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Introduction

1. Cadre général

Les changements démographiques et écologiques actuels nous aménent a envisager un nouvel
enjeu agronomique qui vise a produire plus et mieux, en particulier dans les pays du Sud (FAO, 2015).
Investir dans I'agriculture est un des moyens les plus efficaces pour réduire la faim et la pauvreté. De
nombreux pays se sont engagés pour atteindre d’ici les 15 prochaines années 17 objectifs de
développement durable, qui visent a éradiquer la pauvreté, protéger la planéte et garantir la
prospérité pour tous (ONU, 2015). L'objectif n°2 consiste a éliminer la faim, améliorer la nutrition et
promouvoir 'agriculture durable, dans le but d’assurer la sécurité alimentaire pour toutes les
populations. En partenariat avec les gouvernements, le secteur privé et certaines organisations
nationales et internationales, la FAO s’efforce d’accroitre le volume et I'efficacité des investissements
dans I'agriculture.

Les cultures fruitiéres sont devenues majeures ces derniéres années de par leur importance
économique et de par leurs qualités nutritionnelles (WHO, 2003 ; FAO, 2015). En complément des
rations glucidiques apportées par les céréales, tubercules ou cultures vivrieres (FAO, 2015), les fruits
apportent des sucres, des fibres, des vitamines, des minéraux, de l'eau, et des antioxydants,
permettant de lutter contre les dégats causés par les radicaux libres naturellement produits par
notre organisme (Hercberg et al., 2004). Les effets bénéfiques des fruits sur la santé sont de plus en
plus étudiés. Par exemple, une consommation de 25g de fruits par jour serait associée a une
diminution de 9% du risque d’accident vasculaire cérébral (Oude Griep, 2011).

La mangue, cinquiéme production fruitiere mondiale derriére les bananes, la pomme, le raisin
et les agrumes, est devenue une des principales cultures fruitiéres des zones tropicales (Galan-Sauco,
2002 ; Mukherjee et Litz, 2009). Elle est originaire du Nord de l'Inde et du Sud-Est asiatique
(Bompard, 1989) et son extension actuelle dans une centaine de pays tropicaux et sub-tropicaux a
travers les cing continents montre & quel point cette production est appréciée par les populations. A
coté des productions vivrieres de base, la culture du manguier représente une source économique
(Mukherjee et Litz, 2009) et une source nutritionnelle (WHO, 2003 ; FAQ, 2011) importantes pour les
populations des pays tropicaux. En effet, la teneur en sucres de la mangue varie de 9 a 16% selon les
cultivars. De plus, la mangue contient en proportion importante deux vitamines, la provitamine A et
la vitamine C (Joas et Léchaudel, 2009).

Cependant, comme la plupart des especes fruitieres tempérées et tropicales, le manguier est
une espéce a production irréguliére, avec un caractére variétal marqué (Chacko, 1986). L’irrégularité
interannuelle de production, abréviée par la suite par ‘irrégularité de production’, est caractérisée
par des années de forte production de fruits (années appelées « ON ») alternant plus ou moins
régulierement avec des années de faible production de fruits (années appelées « OFF »). Elle a des
retombées économiques marquées pour tous les acteurs de la filiere fruitiére, depuis I'agriculteur
jusgu’au consommateur.

Pour répondre aux objectifs d’amélioration des productions fruitiéres, en termes de quantité
et de qualité (FAO, 2015), les études sur l'irrégularité de production ont connu un regain d’attention
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ces derniéres années. Malgré des avancées importantes dans la compréhension de l'irrégularité de
production, les causes de l'irrégularité de production restent encore largement méconnues (Singh,
1948 ; Hoad, 1978 ; Jonkers, 1979 ; Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Lauri et al., 1995 ; Lauri et
Laurens, 2005 ; Bangerth, 2006, 2009). Pour aborder le probleme de l'irrégularité de production, les
auteurs ont tout d’abord cherché a différencier les facteurs qui déclenchent l'irrégularité de
production des facteurs qui entretiennent cette irrégularité (Goldschmidt, 2005). lls ont montré que
les facteurs déclenchant l'irrégularité sont principalement des facteurs environnementaux (gel,
sécheresse, phénomenes extrémes, etc.) ou biotiques (forte attaque de bioagresseur) tandis que les
facteurs entretenant l'irrégularité sont plutét des facteurs endogenes, i.e., intrinséques a l'arbre.

De nombreuses études se sont focalisées sur ces facteurs endogénes responsables de
I’entretien de l'irrégularité de production (Goldschmidt, 2005). Elles ont montré que l'irrégularité de
production serait liée aux ressources carbonées de |'arbre et/ou a des facteurs hormonaux (Marino
et Greene, 1981 ; Monselise et Goldschmidt, 1982). Chez le manguier, des facteurs endogenes de
nature architecturale participeraient en partie a l'irrégularité de production. Par exemple, les travaux
de Dambreville (2012) suggérent que les interactions entre reproduction et croissance végétative
jouent un role dans l'irrégularité de production. Mieux décrypter ces interactions pourrait permettre
de mieux comprendre ce phénomene d’irrégularité de production chez les arbres fruitiers tropicaux.

Il apparait donc important de mieux comprendre les mécanismes qui déclenchent et ceux qui
entretiennent l'irrégularité de production afin de proposer des modes de conduite de I'arbre
atténuant ce probleme pour les cultivars d’intéréts agronomique et économique mais dont la
production est irréguliére.

Une nouvelle approche pour étudier l'irrégularité de production pourrait étre de mobiliser et
de faire référence au concept des colts de la reproduction, développé en écologie et en biologie
évolutive. Les colts de la reproduction s’intéressent au succes reproducteur d’un individu au cours
du temps, et sont définis en termes de perte de futur succés reproducteur potentiel au cycle n+1,
causée par l'investissement, métabolique et/ou démographique, dans la reproduction au cycle n
(Jonsson, 2000 ; Obeso, 2002). lls peuvent se répartir en deux catégories complémentaires (Obeso,
2002) : les colts directs et les colts retardés. Les colts directs correspondent a I'investissement dans
la reproduction au cycle n, c’est-a-dire aux ressources que l'individu alloue pour la reproduction
(floraison et croissance des fruits) pendant le cycle en cours. Les co(ts retardés correspondent aux
conséquences au cycle n+1 de I'investissement des ressources énergétiques et démographiques dans
le processus de reproduction au cycle n. Ce concept des co(its de la reproduction a été utilisé par de
nombreux auteurs en écologie végétale dans le but de caractériser les investissements des plantes
dans la reproduction au cours d’années successives, et non pas sur un seul cycle. On peut penser que
ce concept des colts de la reproduction pourrait nous apporter des références et un cadre
conceptuel d’analyse et d’interprétation dans I'étude de l'irrégularité de production des espéces
fruitieres, notamment chez le manguier.

2. Objectifs de la these

L’'objectif principal de cette these est d’apporter un regard nouveau sur lirrégularité de
production du manguier en mobilisant le concept des colits de la reproduction, et d’identifier des
mécanismes clés contribuant a cette irrégularité.

-12 -



Ce travail de theése a été composé de plusieurs analyses et expérimentations, regroupés sous
deux grands objectifs principaux (Figure 1) :

1) Identifier, caractériser et quantifier les colts directs et les colts retardés de la reproduction
du manguier. Pour cela, nous avons travaillé sur différents cultivars, a différentes échelles, et sur
plusieurs cycles de production.

2) Identifier, sur la base des résultats précédents, les mécanismes impliqués dans la mise en
place des colts directs et retardés de la reproduction, contribuant a I'irrégularité de production chez
le manguier. Les mécanismes considérés sont de nature hydraulique, trophique et/ou hormonale.
Nous avons travaillé de maniére dynamique et sur différents cultivars.

3. Plan du mémoire

Le chapitre | présente les concepts utilisés dans cette thése, l'irrégularité de production et les
colts de la reproduction.

Le chapitre Il présente le manguier et sa culture, son développement et sa production a la
Réunion, les problémes liés a sa culture, I'intérét de I'utiliser comme modele d’étude, et fait I'état de
I'art des études déja effectuées sur l'irrégularité de production de cette espece. La problématique et
les hypotheses principales avancées dans cette thése sont ensuite décrites.

Le chapitre Il présente les matériels et méthodes utilisés au cours des différentes
expérimentations de cette these.

Le chapitre IV détaille les résultats obtenus. Ils concernent: 1. La caractérisation et la
quantification de l'irrégularité de production de différents cultivars, ainsi que l'identification, la
caractérisation et la quantification des co(ts de la reproduction ; 2. L’identification des mécanismes
impliqués dans les co(ts directs ainsi que dans les co(ts retardés de la reproduction. Ce chapitre IV
est composé de deux articles provenant de communications orales scientifiques a des congres
internationaux, et de quatre publications scientifiques qui sont publiées dans, ou vont étre soumis a,
des journaux internationaux a comité de lecture.

Le chapitre V correspond a la discussion générale et aux perspectives.

Enfin, la derniere partie du manuscrit correspond a la bibliographie, c’est-a-dire a toutes les
références citées dans ce mémoire, hors articles.
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Figure 1 : Schéma de la structure de la these. Le texte en noir représente les objectifs, en rouge les
moyens mis en ceuvre, en bleu les analyses réalisées, et en vert les cultivars utilisés.
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I. Définitions et Concepts

Dans ce chapitre, nous présentons les termes et concepts qui ont été utilisés au cours de cette
theése.

1. U'irrégularité de production

A. Définitions

L'irrégularité de production (« irregular bearing » en anglais) correspond a une production de
fruits irréguliére d’une année sur 'autre. Elle peut étre caractérisée par des années de production
moyenne de fruits, des années de forte production de fruits (années appelées « ON ») ou des années
de faible production de fruits (année appelées « OFF »). Les années « OFF » sont marquées par un
mangque de fleurs et/ou de nombreuses chutes de fruits, et par conséquent, une faible fructification.
Les années « ON », au contraire, correspondent a une fructification tres importante, causée par une
floraison abondante et/ou peu de chute de fruits (Monselise et Goldschmidt, 1982).

L'alternance de production (« alternate bearing », « alternation » ou « biennial bearing » en
anglais) est une forme particuliere de l'irrégularité de production pour laquelle le pattern de
fructification est bisannuel (Hoad, 1984) (Figure 2), c’est-a-dire que la production alterne d’une
année sur l'autre : une année de forte production « ON » est suivie d’'une année de faible production
« OFF » (Pearce et Dobersek-Urbanc, 1967 ; Durand et al., 2013). Lorsque le pattern de fructification
est trisannuelle, i.e., une succession de deux années « ON » est suivie d’'une année « OFF », ou
inversement, on parle d’'un comportement régulier d’irrégularité de la production mais qui n’est pas
bisannuel.

250
a

) A

150 / T

100

(kg)

50 T

Rendement en fruits par arbre

2002/2003  2003/2004  2004/2005  2005/2006

Figure 2 : Rendement moyen (* écart-type) de manguiers cultivar Cogshall adultes (15-18 ans) a
I’échelle du verger sur I'lle de la Réunion. Les moyennes suivies de lettres différentes sont
significativement différentes (Anova, P<0.05). Données F. Normand, Cirad Réunion.
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Dans ce mémoire, nous parlerons principalement d’irrégularité de production, qui est le cas le
plus général, sauf cas particulier relatif spécifiquement a I’alternance de production.

Beaucoup d’especes pérennes tempérées et tropicales sont irrégulieres, par exemple le
pommier (Jonkers, 1979 ; Guitton et al., 2012), I'olivier (Lavee, 2007), les agrumes (Mufioz-Fambuena
et al., 2011), le pistachier (Rosenstock et al., 2010), I'avocatier (Lovatt, 2010), le pacanier (Conner et
Worley, 2010), le litchi (Anupunt et Sukhvibul, 2003) ou encore le manguier (Shivashankara et
Mathai, 1995 ; Davenport, 2009). Chez l'olivier par exemple, la production entre une année « ON » et
une année « OFF » peut varier a I’échelle du verger de 5 a 30 tonnes/hectare (Lavee, 2007).

L'irrégularité de production peut varier selon I'échelle étudiée : elle peut concerner une large
zone géographique, un verger entier, mais également un arbre individuel, une partie d’arbre, ou
méme seulement une branche, qui va étre désynchronisée par rapport au reste de I'arbre (Monselise
et Goldschmidt, 1982). Un arbre (ou branche) irrégulier(e) correspond donc a un arbre (ou branche)
qui produit une récolte irréguliere d’'une année a l'autre.

