui n’accumule pas ce composé) et celles de ST diminuent de maniéres
significatives entre t=0 et t=120 jours pour tous les génotypes. Pour révéler I’amplitude des
variations en ST et RebA, nous comparons les coefficients de pente des régressions linéaires de
ces proportions en fonction du temps (Tableau 11.3.8). Ceux-ci révelent des différences
significatives ce qui signifie que I’amplitude des variations de ces 2 SGs dépend du génotype
(Figure 11.3.9A ; Tableau 11.3.8). Le génotype Larrere montre la plus forte augmentation de la
proportion en RebA entre t=0 et 120 jours (+9%) et par conséquent la plus forte diminution en
ST (-11%). Ces variations sont significativement différentes pour le génotype Gawi, qui montre
la plus faible augmentation en RebA (+3%) avec une diminution en ST de -6%. E8, qui
n’accumule pas de RebA, est le génotype ayant la plus faible diminution en ST (-2%). De
maniere étonnante, la pente de régression pour le RebA du génotype C (le plus accumulateur
de RebA) est intermediaire. Hormis pour le génotype Larrére, les variations de proportions sont

relativement faibles au cours du temps.

L’¢évolution des proportions en DulA, RebC et RebF n’est pas linéaire et dépend du
génotype. La proportion en DulA de E8 augmente de maniére significative durant les temps
précoces (22 et 48 jours), puis diminue a 78 jours pour revenir a la valeur initiale a t=0 jours.
Gawi et Lac4 voient cette proportion en DulA diminuer significativement au cours du temps.
La proportion en DulA de Larrére est stable tout au long de sa croissance. Ensuite, tous les
génotypes ont leurs teneurs en RebC qui augmentent ente t=0 et t=48 jours, puis reviennent a
leurs valeurs initiales, hormis pour le génotype C pour lequel cette proportion diminution de
manieres significatives. Les proportions en RebF évoluent a I’inverse de celles du RebC. Cette
derniére est stable (C et Lac4) ou diminue de maniere significative (Gawi et Larrere) pendant
la croissance, puis augmente de maniere significative au stade BF (t=120 jours). Malgré que
ces variations soient significatives, elles restent tres faibles voir négligeables a 1’échelle du

profil en SGs totaux.
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Tableau 11.3.8. Coefficients de régression linéaire de la proportion en ST et RebA en fonction du temps pour
5 génotypes de Stevia rebaudiana. Les lettres représentent le résultat de la comparaison multiple des pentes par
le test de Tukey. Au risque a=0,05, les pentes ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes.

ST RebA
C -1.15 + 0.19 ab 1.05 + 041 ab
E8 -046 £ 023 b ND
Gawi -094 £ 019 b 059 + 018 a
Lac4 -1.17 £ 0.19 ab 0.80 + 0.18 a
Larrere -1.77 £ 0.19 a 154 + 018 b
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4 Conclusion

Les objectifs de ce chapitre étaient (1) d’identifier les différentes composantes du
rendement en SGs au cours de la croissance de Stevia rebaudiana, (2) de décrire finement les
variables descripteurs de la biomasse aérienne chez Stevia rebaudiana, (3) et d’identifier les
caracteres phénotypiques décrivant la variabilité du rendement en biomasse foliaire. Pour cela
nous avons sélectionné 5 génotypes représentatifs de la population de Stevia rebaudiana. Cette
étude est la premiere étude qui identifie de facon détaillée les différentes composantes du
rendement en SGs au cours de la croissance de Stevia rebaudiana en plein champ. A travers
cette étude (5 génotypes, 6 prélevements, 14 variables descriptives de la biomasse et I’analyse
de la teneur de 10 Sgs), nous montrons que 1’évolution du rendement en SGs et ses composantes
(biomasse foliaire et teneur en SGs) chez Stevia rebaudiana évoluent principalement en

fonction du génotype.

4.1 Caractérisation du rendement en SGs au cours de la croissance

Dans cette étude, le rendement en SGs augmente pendant la phase végétative de croissance
et atteint son maximum entre 30 et 40 jours avant le stade bourgeons floraux (mi/fin aodt).
Apreés cette date, le rendement en SGs diminue (C, Gawi, Lac4 et Larere) ou reste stable (E8).
Ces résultats différents de ceux obtenus par Barbet-Massin et al. en 2015 ou la détermination
du rendement pour 3 génotypes a 3 stades de développement (végétatif, bourgeons floraux,
floraison) a montré que le stade bourgeons floraux était le stade optimal pour 1’obtention des
plus forts rendements en SGs. La limitation du nombre de prélevements dans 1’étude de Barbet-
Massin et al. en 2015 peut expliquer cette différence de résultats. Dans notre étude, les 6
prélevements au cours de la croissance permettent un meilleur recouvrement des différents
stades de croissance chez Stevia rebaudiana. Et dans notre étude, le rendement en SGs maximal
est atteint bien avant la formation des bourgeons floraux. Ces résultats soulignent I’importance
de connaitre le stade de développement de Stevia rebaudiana dans les conditions
pédoclimatiques de production. Le cycle de développement depuis 1’émergence des premicres
feuilles jusqu’a la sénescence de la plante peut se détailler en de tres nombreux stades (stade
végeétatif précoce, stade végétatif tardif, stade initiation de la floraison, stade bourgeons floraux,
stade floraison, stade production de graines, stade sénescence). Le lien qui existe entre
développement de Stevia rebaudiana et le fonctionnement physiologique voire métabolique de
la plante doit étre extrémement fort. Sur le plan scientifique, ces résultats suggérent de suivre
les métabolismes primaires et secondaires conduisant a la formation des SGs en fonction non

pas de I’age temporel de la plante mais plutot en fonction de I’age métabolique et fonctionnel.
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D’ou le besoin a terme de construire un référentiel permettant de décrire facilement les
différents stades de développement de Stevia rebaudiana. Sur le plan appliqué, ce résultat peut
amener a adapter les pratiques culturales en particulier sur la date de récolte de Stevia

rebaudiana en condition de production.

Dans cette etude nous confirmons que le rendement en SGs est fortement détermine par le
rendement en biomasse foliaire (corrélation positive r = 0,91). La production de biomasse
foliaire pour les 5 génotypes est non linéaire au cours du temps. En effet, la biomasse foliaire
augmente de fagon linéaire au cours des 78 premiers jours de I’expérimentation, pour ensuite
augmenter plus faiblement ou étre stable. Ce résultat indique que la production de biomasse
foliaire reste pendant plus de 11 semaines constante et que le ralentissement de la production
de biomasse foliaire ne se fait sentir qu’en fin de phase végétative. Ce résultat suggere que bien
avant la mise a fleur, la plante initie des changements qui se traduisent par un ralentissement de
croissance. Au regard de 1’étude portée durant ce travail de these, il est impossible de figurer le
type de changement mais on peut imaginer que le métabolisme de croissance végétative est en
train de se réorienter avec un métabolisme permettant 1’initiation des bourgeons floraux. En
d’autres termes le métabolisme énergétique et de celui du carbone pourraient étre réalloués vers
la production de bourgeons floraux. Cette premiére étude qui caractérise la dynamique du
rendement en SGs a travers la biomasse foliaire et la teneur en SGs au cours de la phase
végeétative de croissance en conditions de production souligne la nécessité de mieux
comprendre le lien qui existe entre stade de développement et le fonctionnement métabolique

voir cellulaire qui conduisent a I’accumulation de SGs chez Stevia rebaudiana.

Malgré une corrélation moins importante entre le rendement en SGs et la teneur en SGs (r
= 0,44), la stabilité ou la diminution du rendement en SGs au stade bourgeons floraux est
principalement due a une forte diminution de la teneur en SGs au stade bourgeons floraux. Ces
résultats sont cohérents avec 1’étude de Ceunen & Geuns (2013a). Ces auteurs ont caractérisé
I’accumulation en SGs en conditions contrdolées avec une photopériode de 16h. Ils montrent que
la teneur en SGs atteint son maximum au début de I’apparition des bourgeons floraux, et décroit
au cours de leur formation. Ces résultats peuvent s’expliquer par les variations d’expression des
génes spécifiques de la voie des SGs (KA13H et les 3 UGTs) entre la phase végétative et la
phase reproductrice (Singh et al., 2017). En effet, les auteurs révélent une diminution de la
transcription des génes spécifiques de la voie des SGs (KA13H et les 3 UGTs) au moment ou

la plante passe de la phase végétative a la phase reproductrice.

La comparaison de ’accumulation de SGs dans les feuilles de plants cultivés au champ

(notre étude) avec celle de feuilles de plants cultivés en conditions controlées (Ceunen & Geuns
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2013a) révele tout de méme une dynamique différente au cours de la croissance végétative. Les
résultats de Ceunen & Geuns (2013a) montrent une augmentation graduelle au cours de la
croissance végeétative, alors que nous observons une forte augmentation de la teneur en SGs en
début d’expérimentation (t =22 jours apres le premier prélévement, soit environ 2,5 mois apres
la reprise de la croissance). Celle-ci reste ensuite stable jusqu’a la fin de la phase végétative.
Notre étude est la premiéere qui démontre que la teneur en SGs maximale est atteinte au cours

de la croissance végeétative en conditions de production, et non pas a I’initiation de la floraison.

4.2 Croissance et traits phénotypiques expliquant la variabilité en
biomasse foliaire

La biomasse foliaire est le trait phénotypique prédominant pour 1’obtention d’un
meilleur rendement en SGs. Nous montrons a travers cette étude que les génotypes Gawi et
Lac4 sont les meilleurs producteurs de biomasse foliaire et C le moins bon quel que soit la date
de prélévement. La détermination du taux de croissance relatif (RGR, Relative Growth Rate)
pour tous les intervalles de temps de 1’expérimentation révele que les génotypes Gawi et Lac4
ont des RGR plus faibles que le génotype C pour les premiers temps de prélevement (entre t =
0 et 22 j). Le RGR diminue ensuite pour tous les génotypes pour atteindre une valeur similaire
entre la fin de la phase végétative de croissance et le stade bourgeons floraux. La diminution
du RGR au cours du développement est cohérente avec I’augmentation de la biomasse (Paine,
2012). Nous pouvons donc supposer que le RGR de Gawi et Lac4 était supérieur avant le
premier prélevement, qui a été réalisé environ 2 mois apres le début de la reprise de la croissance
sur la parcelle de Liposthey. Ainsi, les résultats obtenus semblent indiquer que le rendement en
biomasse foliaire en 2°™ année de production est déterminé par la capacité de croissance dés la
reprise. Cet aspect n’a pas encore été abordé chez Stevia rebaudiana, il serait donc intéressant
pour de futures études de réaliser des prélevements a des temps plus précoces du développement

pour déterminer le taux de croissance (RGR) dés la reprise.

Dans cette étude, nous décrivons la mise en place de la biomasse aérienne par la
caracterisation de 14 descripteurs. Le rendement en biomasse foliaire est positivement corrélé
a la surface foliaire du plant (r = 0,93) et au rendement en tige (r = 0,87). La régression linéaire
multiple du rendement en biomasse foliaire permet d’identifier 6 variables impliquées dans sa
variabilité au cours de la croissance de Stevia rebaudiana : diametre Nord-Sud (cm), diameétre
Est-Ouest (cm), Leaf Mass Ratio (% biomasse foliaire par rapport a la biomasse aérienne),
Specific Stem Mass (g/m2, densité de biomasse de tige par unité de surface de la canopée), Leaf
Area Index (ratio surface foliaire par surface de la canopée) et Specific Leaf Area (cm?/g,

surface par unité de biomasse foliaire). Ce résultat révele que le nombre de tiges principales et
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la hauteur des plants ne permettent pas d’expliquer le rendement en biomasse, au contraire des
conclusions de précédentes études (Buana, 1958; Buana & Goenadi, 1985). Nous démontrons
que le SLA et le LMR évolue négativement au cours du développement alors que les diamétres
et le SSM évolue positivement pour les 5 génotypes. Le LAI est génotype-dépendant et ne varie
pas de maniere significative au cours du temps pour chagque génotype. Les génotypes produisant
le plus de biomasse foliaire (Gawi et Lac4) se caractérisent par un SSM et des diamétres elevés,
un SLA et LMR plut6t faibles, et un LAl supérieur. Ainsi, nous révélons I’impact de la structure
de la canopée sur le rendement en biomasse foliaire pour ces 5 génotypes. L’obtention d’un
LAI supérieur pour les genotypes produisant le plus de biomasse foliaire et la corrélation
négative entre le LAI et le SLA (r = -0,96) sont en accord avec les résultats obtenus par Munz
et al. (2018).