L'irrégularité de production peut étre observée a une échelle, tandis qu’elle peut étre
masquée a une autre échelle. Par exemple, une production réguliere peut étre observée a I'échelle
du verger (Figure 3.A), alors qu’a I'échelle de I'arbre la production est irréguliere (Figure 3.B). En
effet, tous les arbres du verger ne sont pas forcément dans le méme cycle d’irrégularité. Au cours
d’'une méme année, il peut y avoir des arbres a forte production de fruits et des arbres a faible
production. Une compensation entre les productions de ces arbres entraine alors une production
plus réguliére a I'échelle du verger qu’a I'échelle de I'arbre individuel.

>

Rendement moyen en fruits par

arbre (kg)

Echelle verger B Echelle arbre
100 ﬁmo
| K,
80 v
/| é
60 < 60
A / 3 /
A0 T E 40 A
20 T 20
/ G / v \/
o«
0 1 T T T T T 1 D ; . . . :
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Années Années

2010

Figure 3 : Evolution du rendement de manguiers, cultivar Cogshall, (A) a I’échelle du verger (moyenne
+ écart type de production de 14 arbres) et (B) a I'échelle d’un arbre (F7), au cours des six premiéres
années de fructification a Saint-Pierre sur I'lle de la Réunion. Données Cirad.

Ces phénomenes se retrouvent également a des échelles intra-arbre. Des études sur
I'irrégularité de production chez le pommier ont été menées a des échelles fines, la branche et la
pousse individuelle (Lauri et Laurens, 2005). A I’échelle de la branche, I'irrégularité de production de
chaque pousse individuelle peut étre masquée par des différences d’irrégularité de production entre
les pousses individuelles qui constituent la branche, c’est le phénoméne de désynchronisation (Lauri
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et al., 1995). Trois types de comportement peuvent alors étre observés a I'échelle de la branche et
de la pousse (Lauri et Lespinasse, 1999) (Tableau 1) :

- Une production réguliere a I’échelle de la branche et a I’échelle de la pousse.

- Une production réguliere a I’échelle de la branche mais irréguliére a I’échelle de la pousse.

- Une production irréguliere a I'échelle de la branche et a I'échelle de la pousse.

Tableau 1 : Stratégies théoriques d’irrégularité et de régularité de production a I'échelle de la
pousse (chaque colonne représente une pousse observée sur 4 années consécutives) et de la
branche (arbitrairement constituée ici de 4 pousses). F: fonctionnement fructifére en année n, V:
fonctionnement végétatif de la pousse en année n. Adapté de Lauri et Laurens (2005).

Production a I'échelle des

Régulié Irréeulie Irréaulic
pousses individuelles eguliere rreguliere rréguliere
Production a I'échelle de la Réaulicre Réeuliore enuliore
branche g g g

1 F E E F F vV FE V F F FE F

. 2 F F F F V. F V F V. V. V Vv
Années - - = = e rF

3 F E E F F V E V F F FE F

4 | F F V. F V F V V V V

L’irrégularité de production a des composantes génétiques et environnementales. En effet, il y
a des différences marquées entre cultivars dans le caractére plus ou moins régulier de la production,
c’'est-a-dire que certains cultivars sont relativement réguliers en production, d’autres sont plut6t
alternants, tandis que d’autres encore sont trés irréguliers (Jonkers, 1979 sur pommier et poirier ;
Schaffer et al., 1985 sur agrumes ; Chacko, 1986 sur manguier ; Conner et Worley, 2010 sur noix de
pécan). L'irrégularité de production peut étre en partie atténuée par la création de cultivars
réguliers, mais celle-ci demande du temps et est colteuse. En plus de varier suivant les espéces ou
les cultivars, l'irrégularité de production peut également varier suivant I’environnement. Un cultivar
présent dans une zone climatique peut posséder un pattern d’irrégularité différent de celui qu’il a
dans une autre zone climatique (Morettini, 1950 ; Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Goldschmidt,
2005 ; Lavee, 2007). Par exemple, Kensington Pride, un cultivar de manguier Australien, est tres
irrégulier dans le Nord de I'Australie, alors qu’il est plus régulier a des latitudes plus hautes
(communication personnelle de lan Bally, QDAFF).

Ce phénomene d’irrégularité est tres répandu, se produisant chez les arbres a feuilles
caduques comme chez les arbres a feuilles persistantes, sur les arbres cultivés mais également en
milieu naturel. Dans ce dernier cas, la forte production une année donnée est appelée « masting »
(Monselise et Goldschmidt, 1982). « Mast » est un mot anglo-saxon qui se réfere a I'accumulation de
différentes sortes de noix sur le sol des foréts (Herrera et al., 1994). L’hypothése la plus courante sur
le masting est que la reproduction sexuelle est colteuse, les arbres ont besoin d’une a plusieurs
années pour reconstituer les ressources nécessaires a la reproduction (Bustan et al., 1995). Le
phénomeéne de masting est donc un processus cyclique, différent du cycle bisannuel. Ce phénomeéne
peut se produire tous les deux a trois ans chez le chataignier, le noisetier ou I'orme, tous les trois a
cing ans chez le pin et le chéne, tous les cing a sept ans chez I'épicéa, et tous les 10 a 15 ans chez le
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hétre (Gardner, 1966 ; Monselise et Goldschmidt, 1982). Entre ces événements extrémes de masting,
les arbres ne produisent que peu de graines. Le masting est un phénomene important dans |’écologie
des foréts naturelles, puisque la chaine alimentaire est affectée avec un excés ou un manque de
ressources primaires produites par la reproduction des arbres. C’est une des raisons qui fait que ce
phénomeéne est intensivement étudié (Corlett et LaFrankie, 1998 ; Kelly et Sork, 2002 ; Williamson et
Ickes, 2002 ; Newbery et al., 2006 ; Norden et al., 2007 ; Tachiki et lwasa, 2010).

La domestication est la modification héréditaire d'étres vivants par les humains en vue de
répondre a leurs besoins. La domestication des espéces pérennes dans un contexte horticole est
définie par Kislev et al. (2006) comme « a major positive change in the edibility of a wild, non—
palatable fruit brought about by a rare genetic event that would disappear without human
intervention ». Les traits communs a beaucoup de plantes domestiquées sont désignés comme
« Syndrome de domestication » (Hammer, 1984 ; Gepts, 2004). Ces traits sont sélectionnés dans le
but d’avoir une production plus importante et réguliere, et par conséquent de réduire le phénoméne
de masting présent a I'état sauvage, ainsi que d’améliorer la qualité des fruits/noix (Kislev et al.,
2006 ; Goldschmidt, 2013). Des individus a I'état naturel de pacanier (noix de pécan, Carya
illinoiensis) ou de noix de macadamia (Macadamia tetraphylla et M. integrifolia), possedent un
comportement de masting typique. Lorsqu’elles sont domestiquées, ces espéces continuent d’'étre
irréguliéres. Cependant leur domestication peut réduire considérablement ce phénomeéne de
masting (Sparks, 1986 ; Hardner et al., 2009).

La sélection de génotypes réguliers et les pratiques culturales peuvent aider a réduire ce
phénoméne de masting et d’irrégularité de production. Des pratiques de fertilisation, de taille,
d’irrigation ou encore de protection phytosanitaire peuvent favoriser le développement de I'arbre
ainsi que sa production et ainsi atténuer l'alternance de production (Amouroux et al., 2009).
Cependant, ces pratiques augmentent les colts de gestion des vergers et peuvent avoir un impact
négatif sur I'environnement.

Mais au final, malgré toutes ces pratiques, la plupart des especes fruitiéres et des cultivars
sont irréguliers en production.

B. Indices d’irrégularité de production

Pour pouvoir quantifier ces phénomeénes d’irrégularité/d’alternance de production chez des
arbres cultivés, des indices évaluant la bisannualité, I'intensité, I'amplitude et le synchronisme de
Iirrégularité de production ont été proposés.

Depuis 80 ans, les auteurs parlent de maniére globale ‘d’indices d’alternance de production’,
ne différenciant pas I'alternance a proprement parler de l'irrégularité de production. Durand et al.
(2013) ont fait évoluer ces indices pour en lever certaines limites exposées ci-dessous, et pour faire la
part des choses entre des productions irréguliéres et alternantes.

a) Estimation de différents indices d’irrégularité de production

Plusieurs parametres ont été proposés dans la littérature pour estimer et quantifier
I'alternance et/ou l'irrégularité de production. Ces indices quantifient la stabilité de production au
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cours du temps. Pour pouvoir calculer ces indices, des séries de production, exprimées en poids ou
en nombre de fruits, sont donc nécessaires sur plusieurs années consécutives (au moins six années
sont préconisées d’aprés Huff (2001)). Ces données peuvent étre récupérées a plusieurs échelles
(charpentiere, arbre, cultivar, verger...) suivant celle a laquelle on s’intéresse.

Hoblyn et al. (1936) ont proposé deux indices pour évaluer la bisannualité et I'intensité de
I'alternance de production. Le premier indice, B, exprime un pourcentage de bisannualité, c’est-a-
dire le pourcentage d’inversion entre des tendances de production d’une année sur l'autre a
I'augmentation et a la diminution. Par exemple, si la production d’un arbre (en kg) observée sur six
années est de :

200, 150, 200, 300, 50, 200
les tendances d’augmentation (+) ou de diminution (-)de la production entre deux années
successives au cours de ces 6 années sont :
- + + - o+

Trois changements de signe (un signe ‘+’ suivi d’un signe ‘~’, ou inversement) sont observables dans
cette série, sur quatre possibilités au total, ce qui donne une valeur de B de 3/4 = 75%. Une valeur de
B = 100% indique donc une production strictement alternante. Cependant, I'indice B ne prend pas en
compte les différences de production moyenne chaque année, puisqu’il est calculé a partir de
différences de signe, et que I'amplitude de variation est ignorée (Pearce et Dobersek-Urbanc, 1967).

Le second indice, I, renommé en 1944 par Wilcox « Biennial Bearing Index » (BBI) (soit
« I'indice d’alternance de production »), représente l'intensité de déviation du rendement au cours
des années successives :

n
1 |Y; — Vil

BBI =
(n—1) L0+ Yip)

ou Y; correspond a la i*™ production observée dans une série ordonnée de productions annuelles de
taille n, et |Y;-Yi.1| est la valeur absolue de la différence entre deux années de production successives
i et i-1. Lindice BBI varie entre 0 et 1; BBI=0 correspond a une production réguliere, et BBI=1
correspond a un comportement de production strictement alternant, avec une production sur deux
égale a 0 (années « OFF »).

D’autres indices ont été proposés pour évaluer I'alternance de production (Monselise et
Goldschmidt, 1982 ; Reddy et al., 2003). L'indice RP, ou pourcentage relatif, évalue la variation
maximale de production durant la période étudiée. Il correspond au rendement minimum, exprimé
en pourcentage, du rendement maximum (Morettini, 1950). Cet indice renseigne seulement sur
I'amplitude de variation du rendement et non pas sur le pattern de variation. L'indice SP, ou
pourcentage de synchronisation, correspond au pourcentage d’arbres possédant une tendance de
variation de rendement identique entre années successives. Cependant, le BBI reste I'indice le plus
souvent utilisé.

Pearce et Dobersek-Urbanc (1967) et Huff (2001) ont mis en évidence certaines limites de BBI.
Ils ont analysé les propriétés intrinseques de BBI dans des cas pratiques, en utilisant des données
simulées représentant plusieurs patterns d’irrégularité de production. Ills ont mis en évidence que les
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séries simulées de production régulieére, mais avec une tendance (par exemple une hausse réguliere
des rendements au cours du temps) entrainent des valeurs de BBI positives, alors que cet indice
aurait d0 étre nul puisque les productions sont réguliéres. En conséquence, I'utilisation de l'indice
BBl peut mener a confondre I'alternance de production et la tendance a la hausse ou a la baisse sur
plusieurs années consécutives. Le BBI convient donc pour des arbres qui ont déja atteint leur
maturité de production, c’est-a-dire dont la production moyenne est stabilisée, et n’est pas adapté a
des arbres dont la production présente une tendance au cours du temps, comme lors de I'entrée en
production.

Suite aux limites de BBI mises en évidence précédemment, Durand et al. (2013) ont proposé
de construire d’autres indices d’irrégularité de production, inspirés du BBI, mais en rectifiant les
limites du BBI classique. Ils ont tout d’abord construit un BBI_norm qui correspond au ratio entre la
moyenne des différences absolues de production entre les années successives et la production
moyenne sur toutes ces années.

?:2 |Y; = Y4/ (n—1)
&1%/”

BBI norm =

ou Y, correspond a la jeme production observée dans une série ordonnée de productions annuelles de
taille n. Ce BBI_norm permet de normaliser les écarts de productions successives par rapport au
rendement moyen, alors que le BBI classiqguement calculé ne le fait pas. En effet, dans le BBI
classique, chaque différence absolue a un poids différent en fonction de la valeur de cette différence.
Cette normalisation rend le BBI_norm moins sensible a la déviation par rapport a I'hypothéese des
résidus alternants, avec des amplitudes a peu prés proportionnelles au niveau de tendance
correspondant.