4.3 Evolution de la composition en SGs

Les profils en SGs, definis par la proportion respective de chaque SGs quantifié, sont
relativement stables au cours du développement pour les 5 génotypes étudiés. En effet, nous
révelons des différences significatives au cours du développement, mais les variations sont tres
faibles. Les variations les plus importantes sont celles des 2 SGs accumulés majoritairement
(ST et RebA). Nous révélons que la proportion de RebA évolue positivement alors que la
proportion de ST évolue négativement tout au long de 1’étude pour les 5 génotypes. L’amplitude
de ces variations est dépendante du génotype. Ce résultat a déja été observé, se traduisant par
une augmentation du ratio RebA/ST tout au long de la croissance en conditions controlées
(Ceunen & Geuns, 2013a). Cette évolution ne correspond pas avec celle de la teneur en SGs,
ce qui signifierait que le déterminisme des proportions en SGs et la teneur en SGs totaux est
différent.
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Caractérisation de Septoria sp. et évaluation
de la réponse de dix génotypes de Stevia
rebaudiana vis-a-vis du champignon en

conditions controlées
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1 Introduction

Les facteurs d’ordre biotique représentent un des facteurs majeurs pouvant impacter une
production en systéme d’agriculture BIO. Chez Stevia rebaudiana, plusieurs agents pathogenes
présents sur la culture en production ou en pépinieres ont été identifiés a travers le monde. La
maladie foliaire la plus fréquemment décrite est la septoriose, causée par le genre fongique
Septoria sp. (Ishiba et al., 1982; Lovering & Reeleder, 1996; Reeleder, 1999; Bhandari &
Harsh, 2006). Les symptdmes de nécrose et chlorose occasionnés sur les feuilles par le
champignon impactent directement la biomasse foliaire. Les pertes de rendement liées a
I’infection par ce champignon n’ont pas été¢ déterminées précis€ément, mais Reeleder (1999)
indique qu’elles pourraient atteindre jusqu’a 50% au Canada chez Stévia. Outre la perte directe
de rendement, Septoria sp. a la capacité de survivre pendant I’hiver (Reeleder, 1999) ce qui est
particulierement impactant pour une culture pérenne. Dans des essais culturaux initiaux, les
équipes de la station d’expérimentation INVENIO ont observe des spots nécrotiques entourés
de halos chlorotiques en Lot-et-Garonne dés 2014. Ces symptdémes concorderaient avec une
infection de Stevia rebaudiana par Septoria sp. La forte incidence présumée et le maintien de
I’inoculum au fil des années font de la septoriose une maladie redoutée pour la production BIO
de Stevia rebaudiana. Dans ce contexte, la lutte génétique, associée a un itinéraire cultural
adapté apparait donc indispensable.

Les travaux de cette these ont permis (1) d’isoler et identifier les souches de Septoria sp.
isolées par leur caractérisation macroscopique, puis moléculaire par une approche de Multiple
Loci Sequence Typing (Verkley et al., 2013), (2) de développer un test d’inoculation en
conditions contrélées, et (3) d’évaluer la gamme des réponses a la septoriose en conditions
contrdlées pour 1’évaluation de la réponse de ressources génétiques de Stevia rebaudiana face
aux souches de Septoria sp. isolées. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec Jonathan
Gaudin, de 'UMR SAVE (Villenave d’Ornon, France).
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Abstract

All over the world, Stevia rebaudiana cultivation is developing. Stevia rebaudiana, native from
Paraguay, accumulates steviol glycosides (SGs) into its leaves. These compounds exhibit
acaloric intense sweet taste. Consumer demands for reducing daily sugar intake and for healthy
products place Stevia rebaudiana production at the crossroad of these demands. Thus the
development of sustainable and organic production is needed. Septoria leaf spot (SLS) disease
caused by Septoria sp. is the more frequently and worldwide described leaf disease affecting
Stevia yield through biomass decrease. The objectives of the research were (1) to characterize
morphologically and genetically Septoria sp. found into the field in Southwestern France and
(2) screen a Stevia rebaudiana germplasm from diverse origins through an optimized automated
inoculation method under controlled conditions. The five French fungi isolates from the field
were identified as belonging to Septoria genus. Multiple Loci Sequence Typing allowed to
classify the isolates into Subclade 4A established by Verkley et al (2013). They are closely
related to S. lycopersici and S. apiicola. An automated inoculation process was established to
screen ten genotypes from different origins. The response to Septoria sp. was assessed through
visual scoring of symptomatic proportion on whole plantlet, proportion of symptomatic foliar
area determined by image analysis and AUDPC calculated from disease proportion scored 12,
15, 18 and 21 days after inoculation. The response of the ten genotypes was shown to be
quantitative. We could distinguish moderately susceptible genotypes and highly susceptible
ones expressing fast disease progress. Genotypes ranking observed through controlled
inoculation was confirmed into the field. This study characterized Septoria sp. affecting S.
rebaudiana in Southwestern France. It provides a useful tool to screen S. rebaudiana
germplasm. A variability of response to Septoria sp. exists in S. rebaudiana. This opens the
field of breeding strategies for response to SLS and the development of new cultivars for

sustainable and organic S. rebaudiana production.
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2.1 Introduction

Stevia rebaudiana (Bertoni) is an herbaceous perennial plant from the Asteraceae
family, native from Paraguay, South America. Stevia rebaudiana accumulates steviol
glycosides (SGs) into its leaves which exhibit intense and persistent sweet taste, up to 300
times sweeter than sucrose. In Europe and USA, health agencies recommend reducing daily
sugar intake in order to limit obesity and diabetes (Carocho, Morales, and Ferreira 2017). Stevia
rebaudiana and its sweet acaloric molecules constitute therefore a natural alternative to
synthetic sweeteners (Carrera-Lanestosa, Moguel-Ordonez, and Segura-Campos 2017). Steviol
glycosides were accepted by European Union since 2011 as a food additive (Commission
Regulation (EU) 2011). More recently in 2017, dried leaves were also accepted for consumption
in Europe (EC 2017). Many national food-based dietary guidelines provide context-specific
advice and principles on healthy diets, sane and wellness food. The use of SGs produced by
Stevia rebaudiana as natural sweetener could play a major role to follow this advice. Thus,
Stevia rebaudiana production could be at the crossroad of these demands through the
development of sustainable and organic production. In France, stevia production has been
implemented since 2011 but to move to economically viable organic production, pest
management has to be taken into account. In Stevia fields, very few pathogens have been
described yet. Attention has been paid mainly to fungus diseases directly affecting leaves and
thereby yield through biomass decrease. Alternaria alternata (Maiti et al. 2007) and Botrytis
cinerea (Garibaldi et al. 2009), have been described in India and Italy, respectively. But,
Septoria leaf spot (SLS) disease caused by Septoria sp. is the more frequently and worldwide

described leaf disease affecting Stevia.

Septoria leaf spot (SLS) disease has been described on Stevia rebaudiana in Japan
(Ishiba, Yokoyama, and Tani 1982), United-States (Lovering and Reeleder 1996), Canada
(Reeleder 1999), and more recently in India (Bhandari and Harsh 2006) and in Paraguay (Veia
Sanabria and Orrego Fuente 2013). SLS disease is starting with little black or brown spot,
surrounded by chlorosis at the plant bottom, on older leaves. Leaves become necrotic, dropped
off the plant and the disease progress upward (Reeleder 1999). Extensive study of Septoria sp.
on other crops gives us knowledge about disease spreading in the field. Conidia of Septoria
tritici blotch from wheat debris spread the infection vertically up the plant by splash dispersal
until it reached the heads (Ficke et al. 2018). For successful infection, it requires moisture on
the leaf surface through very wet days (> 10 mm rainfall) or three days with at least 1 mm rain
(Fones and Gurr 2015). Rain splash events are also important for epidemic development in

tomato, as demonstrated in field trial with Septoria lycopersici inoculation (Parker, Nutter, and
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Gleason 1997). Authors determined disease progress into the field from 0.3 to 1.3 m/day and
disease severity revealed a rapid rate for the development of SLS (Parker, Nutter, and Gleason
1997). In Northern Germany, the average temperature of 13°C, leaf wetness of 92% and
precipitation of 0.4 mm per day was observed 20 days before epidemic outbreaks on wheat
(Henze et al. 2007). Increasing temperature led to a decrease of latent period, corresponding to

the period between the infection and symptoms appearance (Henze et al. 2007).

Stevia rebaudiana is a semi-perennial herb and could be cultivated during 5-6 years
(Andolfi, Macchia, and Ceccarini 2006). Septoria sp. inoculum in Canada can persist
overwinter through Stevia leaves buried or left on the soil (Reeleder 1999). In mild climates,
Septoria sp. represents a real threat to Stevia crops due to overwinter capacity and spreading
with rain events, leading to potential direct yield losses estimated at 50% of destroyed foliage
for susceptible cultivars in Canadian experiments (Reeleder 1999). Chemical control through
field treatments are efficient but not sustainable (Angelini et al. 2018; Koehler and Shew 2018).
In order to avoid over the application of fungicides, simulation modelling to predict disease
epidemics constitutes a key approach and has been set up in wheat (Savary et al. 2015;
Pietravalle et al. 2003). Several cultural practices aiming at limiting Septoria spread are also
recommended (Angelini et al. 2018). Irrigation and residue management appear, in particular,
to be key factors to control the disease (Ficke et al. 2018). A complementary major approach is
to improve crop resistance to pathogens through breeding (van Bueren et al. 2011). Stevia
rebaudiana breeding is poorly published. Yadav et al (2011) reviewed breeding programs
mainly developed in Canada, USA, Malaysia, China, Japan and India. All these breeding
programs were focused on total SGs content and biomass production but none of them seemed
to take into account response to pathogens (Yadav et al. 2011). Therefore, there is an urgent
need to identify sources of resistance or tolerance in Stevia rebaudiana germplasm to develop

resistant or tolerant cultivars to these diseases.

The objectives of the research reported below were to characterize phenotypically and
genetically the pathogen found into the field in South Western France and screen a Stevia
rebaudiana germplasm from diverse origins through an optimized inoculation method under

controlled conditions.

Abbreviations

AUDPC: Area Under the Disease Progress Curve; DAI: Days After Inoculation; DP: Disease
proportion; PSLA: Proportion of Symptomatic Leaf Area; SLS: Septoria Leaf Spot
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Table 1. Genetic resources of Stevia rebaudiana studied for their response to Septoria leaf spot disease
through controlled inoculation. Names with * indicate that these genotypes have also been evaluated into the
field through natural infection

Provider Countr;_/ Name  Year of Obtention Origin
of the provider

EUSTAS gene bank Germany c* 2016 Colombia
STEVIASTORE  Paraguay Eirete 2015 Paraguay
OVIATIS collection France El6l718* 2011 Argentina
E8* 2011 Argentina

EspLacl* 2013 Spain
FP 2011 Argentina

S6030-1* 2015 Israel
Lac4* 2013 Argentina
Larrere* 2013 Argentina

Table 2. Isolated strains of Septoria genus in field conditions on Stevia rebaudiana

Current name Strain Year of
Identification isolation Location
Septoria sp. Sep-14-LIV 2014 Ste-Livrade-sur-lot, France
Sep-15-LIP 2015 Liposthey, France
Sep-16-LIV 2016 Ste-Livrade-sur-lot, France
Sep-17-LIV 2017 Ste-Livrade-sur-lot, France
Sep-17-LIP 2017 Liposthey, France
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2.2 Materials and methods

2.2.1 Materials
2.2.1.1 Stevia rebaudiana genotypes

Ten Stevia rebaudiana genotypes used in these experiments were chosen from different
providers and different origins when known (Table 1). Attention was paid to use clones coming
from cuttings and to integrate in the study genotypes that have been phenotyped for SGs yield
elsewhere as EUSTAS collection genotypes and “Eirete”.

2.2.1.2 Fungus strains
Diseased leaves samples were collected in farms and experimental fields in Liposthey
(44°17'56.9"N 0°53'14.7"W) and Sainte Livrade-sur-Lot (44°25'43.6"N 0°36'53.6"E), France,

during four years, leading to 5 sampled strains (Table 2).

2.2.2 Methods
2.2.2.1 lsolation of the Septoria sp.

Monitoring experimental and production fields in the South-west of France started in
2014. Diseased leaves of Stevia rebaudiana were collected from Liposthey and Sainte-Livrade-
sur-Lot fields (France) and incubated at room temperature for 48h in a moist chamber,
corresponding to a Plexiglas box with moistened paper in order to promote pathogen
development. Strains were isolated by spreading exudate from sporulating pycnidia on Mac
Conkey medium (MacConkey 1905). Cultures were incubated in growth chamber at 22°C with
12h photoperiod.

2.2.2.2 Morphological characterization of Septoria sp. and
validation of Koch’s postulates
For morphological characterization of each strain, mature pycnidia with exuded conidia
were removed and placed on a microscope slide with cotton blue (lactic acid with blue
methylene) and were observed under microscope (Olympus BH2 series, OSI, France).
Validation of Koch’s postulates is described in Fig S1.
2.2.2.3 Genotypic characterisation through Multiple Loci Sequence
Typing
DNA extraction. Conidia from sporulating pycnidia were spread on cellophane film above
OAC medium (Oat-Agar-Chloramphenicol). Cultures were incubated for 10 days at 22°C with
12h photoperiod. Pycnidia and sterile mycelium were harvested and transferred in Eppendorf

tubes.

199



Partie 2, Chapitre 4 : Caractérisation de Septoria sp. et évaluation de la réponse de 10 génotypes de Stevia
rebaudiana vis-a-vis du champignon en conditions controlées

Table 3. Primers used in this study for the classification of Septoria species isolated on Stevia rebaudiana in
field conditions as described by (Verkley et al., 2013)

Name of the Annealing

Locus  Primer Primers Sequences (5' to 3") Orientation tempzscr:a;ture

EF-1a EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Forward 52
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATGTT Reverse

B-TUB T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT Forward 52
B-Sandy-R GCRCGNGGVACRTACTTGTT Reverse

RPB2 fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG Forward 49
fRPB2-414R ACMANNCCCCARTGNGWRTTRTG  Reverse

ACT ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Forward 52
ACT2Rd ARRTCRCGDCCRGCCATGTC Reverse

CAL CAL-235F TTCAAGGAGGCCTTCTCCCTCTT Forward 50
CAL2Rd TGRTCNGCCTCDCGGATCATCTC Reverse

LSU LSU1Fd GRATCAGGTAGGRATACCCG Forward 52
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Reverse

ITS ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Forward 52
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Reverse
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Materials were frozen at -80°C and lyophilised in a freeze-dryer overnight (Alpha 1-4 LDplus,
Christ, Germany). Dried tissue was grounded twice for 30 s by glass balls with a grinder
(TissueLyser I1, Qiagen, France). Resulting powder was extracted by adapted CTAB method
(Zolan and Pukkila 1986). 2 pL of extract were used to quantify DNA amount by a
spectrophotometer Epoch (BioTek, USA). For each isolated strain, DNA concentration was

adjusted at 10 ng/uL and 200 ng/uL for PCR.

PCR amplification and sequencing. Septoria species identification followed the protocol
described in Verkley et al. (2013) using sequences of 7 loci: actin, calmodulin, B-tubuline,
internal transcribed spacer, Translation elongation factor 1-a, 28S nrDNA and RNA
polymerase Il second largest subunit. Primers are listed in Table 3. PCR amplification was
performed in a final volume of 15 pL, containing 20 ng of extracted DNA (or 400 ng only for
RPB2 amplification), 1X Buffer DyNAzyme, 0.2 mM of mixed dNTPs, 0.4 uM of each primer

and 0.5 U/pL of DyNAzyme Il (Thermo Scientific™). PCR amplification steps were: an initial

denaturation of 2 min at 94°C followed by 40 cycles at denaturation temperature of 96°C for
45 s, primer annealing at the temperature in Table 3, elongation at 72°C for 90 s, and a final
elongation step at 72°C for 10 min. For ACT and RPB2 loci, 40 cycles were separated in 2
phases, differentiated for annealing step. For 10 first cycles, primer annealing started at
annealing temperature + 10 °C and temperature was reduced by 1 °C per cycle, for 30 s. For 30
remaining cycles, primer annealing was at the temperature in Table 3 for 30 s. PCR
amplification were realized twice and the resulting fragments were sequenced by GENEWIZ

(USA) with forward and reverse primer.

Sequence alignment and phylogenetic analysis. Sequence alignment and phylogenetic
analysis followed the method developed by (Verkley et al. 2013). Basic alignment of our
isolates sequences was first done with the complete sequences of the seven loci found in
Genbank using MAFFT v.7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment /server/index. html) for each locus.
MEGA 7 (Kumar, Stecher, and Tamura 2016) was used to build the tree with concatenated
sequences by the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei 1987). The test of phylogeny was
done through bootstrap test (1000 replicates). The evolutionary distances were computed using

the Maximum Composite Likelihood method (Tamura, Nei, and Kumar 2004).

2.2.2.4 Screening of Stevia rebaudiana response
Inoculum production. The strain Sep-15-LIP was selected for the evaluation of Stevia
rebaudiana response. The strain was maintained on MAC medium at 4°C. Conidia from
sporulating pycnidia were spread on numerous solid OAC medium (Oat-Agar-
Chloramphenicol). Cultures were incubated at 22°C with 12h photoperiod during 3 weeks.
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Conidia were harvested by adding sterile distilled water, breaking pycnidia with Pasteur pipette
and agitating by hand. Total resulting suspension was filtered at 450 pm for discarding
pycnidias. Conidia enumeration was made on Malassez cell. Inoculum concentration was

adjusted at 10° conidia/mL and Tween 20 was added at 0.01% for plantlet inoculation.

Plant production for controlled inoculation. For the evaluation of Stevia rebaudiana
susceptibility in controlled conditions, the ten selected genotypes were propagated by stem-
cuttings from mother plants in greenhouse. Stem-cutting were placed in commercial plug trays
containing Peltracom soil (Greenyard Horticulture France SAS), without nutrient supply.
Plantlets were grown in greenhouse conditions under 15h photoperiod for 4 weeks, with
variable temperatures according to time: 6h-9h: 18°C, 9h-18h: 22°C, 18h-21h: 20°C, 21h-6h:
16°C. Axillary meristems were removed during vegetative growth in order to avoid secondary
ramifications. Then, plantlets were placed in non-regulated greenhouse and were transplanted
in pots 10 cm x 10 cm after 5 weeks of growing. Six weeks old plantlets were used for

inoculation.

Inoculation in pulverization chamber. Fixed pulverization chamber was used for inoculation
of Stevia rebaudiana genotypes by Septoria strain Sep-15-LIP (Euro-pulvé, Aspach, France)
(Fig S2). Parameters of pulverization chamber were set to 4 second of pulverization with flow
rate of 1.8 L/min and pressure at 3 bars. To ensure homogeneity of the spray pattern, 5 spray
nozzles were used and maximum 10 plants (1 plant per genotype) were arranged in staggered
file in the middle of pulverization chamber. Automatic spray allowed to runoff point on whole
plants. A total of 16 plants per genotypes were sprayed with prepared inoculum, and 4 control
plants per genotype were sprayed with sterile water. Inoculated plants were air dried and
transferred to growth chamber. Inoculation was reproduced 3 times during spring 2017. After
each inoculation series, pulverization chamber system and walls were washed out by sterile

water and clean up by ethanol 70% (w/w). Spray nozzles soaked in ethanol 70% overnight.

Experimental design in growth chamber. Plants were placed in isolated growth chamber with
a 400W sodium lamp for 21 days at 20-25°C, 16 h photoperiod and a high hygrometry level.
Growth chamber was arranged into five randomized blocks of 10 genotypes, corresponding to
Plexiglas cage with water placed in the bottom. Sterile distilled water was sprayed on Plexiglas
walls to promote leaf wetness. One block was dedicated to control plants, firstly sprayed and
immediately transferred in growth chamber in order to avoid contamination. Inoculated plants
were distributed into four remaining blocks. Plants were sub irrigated every 5 days during

experiment.
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Evaluation of Stevia rebaudiana response. Disease development was assessed at 12, 15, 18
and 21 days after inoculation. Disease severity of Stevia rebaudiana genotypes under controlled
conditions was scored as the disease proportion (DP; necrosis and chlorosis) among whole plant
(%). Visual scoring allowed to characterize symptoms development according to genotypes.
These 4 times notations allowed to calculate AUDPC (Area Under the Disease Progressive
Curve), as follow (Jeger and Viljanen-Rollinson 2001) with {x;} measures of the disease level
and t the sample time points in a sequence {ti}:

n-1

AUDPC = ) [(t; + x141)/2)14n — 1)

=1
At 21 DAL, in order to obtain precise and quantitative response in controlled conditions, leaves
from inoculated plant were separated for scanning in color at 300 dpi with an Epson Expression
1640 XL flatbed scan. Resulting scans were analyzed with the software ImageJ (version 1.51).
Total foliar area was detected through images transformation in binary, where whole leaves
were automatically detected. Selection of symptomatic area was done on colored images by
color threshold with hue between 0-47, saturation between 37-255 and brightness between 0-
204. These settings allowed to select necrotic and chlorotic part of leaves, according to their
color (Figure 1). Symptomatic foliar area was measured and reported in cm2. Disease severity

was calculated as the proportion of symptomatic leaf area (PSLA) among foliar area (%).

Field evaluation. Stevia rebaudiana susceptibility in the field was evaluated through natural
infection. A field experiment was implanted in 2016 on a site with high disease pressure in a
private farm at Liposthey (44°17'56.9"N 0°53'14.7"W), South West, France as described in
Hastoy et al. (2016). In 2017, natural infection occurred between end of July and mid-August.
Disease severity was noted once as the disease proportion (DP; necrosis and chlorosis) in terms
of whole plant %. Twenty plants of 8 genotypes (Table 1) were scored at flower budding stage
the 21th September 2017.
2.2.2.5 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the software R version 3.4.3 (R Core Team
2015; Mangiafico 2015). Complete data frame of inoculated plantlets in controlled conditions
was cleaned by deleting outliers according to Bonferroni test on Studentisied residuals of linear
model, from the package “car” (Fox and Weisberg, 2011). Analysis of variance were applied
on mixed linear model by using package “Ime4” (Bates et al. 2015) and “car” (Fox and
Weisberg 2011):

lmer(y ~A+ (1|B) + (1|C) + (1]4:B) + (1]4:C) + (1|B:C) + (1]4: B: C))
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Where y is the quantitative response, A is fixed effect (genotype or time after inoculation), B

and C are random effects (inoculation, randomized block and their interaction).

Estimated Marginal Means and standard errors were calculated from mixed model and
significant differences between genotypes were determined by Tukey’s Honestly Significant
Difference (HSD) test from the package “emmeans” (Russell, 2018). Significant differences on
symptoms development according to time were analyzed through pairwise comparison of
regression slope with the package “emmeans” (Russell, 2018). For data representation,
packages “ggplot2”, “cowplot”, “extrafont” were used (Chang 2014; Wickham 2009; Wilke
2017).
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Figure 1. Identification of Septoria leaf spot disease on Stevia rebaudiana in the South West of France. (A)
Symptoms in field conditions in Liposthey (France). (B) Symptomatic leaves after 48 h of incubation in humidity
chamber (C) Strain aspect on Murashig & Skoog medium. (D) Characteristic brown pycnidia and (E) conidia of
the genus Septoria.
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Figure 2. Phylogenetic classification of Septoria strains isolated on Stevia rebaudiana in France through
Multiple Loci Sequence Typing. Subclade 4A established by Verkley et al (2013) is represented. The tree was
obtained on concatenate sequences of 241 Septoria strains for 7 loci (Fig S3). The evolutionary history was inferred
using the Neighbor-Joining method (Saitou & Nei, 1987). The percentage of replicate trees in which the associated
taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. The tree is drawn to
scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic
tree. The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood method (Tamura et
al., 2004) and are in the units of the number of base substitutions per site. All ambiguous positions were removed
for each sequence pair. There were a total of 3521 positions in the final dataset. The analyses were conducted in
MEGAY7 (Kumar et al., 2016).
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2.3 Results

2.3.1 Characterization of Septoria sp. present in France on Stevia

rebaudiana
In field experiment, black leaf spots with surrounding chlorosis were observed at the

plant bottom and progressed to the top (Figure 1 A-B), corresponding to symptoms previously
described as SLS disease on Stevia rebaudiana (Veia Sanabria and Orrego Fuente, 2013; Ishiba,
Yokoyama, and Tani 1982; Bhandari and Harsh 2006; Reeleder 1999; Lovering and Reeleder
1996). Morphological observations of isolated strains allowed to identify Septoria genus
(Figure 1 C-E). They produced black and spherical pycnidia, containing hyaline and threadlike
pycnidiospora of 55 to 60um x 2um corresponding to partitioned conidia, linked to pycnidia by
conidogenious cells. These morphological characteristics correspond to Septoria genus

(Quaedvlieg et al. 2013). The teleomorph was not observed.

2.3.2 Phylogenetic classification of Septoria strains through Multiple
Loci Sequence Typing
Multiple Loci Sequence Typing approach give the highest species resolution of the

genus Septoria (Verkley et al. 2013). Based on this previous study, the 5 isolated strains (Table
2) were sequenced for 7 specific loci and were compared to 241 Septoria isolates (Fig. S3).
Phylogenetic analysis allowed to classify our isolated strains among the clades of Septoria spp.
described by Verkley et al (2013). Thus, we confirmed by DNA-based approach that isolated
strains on Stevia rebaudiana belong to Septoria genus. Then, the 5 French isolates are related
to subclade 4A (Figure 2). This subclade contains strains of miscellaneous host plants: Septoria
lycopersici (Solanaceae), S. paridis (Trilliaceae and Violaceae) and S. apiicola (Apiaceae). On
the basis of MLST analysis, it could be concluded that French Septoria sp is closely related to
S. lycopersici and S. apiicola. Despite different field origins and year of isolation, the 5 French

isolates appear to be phylogenetically very close.

2.3.3 Evaluation of Stevia rebaudiana response to Septoria in

controlled conditions
Response of ten Stevia rebaudiana genotypes to Septoria strain 15-LIP was

characterized by 3 independent automated inoculations. Control plants inoculated with sterile
water did not shown any symptom during experiments, confirming that Septoria strain was
responsible for symptoms appearance. Little black spots appeared around 10 days after
inoculation and grew up, turned on necrosis surrounded by tiny chlorotic halo during

experiment.
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Figure 3. Evolution of Septoria leaf spot disease between 12 and 21 days after inoculation on 10 genotypes
of Stevia rebaudiana after inoculation in controlled conditions. Evolution is revealed by visual scoring of
symptomatic proportion on whole plantlet. Results shows Least-Squares Means of 16 plants, repeated 3 times,
with standard error, according to time after inoculation. Blue line represents linear mixed model regression.
Black letters show the result of multiple comparison at 21 DAI. Symptomatic proportion at 21 DAI with same
letter are not significantly different at P = 0.05 level.
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Figure 4. Evaluation of 10 Stevia rebaudiana genotypes response in controlled conditions to Septoria strain
from Southwestern France. (A) Proportion of Symptomatic Foliar Area (PLSA) at 21 DA, calculated by image
analysis. (B) AUDPC calculated from scoring Disease Proportion (DP) at 12, 15, 18 and 21 DAI. Results represent
Estimated Marginal Means of 16 plants, repeated 3 times, with standard error. Result of multiple comparison by
HSD’s Tuckey test and same letter shows no significant difference at P = 0.05 level.
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At 12 DA, all tested genotypes were symptomatic, indicating absence of complete resistance
into this collection (Figure 3). Analysis of variance for DP score revealed a strong effect of
genotype since the first notation (P <0.001; Table S1). At 12 DAI “Gawi” and “EspLacl” were
the least symptomatic with less than 5% of the plant being symptomatic. They were
significantly different from “E8” and “E161718”, with the highest symptomatic proportion
from 5 to 10%. At 21 DAI, “Gawi” and “EspLacl” remain the less susceptible genotypes with
less than 10 to 15% of the plants affected, whereas “E161718”, “E8” and “C” appear to be the
more susceptible (P < 0.05; Figure 3) reaching 50% of symptomatic proportion.

As visual scoring is coarse and can be researcher dependent, we completed the scoring with
precise symptomatic foliar area proportion (PSLA) quantification by image analysis at 21 DAI
(Figure 4A). Analysis of variance confirmed the genotype effect (P < 0.001; Table S1).
Genotype ranking was not different between visual scoring and image quantification. Multiple
comparison showed only significant difference between the most susceptible genotypes
“E161718” and “C” genotypes and the less susceptible ones, “Gawi” and “EspLacl”. PLSA
quantification led to lower scores. The susceptible genotypes are scored around 15 % area
covered by symptoms whereas the less susceptible express only 3 % of symptomatic part
(Figure 4A).