Lorsque la production d’un arbre suit une tendance a I'augmentation, par exemple durant les

premieres années de production d’un arbre, Durand et al. (2013) ont modélisé de facon linéaire cette
tendance de I’évolution des rendements. Ils ont ensuite quantifié I'irrégularité de production a partir
des résidus de I'ajustement « BBI_res_norm », c’est-a-dire sur les écarts entre les rendements

observés et la tendance ajustée.

Yieo & =&l /(n—1)
Z?=1Yi/n

BBI res_norm =

ol n correspond au nombre de mesures, et & aux résidus de I'ajustement de la tendance au cours de
I'année i. BBI_res_norm correspond donc a une normalisation des fluctuations résiduelles par la
production moyenne, et a pour réle de mesurer 'amplitude des variations autour de la tendance de
production au cours des années. Cet indice nous permet de savoir si la production est réguliere
(BBI_res_norm faible) ou irréguliére (BBI_res_norm élevé) au cours des années.

Si la tendance a l'augmentation de production entre les années successives est faible,
BBI_res_norm est supposé étre une approximation de BBI_norm.

Cependant, bien que le BBI_res_norm soit une mesure de l'irrégularité de production, il ne
permet pas de différencier les patterns irréguliers des patterns alternants. Durand et al. (2013) ont
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donc proposé un coefficient y qui permet de discriminer les patterns alternants des patterns
irréguliers. Ce coefficient y correspond au coefficient du modele autorégressif qui caractérise les
dépendances entre les rendements, ou les résidus par rapport a la tendance, consécutifs.

g =v(&-1) tyy

ou g correspond au méme résidu que dans le BBIl_res_norm, y est le coefficient moyen, et u;
correspond au résidu au temps i. Pour un pattern alternant, les rendements successifs ont tendance
a étre corrélés négativement et I'on s’attend a des valeurs de y proches de -1. Pour un pattern
irrégulier, il n’y a pas de structure particuliere de corrélation entre les rendements successifs et on
s’attend a des valeurs de y proches de 0.

En combinant les valeurs de BBI et y, on définit le pattern de régularité d’un arbre. Les arbres
dont la production est irréguliere (variation interannuelle de production marquée sans pattern
particulier) ont des valeurs de BBI_res_norm élevées et des valeurs de y proches de 0, et les arbres
dont la production est alternante (variation interannuelle de production marquée avec un pattern
alternant) ont des valeurs de BBI_res_norm élevées et des valeurs de y proches de -1 (Tableau 2).

Un arbre avec une production completement réguliere au cours du temps correspond
théoriquement a BBI_res_norm=0. Ce qui ne se rencontre jamais. Les valeurs de BBl _res _norm
faibles traduisent une production réguliere, avec cependant de faibles variations interannuelles de
production, que I'on peut appeler ‘bruit’. Ce bruit peut avoir une structure irréguliére, correspondant
a un coefficient y proche de 0, ou alternante, correspondant a un coefficient y proche de -1 (Tableau
2).

Tableau 2 : Pattern de production attendu en fonction des valeurs de BBI_res_norm et du coefficient
Y.

BBI_res_norm

Faible Elevé
Régulier avec bruit N
Proche de O o Irrégulier
v irrégulier

Régulier avec bruit
Proche de -1 8 Alternant

alternant

b) Utilisation des indices d’irrégularité de production dans la littérature

Le BBI a été largement utilisé pour étudier I'irrégularité de production a I'échelle du verger, de
I'arbre ou de la branche (Wilcox, 1944 ; Singh, 1948 ; Pearce et Dobersek-Urbanc, 1967 ; Jonkers,
1979), sur différentes espeéces fruitieres, dont le pommier Malus domestica (Barrit et al., 1997), le
manguier (Reddy et al., 2003), le caféier Coffea canephora L. (Cilas et al., 2011), les agrumes (Smith
et al., 2004), la noix de pécan (Wood et al., 2004) et le pistachier Pistacia vera L. (Rosenstock et al.,
2010).
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Ces indices d’irrégularité ont été utilisés pour étudier les effets de nombreux facteurs sur
I'alternance de production, comme par exemple lI'effet du porte-greffe (Barrit et al, 1997 sur
pommier ; Stenzel et al., 2003 sur mandarinier Citrus reticulata Blanco cultivar ‘Ponkan’ ; Mourao
Filho et al., 2007 sur mandarinier ‘Fallglo’ et ‘Sunburst’), I'effet de la taille des pousses (Wood et
Stahmann, 2004 sur noix de pécan) ou des racines (Ferree, 1992 sur pommier ‘Jonathan’) ou encore
I'effet du cultivar (Lauri et al., 1995 sur pommier ; Conner et Worley, 2000 sur noix de pécan).

Reddy et al. (2003) ont observé que la régularité de production du manguier ‘Alphonso’ au
cours des 21 années successives de production est affectée par le porte-greffe : I'alternance la plus
forte est observée avec le porte-greffe ‘Kurukan’ (BBI=0.26) et I’alternance la plus faible avec ‘Olour’
(BBI=0.38). A l'inverse, Smith et al. (2004) n'ont pas trouvé d’effet significatif du porte-greffe sur
I'alternance de production mandarinier ‘Ellendale’ au cours des 26 années successives de production.
En revanche, ils ont séparés cette série de 26 années successives en trois périodes de longueur
identique, correspondant a des changements de pattern d’irrégularité de production, et ont mis en
évidence un faible indice BBI pendant la premiére période (BBI=0.119), un indice intermédiaire dans
la période médiane (BBI=0.260), et un indice élevé dans la derniére période (BBI=0.470), tous porte-
greffe confondu. Rosenstock et al. (2010) ont quantifié I'alternance de production via I'indice BBI de
4288 pistachiers, cultivar ‘Kerman’ greffé sur P. integerrima, au cours de six années de production. lls
ont montré que le BBI est en moyenne de 0.48 sur le verger. En revanche, il existe un fort effet arbre
sur l'irrégularité de production, le BBI variant entre 0.04 et 0.83 entre les arbres.

Les indices d’alternance de production nous permettent de quantifier I'évolution des
productions sur plusieurs années, et d’analyser quelles espéces ou quels cultivars sont alternants,
irréguliers, ou réguliers. Cependant la compréhension des facteurs influencant l'irrégularité de
production est également indispensable pour apporter des solutions a ce probleme agronomique.

C. Facteurs déclenchant et entretenant l'irrégularité de production

Les facteurs qui déclenchent I'irrégularité de production sont de différentes natures que ceux
qui entretiennent l'irrégularité (Goldschmidt, 2005). Pour comprendre le phénomene d’irrégularité
de production des espéces fruitieres, il nous semble utile de distinguer ces facteurs déclenchant, et
ces facteurs entretenant l'irrégularité de production des arbres.

a) Facteurs déclenchant l'irrégularité de production

Différents stress environnementaux et/ou biotiques peuvent déclencher lirrégularité de
production. Ces facteurs peuvent endommager les inflorescences et/ou les fruits, diminuant la
production une année. lls peuvent également endommager les feuilles, affectant I'activité
photosynthétique, réduisant la disponibilité des réserves carbonées et diminuant ainsi la floraison et
la fructification (Taiz et Zeiger, 2002). Cette diminution de production une année permet a 'arbre
d’accumuler des ressources énergétiques, et a pour conséquence I'augmentation de la floraison et
potentiellement de la fructification I'année suivante.
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- La température. Un gel tardif peut abimer ou détruire les inflorescences de fruitiers
tempérés (Williams et Edgerton (1974)sur pommier). Les températures froides mais positives
peuvent diminuer la floraison, en abimant les inflorescences, la fructification, en affectant par
exemple I'activité des abeilles qui participent a la pollinisation et a la nouaison, et/ou la production,
en provoquant la chute des fruits (Gallasch et al.,, 1978 sur oranger). Chez beaucoup d’especes,
notamment l'olivier, les agrumes, le manguier, le litchi, I'avocatier et le pacanier, I'induction florale a
lieu pendant ou a la fin de I'hiver, sous I'effet de températures fraiches (Wilkie et al., 2008). Il semble
y avoir une augmentation des transcrits codant pour les genes FLOWERING LOCUS T (FT),
responsables de l'initiation florale, dans les feuilles pendant les mois d'hiver chez ces espeéces
(Samach et Smith, 2013). Une température trop élevée pendant la saison fraiche peut diminuer la
transcription de ces genes, et par conséquent diminuer la floraison et la production une année
(année « OFF »). Chez les especes tropicales comme le manguier, des températures supérieures a
15°C la nuit et supérieures a 20°C la journée, peuvent induire une initiation de la croissance
végétative, empéchant alors l'initiation florale, et par conséquent affectant la production (Ramirez et
Davenport, 2010).

- La disponibilité en eau. Un déficit hydrique juste au moment de la floraison peut affecter
I'ouverture des fleurs chez le caféier (Coffea arabica L.) (Crisosto et al., 1992), et, apres la floraison, il
peut réduire de 50% la production de raisin chez la vigne (Vitis vinifera L.) (McCarthy, 1997). De plus,
un déficit hydrique juste apres la mise en place des feuilles peut stimuler leur senescence et causer
éventuellement leur chute, affectant la photosynthése, et pouvant ainsi réduire la disponibilité des
réserves carbonées ainsi que I'aptitude de I'arbre a fleurir et fructifier (Taiz et Zeiger, 2002). En cas
de stress hydrique, la plante produit de I'acide abscissique qui induit une chute importante de
feuilles, affectant alors I'activité photosynthétique de I'arbre, et par conséquent la floraison et la
croissance des fruits suivantes (Davies, 2010). La faible humidité de I'air au moment de la floraison
peut entrainer une dessiccation des stigmates et peut par la suite diminuer la germination du pollen
et donc affecter la fructification (Gardner, 1966 sur avocatier ; Moss, 1969 ; Valiente et Albrigo,
2004). Au moment de la croissance des fruits, la faible humidité de I'air peut accroitre la chute des
fruits (Chandler, 1950 sur olivier).

- Les phénomeénes extrémes, i.e., une sécheresse extréme, des pluies diluviennes, ou encore
des cyclones ou ouragans, qui peuvent conduire a une perte de la floraison et/ou de la production.

- Des ravageurs et des maladies peuvent affecter les inflorescences, les fruits et les feuilles,
diminuant ainsi la production ou affectant I'activité photosynthétique au cours d’une année. Par
exemple la cécidomyie des fleurs (Procontarinia mangiferae) est un petit diptére qui pond sur les
inflorescences de manguier. Les larves se développent a l'intérieur des inflorescences, pouvant
entrainer la destruction partielle ou totale des inflorescences (Amouroux et al, 2009). Chez
I’avocatier ou le manguier, I'anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) affecte les inflorescences
et les feuilles en les nécrosant, et provoque une pourriture des fruits par le pédoncule entrainant leur
chute prématuré (Kohler et Pellegrin, 1992 ; Amouroux et al., 2009).

Le déclenchement de l'irrégularité de production par les facteurs environnementaux et/ou
biotiques peut affecter tous les cultivars d’une espece donnée, qu’ils soient réguliers ou non.
Cependant, les cultivars ne vont pas réagir de la méme maniére au cours du temps (Figure 4). Les
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cultivars réguliers vont rapidement retrouver leur équilibre et régularité de production. En revanche,
les cultivars irréguliers vont maintenir cette irrégularité. Un nouvel épisode environnemental et/ou
biotique peut ensuite déclencher un nouveau cycle d’irrégularité de production (Monselise et
Goldschmidt, 1982).

DECLENCHEMENT
ENVIRONNEMENTAL ET/OU BIOTIQUE

REGULIERE

PRODUCTION

ALTERNANCE

OFF ON OFF ON  OFF
l l | | 1
ANNEES

Figure 4 : Différences schématiques dans la production de cultivars réguliers et alternants réagissant

a un facteur environnemental ou biotique déclencheur. Les traits plein correspondent a une
production alternante au cours du temps tandis que les traits en pointillé correspondent a une
production réguliere. Adaptée de Monselise et Goldschmidt (1982).

b) Facteurs entretenant l'irrégularité de production

L'irrégularité de production est principalement entretenue par des facteurs endogenes, c’est-
a-dire intrinséques a I'arbre. De nombreuses études sur ces facteurs endogenes mettent en évidence
le fait que l'irrégularité serait liée a des facteurs hormonaux (Marino et Greene, 1981 ; Samach et
Smith, 2013), aux ressources carbonées de I'arbre (Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Smith et
Samach, 2013), a des facteurs architecturaux (Normand et al., 2009 ; Dambreville et al., 2013) et/ou
a des facteurs génétiques (Samach et Smith, 2013 ; Smith et Samach, 2013).

Une forte production une année peut entrainer, via les facteurs cités ci-dessus, une floraison
et/ou une fructification réduite(s) I'année suivante, le tout modulé par des facteurs génétiques. Ces
facteurs peuvent avoir des effets directs sur I'irrégularité de production, i.e., ils peuvent affecter la
floraison ou la fructification diminuant ainsi la production une année, mais peuvent également avoir
des effets indirects sur la production, par exemple en affectant la croissance végétative,
potentiellement porteuse de la future floraison et fructification.

- Les facteurs hormonaux: Les phytohormones, des substances produites par les plantes
permettant de réguler leur croissance et développement, sont souvent étudiées dans le cadre des
travaux sur l'irrégularité de production (Luckwill, 1974). Certaines de ces hormones sont présentées
et décrites dans I'Encart 1, et leurs abréviations seront utilisées par la suite.
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Effets directs : Les graines a l'intérieure des fruits sont connues pour contenir de I'auxine (AIA),
des gibbérellines (GAs) et des cytokinines (CKs), des hormones qui jouent un réle dans I'induction
florale. Chez des especes tempérées comme le pommier, I'induction florale a lieu en méme temps
que la croissance des fruits. Certaines GAs sécrétées par les graines peuvent inhiber I'induction
florale sur les axes a proximité des fruits (Chan et Cain, 1967 ; Moss, 1969 ; Luckwill, 1974 ; Wilkie et
al., 2008), ce qui affecte la floraison et la production I'année suivante.

Effets indirects : Les hormones produites par les organes reproducteurs, inflorescences et/ou
fruits, peuvent affecter le débourrement végétatif. Le flux basipéte d’AlIA produit par les fruits en
croissance affecte négativement le débourrement végétatif en maintenant un haut niveau d’AlA et
de SLs dans I'axe porteur, et en inhibant la biosynthése des CKs (Tanaka et al., 2006 ; Gomez-Roldan
et al., 2008 ; Umehara et al.,, 2008 ; Ferguson et Beveridge, 2009 ; Waldie et al,, 2010 ; Smith et
Samach, 2013). Il y a alors moins de croissance végétative pour porter la floraison et production
suivante. L’accumulation d’ABA dans les fruits matures serait également responsable de I'effet
négatif des fruits sur le développement des bourgeons latéraux (Goldschmidt et al.,, 1973 ; Tamas et
al., 1979).

Encart 1 : réles des différentes phytohormones (Davies, 2010)

L'auxine, I'acide indole 3-acétique (AlA), synthétisée principalement dans les jeunes feuilles,
les inflorescences et les fruits (particulierement les graines) en développement, joue un réle majeur
dans le controle de la croissance et du développement des plantes. Son action dépend fortement a la
fois de sa concentration mais également du tissu sur lequel elle agit. Par exemple, une méme
concentration d’AlA peut inhiber le développement d’un bourgeon alors qu’elle favorise I'élongation
d’une tige. A forte concentration, le flux basipete d’AlA a un effet inhibiteur sur le débourrement des
bourgeons axillaires.

Les gibbérellines (GAs), dont le composé actif est appelé I'acide gibbérellique (noté GA3), sont
synthétisées dans les jeunes tissus des pousses et dans les graines en développement, et stimulent la
croissance des tiges, I'induction de la germination des graines, la production d’enzymes pendant la
germination, la nouaison et la croissance des fruits. Il y a plus de 100 GAs, avec des propriétés, des
roles et des effets différents, parfois méme totalement opposés. La GA1 est la premiéere GA active et
est responsable principalement de I'élongation de la tige.

Les cytokinines (CKs) sont des substances proches des bases puriques, et sont divisées en deux
types : les cytokinines de type adénine, représenté par la kinétine ou la zéatine, et les cytokinines de
type phenylurea (Aina et al., 2012). Elles sont synthétisées au niveau de I'apex racinaire, des graines
en développement et dans les axes. Elles sont transportées de maniere acropete via le xyleme
jusqu’aux parties en croissance des pousses. Les CKs stimulent la croissance des bourgeons latéraux,
permettent I'expansion des feuilles, la production de chlorophylle, la croissance cellulaire et la
formation de jeunes pousses. En présence de faible teneur en AlA, les CKs ont la faculté d’induire la
division cellulaire et permettent le débourrement végétatif des bourgeons (Sakakibara, 2010).

L'acide abscissique (ABA) est synthétisé a I'intérieur des plastes des racines et des feuilles
matures. Les graines sont riches en ABA, qui peut étre importé depuis les feuilles ou synthétisé in
situ. L’ABA possede plusieurs roéles, dont celui d’induire la dormance et d’inhiber la germination, de
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prolonger la dormance des graines, et d’arréter la croissance des bourgeons ayant démarré. L’ABA
joue également un role dans la défense contre différents stress, notamment hydrique (fermeture des
stomates), dans la senescence des feuilles et dans l'inhibition de la croissance végétative.

L’acide jasmonique (AJ), du groupe des Jasmonates qui sont des dérivés de cyclopentanones
issus de la voie de biosynthese des acides gras, joue un role dans la régulation du fonctionnement
cellulaire et le développement de la plante. L’AJ a été trouvé dans tous les organes de la plante avec
des taux élevés au niveau des fleurs et des jeunes tissus du péricarpe du fruit. L’AJ inhibe la
croissance végétative et la germination des graines non dormantes, stimule la germination des
graines dormantes levant ainsi la dormance, et stimule le mdrissement des fruits (via I'éthyléene). Il
joue également un réle dans la résistance aux insectes et ravageurs.

Les strigolactones (SLs), appelés aussi hormones de ramification, ont d’abord été identifiées
comme des indicateurs de germination des graines de plantes parasites. Les chercheurs ont ensuite
mis en évidence leur mobilité et leur faculté a agir a longue distance, entre leur lieu de synthése et
leur lieu d’action, pour inhiber le débourrement des bourgeons axillaires préformés, méme a faible
concentration. Les SLs sont synthétisées a trés faible dose dans les racines et a encore plus faible
dose dans certaines parties de la tige, puis migrent vers les pousses par le xyleme (Waldie, 2014).

- Les facteurs carbonés et minéraux : Les études sur l'irrégularité de production considérent
également les facteurs carbonés et minéraux pour comprendre I'entretien de cette irrégularité. Le
carbone, I'azote, le potassium, le calcium et le magnésium sont des éléments nutritifs nécessaires a
la nutrition des plantes et a la croissance des fruits (Raven et al., 1961 ; Léchaudel et al., 2005). Une
production élevée de fruits engendre une mobilisation importante de ces éléments nutritifs,
principalement en carbone et minéraux, pour la croissance des fruits. Cette mobilisation génére alors
un épuisement des réserves, et une diminution de la croissance végétative, dépendante elle aussi de
ces réserves nutritives. De plus, la reconstitution de réserves n’est pas suffisante pour la floraison
suivante, diminuant ainsi la floraison et la production suivante.

Effets directs : Durant les années « ON », la croissance de nombreux fruits, qui sont des puits
importants pour le carbone (Geiger, 1976), cause I'épuisement des réserves en glucides de |'arbre. La
floraison et la fructification, processus colteux en carbone et en minéraux, peuvent alors étre
affectées négativement I'année suivante (année « OFF ») par I'épuisement des réserves carbonées et
minérales de I'arbre (Hansen, 1969 ; Sachs, 1977 ; Goldschmidt, 1999 ; Wilkie et al., 2008). Un effet
positif des glucides sur la floraison et la fructification est suspecté (Goldschmidt, 1999). Il est alors
possible qu’une diminution des glucides engendre une diminution de la floraison.

Effets indirects: Une production élevée de fruits peut créer également des déficiences en
éléments en glucides et en minéraux a cause de la mobilisation des réserves de I'arbre pour les fruits.
Ces déficiences apparaissent en premier chez les feuilles, les branches puis les jeunes racines, le
tronc et les racines lignifiées (Goldschmidt et Golomb, 1982). Les éléments nutritifs, mobilisés
préférentiellement vers le fruit en croissance, ne seront alors plus disponibles pour la croissance
végétative, ce qui peut affecter la floraison et la fructification au cycle suivant (Akao et al., 1981 ;
Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Goldschmidt, 1999).

- Les facteurs architecturaux : Les études sur l'irrégularité de production se sont également
intéressées aux facteurs architecturaux pour comprendre I'effet négatif d’une forte production sur la
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floraison et la fructification I'année suivante (Lauri et Laurens, 2005 ; Costes et al., 2006 ; Lauri et al.,
2006 ; Barthélémy et Caraglio, 2007 ; Lauri et al., 2008a).

Certains facteurs morphologiques, comme le nombre, les dimensions ou la topologie des pousses
peuvent affecter la croissance végétative, la floraison et la fructification suivante. Chez I'avocatier, les
fortes productions de fruits, ainsi que le nombre de pousses reproductrices une année, affectent
négativement la croissance des pousses végétative d’été, qui sont responsables d’une floraison et
d’une production importante au cycle suivant (Lovatt, 2010). La nature reproductrice d’'une pousse
au cours d’'un cycle retarde la date de floraison au cycle suivant (Dambreville et al., 2013 sur
manguier). Cependant, une floraison tardive peut étre affectée par les conditions climatiques qui
peuvent ne plus étre optimales, et/ou par les bioagresseurs, affectant ainsi la fructification. De plus,
le débourrement d’'une pousse ayant porté un fruit est plus tardif que sur une pousse restée
quiescente (Dambreville et al., 2013). Les nouvelles pousses tardives peuvent ne pas avoir le temps
d’atteindre leur maturation avant la floraison, et pourront alors ne pas fleurir. Chez le manguier les
pousses apicales, i.e., issues du méristéme apical, ont tendance a fleurir, fructifier, et se ramifier plus
que les pousses latérales, i.e., issues du méristeme latéral (Normand et al., 2009). Or une année de
forte fructification, la grande majorité des bourgeons apicaux se transforment en inflorescences, ne
laissant disponibles que des bourgeons latéraux, qui ont une probabilité de débourrement plus
faible. Cette forte fructification affecte alors la croissance végétative suivante, porteuse de la future
floraison. La forte production une année affecte la vigueur de I'arbre sur le long terme, puisqu’elle
réduit la croissance cumulée au cours des années, affectant la fructification et induisant alors
I'alternance de production des arbres (Regnard et al., 2002 ; Costes et al., 2006).

- Les facteurs génétiques : Guitton et al. (2012) ont étudié les déterminants génétiques de
I’alternance de production en recherchant des locus de caractéres quantitatifs (QTL pour quantitative
trait loci). Un QTL représente une région plus ou moins grande d'ADN qui est étroitement associée a
un caractére quantitatif (I’alternance de production dans ce cas), c'est-a-dire une région
chromosomique ou sont localisés un ou plusieurs génes a I'origine du caractére en question. lls ont
montré que trois QTLs expliqguent 50% de la variabilité phénotypique pour I'alternance de production
du pommier. Plusieurs génes impliqués dans la biosynthése des GAs sont localisés dans les QTLs liés a
I'alternance de production, alors que les génes clés responsables de la floraison (FT et TFL1) ne sont
pas présents a l'intérieur de ces QTLs. Ces résultats indiquent que l'alternance production est
probablement plus influencée et contrblée par les génes liés aux hormones que par les génes de
floraison. D’autres études ont mis en évidence que les QTLs liés a l'intensité de ramification sont
localisés proche des QTLs lié a I'alternance de production (Segura et al., 2009).

- Les mécanismes moléculaires : Puisque l'irrégularité de production est en partie liée a
I'induction florale, les genes liés a la floraison, comme les genes FT (FLOWERING LOCUS T) et TFL1
(TERMINAL FLOWER 1), pourraient étre impliqués dans ce phénomeéne.

Effets directs : Ces génes ont d’abord été identifiés comme affectant I'induction florale chez
Arabidopsis thaliana (Bernier et Périlleux, 2005 ; Tan et Swain, 2006 ; Corbesier et al., 2007). Chez
Arabidopsis, le géne FT favorise I'induction florale dans les méristéemes (Tamaki et al., 2007) alors que
le géne TFL1 I'inhibe (Ratcliffe et al., 1999). L'effet des fruits sur I'expression des génes responsables
de la floraison a également été étudié chez plusieurs espéces, dont le pommier, le manguier et les
agrumes (Samach et Smith 2013). Chez le pommier, les niveaux d’expression du géne TFL1 sont
significativement plus importants dans les bourgeons apicaux des arbres trés chargés en fruits que
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dans ceux des arbres non-chargés, inhibant ainsi la floraison suivante (Kittikorn et al., 2011 ). De plus,
les niveaux d’expression du gene FT sont plus faibles dans les bourgeons apicaux des arbres trés
chargés que dans ceux des arbres non-chargés (Kittikorn et al., 2011 ; Samach et Smith, 2013). Chez
les agrumes, ainsi que chez I'avocatier, il semble que la charge en fruits une année « ON » inhibe
I'induction florale responsable de la floraison I'année suivante en réprimant certains génes de
floraison (FT et SOC1, MADS-box TFs SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1) présents
dans les feuilles (Munoz-Fambuena et al., 2011 ; Ziv et al., 2014). Ces résultats suggerent un lien
entre 'augmentation de I'expression de FT a la fin de I'automne et I'induction florale pour I'année
suivante.