In order to assess the disease evolution according to the genotype, DP were scored between 12
and 21 DALI. It appeared to be linear according to time and regression slopes were significantly
different according to the genotype (P < 0.05). Multiple comparison on linear regression
showed two extreme type of response (Table S2). Highest slope coefficients correspond to
faster symptom development in our conditions. This was the case for “E161718”, “C” and “E8”
genotypes. The symptoms developed in a slower way in “Gawi”, “EspLacl”, “Larrere” and
“FP” genotypes.

AUDPC was calculated from DP scores 4 times after inoculation (Figure 4B). It confirmed that
“E161718”, “C” and “E8” genotypes present the faster disease progress and the interesting

behavior of “Gawi” and “EspLacl”.

2.3.4 Evaluation of Stevia rebaudiana response into the field under

natural infection
Scoring of symptomatic proportion occurred at harvesting, at the end of September.

Analysis of variance revealed a strong genotype effect (P <0.001; Table S1). Genotype ranking
was not different between controlled experiment and response into the field. Into the field,
“Gawi” and “EspLac”1 are the less susceptible whereas “E161718”, “C” and “E8” are the more

susceptible. However, field conditions leaded to globally higher disease scores than in
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controlled conditions (Figure 5). The susceptible “E161718” expressed a symptom proportion
of 35-40% and 50% in controlled and field conditions respectively. The less susceptible

genotype “Gawi” expressed 10% and 20% symptom proportion in controlled and field
conditions respectively.
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Figure 5. Evaluation of eight Stevia rebaudiana genotypes response against Septoria strain in the field at
Liposthey (France) in September 2017 after natural infection. Disease Proportion (DP) scores were determined
at flower budding stage. Results shows Estimated-Marginal Means of between 15 and 24 plants per genotype,
distributed on 4 randomised blocks, with standard error. Result of multiple comparison by HSD’s Tuckey test and
same letter shows no significant difference at P = 0.05 level.
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2.4 Discussion and conclusion

This the first report of Septoria leaf spot (SLS) disease on Stevia rebaudiana in France,
caused by Septoria sp.. Disease presence on remote sites in France and the persistence of
Septoria isolates on crops and debris over years (Ficke et al. 2018; Reeleder 1999) show the
urgent need to find a durable solution for sustainable and organic semi-perennial production of

Stevia rebaudiana.

In accordance with the fact that no teleomorphs are known on Asteraceae (Verkley and
Starink-Willemse 2004), we only observed anamorphs. MLST approach allowed us to classify
precisely the French Septoria strains isolates. They are phylogenetically related to subclade 4A
of the genus Septoria (Verkley et al. 2013) containing miscellaneous host plants (Solanaceae,
Apiaceae, Violaceae, Trilliaceae and here Asteraceae). Commonly, the host specificity was the
principal criterion for species delimitation into this genus. Thus, strains previously identified
on Stevia rebaudiana was named Septoria steviae, as current name (Ishiba, Yokoyama, and
Tani 1982). However, host occurrence should not be used as the only character for species
identification (Verkley et al. 2013). Extensive infection demonstrated that many Septoria spp.
could infect multiple plants species within the same genus, but also allied families and genera
(Beach 1919; Teterevnikova-Babayan 1987; Quaedvlieg et al. 2013). More recently, multiple
family-associations for a single species was confirmed by DNA-based approach (Verkley et al.
2013). Consequently, it was expected that a certain number of previously described taxa are
synonyms of species (Quaedvlieg et al. 2013). MLST approach lead to identify S. lycopersici
as the closest species of French isolated Septoria. Therefore, two hypothesis remain for the
dissemination of Septoria on S. rebaudiana. The first hypothesis is that the fungi was present
on other hosts before S. rebaudiana introduction in cited countries (Reeleder 1999). Indeed,
Septoria species have the ability to jump successfully to hosts in new family, but this genetic
basis is still unclear (Verkley et al. 2013). Thus, as tomato is largely produced in Southwestern
France, we could hypothesis that Septoria on S. rebaudiana could belong to the species complex
of Septoria lycopersici. Nevertheless, Septoria lycopersici although present has been very
rarely described in France (Blancard 2017). Therefore, a second hypothesis could emerge. The
infection of S. rebaudiana by Septoria was already described in Japan, (Ishiba, Yokoyama, and
Tani 1982). It was also reported in North Carolina (Lovering and Reeleder 1996), in Canada
(Reeleder 1999), in India (Bhandari and Harsh 2006) and in Paraguay (Veia Sanabria and
Orrego Fuente 2013), in accordance with the wide geographic distribution of Septoria genus
(Quaedvlieg et al. 2013). Thus, it can be supposed that this fungus coexists with the host in

plant’s origin country (Paraguay) and could be present in worldwide distributed seed or
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plantlets material (Reeleder 1999). This hypothesis is supported by the description of Septoria
in Paraguay since 1996 (Veia Sanabria and Orrego Fuente 2013) and by seedborne Septoria
disease on other crop, as lettuce or wheat (Bertus 1972; Shah, Bergstrom, and Ueng 1995).

However, there is no evidence of seedborne Septoria on S. rebaudiana.

We developed a high reliable and homogeneous automated disease screening procedure in
controlled conditions for the evaluation of S. rebaudiana genotypes response to Septoria. In the
literature, there is only one other study for the screening of response of 13 arbitrarily selected
clonal lines of S. rebaudiana available from a breeding program (Reeleder 1999). Authors
studied the growth of Septoria sp. isolated in Canadian conditions. They developed an essay in
controlled conditions through manual pulverization of combined isolates on six weeks old
cuttings. They also evaluated S. rebaudiana genotypes in field conditions. S. rebaudiana
response was scored through the proportion of symptomatic leaf area, the percentage of
symptomatic leaves and the mean number of lesion per leaf. The two studies differ in terms of
the length of the experiment, 21 DAI and 14 DAI, the way of inoculation, automated versus
manual, in our study and in Reeleder (1999) respectively, the inoculated strain and the tested
germplasm. Nevertheless, they both conclude that quantitative variable response to Septoria sp.
exist in S. rebaudiana. Quantitative gradient regarding the % of leaf area diseased is similar in
the two studies from around 3% to 50%. Nevertheless, Reeleder et al. (1999) found two

genotypes expressing complete resistance which was not the case in our study.

Our results clearly identified moderately susceptible genotypes “Gawi” and “EspLacl”
which present weak disease scoring and a slow disease progress. On the contrary, “E161718”,
“E8” and “C” are highly susceptible supported by a fast disease progress. The other tested

genotypes present intermediate response as the largely produced “Eirete”.

This genotype ranking response was confirmed into the field. This result indicates that
experiments in controlled conditions could be representative of field conditions They provide
a faster tool to identify genotype ranking according to their susceptibility. The natural infection
in the field present large failings as its stochasticity, the unknown quantity of inoculum,
different inoculum pressure and the unknown geography of the inoculation progress into the
field. Nevertheless, it constitutes the reality of infection. Field conditions leaded to higher DP
scores could be explained by higher period of symptoms development from early August to end
of September. Moreover, Stevia rebaudiana canopy structure in the field is complex and could
influence disease spread and development, as early demonstrated in wheat (Scott et al. 1985).
In pea, optimum canopy structure for the reduction of SLS disease is low foliar area, high

internode distances and high mean distance between nodes (Le May et al. 2009). This
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architecture could correspond to airy leaf biomass on large ground canopy area or few stem
densities for Stevia rebaudiana. Genotypes response in field conditions could depend on the
interaction between the level of susceptibility and canopy structure in Stevia rebaudiana.

This study is a founding work in Stevia rebaudiana response to fungal pathogen.

Septoria sp. was characterized through visual observation and DNA-based analysis. To our
knowledge, this is the first DNA-based analysis for the molecular characterization of Septoria
on S. rebaudiana. For further study, it will be interesting to characterize worldwide Septoria
strains isolated on Stevia by MLST, particularly with strains from Paraguay, which is Stevia
rebaudiana origin’s country. This knowledge would be helpful to answer the hypothesis of a
new species of Septoria genus (Ishiba, Yokoyama, and Tani 1982) and its worldwide
appearance.

Disease response was phenotyped mainly in terms of proportion of diseased plant,
proportion of symptomatic foliar area and disease progress. In wheat, quantitative resistance to
Septoria tritici blotch was phenotyped in terms of the degree of host damage as the percentage
of leaf area covered lesion but also on variables related to pathogen reproduction as density of
pycnidia produced within lesions (Karisto et al. 2017). These two phenotypes are independent.
They could help precise the response in S. rebaudiana/Septoria interactions. Phenotyping could
also be optimized through improving colored image analysis as in wheat (Karisto et al. 2017).
In order to precisely demonstrate fungi development within living tissue, in vivo chlorophyll
fluorescence image analysis could also be used (Rousseau et al. 2013), giving a powerful non-

destructive method.

In our study we only screen the genotypes’ response to one isolated strain. Difference
on aggressiveness was demonstrated among fives populations of Zymnoseptoria tritici (causal
agent of Septoria tritici blotch) from Iran on two wheat cultivars (Abrinbana 2018). For a
durable and effective quantitative resistance, it would be necessary to evaluate resistance

against a diverse set of isolates from various region (Abrinbana 2018).

The combination of a reliable automated inoculation procedure and quantitative scoring
through researcher scoring and image analysis give us a very convenient tool. It will be further
used to screen a larger S. rebaudiana germplasm collection. But, the material production and
whole plant scanning remain time-consuming and cannot be applied to progenies in a breeding
program. It would be necessary to develop faster method in order to screen segregating

population as done in poplar for example using excised leaf disks (Maxwell, Kruger, and
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Stanosz 1997). The consequences of infection in terms of quantity and quality of SGs in the

leaves has also to be investigated.

This study constitutes a promising opening for the improvement of Stevia rebaudiana
resistance against SLS. The optimization of phenotyping tools and the screening of large
germplasm open the field of breeding strategies for response to SLS and the development of

sustainable and organic S. rebaudiana production.
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2.6 Supplemental data

Table S1. P-value of ANOVA Type Il analysis on linear mixed model for disease severity
variables (Disease Proportion scores, Area Under the Disease Progress Curve, Proportion of

Symptomatic Area) in controlled conditions experiment and field experiment.

Controlled conditions Natural condition
Explicative factors DP scores AUDPC PLSA DP scores
Genotype 2.2e-16 *** 2.2e-16 *** 7.16e-06 *** fakaie

Time after inoculation 2.2e-16*** - - i

Genotype X Time 2.2e-16*** - - -

Table S2. Linear regression parameter of Disease Proportion score according to time after
inoculation for 10 genotypes of Stevia rebaudiana (Figure 4). Result of multiple comparison
on slope coefficient by HSD’s Tuckey test are indicated by letter. Same letter shows no

significant difference at P = 0.05 level.

Genotype Linear regression slope
Gawi 1.07 £ 0.21 a
EspLacl 1.46 = 0.22 ab
Larrere 157 + 0.21 ab
FP 172 + 0.21 ab
Lac4 181 + 0.21 b
Eirete 1.99 + 021 b
S6030-1 204 + 0.21 b
ES8 274 + 0.21 cd
F161718 3.06 £ 0.21 d
C 320 £ 0.22 d
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Figure S1. Validation of Koch’s postulates

After isolation and morphologic characterisation, inoculum from 2.5 weeks old culture was prepared with conidia
from sporulating pycnidia. The inoculum concentration was 10* to 10° spores/mL. Nine weeks old Stevia
rebaudiana plants were manually pulverized with an Ecospray. Eight mL inculum were sprayed par plant. Plants
were placed in isolated growth chamber with sodium lamp for 21 days at 20-25°C, 16 h photoperiod and a high
hygrometry level. Twenty-one day after inoculation, symptomatic leaves were collected and incubated in moist
chamber, corresponding to a Plexiglas box with moistened paper. Strains were re-isolated.

We could demonstrate that the same symptoms as those observed in the field could be obtained (picture).
Macroscopic description and ITS sequencing confirmed Septoria sp.

Inoculum Inoculation in Runoff point
propagation pulverisation
(3 weeks) chamber

\b\\\\q
.‘\“\ 4

A S\
| :\:m, -

Sym ptomatic Whole plant 21 days in growth
area scanhing chamber

Figure S2. Pipeline of the evaluation of Stevia rebaudiana response against Septoria strain Sep-15-LIP in
controlled conditions and automated inoculation.
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Figure S3.

Phylogenetic classification of Septoria strains isolated on Stevia rebaudiana in France through Multiple
Loci Sequence Typing. The tree was obtained on concatenate sequences of 249 Septoria strains for 7 loci (Table
2). The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou & Nei, 1987). The percentage
of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown
next to the branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the Maximum
Composite Likelihood method (Tamura et al., 2004) and are in the units of the number of base substitutions per
site. All ambiguous positions were removed for each sequence pair. There were a total of 3521 positions in the
final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar et al., 2016).
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L’utilisation des glycosides de stéviol (SGs) en tant qu’édulcorants naturels intenses a
fortement augmenté ces derniéres années a travers le monde. Le marché mondial de la Stévia
ne cesse donc de croitre, conduisant a une demande croissante de feuilles, matiéres premiéres
de cette filiere. Le développement de la production dans I’hémisphére nord, comme aux USA
ou en Europe, est relativement récent. Cet intérét est en lien direct avec I’approbation de ces
¢dulcorants a la consommation dans ces pays, et I’augmentation de la prise des parts de marché

des édulcorants synthétiques et naturels.