Effets indirects: Tanaka et al. (2006) ont montré que I'AlA, produit par les fruits, affecte
négativement le débourrement végétatif en réprimant le géne IPT (ADENOSINE PHOSPHATE-
ISOPENTENYLTRANSFERASE) responsable de la biosynthése des CKs. Une forte production de fruit
engendre un flux d’AIA important, inhibant la synthése des CKs, et par conséquent le débourrement
végétatif.

2. Les colts de la reproduction
A. Définitions

Tous les individus sont soumis a trois grandes fonctions principales qui leur permettent de se
développer : la croissance, la défense et la reproduction. Le principe d’Allocation des ressources
(« Principle of Allocation » ; Levins, 1968) est défini par I'investissement en ressources dans une de
ces trois grandes fonctions, engendrant une diminution des ressources et une perte de potentiel
d’investissement pour les autres fonctions (Stearns, 1992 ; Figure 5). Des compromis, ou « trade-
offs » évolutifs, dans I’allocation des ressources sont alors nécessaires entre les différentes fonctions
(Reznick, 1985).

Croissance

"4

Défense Reproduction

Figure 5: Principe d’allocation des ressources (Levins, 1968) entre trois grandes fonctions d’un
individu : la croissance, la défense et la reproduction.

Pour qu’un individu dispose d’un succés reproducteur important, des compromis dans
I'allocation des ressources doivent avoir lieu entre les différentes fonctions, puisque toutes les
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fonctions ne peuvent pas étre a leur optimum au méme moment (Reznick, 1985). Ces compromis
correspondent a des colits de la reproduction, qui sont définis en termes de perte de futur succes
reproducteur potentiel au cycle n+1, causée par linvestissement, métabolique et/ou
démographique, dans la reproduction au cycle n (Jonsson, 2000 ; Obeso, 2002 ; Reekie et Bazzaz,
2005). L'objectif est de maximiser le succes reproducteur sur I’'ensemble de la vie de la plante, et non
pas sur un seul cycle.

Les colts de la reproduction chez les plantes peuvent se répartir en deux catégories
complémentaires (Obeso, 2002) :

- Les colits directs de la reproduction correspondent a l'investissement dans la reproduction
au cycle n, c’est-a-dire aux ressources que l'individu alloue pour sa reproduction (floraison et
croissance des fruits) (Newell, 1991). Ces investissements peuvent étre métaboliques, i.e., carbonés
ou énergétiques, et/ou démographiques, i.e., a travers le nombre de bourgeons se transformant en
inflorescence puis en fruit. Ces colits peuvent étre identifiés par exemple via la quantité d’énergie
investie dans la reproduction (i.e., la production de nectar et/ou de graines ; Galen et al., 1993), ou
via l'investissement des ressources en carbone et en azote associés a la croissance des fruits
(Léchaudel et al., 2005 ; Daniels et al., 2013).

- Les colits retardés de la reproduction peuvent étre examinés a court terme ou a long terme
(Obeso, 2002). A court terme, les colts retardés de la reproduction correspondent aux conséquences
négatives, en termes de croissance végétative et reproduction, au cycle n+1 de l'investissement des
ressources dans le processus de reproduction au cycle n (Newell, 1991). Ces investissements peuvent
étre métaboliques, i.e., I'énergie investie dans la reproduction, et/ou démographiques, comme par
exemple le nombre de bourgeons disponibles. Plus le nombre de bourgeons investis dans la floraison
au cycle n est élevé, plus le nombre de bourgeons restant végétatifs pour la croissance végétative
(potentiellement porteuse de la future floraison) au cours du cycle n+1 est faible (Pellerin et al,,
2011 ; Dambreville et al., 2013). A long terme, ces colts sont généralement étudiés a I'échelle d’une
population, via une quantification du taux de mortalité des populations et/ou taux de croissance des
populations sur plusieurs saisons.

B. Historique

L'idée que la reproduction d’un individu entre en compétition avec ses autres fonctions est
aussi ancienne que I’histoire naturelle elle-méme (Jonsson et Tuomi, 1994). C'est au cours de
I’Antiquité que les Hommes ont compris que la reproduction des individus entraine des
conséguences négatives sur leurs performances (Jonsson et Tuomi, 1994). En revanche, ce n’est qu’a
partir du 19°™ siécle que I'idée que la reproduction implique un investissement dans des ressources
énergétiques a été émise (Mattirolo, 1899).

C'est avec Fisher (1930) et son livre ‘The genetical theory of natural selection’ (« la théorie
génétique de la sélection naturelle ») que les recherches sur les stratégies de reproduction en lien
avec [utilisation des ressources de l'individu et du milieu ont débuté. Les études corrélant
négativement la taille des pontes des oiseaux et les ressources du milieu (Cody, 1966 ; Williams,
1966) sont les premiéres a avancer les hypothéses du « Principe d’allocation » (défini par Levins en
1968) et de « I'effort reproductif ».
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Le premier article concernant I'investissement dans la reproduction des espéeces végétales a
été rédigé par Salisbury en 1942. Il a examiné une large partie de la flore britannique, et a révélé un
trade-off, une relation négative, entre la taille et le nombre des graines. Plus une plante produit de
graines, i.e., s'investit dans la reproduction, plus ces graines sont de petite taille. Le premier article
faisant le lien entre I'’économie des ressources et les grandes fonctions des plantes a été écrit par
Harper et Ogden (1970). lls ont étudié la répartition de la biomasse de Senecio vulgaris sous
différents niveaux de stress (faible, moyen et élevé) liés a la taille des pots dans lesquels se sont
développé les plantes. lls ont montré, entre autre, que les plantes confrontées a des niveaux de
stress faible et moyen développent plus de biomasse dans les racines et les tiges que les plantes a
niveau de stress élevé, qui restent sous forme de rosettes. L'effort reproductif, i.e., la biomasse des
graines par rapport a la biomasse totale, des plantes sous stress faible et moyen est de 21% en
comparaison de I'effort reproductif des plantes a niveau de stress élevé qui n’est que de 3%.

Par la suite, un grand nombre d’études sur I'effort reproductif des plantes a été publié. Harper
(1977) a compilé plusieurs études concernant I'écologie de la reproduction et en a conclu que les
plantes pérennes polycarpiques montrent souvent une corrélation négative entre la production de
graines et/ou de fruits et la croissance végétative. |l a en revanche montré une relation positive entre
la croissance végétative et la reproduction. Ces résultats suggérent que les activités reproductives et
végétatives sont, en partie du moins, compétitrices. Si la reproduction n’engendrait pas de co(ts, en
termes de futur succés reproducteur ou de survie, un organisme pourrait commencer a se reproduire
trés tot au cours de son ontogénese (Roff, 1992). Néanmoins, la plupart des plantes ont besoin
d’acquérir une taille minimale pour se reproduire, ce qui suggére que les colts de la reproduction
existent. Une des questions qui est cependant souvent discutée est de savoir si la taille minimale
nécessaire a la reproduction est un reflet des co(ts de la reproduction, ou au contraire un reflet de
certaines relations allométriques (Karlsson et Méndez, 2005).

C. Détection des colts de la reproduction et les problemes liés

Les co(its de la reproduction peuvent étre détectés via des corrélations, ou encore via des
manipulations (Reznick, 1985).

Des corrélations phénotypiques, i.e., des corrélations entre un caractere observable chez un
individu, et un colt potentiel, peuvent étre étudiées, par exemple entre la taille d’'une plante
(caractére observable) et le nombre de graines (co(t) qu’elle produit. L'investissement d’'une plante
dans la reproduction, en nombre de graines, entraine une plus faible croissance végétative (Harper,
1977).

Des manipulations expérimentales peuvent étre également étre réalisées dans le but de
détecter des colts de la reproduction. Ces manipulations correspondent a la modification physique
de certains traits ayant pour objectif de maximiser ou de minimiser I'effort reproductif et donc les
colts de la reproduction. Sur les espéces monoiques et gynodioiques, certaines expérimentations
permettent d’augmenter ou de diminuer la reproduction. Par exemple une pollinisation a la main est
une méthode permettant d’augmenter la reproduction (Primack et Hall, 1990 ; Delph et Meagher,
1995 ; Ramsey, 1997) alors que le retrait de bourgeons, d’inflorescences et/ou de fruits la diminuent
(Ashman, 1992 ; Euler et al.,, 2012 ; Toivonen et Mutikainen, 2012 ; Sletvold et Agren, 2015).
L'annélation (Newell, 1991), qui consiste a priver une branche des ressources carbonées issues du
reste de la plante (seve élaborée) en supprimant le phloeme limite les ressources disponibles, et peut
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affecter négativement la reproduction. La manipulation de I'environnement peut également étre
réalisée pour modifier les colts de la reproduction, par exemple en modifiant I'ombrage, les
températures ou la disponibilité en eau (stress hydrique) des plantes, ou encore en augmentant la
pression (herbivores, ravageurs...), pouvant affecter la survie des plantes (Horvitz et Schemske,
2002).

Un des problemes pour estimer les colits de la reproduction est qu’il peut exister des
mécanismes de compensation qui peuvent masquer ces colts de la reproduction (Tuomi et al.,
1983). Ces mécanismes sont de différentes natures (Obeso, 2002) :

- La photosynthese des feuilles peut étre stimulée par les fruits présents a proximité (Urban et
al., 2004) apportant ainsi des ressources carbonées supplémentaires (Gifford et Evans, 1981) qui
compensent en partie les co(ts de la reproduction.

- Les structures reproductives (fleurs et fruits) peuvent contribuer a leur alimentation en
carbone par leur propre photosynthése (Watson et Casper, 1984), ce qui permet de compenser en
partie les colts de reproduction. Cependant, chez la tomate, des études ont montré que la quantité
de carbone produite par I'activité photosynthétique du fruit est négligeable en comparaison de celle
nécessaire a la respiration et la croissance (Carrara et al., 2001 ; Lytovchenko et al., 2011).

- La croissance végétative et la reproduction chez certaines espéces peuvent étre limitées par
la disponibilité des méristemes (Bazzaz et Ackerly, 1992). Apres la reproduction, lorsque les fruits ne
sont plus présents sur 'arbre, I'effet inhibiteur du fruit sur le débourrement des bourgeons via le flux
basipéte d’auxine disparait (Waldie et al., 2010 ; Domagalska et Leyser, 2011 ; Smith et Samach,
2013). Il y a alors suppression du contrdle apical, défini par Wilson (2000) comme l'inhibition du
débourrement des bourgeons latéraux par le bourgeon apical, et possibilité de débourrement des
bourgeons latéraux. En se développant, ces bourgeons latéraux donnent de nombreuses nouvelles
pousses, ce qui participe a augmenter le nombre de structures d'acquisition de carbone, grace aux
feuilles formées, et ainsi compenser les colts de reproduction en termes de carbone.

- La distribution dans le temps de I'investissement dans la croissance et dans la reproduction
peut jouer sur la compétition pour les ressources. Une reproduction précoce au cours d’un cycle
entraine un décalage des phases phénologiques dans le temps, et permet d’éviter un croisement
entre les phases de reproduction et les phases de croissance végétative (Dambreville et al., 2013). Ce
décalage de phase diminue ainsi la compétition pour les ressources entre reproduction et croissance
végétative. La reproduction au cycle suivant ne sera alors pas affectée.

- L’échelle étudiée peut modifier la détection des colts de la reproduction (Obeso, 1997, 2002,
2004). Les colts de la reproduction observés a des échelles fines, par exemple a I'échelle de la
pousse, peuvent ne pas étre observés a des échelles plus élevées, par exemple a I'échelle de la
branche, a cause d’'une compensation des colts entre les pousses reproductives et les pousses non-
reproductives (Obeso, 2002).

- Les difficultés pour estimer les colts de la reproduction a différentes échelles peuvent
également étre relatives a I'autonomie des branches. En effet, si les branches ont une certaine
autonomie en termes de ressources notamment carbonées (Sprugel, 1991), les colts de la
reproduction peuvent étre détectés a I'échelle de la branche puisqu’il n’y aura pas de transferts de
ressources entre les branches reproductrices, qui ont utilisées leurs ressources pour produire des
fruits, et les branches non-reproductrices, qui n’ont pratiquement pas utilisées leurs ressources. En
revanche, si les branches ne sont que partiellement autonomes, les colts de reproduction peuvent
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ne pas étre détectés au niveau de la branche suite a des transferts de ressources entre les branches
(Henriksson et Ruohomaki, 2000 ; Banuelos, 2001).