Différentes stratégies de production de ces édulcorants sont apparues. Des approches
biotechnologiques ont conduit a la synthése de SGs en systeme hétérologue (bactérie ou levure)
par ingénierie métabolique (Stephanopoulos & Ajikumar, 2012). Par exemple, cette approche
permet a la société Cargill de produire a 1I’échelle industrielle et de fagon rentable deux SGs
accumulés minoritairement dans les feuilles de Stévia (RebD et RebM) (Watson, 2018). Avec
I’augmentation des surfaces de culture de Stévia (Gantait et al., 2018), la production de feuilles
reste une source importante de SGs. A notre connaissance, il n’existe pas de données
comparatives montrant 1’origine des SGs utilisés par les industries agroalimentaires a 1’échelle

mondiale.

En Europe, le leader de I’extraction des SGs importe des feuilles de Stévia issues
d’agriculture sans engrais chimiques, ni pesticides provenant de I’Inde et du Paraguay (Stevia
Natura, 2017). La société Oviatis créé en 2013 est pionniére de la Stévia BIO en France a travers
son projet de filiere complete BIO (Rabiller, 2016). La filiére Aquitaine Stévia Innovation (ASI)
se différencie d’autres projets par son souhait de promouvoir 1’agriculture locale, de proposer
une nouvelle culture (alternative au tabac par exemple) et de fournir aux consommateurs des
produits issus de I’agriculture biologique et de procédés de transformation biologiques.
L’acceptation trés récente des feuilles de Stévia a la consommation en Europe (European
Commission, 2017) ouvre un marché particulierement favorable au développement de la filiere
BIO d’Oviatis.

En Europe, la culture de Stevia rebaudiana est possible (Ferrazzano et al., 2016). Pour
répondre a la demande des consommateurs qui souhaitent des produits sains et d’origine
naturelle, les projets d’implantation de cette culture vise la mise en place de systémes
d’agriculture raisonnée et/ou biologiques (Hastoy et al., 2015, 2016; Grevsen & Sorensen,
2016; Angelini et al., 2018). Les nombreux essais d’itinéraires culturaux permettent d’avoir des
bases solides, mais nécessitent de plus amples travaux pour optimiser la culture de la Stévia en
climat tempéré (Angelini et al., 2018). Actuellement, la principale limite de la production
européenne est le manque de ressources génétiques adaptées aux conditions pédoclimatiques
de chaque pays.
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L’objectif du partenariat entre la société Oviatis et ’INRA est de mettre en place un
programme de sélection et d’amélioration génétique de Stevia rebaudiana pour la culture de
celle-ci en Aquitaine en agriculture biologique. Pour répondre aux besoins industriels, cette
these CIFRE avait pour objectifs de: (1) développer une méthode de quantification robuste des
SGs, (2) évaluer la variabilité phénotypique d’une collection de ressources génétiques en
condition pluriannuelle de production et identifier les descripteurs de cette variabilite, (3)
caractériser la mise en place des composantes du rendement au cours de la croissance de la
plante, et (4) caractériser le champignon Septoria sp. affectant la Stévia et évaluer la réponse
de ressources génétiques face a ce pathogéne. Ces travaux ont conduit au développement
d’outils de phénotypage au champ, métabolique et pathologique, permettant 1’évaluation de la
variabilité d’une collection de ressources génétiques de Stevia rebaudiana, et a 1’identification
de facteurs ontogéniques, abiotiques et culturaux impliqués dans cette variabilité. Ces travaux
constituent les premiéres connaissances nécessaires a la mise en place d’un programme

d’amélioration.
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1 La variabilité génotypique de P’espéce Stevia rebaudiana

1.1 Les ressources génétiques

Dans cette étude, nous avons caractérisé 18 ressources génétiques de Stevia rebaudiana
(15 génotypes et 3 lots de semences) en condition de production durant 2 années de croissance
dans 2 environnements différents. Jusqu'ici, la majorité des études en conditions extérieures ont
évalué entre un génotype ou lot de semence (Lavini et al., 2008; Aladakatti et al., 2012; Taleie
et al., 2012; Serfaty et al., 2013), deux génotypes (Megeji et al., 2005), ou trois génotypes
(Barbet-Massin, 2015), dont les origines ne sont pas indiquées, hormis quand il s’agit de la
variété Criolla (Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Avec la forte variabilité décrite
chez Stevia rebaudiana (Yadav et al., 2011a), les études en Europe ont commencé a publier
I’évaluation de ressources génétiques pour identifier les génotypes les mieux adaptés aux
conditions pédoclimatiques. On dénombre ainsi le travail réalisé sur les sept genotypes de
I’EUSTAS dans les essais au Portugal (Lankes & Zabala, 2011), ou quatre génotypes de
I’EUSTAS et quatre lots de semences commerciales au Danemark (Grevsen & Sorensen, 2016).
Ainsi, Notre travail constitue la premiere étude phénotypique pluriannuelle utilisant un grand
nombre de ressources géenétiques en conditions de production, et de provenances géographiques
diverses (Argentine, Colombie, Paraguay, Espagne, Israél).

Nous révélons une importante variabilité phénotypique pour tous les caracteres étudiés : le
rendement en SGs et en biomasse foliaire, la structure de la canopée, la capacité de survie a
I’hiver, la teneur et composition en SGs, et la réponse face a la septoriose. Nos résultats sont en
accord avec de précédentes études caractérisant certaines ressources génétiques de Stevia
rebaudiana (Tateo et al., 1998; Reeleder, 1999; Abdullateef & Osman, 2011; Yadav et al.,
2011a; Wolwer-Rieck, 2012; Ceunen & Geuns, 2013b; Montoro et al., 2013; Barbet-Massin et
al., 2016). Cette forte variabilité phénotypique résulte de I’interaction du génotype et de
I’environnement. Cependant, le manque de tragabilité des ressources génétiques, le manque de
partage d’informations a propos de leur origine, et la difficult¢ de se procurer de nouvelles
ressources rendent difficile de situer les ressources génétiques étudiées au sein la diversité
existante chez Stevia rebaudiana. La caractérisation génotypique ainsi que le travail de collecte
de nouvelles ressources génétiques sont indispensables a I’évaluation de la diversité de cette

espece, tant au niveau génétique que phénotypique.
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1.2 Caractérisation de la diversité génotypique

La caractérisation de la diversité génétique est fondamentale pour identifier les
ressources génétiques, les classer en fonction de leur lien phylogénétique et aider a la décision

pour choisir les parents en vue d’une amélioration variétale (Amirul Alam et al., 2014).

Les informations génomiques sont tres pauvres chez Stevia rebaudiana, conduisant a un
manque de connaissance de la variabilité génotypique de cette espéce. Il n’existe pas de génome
de référence dans les bases de données publiques. Quelques marqueurs moléculaires ont été
développés, permettant d’apporter un premier aper¢u du polymorphisme et la forte
hétérozygotie de cette espéce. La variabilité génotypique de Stevia rebaudiana a été
caractérisée par des marqueurs moléculaires aléatoires de type RAPD ou ISSR, (Chester et al.,
2013; Sharma et al., 2016), ou des marqueurs SSRs (Bhandawat et al., 2014; Kaur et al., 2015;
Wang et al., 2016). Dans toutes ces études, des ressources génétiques uniquement « locales » a
I’étude ont été caractérisées, ce qui ne permet pas de décrire totalement la variabilité de cette

espece a travers le monde.

Dans le cadre du partenariat Oviatis-INRA, un set de marqueurs de type SSR a été
développé pour caractériser la diversité génétique de Stevia rebaudiana. Les marqueurs SSRs
présentent les avantages de cibler des régions précises du génome et d’étre plus informatifs, car
tres polymorphes. Ceci explique qu'ils soient considérés comme les meilleurs marqueurs pour
la caractérisation de la diversité génétique. Ces avantages ont conduit a un fort développement
de ces marqueurs chez de nombreuses especes vegétales (Shokeen et al., 2011; Rauscher &
Simko, 2013; Jain et al., 2014). 145 génotypes de Stevia rebaudiana (incluant des variétés et
des populations locales issues d’ Argentine) ont été génotypés par 18 marqueurs SSRs, révélant
la forte hétérozygotie de 1’espece (Cosson et al., 2018) en accord avec I’auto-incompatibilité
sporophytique (Raina et al., 2013; Yadav et al., 2014). L’analyse des structures de cet ensemble
classe ces 145 génotypes en 3 groupes de ressources genétiques (Cosson et al., 2018). Deux
d’entre eux sont proches alors qu’un troisieme groupe semble se différencier. La proximité
phylogénétique de ces groupes, en particulier avec les populations locales indique une
amélioration récente pour les variétés. La base génétique utilisée est globalement similaire, sauf
pour le troisieme groupe. Néanmoins, cette base génétique est riche car présentant une forte
diversité allélique. Elle permet alors 1’expression de phénotypes variés. Pour de futures études,
il serait toutefois pertinent de collecter de nouvelles ressources génétiques, plus
particulicrement du pays d’origine (Paraguay, Argentine). Ceci permettrait d’évaluer
I’évolution de la diversité de cette espece et éventuellement d’identifier de nouvelle source de

variabilité génétique. La connaissance de cette variabilité est essentielle en tant que réservoir
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d’alléles, mais également dans un but de classement afin de disposer d’outils moléculaires

permettant le choix des géniteurs et d’éviter 1’érosion génétique.

Le principal inconvénient des SSR est qu’ils nécessitent la connaissance des séquences
génomiques, méme partielles, et leur développement est long et colteux. L’avantage des SNPs
réside dans leur forte densité dans le génome, ce qui les rend préférentiels pour 1’identification
de régions du génome impliquées dans des caractéres d’intérét (Singh & Singh, 2015), mais il
nécessitent également la connaissance des séquences génomiques. L’enjeu principal pour
I’amélioration génétique de la Stévia réside dans 1’obtention d’informations génomiques pour
la création d’une carte génétique, la seule existante chez Stevia rebaudiana étant non utilisable
a I'neure actuelle (Yao et al., 1999).

Si le développement du séquencage Nouvelle-Génération (Next Generation Sequencing
ou NGS) a permis I’assemblage de nombreux nouveaux génomes de référence (Ellegren, 2014),
accéder a la diversité génomique d’organismes non mod¢les (comme c’est le cas pour Stevia
rebaudiana) reste difficile. Le séquengage d’une petite fraction du génome constitue un moyen
d’approcher cette diversit¢ génomique sans passer par le processus long et colteux d’un
génome de référence entier (Narum et al.,, 2014). Cette technique de séquencage RRL
(Reduced-Representation Library) permet I’obtention de données d’une méme fraction de
génome pour un set de plusieurs individus. Deux approches sont principalement employees
aujourd’hui : I’approche RAD-seq (Restriction-site Associated DNA Sequencing) (Davey et
al., 2013) et I’approche génotypage par séquengage (GBS ou Genotyping By Sequencing)
(Elshire et al., 2011). D’autres approches sont possibles (Paired-End RAD-seq, Double-Digest
RAD-seq, ...). Elles permettent de réduire la complexité génomique en ne sélectionnant que les
séquences d’ADN associées a des sites enzymatiques de restriction. Des outils d’analyse
capables de gérer le type de données obtenues ont déja été développés, comme par exemple le
pipeline Stacks pour I’analyse des données RAD-seq et I’identification de SNPs (Catchen et
al., 2013). Ces techniques constituent une bonne opportunité pour les organismes non modeéles
pour lesquels aucun génome de référence n’est disponible et ont déja été appliquées avec succes
dans plusieurs études (Guajardo et al., 2015; Verdu et al., 2016). Ainsi, un projet collaboratif
entre I’'INRA et le CBIB (Bordeaux Bioinformatics Center) visant & développer des marqueurs
SNPs chez Stevia rebaudiana par séquencage RRL a été initié en 2017, ce qui permettra au

projet de se doter d’outils puissant de génotypage.
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2 Influence des facteurs environnementaux sur la variabilité
phénotypique de Stevia rebaudiana

A notre connaissance, aucune étude chez Stevia rebaudiana n’a caractérisé autant de
ressources genétiques simultanément en plein champ en Europe. La caractérisation
phénotypique pluriannuelle d’un nombre important de ressources génétiques pour une étude sur
Stevia rebaudiana permet de révéler I’'impact du génotype, des facteurs abiotiques et culturaux
sur le phénotypique. Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a decomposer les
composantes du rendement de 1’espéce. Le paragraphe suivant a pour but de faire le bilan de
nos résultats concernant I’influence des facteurs ontogéniques, abiotiques et culturaux sur les

composantes du rendement.

2.1 Le rendement en biomasse foliaire

L’identification des caracteres représentatifs de la croissance et du rendement en biomasse
foliaire supérieure constitue un enjeu important du projet pour la sélection et I’amélioration de
Stevia rebaudiana en vue d’une production pour la filiere biologique. La productivité de Stevia
rebaudiana est déefinie par le rendement en SGs, résultant du rendement en biomasse foliaire et
de lateneur en SGs. Nous avons démontré au cours de cette étude que le rendement en biomasse
foliaire détermine le rendement en SGs. Les conditions expérimentales de cette etude révelent
une large variabilité de rendement en biomasse foliaire comprise entre 0,77 et 3,4 T/ha. La
comparaison avec d’autres études ne peut pas étre réellement faite puisque le rendement évolue
positivement avec la densité de plantation a I’hectare, alors que la productivité par plant évolue
a I’inverse de la densité (Kumar et al., 2014b). Le rendement en biomasse foliaire dépend du
génotype, de son interaction avec I’environnement et de I’année de production en lien avec la
durée d’implantation en 1°® année. L’effet génotype-environnement est en accord avec les
travaux de Barbet-Massin (2015), ainsi que les résultats obtenus pour les 6 genotypes améliorés
par S&W seeds, évalués dans quatre environnements aux Etats-Unis (Parris et al., 2016). Ce
résultat illustre la nécessité de sélectionner des ressources génétiques adaptées aux conditions

pédoclimatiques de 1’ Aquitaine, et surtout pour chaque aire de production.

Le rendement supérieur en biomasse foliaire obtenu a Liposthey en 2°™ année de
croissance ainsi que le taux de survie aprés ’hiver, suite a une implantation longue en 1% année
de croissance, traduit une implantation plus optimale et confirme que I’établissement de la
culture en 1% année est primordiale pour cultiver Stevia rebaudiana de fagon pérenne (Angelini
et al., 2018). En effet, les durées d’implantation prolongées augmente la croissance et la

production de biomasse foliaire dés la 1% saison de croissance (Taleie et al., 2012; Serfaty et

232



Partie 3 : Discussion générale et perspectives

al., 2013; Munz et al., 2018). Dans notre étude, nous pouvons conclure que les conditions de
Ste-Livrade (sol argilo-calcaire) ont été moins optimales & I’implantation en 1°® année, quel
que soit la durée d’implantation. Ce résultat peut s’expliquer par la croissance supérieure de
Stevia rebaudiana sur des sols de texture sablonneuse (Zaman et al., 2015) et la nécessité d’un
sol drainant a cause de sa sensibilité a I’engorgement (Pordel et al., 2015). Nous pouvons donc
supposer que les différences d’implantation entre les deux sites sont dues a une différence de
croissance de la biomasse racinaire, mais cet aspect n’a pas encore été abordé dans la littérature
chez Stevia rebaudiana. Une corrélation positive entre la biomasse foliaire et la biomasse
racinaire a été démontrée chez 12 especes herbacées (Freschet et al., 2015). Chez Stevia
rebaudiana, une récente étude a montré que la mycorhization promeut le développement du
systeme racinaire de 9% en termes de biomasse, et conduit & une augmentation de la biomasse
foliaire de 17% (Tavarini et al., 2017). De plus, la comparaison de systeme de production
annuel et pérenne a été montré que la biomasse racinaire est supérieure en 2°™ année de
croissance comparée a une 1% année (Pal et al., 2015), ce qui coinciderait avec le rendement
en biomasse foliaire supérieur & Liposthey en 2°™ année suite a une implantation prolongée en
1% année de croissance. Ces résultats indiquent que Stevia rebaudiana nécessite un temps
d’implantation minimal (période entre la plantation et la 1% coupe de la partie aérienne) pour
garantir une augmentation du rendement en biomasse foliaire 1’année suivante. Cette période
permet d’allouer I’énergie produite par la photosynthése a la production de biomasse non
photosynthétique. Cependant, la comparaison de stratégie de récolte (1 a 3 récolte par an) en
condition de production en 1°® année de croissance a montré la méme production de biomasse
racinaire pour les trois régimes de récolte (Pal et al., 2015). Comparé a notre étude, les auteurs
apportent de la fertilisation apres la coupe de la partie aérienne. Pour de futures études, il
faudrait caractériser le développement du systéme racinaire de génotypes dont les réponses sont
extrémes dans chaque condition environnementale pour comprendre la balance entre

production de biomasse aérienne et racinaire (Freschet et al., 2015).

2.2 Teneur en SGs

Nous avons démontré que la teneur en SGs dépend du génotype, de son interaction avec

I’environnement, de 1’année de croissance et du stade phénologique.

L’évolution de la teneur en SGs entre les années de croissance est dépendante du génotype,
mais nous révélons tout de méme une tendance a la diminution en 2™ année. Lorsque nous
regardons la dynamique de la teneur en SGs au cours du développement, nous démontrons une
forte diminution de celle-ci au stade bourgeons floraux. Ainsi, nous pouvons supposer que la

diminution de la teneur en 2°™ année est en partie due au stade de récolte (bourgeons floraux
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formés). En deuxiéme année, la teneur en SGs n’est pas influencée par la durée d’implantation,

contrairement a la biomasse foliaire.

La caractérisation de la dynamique d’accumulation en SGs au cours de la 2°™ année de
croissance permet de révéler I’'impact du stade physiologique en conditions extérieures. La
teneur maximale en SGs est obtenue dans les stades précoces de la croissance végétative. Ce
résultat pourrait étre cohérent avec la dynamique d’accumulation démontrée a 1’échelle d’une
feuille en condition contrblées (Barbet-Massin, 2015). L’auteur montre que ’accumulation en
SGs débute dés I’initiation d’une feuille, et atteint une teneur maximale trés rapidement. Ensuite
I’expansion de la surface foliaire semble diluer les SGs accumulés, ce qui diminue la teneur
dans les feuilles plus agées (Ceunen & Geuns, 2013a; Barbet-Massin, 2015). Cependant, a
I’échelle de la plante entiere, la dynamique que nous observons est différente de celle
précédemment démontrée en conditions contr6lées (Ceunen & Geuns, 2013a). Les auteurs
révélent une augmentation plutét linéaire de la teneur en SGs jusqu’au maximum atteint au
début de la formation des bourgeons floraux pour des plants de 1% année. Cette différence
souléve la question de la dynamique d’accumulation entre les années de production. Si
I’accumulation en SGs est maximale & des temps précoces du développement végétatif a partir
de la 2°™ année de croissance, cela pourrait permettre une sélection précoce d’individus

intéressants pour ce trait.

La diminution de la teneur en SGs au stade bourgeons floraux révélée sur cing génotypes
dans cette étude coincide avec les études montrant une diminution de celle-ci au cours de la
formation des bourgeons floraux (Bondarev et al., 2004; Ceunen, 2012; Barbet-Massin, 2015).
Cette diminution pourrait s’expliquer par la reprogrammation transcriptionnelle observée entre
la fin de la phase végétative de croissance et le stade bourgeons floraux (Singh et al., 2017).
Les auteurs révelent que I’expression des génes spécifiques a la voie de biosynthése des SGs
(KA13H, et 3 UGTs) diminue au stade bourgeons floraux, et que I’expression des genes
specifiques au GAs augmente. Il est admis qu’une fois produits, les SGs sont stockés au sein
de la vacuole. Mais avec la surexpression des genes appartenant a la voie de biosynthese des
SGs pendant la phase végétative de croissance (Singh et al., 2017), on peut se demander si la
stabilit¢ de la teneur démontrée dans notre étude résulte d’un équilibre entre synthése et
dégradation des SGs. Cette hypothese souléve la question de la fonction des SGs pour la plante,
pour lesquelles il n’existe que des suppositions, et les mécanismes impliqués dans la régulation
de I’accumulation sont inconnus. Il est en effet suggerer que les SGs pourraient servir de
molécules de réserve permettant de fournir de 1’énergie pendant la floraison et la maturation

des graines (Ceunen & Geuns, 2013b).
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Au cours de ces travaux de these, nous révélons une grande variabilité phénotypique pour
tous les caractéres mesurés. Dans le cadre d’un programme d’amélioration, cette variabilité est
particulierement avantageuse pour ’étude de la ségrégation des caractéres d’intérét et pour

identifier le déterminisme génétique associé.

2.3 Impact sur Pitinéraire cultural

L’itinéraire cultural est énormément étudié pour permettre I’implantation de production
en Europe (Angelini et al., 2018). Cependant, ces études sont réalisées sur un nombre réduit de
ressources génetiques (Paragraphe 1.1). La comparaison des comportements de 18 ressources
génétiques en conditions de production sur deux années de croissance, sur deux sites
expérimentaux, en fonction de deux durées d’implantation, permet d’évaluer la variabilité de
réponse de Stevia rebaudiana aux conditions de la région Nouvelle-Aquitaine). L’interaction
entre génotype et environnement est le facteur déterminant de la productivité de Stevia
rebaudiana, néanmoins a travers cette étude nous pouvons identifier des points clés de

I’itinéraire cultural qui pourront servir a son optimisation.

2.3.1 Choix du type de sol et de la durée d’implantation

Tout d’abord, nous mettons en évidence I’importance du type de sol en lien avec la
durée d’implantation. Les meilleurs rendements en biomasse foliaire, et par conséquent en SGs,
ont été obtenus & Liposthey (sol de texture sableuse) suite & une implantation de 5 mois en 1
année de croissance. De plus, cette condition a montré les meilleurs taux de reprise de la
croissance apres 1’hiver (93% toutes ressources génétiques confondues). Chez le ray-grass
anglais, la reprise de la croissance est positivement corrélée a la réserve en WSC (Water-
Soluble Carbohydrate) dans les talles, dont la teneur dépend de la fréquence de récolte (Lee et
al., 2009). Nous pouvons donc supposer qu’une durée d’implantation prolongée a permis un
meilleur développement du systéme racinaire et une mise en réserve optimale pour la reprise
de la croissance a Liposthey. Il sera donc nécessaire pour I’implantation de production
biologique en Nouvelle-Aquitaine de proposer aux agriculteurs des ressources génétiques
adaptées a leur type de sol et de permettre une implantation plus précoce des plants (fin avril,
début mai), garantissant une récolte en 1% année et une durée d’implantation suffisante pour la
mise en réserve du systeme racinaire. Une implantation au début du printemps est préférable
car une implantation trop précoce (Janvier-Mars) affecte négativement la croissance et le taux

de reprise 1’année suivante en Isra¢l (Serfaty et al., 2013).
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2.3.2 La densité de plantation

La densité de plantation a un fort impact positif sur le rendement en biomasse foliaire
ramené a I’hectare (Taleie et al., 2012). Cependant, il est également démontré que
I’augmentation de la densité diminue la biomasse foliaire produite par plant (Kumar et al.,
2014b). Dans cette étude, nous avons réalisé les expérimentions avec la densité la plus faible
répertoriée chez Stevia rebaudiana. Nous supposons donc que la canopée est développée de
maniére optimale. Ainsi, la densité de plantation optimale doit étre déterminée en fonction de
I’architecture des plants (Munz et al., 2018).

2.3.3 Le stade de récolte

La caractérisation de la mise en place des composantes du rendement en SGs de cing
génotypes de Stevia rebaudiana en 2°™ année peut permettre d’optimiser la récolte. En effet,
nous avons mis en évidence que le rendement en SGs atteint son optimum en fin de croissance
végétative. Plus particulierement, la teneur en SGs diminue parfois fortement entre la fin de la
croissance végétative et la formation des bourgeons floraux en fonction du génotype. Ce résultat
nuance 1’affirmation que ce stade permet d’obtenir le meilleur rendement en SGs (Bondarev et
al., 2004; Barbet-Massin, 2015). De plus, nous démontrons également qu’a ce stade, la
croissance des tiges est nettement favorisée, conduisant aux valeurs les plus faibles de LMR
(Leaf Mass Ratio). Une proportion de tige plus importante n’est pas un trait optimal pour
I’effeuillage mécanique. Ces deux résultats semblent indiquer que la récolte doit étre faite avant
la formation des bourgeons floraux, a I’initiation de la floraison. Au niveau phénologique, cela

peut correspondre au moment ou les méristemes apicaux commencent a se différencier.

3 Critéres de sélection pour I’amélioration de Stevia rebaudiana

3.1 Lerendementen biomasse foliaire définit la productivité de Stevia
rebaudiana

Dans toutes les expérimentations de 1’étude, nous avons démontré que le rendement en
biomasse foliaire détermine le rendement en SGs. Nous arrivons donc a la méme conclusion
que Barbet-Massin (2015), la production de biomasse foliaire est le caractére phénotypique a
sélectionner pour améliorer la productivité de Stevia rebaudiana. La variabilité de ce trait est

dépendante du génotype et de I’interaction génotype-environnement.

La caractérisation de la biomasse aérienne par un grand nombre de variables descriptives
nous permet de mettre en évidence la dynamique de sa mise en place au cours du développement

chez Stevia rebaudiana. Pendant les stades précoces du développement vegetatif, le taux de
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croissance relatif (RGR) est élevé, conduisant a la predominance de la production de biomasse
foliaire. Ceci se traduit par un Leaf Mass Ratio éleve (LMR; proportion de feuille par rapport a
la biomasse plante entiere). Le RGR diminue au cours du développement pour atteindre une
valeur minimale au stade bourgeons floraux, conduisant a la méme dynamique pour le LMR.
Nous confirmons donc la diminution du LMR précédemment décrite pour trois génotypes de
Stevia rebaudiana (Barbet-Massin, 2015). Le Specific Leaf Area (SLA), représentatif de
1’épaisseur de la surface foliaire, suit la méme dynamique que le RGR et le LMR. Le SLA et le
LMR sont donc représentatif du taux de croissance chez Stevia rebaudiana. L’implication de
ces variables pour la caractérisation de la croissance des plantes a déja été démontrée (Rees et
al., 2010). Au cours du développement, la production de tige est donc privilégiée, conduisant a
une augmentation du "Specific Stem Mass" (SSM; densité de biomasse par unité de surface de
la canopée). Le Leaf Area Index (LAI; ratio de la surface foliaire par la surface occupée par la
canopée) est stable tout au long du développement, ce qui signifie que la surface foliaire et la
surface de la canopée restent proportionnelles. Nous avons montré que la dynamique de ces
variables est commune au cing génotypes étudiés. L’étude de la croissance végétative de Stevia
rebaudiana n’avait pas encore €té caractérisée par autant de variables descriptives, ni pour
autant de ressources génétiques. Ces résultats constituent des bases pour la caractérisation de la

croissance et la mise en place de la biomasse aérienne de cette espéce.