Au-dela des difficultés méthodologiques et du fait que le concept des colts de la reproduction
est principalement descriptif, I'intérét de ces études réside dans les possibilités de lier la physiologie
a la démographie et a I’évolution des plantes (Obeso, 2002).

D. Exemples d’étude des colts de la reproduction chez des espéeces
sauvages

Les recherches sur les colts de la reproduction sont diverses et peuvent étre abordées de
plusieurs maniéres.

Les colts de la reproduction peuvent étre étudiés entre les individus males et les individus
femelles chez les especes dioiques. Ces especes fournissent une excellente opportunité pour
examiner les co(ts de la reproduction et leurs effets sur la croissance végétative car elles constituent
un matériel végétal unique permettant d’explorer, sans manipulations, les différences d’allocations
de ressources a la reproduction d’un individu (Obeso, 2002). En effet, les individus femelles
dépensent en général proportionnellement plus de leurs ressources dans la reproduction et moins
dans la survie et la croissance que les individus males (Lloyd et Webb, 1977 ; Delph, 1999 ; Nicotra,
1999 sur Siparuna grandiflora). Par exemple, Obeso (1997) a montré que, durant la fructification, les
individus femelles de houx (/lex aquifolium) allouent environ 8 fois plus de biomasse par branches
dans la floraison que les individus males. En revanche, les individus males ont une croissance
végétative plus importante que les individus femelles.

Les liens entre la taille des plantes et les colts de la reproduction associés sont également
souvent analysés. L’hypothése avancée est que si les plantes de taille importante investissent plus
dans la reproduction, alors les colts de la reproduction augmentent avec la taille de la plante
(Weiner, 1988). Ainsi, des études ont montré que les colts de la reproduction augmentent avec la
taille des plantes de Plantago major (Reekie et Bazzaz, 1992), de Pinguicula vulgaris (Worley et
Harder, 1996) et de Ranunculus acris (Hemborg et Karlsson, 1998).

La production de fruits a été corrélée a la réduction de croissance végétative, portant
potentiellement la reproduction suivante (Harper, 1977 ; Wilson et Burley, 1983). Bogdanowicz et al.
(2011) ont montré que, aprés chaque épisode de forte reproduction, les individus de Carex secalina
produisent un nombre de pousses végétatives plus faible. Kawamura et Takeda (2006) ont mis en
évidence des effets négatifs de la floraison sur la croissance végétative de Vaccinium hirtum, a savoir
une diminution du nombre et de la longueur des pousses végétatives.

Certaines études se focalisent sur les colits métaboliques de la reproduction, comme par
exemple la production de nectar, qui représente un investissement énergétique considérable (Harder
et Barret, 1992). Pyke (1991), aprés avoir retiré le nectar des fleurs de Blandfordia nobilis, a constaté
une augmentation de la production de nectar ainsi qu’une réduction de la production de graines. Ces
résultats suggerent un trade-off entre la production de nectar et la production de graines.
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E. Colts de la reproduction en horticulture fruitiere

Les colts de la reproduction sont généralement étudiés sur des espéeces sauvages pérennes
herbacées ou ligneuses, mais ont rarement été étudiés sur des plantes cultivées, comme sur des
arbres fruitiers. Pourtant, on peut s’attendre a des colts de la reproduction plus élevés chez les
plantes cultivées, et donc plus faciles a détecter, du fait de la sélection de génotypes a haute
productivité par rapport aux génotypes sauvages (Obeso, 2002).

Des impacts négatifs de la reproduction une année sur la croissance végétative et la
reproduction suivantes, ont été mis en évidence sur plusieurs arbres fruitiers sans toutefois faire
référence explicitement au concept des colts de la reproduction (Murneek, 1926 ; Grace et Wetzel,
1981 ; Forshey et Elfving, 1989 ; Koztowski, 1992a).

Des études sur pommier et sur oranger ont mis en évidence un effet négatif d’'une charge
importante en fruits sur le développement végétatif suivant (Lenz, 1967 ; Jonkers, 1979 ; Forshey et
Elfving, 1989 ; Lauri et al., 2010). De plus, des relations négatives entre les productions de fruits sur
deux années successives ont été montrées sur pommier (Chan et Cain, 1967) et sur poirier (Jonkers,
1979). Jannoyer et Lauri (2009) ont montré que la diminution de 50% du nombre d’inflorescence sur
un manguier augmente le taux de fructification, ce qui permet de maintenir la production par
rapport a des témoins sans réduction du nombre d’inflorescences.

Stevenson et Shackel (1998) ont étudié chez le pistachier les liens entre les colts de
construction de la reproduction, correspondant a la quantité d’énergie nécessaire pour produire un
gain net de matiere seche reproductive, i.e., fruit, et I'alternance de production des arbres. Ils ont
montré que le stockage des glucides chez des arbres en année « OFF » équivaut a seulement 8% de
I’énergie nécessaire a la construction de la reproduction I'lannée « ON »suivante. L’alternance de
production du pistachier n’est pas due a 'augmentation de la production de biomasse reproductive
pendant les années « ON » mais plutét au changement dans l'allocation de biomasse entre la
croissance végétative et la croissance des fruits.
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Il. Le manguier, problématique et hypotheses

1. Généralités sur le manguier

A. Taxonomie, origine et distribution

Le manguier, Mangifera indica L., est un arbre de la famille des Anacardiacées, comme
I’'anacardier (Anacardium occidentale) et le pistachier (Pistacia vera L.) (Bompard, 2009). Cette
famille comporte environ 600 especes de plantes dicotylédones réparties en 73 genres dans les
régions tempérées et tropicales (Bompard et Schnell, 1997). La plupart de ces espéces ont une
importance économique, comme la production de fruits comestibles (manguier, anacardier,
pistachier), mais également la production de bois (Anacarium occidentale, Schinus molle), de tanin
(Rhus coriaria, Cotinus coggygria) et de thérébentine (Pistacia terebenthus). Le genre Mangifera
comporte 69 especes, mais seule I'espéce Mangifera indica est cultivée (Photo 1).

Photo 1 : Manguiers (Mangifera indica L.). © Mathilde Capelli.

Le manguier est originaire d’'une vaste zone s’étendant des foréts du Nord-Est de I'Inde, du
Bhoutan, de I’Assam et de la Birmanie, jusqu’aux Philippines (Kosterman et Bompard, 1993). Sa
domestication y aurait débuté il y a 4000 ans (De Candolle, 1885), et deux zones d’origine sont
identifiées (Figure 6) : le Nord de I'Inde avec les mangues monoembryonées, et I'Asie du Sud-Est
(Indonésie, Philippines, Thailande) avec les mangues polyembryonées (lyer and Schnell, 2009). Le
manguier fut introduit au Xéme siécle en Afrique de I'Est et a Madagascar par les navigateurs Arabes,
et au XVléme siecle en Afrique de I'Ouest et au Brésil par les Portugais. Il a été disséminé autour de la
ceinture intertropicale par les navigateurs dés le XVlleme siécle (Mukherjee, 1997).
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Le manguier est maintenant cultivé dans toute la zone intertropicale, a I'exception des régions
ou le climat lui est défavorable : températures trop basses en altitude, pluviosité trop faible ou trop
forte, absence de saison séche marquée... Son extension actuelle dans une centaine de pays
tropicaux et sub-tropicaux est répartie sur les cinq continents. Dans quelques cas cependant, la zone
de culture s’étend dans des zones marginales au climat méditerranéen, comme Israél ou le Sud de
I’Espagne.

—— Berceau d'origine
— Zone marginale de culture du manguier
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Figure 6 : Répartition de la culture économique de la mangue a travers le monde entre 1994 et 2004.
Adaptée de Mukherjee (1997) et FAOSTAT (2015).

La plupart des especes qui sont cultivées sur une aire géographique étendue présentent une
grande diversité génétique due aux différents environnements de culture. Par exemple, les variétés
de manguier présentes en Inde different nettement au niveau de I'architecture de I’arbre, mais
également au niveau de la forme et de la couleur des fruits, des variétés se développant dans les
pays du Sud-Est de I’Asie (Knight et al., 2009).

Un autre facteur qui a favorisé la diversité génétique a été l'introduction massive de cette
espece dans de nouvelles zones géographiques au cours des 500 dernieres années, notamment dans
I'hémisphére Nord. De cette maniére, la diversité génétique a été amenée dans des zones trés
éloignées de I'aire d'origine de l'espéce (Knight et al, 2009). La diffusion du manguier, et la
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multiplication dans ces nouvelles zones, se sont faites par graine et semis, favorisant ainsi la diversité
génétique. En effet, les manguiers monoembryonés sont peu stables génétiquement par semis, i.e.,
ils ne se reproduisent pas a l'identique. Les populations locales ont sélectionné puis multiplié
végétativement les génotypes les plus intéressants, surtout sur la base de la qualité des fruits. Plus
de 1000 variétés de manguiers existent ainsi a travers le monde. Cependant, seulement une
quinzaine de cultivars, i.e. variétés cultivées, représentent la majeure partie de la production
mondiale.

B. Production mondiale

La mangue se place couramment a la cinquiéme place de la production fruitiéere mondiale avec
43.9 millions de tonnes produites en 2013 (Gerbaud, 2015) derriere les bananes (106.7 millions de
tonnes, Mt), la pomme (80.8 Mt), le raisin (77.2 Mt), et les agrumes (71.5 Mt) (FAOSTAT, 2015).

La production de mangues a été multipliée par 1.5 au cours des 10 dernieres années, passant
de 29.7 Mt en 2004, a 43.9 Mt en 2013. Cette augmentation de production souligne I'importance de
la mangue comme ressource alimentaire pour les populations des pays tropicaux, mais souligne
également la progression de la consommation européenne, la mangue étant devenue un fruit prisé
sur les marchés des pays tempérés (FruiTrop, 2015).

La production de mangues est inégalement répartie entre les quatre continents, avec plus de
75% produit par I’Asie, 12.7% produit par I’Amérique Centrale et 'Amérique du Sud, 12% par
I’Afrique, et 0.1% par I'Océanie (FAOSTAT 2015). La production Européenne en Espagne est
négligeable (environ 5000 tonnes). Les cing principaux pays producteurs de mangues sont I'Inde, ou
presque 50% des mangues du monde sont produites principalement pour la consommation nationale
avec pres de 18 Mt en 2013, puis la Chine avec 4.5 Mt en 2013, la Thailande, I'Indonésie, et enfin le
Mexique (FAOSTAT 2015). La France produit prés de 6 000 t par an, 60% venant de I'ile de la Réunion,
17% de la Guadeloupe, et 6% de la Guyane (Données Agreste, Ministére de I'agriculture ; FAOSTAT
2015).

Le Mexique est le premier pays exportateur de mangues, avec pres de 350 000 t de mangues
exportées en 2013, juste devant I'Inde (260 000 t) (FruiTrop, 2015 ; FAOSTAT, 2015).

Les Etats-Unis et la Chine sont les deux premiers pays importateurs de mangues, avec prés de
440 000 et 200 000 t de mangues importées en 2013, respectivement (FruiTrop, 2015 ; FAOSTAT,
2015).

C. Botanique

Appareil végétatif aérien
Le manguier est un grand arbre sempervirent, i.e., a feuillage persistant, dont le port peut étre

érigé a plus ou moins étalé. Sa taille peut atteindre 45 metres de haut, et sa longévité plus de 100 ans
(Mukherjee et Litz, 2009). Il suit le modeéle architectural de Scarrone, c’est-a-dire qu’il posséde un
tronc principal monopodial et orthotrope, qui porte des étages de branches sympodiales orthotropes
a plagiotropes due a des floraisons terminales (Hallé et al., 1978).
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La croissance monopodiale correspond a la croissance d’un axe par I'activité du bourgeon
terminal. A l'inverse, la croissance sympodiale correspond a la croissance des bourgeons latéraux qui
entraine la ramification (Barthélémy et Caraglio, 2007) suite a l'avortement, au faible
développement, ou a la transformation en organe reproducteur du bourgeon terminal (Figure 7).
Dans le cas du manguier, le fonctionnement sympodial est di a la transformation du bourgeon

T\L |

Croissance Croissance
monopodiale sympodiale

terminal en inflorescence (Goguey, 1995).

Figure 7 : Le modele architectural de Scarrone (Edelin, 1984), et schémas explicatifs de la croissance
monopodiale et sympodiale © Roger Prat.

L’ « unité de croissance » (UC) correspond a la pousse feuillée issue d’'un bourgeon qui se met
en place au cours d’une période ininterrompue de croissance végétative (Hallé et Martin, 1968 ;
Hallé et al., 1978 ; Barthémély et Caraglio, 2007). Toute la structure ligneuse est formée d’UCs qui se
succedent (croissance monopodiale) ou qui se branchent (ramification, croissance sympodiale).

Le feuillage du manguier est persistant et aromatique, a odeur de térébenthine. Ses feuilles
minces sont vertes foncées, simples et sont arrangées en spirale phyllotaxique d’indice 2/5 (Goguey,
1995). Cependant, la forme des feuilles varie suivant les cultivars : elles peuvent étre lancéolées,
oblongues, ovales ou elliptiques. La couleur des feuilles varie avec I'age : les jeunes feuilles sont
d’abord de couleur plutét rouge (feuilles anthocyanées) puis jaune et/ou vert clair suivant les
cultivars, tandis les feuilles adultes sont plutét de couleur vert foncé (Photo 2). La durée de vie des
feuilles est de 3-4 ans (Holdsworth, 1963).
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Photo 2 : Feuillage du manguier avec unités de croissance et feuilles d’age différent. © Mathilde

Capelli

Appareil racinaire
Le systeme racinaire du manguier est composé d’un systéme pivotant profond et vigoureux, et
d’un systeme de racines fasciculées (Laroussilhe, 1980). Les racines pivotantes, orthotropes et de
forme conique, ont une fonction d’ancrage de la plante dans le sol, principalement au cours des
premiers stades de son développement, ainsi qu’une fonction d’alimentation en eau prélevée en

profondeur. Leur enracinement peut étre trés profond (plus de six meétres si la texture et la
profondeur du sol le permettent). Les racines fasciculées, trés nombreuses, se développent sur une
surface importante mais peu profonde, et assurent la nutrition minérale et hydrique du manguier
(Goguey, 1995 ; Normand, 2009).

Appareil reproducteur

Les fleurs de manguier sont réunies sur des panicules pyramidales de taille variable. Une
panicule est une inflorescence définie qui est irrégulierement ramifiée et ol chaque ramification
possede une fleur terminale (Mukherjee et Litz, 2009). La floraison est terminale : elle apparait sur
les UCs en position terminale dans la structure ligneuse. Parfois plusieurs inflorescences peuvent étre
présentes sur une UC: une inflorescence apicale, provenant du bourgeon apical, et une/plusieurs
inflorescence(s) latérale(s), provenant des bourgeons latéraux (Goguey, 1995). L’inflorescence peut
mesurer jusqu’a 30 cm de longueur (Mukherjee et Litz, 2009). Les fleurs, de couleur jaune, orange
et/ou rouge, sont de petite taille (entre 5 et 10 mm de diamétre) et sont en général trés nombreuses
sur une panicule, entre 200 et 10000 fleurs par panicule suivant les cultivars (Goguey, 1995 ; Galan-
Salco, 1999) (Photo 3). Il existe deux types de fleurs sur les inflorescences de manguier : les fleurs
males et les fleurs hermaphrodites, c'est-a-dire qu'elles ont a la fois des organes reproducteurs males
(étamines) et femelles (pistil). La majorité des fleurs sont des fleurs males ; 1 a 30% des fleurs sont
hermaphrodites, et ce sont les seules a pouvoir produire des fruits (Bally, 2006). Le manguier est une
espece auto-compatible. La pollinisation est principalement assurée par des mouches de la famille
des Calliphoridae. Malgré une production importante de pollen, le pourcentage de fructification
reste faible : entre 3 et 35% (Singh, 1954).

-43-



Photo 3 : Fleurs de manguiers © Mathilde Capelli

La mangue est une drupe, c’est-a-dire un fruit charnu indéhiscent a noyau. Sa forme, sa taille,
la couleur de sa peau et de sa pulpe (appelée aussi mésocarpe) ainsi que son arOme varient
beaucoup suivant les cultivars.

Les fruits peuvent étre de forme ovale, ronde, oblongue ou elliptique. La taille des mangues
varie entre 20 a plus de 45 cm de long, et de 7 a 12 cm de diamétre. Elles peuvent peser entre 150 g
et 1500 g suivant les cultivars (Normand, 2009). La couleur de I'épiderme (verdatre, violet, rouge
carmin, jaune, orange...) et de la pulpe (rouge, orange, jaune...) peuvent étre trés variables (Photo 4).
La couleur de la peau est due a différents composés : chlorophylles, caroténes, anthocyanines
(responsables de la teinte rouge) et xanthophylles. La saveur de la pulpe est liée aux glucides, aux
acides organiques, aux lactones, aux monoterpénes hydrocarbonés et aux acides gras (Mitra et
Baldwin, 1997). Durant la maturation du fruit, 'amidon qui s’accumule dans les chloroplastes est
hydrolysé en saccharose, glucose et fructose, ce qui donne un go(t sucré aux mangues (Medlicott et
al., 1986 ; Selvaraj et al., 1989).

] .

Photo 4 : Fruits immatures (en haut) et matures (en bas) de différents cultivars de manguiers. De
gauche a droite : Caro, Irwin, Kensington Pride, Heidi, Kent, Nam Doc Mai, Tommy Atkins, José,
Cogshall, Sensation. © Mathilde Capelli, Frédéric Normand, Didier Vincenot.

Au niveau nutritionnel, la teneur en eau de la mangue est de I'ordre de 82 a 86% du poids frais
(USDA, 2008) et sa teneur en sucres varie de 9 a 16% selon les cultivars, avec environ 9% de
saccharose, 2.6% de fructose et 0.85% de glucose. La valeur énergétique de la mangue vient
principalement de sa teneur en sucres, correspondant a une valeur calorique de I'ordre de 60 a 65
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kcal/100g de pulpe (Joas et Léchaudel, 2009). La mangue contient deux vitamines essentielles a la
santé humaine : la provitamine A (ou B-caroténe) avec une valeur minimale de 3mg/100 g de pulpe
(taux supérieur a celui du melon ou de I'abricot, qui sont les fruits tempérés les plus riches) et la
vitamine C avec une valeur de 25 a 50 mg/100g ('orange se situant entre 40 et 80 mg/100g). La
mangue assure un « apport de sécurité » pour ces deux vitamines (Joas et Léchaudel, 2009). La
mangue contient également 1.7% de fibres, 0.6% de protéines, 0.5% de lipides, 0.5% de minéraux
(potassium, magnésium, calcium), 0.4% d’acides organiques (citrate, malate, oxalate), ainsi que des
acides aminés et des acides gras (Mukherjee et Litz, 2009).

A partir de la floraison, 100 a 150 jours sont nécessaires pour permettre la croissance et
atteindre la maturité des mangues. Cette durée varie avec la température (Léchaudel, 2004), le
cultivar, la pluviométrie, et la nature du sol. Cependant, la mangue est un fruit qui a la capacité de
mUrir apres la récolte (Joas et Léchaudel, 2009). Cette caractéristique classe la mangue dans la
catégorie des fruits dits « climactériques ». Sa maturation est dépendante de |'éthyléne et associée a
une augmentation de la respiration cellulaire de ses tissus. C'est en récoltant la mangue en début de
maturation que le maximum des caractéristiques énergétiques et nutritionnelles est obtenu. Pendant
la maturation, la composition du fruit évolue, et en phase de sénescence, la mangue perd une partie
de ces caractéristiques via la dégradation des sucres, des acides et des vitamines (Joas et Léchaudel,
2009 ; Nordey, 2014).

La mangue est un fruit monosperme, c’est-a-dire que qu’elle ne contient qu’une seule graine.
La graine est grande et plate, et entourée d’'un endocarpe fibreux au moment de la maturité
(Mukherjee et Litz, 2009). On peut distinguer deux groupes de variétés en fonction du nombre
d’embryons présents dans la graine :
- les variétés a graine monoembryonée, qui contiennent un seul embryon zygotique. Ces variétés
sont originaires des régions subtropicales fraiches et seéches de I'Inde, et sont caractérisées par leur
sensibilité a 'humidité. Ces variétés zygotiques se prétent a la réalisation de croisements.
- les variétés a graine polyembryonnée, qui contiennent un embryon zygotique et plusieurs
embryons nucellaires, issus de tissus maternels. Ces variétés sont originaires des régions tropicales
chaudes et humides d’Asie du Sud-Est, et présentent une tolérance aux fortes humidités. Ces variétés
se multiplient fidelement par semis grace aux embryons nucellaires et servent souvent de porte-
greffe, notamment pour les variétés monoembryonées.

D. Cycle phénologique et croissance

En milieu tropical et subtropical, le cycle de production du manguier dure 18 mois et est
composé de quatre phases phénologiques distinctes (Figure 8). Dans I'hémisphére austral, la
croissance végétative commence en aolt et se termine en avril-mai. Elle est suivie d'une période de
repos au début de la période fraiche, juste avant la floraison qui a lieu durant I'hiver austral, de
juillet a septembre. Ensuite la croissance des fruits, correspondant a la période depuis le début de la
croissance des fruits jusqu’a la récolte, s’étale de novembre a février. Pendant la fin de la floraison et
toute la fructification du cycle n, il y peut y avoir une nouvelle croissance végétative correspondant
au cycle n+1.
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Figure 8 : Cycles 1 et 2 de production du manguier a la Réunion (Cogshall a Saint Pierre). Les traits
verts correspondent a la croissance végétative (V), les traits oranges a la période de floraison (F), les
traits rouges correspondent a la croissance du fruit et a la récolte (FR), et les zones entre les traits
correspondent au repos (R). Adaptée de Capelli et al. (2016).

On peut différencier 8 stades phénologiques au cours du développement végétatif
(Dambreville et al., 2015) (Figure 9). Entre le stade B1, qui correspond au gonflement du bourgeon
sans ouverture des écailles, et le stade H, qui correspond a une UC mature, i.e., lorsque les feuilles
sont vert foncé et que le pétiole est orienté a environ 45-60°, se passe en général 3 a 6 semaines,
(Whiley et al., 1991) selon les cultivars et les conditions climatiques, notamment la température. La
croissance en longueur de I'axe principal de I'UC, i.e., croissance primaire, s’arréte en général avant
la fin du stade F (Davenport, 2009 ; Dambreville et al., 2015).

Stade B1 Stade B2 Stade C ‘Stade D Stade E Stade G Stade H
Figure 9 : Stades de développement des unités de croissance du manguier (Dambreville et al., 2015).

On peut également différencier 8 stades de développement des inflorescences (Dambreville et
al., 2015) (Figure 10). Entre I'ouverture du bourgeon (stade C), et la fin de la croissance de I'organe,
i.e., UC ou inflorescence (stade H pour les UCs et stade F pour les inflorescences), se passe
approximativement 10 a 25 jours suivant la température (Dambreville et al., 2015).

=l >,

= —— - 4 Wa N 3 - < L T A
Stade B1 Stade B2 Stade C Stade D1 Stade D2 Stade E Stade F Stade G
Figure 10 : Stades de développement reproducteurs des inflorescences de manguier (Dambreville et
al., 2015).
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Le cycle phénologique du manguier dépend de nombreux facteurs, tels que la situation
géographique, I'environnement, les températures froides (Nufiez-Elisea et Davenport, 1994), |'age de
I'arbre et de la pousse terminale (Dambreville et al., 2013) ou encore le cultivar (Chacko, 1986). Les
phases phénologiques peuvent donc étre décalées de plusieurs semaines entre deux cycles de
production selon les conditions climatiques, entrainant des asynchronismes phénologiques
(Dambreville, 2012).

Croissance végétative
La croissance végétative du manguier correspond a I'augmentation continue de la taille des

nouvelles UCs avec le temps (Karam, 2009). Cette croissance végétative est rythmique (Nakasone et
al., 1955 ; Hallé et al.,, 1978 ; Davenport, 1993, 2000, 2003), et se produit de facon intermittente,
pouvant aller jusqu’a trois ou quatre poussées de croissance par cycle sur des branches individuelles,
en fonction du cultivar et des conditions de croissance. Ces poussées de croissance, appelées
« flushs », sont généralement courtes, la durée d’élongation de I'axe d'une UC durant
approximativement 7 a 12 jours, et celle des feuilles 11 a 13 jours (Dambreville et al., 2013b).
Cependant les problemes d’asynchronismes entrainent un décalage dans le temps des flushs, qui
peuvent ainsi durer plusieurs semaines (Dambreville et al., 2015). Les nouvelles UCs peuvent se
développer soit a partir du bourgeon apical de I'UC déja mature quand il est présent, soit a partir de
bourgeons latéraux si par exemple le bourgeon apical n’est plus présent, due a la floraison lors de la
reproduction au cycle précédent.