La forte variabilité morphologique de Stevia rebaudiana conduit a des différences
significatives entre les génotypes pour tous les traits mesurés au stade bourgeons floraux. La
caractérisation de la structure de la canopée a permis de révéler la large variabilité
morphologique de Stevia rebaudiana. La combinaison de plusieurs traits phénotypiques est
nécessaire pour la description de la variabilité du rendement en biomasse foliaire, ce qui révele
I’importante variabilité morphologique. Ainsi, nous avons identifié des descripteurs communs
aux différentes conditions de 1’étude qui permettent d’expliquer sa variabilité¢ au sein de la
collection au stade bourgeons floraux : la surface de la canopée (a travers les diamétres nord-
sud et est-ouest), le Leaf Mass Ratio, et le Specific Stem Mass. La détermination
supplémentaire du LAI et du SLA sur un nombre réduit de génotypes s’est montrée trés
informative et il serait nécessaire de les déterminer pour toute la collection étudiée. Ces deux
variables ont permis d’illustrer la différence entre port droit et port buissonnant (Munz et al.,
2018). L’identification des variables expliquant la variabilité du rendement en biomasse est
particulierement intéressante pour cibler les caractéres a étudier dans une stratégie
d’amélioration. Chez le tabac, cette approche a permis d’identifier également quatre traits

morphologiques pour I’amélioration du rendement en biomasse foliaire (Maleki et al., 2011).
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Dans cette étude, nous révélons des tendances entre rendement en biomasse et
architecture de la canopée, mais ce ne sont pas des corrélations strictes. Dans nos conditions,
les meilleurs rendements en biomasse foliaires ont été obtenus en 2°™ année de production pour
des canopées se développant sur des surfaces au sol moins importantes et qui ont une biomasse
aérienne dense. Cette architecture conduit a un LAI supérieur, négativement corrélé au SLA.
Pour ces ressources génétiques nous pouvons supposer que leur capacité de perception et
d’utilisation de la lumiére est supérieure (Demura & Ye, 2010). En effet, il a été montré chez
Stevia rebaudiana qu’un LAI supérieur ne conduit pas a une interception supérieur du
rayonnement lumineux (Munz et al., 2018). Chez le mais, I’augmentation de la production de
biomasse a des LAI élevés résulte d’une activité photosynthétique supériecure (Dwyerl et al.,
1991). Chez les espéces herbacées, une relation positive est montrée entre la capacité
photosynthétique, le SLA et la teneur en azote dans les feuilles (Dubey et al., 2017).
L’assimilation de carbone et d’azote sont également des mécanismes clés de la production de
biomasse (Lawlor, 2002). Chez Stevia rebaudiana, une seule étude a montré qu’en condition
de lumiére non limitante la teneur en azote dans les feuilles est positivement corrélée au taux
d’assimilation du CO; et & la production de biomasse (Barbet-Massin et al., 2015). Ainsi, pour
de futures études, il serait pertinent de caractériser la capacité photosynthétique, 1’assimilation
du carbone et de 1’azote en lien avec la structure de la canopée pour identifier les mécanismes

mis en jeu au sein des ressources genétiques.

3.2 La capacité de reprise de la croissance apres I’hiver garantit la
pérennité de la culture

Au cours de cette thése, nous avons pu évaluer la capacité de reprise de la croissance
suite a I’hiver. Ainsi, nous montrons que la protection de parcelles par un voile d’hivernage
améliore le taux de reprise par rapport a une autre étude francaise sans protection (Barbet-
Massin et al., 2016). La couverture de la parcelle permet de diminuer la sensibilité au froid de
Stevia rebaudiana. Cette caractérisation nous permet d’identifier des génotypes
particuliérement adaptés aux deux types de sols testés dans cette these, contrairement a des
ressources génétiques non adaptées allant jusqu’a une absence totale de reprise. Nous pouvons
également remarquer que le taux de reprise de la croissance n’est pas en lien direct avec la
production de biomasse foliaire. En effet, les génotypes ayant les meilleurs taux de reprise ne
sont pas forcément les génotypes les plus productifs. A notre connaissance, il n’existe pas
d’études montrant les mécanismes impliqués dans la reprise de la croissance ou la résistance au

froid chez Stevia rebaudiana.
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3.3 La quantité et la proportion des SGs definissent la qualité
gustative

3.3.1 Lateneur en SGs

A 1’état naturel, Stevia rebaudiana accumule entre 5 et 10 % w/w (Ceunen & Geuns,
2013c) et la sélection massale a permis d’apporter un gain a ce caractére pour atteindre jusqu’a
20% w/w (Yao et al., 1999). La teneur en SGs de la collection étudiée varie de 4,5 & 18,4%
w/w. Cette gamme est la méme que celle observée dans une population Criolla de 96 génotypes
provenant du Paraguay (Barbet-Massin et al., 2016). Nous pouvons donc conclure que la
collection étudiée représente en majorité la variabilité actuelle de ’espéce Stevia rebaudiana.
Cependant, une collection d’origine inconnue évaluée en Bulgarie atteint jusqu’a 22% w/w
(Denev et al., 2017), et la collection évaluée en Italie représentée par des génotypes du Brésil,
du Paraguay et d’Italie atteindrait jusqu’a 27 % w/w (Montoro et al., 2013). De telles teneurs
suggerent qu’il serait possible d’apporter un gain supplémentaire a la collection de notre étude,
sachant que la teneur en SGs est un caractere fortement héritable (Brandle & Rosa, 1992), et
que les programmes d’amélioration ont réussi a augmenter la teneur et stabilisée ce caractere

pour leur variété (Yadav et al., 2011b).

Il a été démontré que I’accumulation supérieure dans les feuilles comparée aux autres
organes est en lien avec une expression transcriptionnelle supérieure des génes de la voie de
biosynthése (Humphrey et al., 2006; Kumar et al., 2012). Cependant, aucune étude publiée n’a
comparé le transcriptome de génotypes dont I’accumulation en SGs est opposée. De plus,
I’annotation fonctionnelle du transcriptome de Stevia rebaudiana a révélé la présence de 58
familles de facteurs de transcription (Singh et al., 2017). Les plus prédominantes sont les
familles de facteurs de transcription de type MYB, bHLH et NAC, dont les implications dans
de nombreux mécanismes sont reportées chez d’autres espéces végétales. De la méme maniére,
aucune étude chez Stevia rebaudiana n’a évalué I’implication de facteurs de transcription dans
la régulation de la voie de biosynthése des SGs. Il serait donc judicieux de comparer les
transcriptomes de génotypes dont I’accumulation est extrémement opposée pour
éventuellement identifier des régulateurs de la voie de biosynthése et essayer de comprendre
les mécanismes impliqués dans la variabilité d’accumulation en SGs dépendante du génotype

et de son interaction avec 1’environnement.
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3.3.2 Lacomposition en SGs

Le caractére dont le déterminisme semble uniquement provenir du génotype est la
composition en SGs, que nous avons montré stable, quels que soient I’année, le site de
production et le stade phénologique. Les variations observées sont trop faibles pour réellement
conclure a un effet de ces différents facteurs. Ce résultat est en accord avec la précédente étude
de Barbet-Massin et al. (2016). La seule variation qui pourrait étre significative est la celle des
proportions en ST et RebA au cours du développement. En effet, nous avons montré une
évolution positive de la proportion de RebA et négative pour le ST en fonction de 1’ontogénie,
inférieure a 10 % des SGs totaux. Cette variation a déja été caractérisée en conditions controlées
et conduit a une augmentation du ratio RebA/ST (Ceunen & Geuns, 2013a). La stabilité des
profils en SGs en fonction du génotype suppose une forte héritabilité de caractere. Ce résultat
présente un intérét évident pour I’amélioration de Stevia rebaudiana et serait en accord avec la
stabilité des profils revendiqués chez les variétés développées. Il est montré que la
présence/absence de RebA et RebC est déterminée par un caractéere monogénique (Brandle,
1999). La production des SGs en systéeme hétérologue montre que les UGTs sont suffisantes
pour former différents SGs a partir du stéviol (Stephanopoulos & Ajikumar, 2012). On peut
donc supposer que le déterminisme de la présence des SGs est dépendant de I’expression
d’UGT spécifiques, comme il a été montré que la perte de fonction de I’'UGT76GI conduit a
I’arrét de I’accumulation en RebA (YYang et al., 2014). Cependant, le déterminisme de la
proportion de chaque SGs in planta est inconnu. Une seule étude a montré que la proportion en
RebA et RebC est un caractére multigénique (Brandle, 1999), suggérant une régulation plus
complexe. Le profil en SGs est le caractére primordial a sélectionner pour améliorer la saveur

des extraits de Stévia.

L’intérét grandissant de la détermination des profils en SGs provient de leur analyse
gustative (Hellfritsch et al., 2012; Espinoza et al., 2014; Prakash et al., 2014). L’identification
et la quantification d’un maximum de SGs est nécessaire. Dans cette thése, une méthode de
quantification robuste a été développée par HPLC en phase, et nous permet d’identifier et de
quantifier les 10 SGs les plus décrits chez Stevia rebaudiana. La limite de quantification est a
0,05% w/w, ce qui permet de déterminer de faible teneur. Cependant, un nombre important de
SGs peuvent étre accumulés a des teneurs inférieures a la limite de quantification de la
méthode. Une optimisation serait possible en utilisant un détecteur plus sensible que le
détecteur UV a barrette de diode, comme la spectrométrie de masse (Gardana et al., 2010;
Pacifico et al., 2017). De plus, cette méthode HPLC analytique est relativement longue (26 min
de run par échantillon). Pour le passage d’un grand nombre d’échantillon, il serait avantageux

de réduire la durée d’analyse. Pour cela, la méthode d’élution pourrait €tre transférée en
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UHPLC, et permettrait de réduire considérablement le temps d’analyse, a 7-10 min (Novakova
etal., 2011). D’autres méthodes analytiques peuvent également étre envisagées, principalement
le NIRS, déja developpée sur matiére seche chez Stevia rebaudiana (Hearn & Subedi, 2009;
Munz et al., 2018). L’avantage considérable de cette méthode est qu’elle ne nécessite aucune
extraction. Les spectres IR sont déterminés sur matiere seéche. La mise au point de cette méthode
nécessite la calibration des spectres IR avec une méthode de référence, qui serait la méthode
développée par HPLC. La méthode développée par Hearn & Subedi (2009) présente
I’inconvénient de ne déterminer que la teneur en SGs totaux, calibrée grace a la teneur en ST,
RebA et RebC. Munz et al. (2018) réussissent a quantifier spécifiquement le ST et le RebA,
leur méthode est donc plus précise. Le NIRS semble étre une méthode peu colteuse et tres
rapide pour la détermination de la teneur en SGs totaux. Cependant, la caractérisation des profils
en SGs est indispensable a I’amélioration de Stevia rebaudiana. Des tests de développement
méthodologiques doivent étre réalisés pour savoir s’il serait possible de quantifier un plus grand

nombre de SGs spécifiquement par NIRS.

3.4 La sensibilité face a la septoriose

Au cours de cette these, nous avons confirmé que Stevia rebaudiana est atteinte par des
maladies foliaires en Nouvelle-Aquitaine. La maladie foliaire la plus référencée chez Stévia est
la septoriose, qui entraine la nécrose foliaire a partir de la base du plant (Ishiba et al., 1982;
Lovering & Reeleder, 1996; Reeleder, 1999; Bhandari & Harsh, 2006). Ce pathogéne est
dispersé vers le haut des plants et vers les plants avoisinants au cours d’éveénements pluvieux
(Parker et al., 1997). Actuellement, il n’existe pas de données précises sur 1’incidence de ce
pathogene fongique sur le rendement en SGs en condition de production, que ce soit en terme
de perte de biomasse séche, de teneur ou de composition. Reeleder (1999) estime jusqu’a 50%
de perte directe en biomasse foliaire en plein champ au Canada. En France, Barbet-Massin
(2015) observe une diminution de la teneur en SGs chez des plants atteint de nécroses foliaires.

Nous avons mis au point un test pour évaluer la réponse de Stevia rebaudiana face a
Septoria sp. en conditions contr6lées. Ce test nous permet de révéler que tous les génotypes
sont infectés et nous observons un gradient de sensibilité parmi les 10 génotypes testés. La
réponse face a la souche de Septoria sp. testée est donc quantitative et confirme les précédents
résultats de Reeleder (1999). L’évaluation de la réponse en condition d’infection naturelle nous
permet de révéler les mémes réponses extrémes. 1l semblerait que la réponse face a Septoria sp.
soit principalement déterminée par le génotype puisque nous identifions les mémes génotypes
sensibles et tolérants en conditions controlées et extérieures. Cependant, nous n’avons pas testé

toute la collection dans ces deux conditions. L’évaluation de la réponse des ressources
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génétiques en conditions extérieures par une inoculation contrélée parait indispensable a la
poursuite de 1’étude pour confirmer les résultats obtenus en conditions contrélées et extérieur
dans le cas d’une infection naturelle. La variabilité de réponse face a la Septoriose suggere qu’il
est possible d’apporter un gain génétique pour ce trait (Miedaner et al., 2013; Karisto et al.,
2017). La resistance a Septoria sp. est un caractére indispensable a sélectionner pour la

production en filiere BIO en Aquitaine.

La caractérisation de la structure de la canopée réalisée au cours de cette thése indique
gu’un rendement supérieur en biomasse foliaire est atteint lorsque la biomasse est condensée
au sein de la surface au sol représentée par la canopée. Ce résultat peut paraitre problématique
dans le cas d’une infection a Septoria sp. En effet, il a ét¢ montré que I’architecture chez le blé
influence le développement de la maladie provoquée par Septoria nodorum (Scott et al., 1985).
Les canopées condensees conduisent a un microclimat favorable, retrouvée chez des variétés
de faible hauteur. Les auteurs révélent que les variétés plus grandes développent moins de
symptdmes grace a la réduction de la durée d’humidification. Une étude chez le pois a permis
d’identifier les traits structuraux favorisant la propagation de Mycosphaerella pinodes : le LAI
cumulé, c’est-a-dire un LAI important au-dessus du départ d’infection, et la distance moyenne
entre les noeuds (Le May et al., 2009). Les auteurs indiquent que de longs entrenceuds réduisent
la sévérité de la maladie, et suggérent de réduire I’impact de cette maladie foliaire a travers
I’architecture et la distribution de la surface foliaire. Le test que nous avons développé en
conditions contrélées ne permet pas d’évaluer ’incidence de I’architecture sur 1’infection a
Septoria sp. puisque nous avons travaillé sur des plants ayant une seule tige principale. I
apparait nécessaire de caractériser la réponse des ressources génétiques en fonction de la
structure de la canopeée. Il est suggéré de promouvoir la circulation d’air chez Stevia rebaudiana
pour diminuer la durée d’humidification des feuilles et réduire le développement de maladies
foliaires par 1’adaptation de 1’irrigation et la sélection d’architecture aérée (Angelini et al.,
2018). Cependant, la structure de la canopée n’est qu’un des facteurs participant a la réponse
aux pathogenes fongiques. Chez le blé, des souches de septoriose d’origines géographiques
différentes montrent des niveaux d’agressivité différentes sur des variétés sensibles et
modérément sensibles (Abrinbana, 2018). De plus, il existe deux types de résistances
indépendantes : résistance affectant la reproduction et résistance affectant le développement du

pathogene. 11 est possible de les quantifier par analyse d’image (Karisto et al., 2017).
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4 Perspectives en vue d’une amélioration génétique

Les résultats de cette étude fournissent a la filiere de Stévia BIO en Aquitaine de solides
bases pour la mise en place d’un programme d’amélioration génétique de cette espece.
L’¢évaluation de la variabilité phénotypique d’une collection de ressources génétiques a permis
de mettre en évidence ’existence d’une grande variabilité phénotypique au sein de la petite
collection rassemblée et de comprendre les criteres de sélection a cibler chez cette espéce pour
une adaptation au bassin aquitain et pour répondre a la demande des industriels en termes de

qualité de profils en SGs.

Différentes stratégies d’amélioration ont déja été mises en place a travers le monde,
amenant a plusieurs dép6t de brevet pour des variétés clonales ou populations. Ces approches
ont été basées sur la sélection des caractéres d’intérét par phénotypage, stratégie longue et
colteuse. La sélection assistée par marqueur permet de réduire les temps et les cotits d’analyses
phénotypiques. Une telle approche nécessite au préalable I’identification de corrélations
statistiques entre caractére d’intérét et région génomique, qualifiées de pré-breeding. Ce n’est
que trés récemment que des marqueurs moléculaires de type SNPs ont été utilisés pour la
sélection d’individus accumulant plus de RebD et RebM (Markosyan et al., 2017). Un des
enjeux principaux de I’amélioration génétique de Stevia rebaudiana réside dans I’identification
des régions du génome impliquées dans les caracteres d’intérét et la compréhension des

mécanismes impliqués dans I’expression de ces caracteres.

L’identification de QTL (Quantitative Trait Loci) nécessite la caractérisation du
polymorphisme génotypique et phénotypique. Un set de marqueurs SSR a été développé et
permet d’identifier et de classer les ressources génétiques en fonction de leur polymorphisme.
La poursuite de I’étude nécessite 1’obtention de population en ségrégation, d’une carte
génétique a haute densité de marqueurs moléculaires et 1’étude simultanée de la ségrégation des
traits phénotypiques et des marqueurs moléculaires. La difficulté chez Stevia rebaudiana réside
dans son mode de reproduction puisqu’elle est régie par des phénoménes d’auto-incompatibilité
et est dépendante d’insectes polinisateurs (Yadav et al., 2014).

L’approche de Family mapping est utilisée pour de nombreuses espéces hétérozygotes. En
effet, cette stratégie s’est montrée efficace chez Artemisia annua, une Asteraceae productrice
d’artémisine (sésquitérpéne) (Graham et al., 2010). Les auteurs ont construit une carte
génétique et ont détecté les QTL impliqués dans les composantes du rendement dans une
population F1 issue d’un croisement entre parents hétérozygotes. Il peut étre ensuite envisagé
d’identifier des parents élites au sein d’une population F2 issue de croisements biparentaux. En

effet, I’évaluation des traits d’intérét des descendances issues de croisements réciproques entre
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30 génotypes parentaux a permis d’identifier les meilleurs parents pour favoriser 1’hétérosis
chez Artemisia annua (Townsend et al., 2013). Cependant, la stratégie de croisement biparental
peut paraitre réductrice en terme de variabilité genotypique, les QTL identifiés sont spécifiques
au croisement étudié, et les alléles favorables peuvent étre difficiles a identifier a cause de
I’hétérozygotic. La levée de 1’auto-incompatibilité déja observée au sein de la famille
Asteraceae (Koseva et al., 2017) permettrait d’obtenir des lignées pures par autofécondation
successive, comme chez les especes autogames (Lubberstedt, 2013). Des génotypes auto-
compatibles de Stevia rebaudiana ont été brevetés aux USA (Markosyan & Jing, 2018).
L’haplodiploidisation est une autre approche qui permettrait d’obtenir des lignées pures plus
rapidement et cette méthode a déja été mise au point chez Stevia rebaudiana, faisant 1’objet
d’un brevet aux USA (Garnighian, 2012). Cependant, aucune évaluation précise des génotypes
ainsi obtenus en conditions de production n’est disponible. La dépression de consanguinité

possible dans le cas de 1’'usage de ces méthodes n’est pas non plus documentée.

La stratégie de génétique d’association pourrait apparaitre comme plus robuste pour
I’identification de QTL car elle nécessite un germplasm regroupant dans 1’idéal le maximum
de variabilité génotypique d’une espéce. Dans le cas de Stevia rebaudiana, 1’absence de
collection référencée, le manque de tracabilité et de partage de I’information et des ressources
génétiques ne permettent pas actuellement de réaliser une telle approche. Ces contraintes et le
caractere réducteur de croisements biparentaux peuvent amener a se diriger vers des populations
connectées issus de croisements multi-parentaux, en particulier pour des caractéres quantitatifs

complexes et fortement variables telle que la biomasse aérienne.

Chez le mais, cette approche augmente le nombre et la précision des QTLs détectés et
permet d’identifier les alléles favorables pour chaque QTL (Blanc et al., 2006). Cette stratégie
a permis d’identifier des QTL pour la morphologie aérienne chez Medicago truncatula au sein
de quatre populations issues de cing génotypes parentaux (Lagunes Espinoza et al., 2012). Chez
Mentha piperita, 1’é¢tude de huit populations demi-freres a également permis d’évaluer
I’héritabilité, le coefficient de variation et le gain génétique pour des traits liés a la production
de biomasse et a la composition des huiles (Kumar et al., 2014a). Ces approches de populations
connectées ou de croisement multi-parentaux constituent des stratégies adaptées au besoin

rapide d’amélioration variétale de Stevia rebaudiana pour une culture BIO en Aquitaine.
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En paralléle aux travaux de cette thése, I’optimisation de la méthode de croisements par
des insectes polinisateurs (dans ce cas, les bourdons) et I’identification du stade de maturité des
graines en conditions extérieures ont permis d’obtenir une population F1 issue d’un croisement
biparental et quatre populations issues de croisements ouverts. Ce matériel végétal constitue les
premiéres populations en ségrégation utilisables pour la détection de QTL. Le développement
de marqueurs SNP par séquencage RRL (Reduced-Representation Library) permet d’accroitre
les outils de génotypage pour le projet. Ces développements technologiques permettent la
poursuite du projet de mise en place d’un programme d’amélioration par une nouvelle these
CIFRE dont I’objectif est d’identifier les régions du génome impliqués dans les caracteres

d’intérét caractérisés au cours de cette thése.
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Annexe Al. Liste des 46 SGs identifiés chez Stevia rebaudiana. Les références suivies d’une étoile sont tirées de

Ceunen (2012)

Nom R1 R2 Références *

Stéviol H H Minne et al., 2004”
Stéviolmonoside H B-Glc Ohta et al., 2010"
Steviol-19-0-B-D-glucoside B-Glc H Gardana et al., 2010
Rubusoside B-Gle B-Glc Ohta et al., 2010

Famille Rebaudioside A [ B-Gle-(x B-Gle (3-1))-B-Gle(2-1)]

Steviolbioside

Stevioside

Rebaudioside E

Rebaudioside B

Rebaudioside A

Rebaudioside D

Rebaudioside D3

Rebaudioside |

Rebaudioside M

Rebaudioside L

Rebaudioside IX

Famille Rebaudioside C [a-Rha]

H
B-Gle

B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Glc-B-Gle(2-1)

H
B-Glc

B-Gle-p-Gle(2-1)
B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle-B-Gle(3-1)

B-Gle-p-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle
B-Gle

B-Gle--Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Glc
B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Gle-p-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Glo-p-Glo(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gile--Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle--Gle(2-1)
B-Gle(6-1)

B-Gile-B-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle--Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle--Gle(2-1)
B-Gle(6-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle(3-1) B-Gle(6-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle(3-1) PGle(6-1)
B-Gle(3-17 B-Gle(2-1)

B-Glc-B-Qlc(}-l)
B-Gle(6-1)

B-Gle--Gle(2-1)
B-Gle(6-1)

Kohda et al., 1976

Bridel and Lavieille, 1931
Wu et al., 2012
Sakamoto et al., 1977"

Kohda et al.,1976"

Kohda et al., 1976

Sakamoto et al., 1977"

Mao et al., 2017

Ohta et al., 2010

Ohta et al., 2010

Chaturvedula et al., 2011"

Ohta et al., 2010

Prakash et al., 2017

Chaturvedula and Meneni, 2016

Chaturvedula and Meneni, 2017

Dulcoside A

Dulcoside B

Rebaudioside C

Rebaudioside H

Rebaudioside H;

Rebaudioside K

Rebaudioside J

Rebaudioside N

Rebaudioside O

Rebaudioside S

B-Gle

H

B-Gle

B-Glc

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Glc-a-Rha(2-1)

B-Glc-a-Rha(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-a-Rha(2-1)

B-Gle(3-1) B-Glo(3-1)

B-Glc-a-Rha(2-1)

B-Glo-a-Rha(2-1)

B-Gle-a-Rha(2-1)
B-Gle(3-1)
B-QIC-Q-Rha(Z- 1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-a-Rha(2-1)

B-Gle(3-1) B-Gle(3-1)

B-Gle-a-Rha(2-1)

B-Gle(3-1) P-Gle(3-1)

p-Gle-a-Rha(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gile-B-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gile-B-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-p-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)

Kobayashi et al., 1977"

Ohta et al., 2010"

Sakamoto et al., 1977"
Ohta et al., 2010"

Perera et al., 2017b

Ohta et al., 2010"

Ohta et al., 2010"

Ohta et al., 2010

Ohta et al., 2010"

Ibrahim et al., 2016a, 2016b
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Famille Rebaudioside F [$-Xyl]

Rebaudioside F

Rebaudioside T

Rebaudioside R

Rebaudioside V

Famille [B-Gle-B-Gle(3-1)]

B-Gle

B-Gle
B-Gle

B-Gle-B-Xyl(6-1)

B-Gle-B-Xyl(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle

B-Gle-B-Gle(2-1)

B-Gle-p-Xyl(2-1)

B-Gle-B-Xyl(2-1)
B-Gle(3-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Xyl(3-1)

B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Gle-B-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

B-(?IC-B-GIC(Z- 1)
B-Xyl(3-1)

B-Gle-p-Xyl2-1)
B-Gle(3-1)

Chaturvedula and Prakash, 2011"

Starratt et al., 2002

Chaturvedula and Prakash, 2011"

Chaturvedula and Prakash, 2011

Perera et al., 2017a

Ibrahim et al., 2016a, 2016b

Perera et al., 2017b

Rebaudioside G

Famille Rebaudioside U [a-Ara]

B-Glc

B-Gle-B-Gle(3-1)

Ohta et al., 2010"

Rebaudioside U

B-Glc-a-Ara(6-1)

Famille rebaudioside W [o-Rha ; B-Xyl]

B-Gle-p-Gle(2-1)
B-Gle(3-1)

Perera et al., 2017a

Rebaudioside W

B—(]‘ulc—(x—Rha(Z—l)

B-Gle-B-Xyl(2-1)

Perera et al., 2017b

B-Gle(3-1) B-Gle(3-1)
Famille [B-Fru]
) B-(?lc-B-Glc(Z-l) .
B-Glc B-Fru(3-1) Chaturvedula et al., 2011
Famille [a-Glc]
B—Glc—a-(f-lc(4-l) *
- -Gle-B-Gle(2-1
-Gle(2-1) B-Glc-B-Gle(2-1) Chaturvedula et al., 2011
) B-Gle-B-Gle(2-1) .
B-Glc B-GIIC(3-1) «Gle(3-1) Chaturvedula et al., 2011
B-Gle-p-Gle(2-1)
- B-Glc B-Gle(3-1) Chaturvedula et al., 2011"
a-Gle(a-1)
Famille [6-deoxy-$-Glc]
- B-Gle B-Gle-6d-B-Gle(2-1) Chaturvedula et al., 2011"
i B-Gle-6d-p-Gle(2-1) .
B-Glc B-Gle(3-1) Chaturvedula et al., 2011
) B-Gle-B-Gle(2-1) «
6d-B-Glc B-Gle(3-1) Chaturvedula et al., 2011

269



Annexes

Annexe A2. Représentation graphique des gammes étalons linéaires des 10 SGs quantifiés. Les nuages de points
représentent la surface des pics détectés en fonction de la concentration en SGs purs.
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Annexe A3. Résultats complets de la caractérisation du rendement en SGs et ses composantes pour 18 ressources
génétiques de Stevia rebaudiana sur 2 sites expérimentaux. Les histogrammes blancs représentent la 1% année de
récolte (& 3 mois aprés implantation). Les histogrammes gris clairs représentent la 2™ année de récolte sur les
plants récoltés a 3 mois d’implantation en 1% année. Les histogrammes noirs représentent la 2°™ année de récolte
pour les plants taillés & 5 mois d’implantation.
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