La croissance végétative est dépendante des chaudes températures (25°C ou plus) et d’une
pluviométrie importante (NUfiez-Eliséa et al., 1996). De plus, cette croissance végétative est stimulée
par un promoteur végétatif (« vegetatif promoter » VP) synthétisé dans les feuilles des jeunes
pousses, et qui inhibe la floraison (Nufiez-Elisea et Davenport, 1995 ; Ramirez et Davenport, 2010).
Ce promoteur VP, potentiellement une gibbérelline (Davenport, 2007), semble diminuer avec I'dge
des pousses. La floraison sera alors affectée par ce promoteur jusqu’a ce que les UCs et les feuilles
soient matures et ne produisent plus ce promoteur VP (Davenport, 2007).

Repos
La période de repos se caractérise par une entrée en quiescence de I'arbre. L’entrée dans cette

période est concomitante a une baisse des températures et de la pluviométrie. En effet, des
températures fraiches ainsi qu’un stress hydrique empéchent le débourrement végétatif et
maintiennent les arbres en repos avant la floraison (Singh, 1960 ; Bally et al., 2010). Cette période est
indispensable a la floraison car elle permet d’accumuler des réserves qui seront ensuite sollicitées
lors de la floraison (voir ci-dessous) et de la nouaison (Whiley et al., 1989). De plus, cette période de
repos permet aux UCs, ainsi qu’a leurs feuilles nouvellement formées d’acquérir un age minimum,
diminuant ainsi l'activité des promoteurs végétatifs responsables de I'inhibition de la floraison
(Davenport, 2009 ; Ramirez et Davenport, 2010).

Floraison
La floraison se déroule en plusieurs phases. Chez les plantes herbacées et les fruitiers
tempérés, l'induction florale se déroule plusieurs mois avant l'initiation florale. En revanche, chez le
manguier, I'induction florale se produit pratiguement au méme moment que l'initiation florale
(Davenport, 2007, 2009 ; Ramirez et Davenport, 2010).
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- L'induction florale, qui se passe au cours du repos végétatif, est influencée par une exposition a
des températures fraiches (< 18°C) (Nufiez-Eliséa et Davenport, 1995), et correspond a la période ou
les feuilles envoient au méristéme un signal de floraison. Ce signal de floraison, qui correspond a un
promoteur florifére (« florigenic promoter » FP), est synthétisé dans les feuilles (Singh et Singh, 1956;
Singh, 1959, Nufez-Elisea et Davenport, 1992). Il active le développement des méristémes latéraux
dans le bourgeon pour former les axes secondaires, tertiaires et quaternaires de l'inflorescence
(Davenport, 2007, 2009 ; Ramirez et al., 2010).

- L’évocation florale est la période ou le méristéme se réorganise suite a I’action du promoteur FP
synthétisé par les feuilles. Elle correspond a une réorganisation de I'architecture de I'apex, via une
différenciation des méristemes en ébauches florale suite a I'induction florale.

- Linitiation florale correspond au débourrement des bourgeons et [apparition des
inflorescences. Cette étape qui se produit au niveau des méristemes implique la division et
I’élongation des cellules (Davenport et Nuiiez-Eliséa, 1997 ; Davenport, 2000, 2003, 2009). L’initiation
florale peut étre stimulée de la méme maniére que l'induction florale par des facteurs
environnementaux (températures fraiches et sécheresse), mais également par des facteurs
anthropiques (taille, irrigation, ou application de substances azotées ou de fertilisants) (Davenport,
2009).

- Apres l'initiation florale, se produit le développement des piéces florales, qui correspond a la
floraison au sens large.

En résumé, un stress hydrique et des températures fraiches inhibent le développement
végétatif, et permet I'entrée en repos de I'arbre. La proportion de jeunes feuilles diminue, et celle de
feuilles matures augmente. Cela contribue a diminuer la synthése du promoteur végétatif VP. Les
températures fraiches (inférieures a 18°C) permettent a ces feuilles matures de synthétiser le
promoteur florifere FP, ce qui induit alors la floraison (NUfiez-Eliséa et Davenport, 1995 ; Ramirez et
Davenport, 2010).

Croissance des fruits

Aprés la nouaison, i.e., la transformation de I'ovaire en fruit et le début de la croissance du
fruit, il faut compter entre quatre et cing mois jusqu’a la maturation des mangues (Figure 11).
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Figure 11 : Evolution de la croissance des mangues au cours du temps. Adaptée de Joas et Léchaudel
(2009).
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La croissance du fruit se traduit par I'élargissement en volume du fruit aprés une période de
division cellulaire. Cet élargissement, de type sigmoidal, est caractérisé par une accumulation d’eau
et de carbone. Le fruit est alimenté par le phloéme et le xyleme (Léchaudel et al., 2007). Le fruit
atteint sa taille définitive environ 2-3 semaines avant la maturité (Singh, 1954 ; Randhawa et
Damodaran, 1961 ; Ram, 1983).

La croissance des fruits est affectée par la disponibilité en glucides. Cependant, les fruits en
croissance stimulent la photosynthése des feuilles des UCs a proximité (Urban et al., 2004b). La
matiére séche des mangues contient principalement des glucides, 60% étant des sucres (Ueda et al.,
2000). La quantité de glucides fournie aux fruits dépend de la quantité produite par la
photosynthese, de la demande des fruits en glucides et de la disponibilité des réserves (Léchaudel et
Joas, 2007). Plusieurs études ont montré que la taille des mangues augmente avec le ratio
feuilles/fruits (Reddy et Singh, 1991 ; Léchaudel et al., 2005). De plus, un faible ratio feuilles/fruits
augmente la concentration en fructose, mais pas en glucose (Léchaudel et al., 2005).

La croissance des fruits peut étre affectée par la présence et/ou l'absence de certaines
hormones. Un déficit en AIA, GAs et/ou CKs, couplé a un taux élevé d’ABA, cause la chute de fruits
chez les manguiers ‘Dashehari’ (Ram, 1983). De plus, les fruits, et particulierement les graines,
produisent de I’AlIA et des GAs, au cours de leur croissance (Ogawa, 1963 ; Chacko et al., 1970, 1972 ;
Singh et Singh, 1974 ; Ram, 1983 ; Chen, 1981).

E. Conditions de culture

Les conditions climatiques et pédologiques affectent considérablement le développement des
manguiers, ainsi que la qualité de ses fruits (Mukherjee, 1953).

Climat
Le climat favorable a la culture du manguier est celui des zones tropicales et sub-tropicales
semi-arides. Les températures ainsi que la pluviométrie sont les deux principaux facteurs climatiques
affectant le développement des manguiers.

Température : Les gelées sont un facteur limitant pour la culture du manguier, et des
températures en dessous de -6°C causent la mort des arbres (Campbell et Campbell, 2005 ; Ramirez
et Davenport, 2010). Des températures au-dessus de 40°C peuvent causer des stress thermiques,
cependant le manguier peut tolérer des températures jusqu’a 48°C pendant la nouaison (Galan-
Salco, 1999). Une saison fraiche (températures moyennes inférieures a 20°C) de deux a trois mois
entraine le repos végétatif et favorise I'induction florale. Cependant, les températures minimales
doivent étre supérieures a 15°C pour que le pollen puisse germer dans de bonnes conditions. En
revanche, lorsque les températures sont plus élevées, 25°C ou plus, le débourrement des bourgeons
est végétatif (Nunez-Elisea et al., 1996 ; Ramirez et Davenport, 2010).

Pluviométrie : Ce n’est pas la quantité de précipitations qui est importante, mais pluto6t la saison a
laquelle les précipitations tombent. Les meilleures régions pour la culture du manguier sont celles ou
les saisons humides (150 mm/mois) alternent avec des saisons séches (<50 mm/mois). C'est lors de la
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saison seche que la floraison a lieu. L’humidité a une influence marquée sur le développement des
attaques parasitaires sur la floraison. Des précipitations annuelles supérieures a 1500 mm entrainent
des problémes phytosanitaires insurmontables pour la plupart des variétés commerciales (Normand,
2009).

Sol

Le manguier peut se développer sur des sols avec des pH variant de 5,5 a 7,5. Il s’adapte a des
sols variés a conditions qu’ils soient bien drainés. Un sol suffisamment profond est nécessaire pour le
développement et I'installation de ses racines pivotantes. Les manguiers se développent également
sur des sols a texture trés caillouteuse car l'irrigation y est parfaitement maitrisée (Normand, 2009).
En revanche, si le sol est constamment irrigué, ou faiblement drainé, les arbres ne fructifient pas
beaucoup. Le taux de matiere organique doit étre compris entre 4 et 5% en surface, et de 1 a 2% en
profondeur, et le rapport carbone/azote doit étre entre 9 et 10 (Raunet, 1991).

2. Le manguier a la Réunion

Le manguier fut introduit a la Réunion aux alentours de 1770 par Déguigne de la Bérangerie.
Néanmoins, il doit son développement sur I'ile a un horticulteur Réunionnais, Jean-Baptiste Antoine
Payet, qui travailla sur les cultivars les plus productifs et aux meilleures qualités gustatives a partir de
1835.

A. Les conditions climatiques de la Réunion

La Réunion est une ile du Sud-Ouest de I'Océan Indien dans I’hémisphere Sud (21°10’S,
55°50’E), dans I'archipel des Mascareignes, a environ 700 km a I'Est de Madagascar (Figure 12.A).
Elle est caractérisée par un climat tropical humide a I'Est sous I'influence des alizés, et par un climat
plutdt sec a I'Ouest, due a la présence de hautes montagnes (Figure 12.B) : le relief bloque les alizés
sur la cOte au vent, humide, et protege la c6te sous le vent, séche.

Malgré la latitude (21° sud), I'influence océanique tempeére les températures estivales qui ne
sont jamais caniculaires (rarement au-dessus de 35°C). On releve néanmoins de fortes différences de
température entre le bord de mer, plutét chaud (25°C en moyenne), et les zones d’altitude
relativement fraiches (20°C en moyenne) (Figure 12.C). Le gradient thermique de la Réunion est en
moyenne de -0.7°C par 100m. On releve également de fortes différences de précipitation entre la
cote au vent a I'Est (zone humide, St Benoit étant la ville la plus arrosée du littoral avec 3464 mm de
précipitation annuelle moyenne) et la cote sous le vent a I'Ouest (zone séche, le Port étant la ville la
plus seche avec une moyenne annuelle de précipitations de 636 mm) (Figure 12.D). Le climat de I'ile
est donc tropical au niveau de la mer alors qu’il est plutot de type tempéré dans les hautes altitudes
(Chopard et al., 2002).
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Figure 12 : Cartes représentant (A) la localisation de la Réunion dans I'Océan Indien, (B) la
topographie de I'lle de la Réunion, (C) les isothermes (en °C) et (D) les pluviométries (en mm)
annuelles moyennes sur I'ile de la Réunion. © Cartes Google Images et données Météo France BY-SA
3.0.

Il existe deux saisons marquées a la Réunion : la saison des pluies et la saison séche. La saison
des pluies correspond a une saison chaude (température moyenne de 26.5°C sur le littoral) et
humide, et dure en général cinqg mois de décembre a avril. La saison seche correspond a une saison
fraiche (température moyenne de 21°C sur le littoral) et séche, et dure sept mois de mai a novembre.

L'lle de la Réunion est située dans la zone de passage des cyclones tropicaux de I'Océan Indien.
L'le peut étre touchée a n'importe quel stade du développement de ces cyclones. Les vents moyens
ne dépassent pas 63 km/h pour une dépression tropicale et 118 km/h pour une tempéte tropicale.
Au stade de cyclone tropical, la force des vents augmente en allant vers le centre du systeme et
atteignent leur maximum dans le mur de nuages qui compose la bordure de I'ceil (Jumaux et al.,
2011). Les rafales peuvent dépasser 250 km/h a cet endroit, alors que dans I'ceil lui-méme les vents
sont légers.
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B. La culture du manguier a la Réunion

La culture du manguier s’étend de la cote Nord-Ouest a la c6te Sud, entre 0 et 400m d’altitude.
On distingue trois zones de production (Figure 13) : le Nord-Ouest (communes de St Paul, du Port et
de la Possession), I'Ouest (de St Leu a St Louis), et le Sud (St Pierre et Petite lle).

Le climat chaud et sec de cette zone correspond bien aux préférences du manguier, surtout
lors de la floraison.

Limites de communas
[ 7one Nord-Ouest
1 Zone Ouest

I 7one Sud

0_3_ & 12 km
[ E—

Figure 13 : Les trois zones de production de mangues a la Réunion. Michels et Vincenot (2009).

En 2008, la surface totale des vergers représentait environ 329 ha répartis sur prés de 80
exploitations. Les communes de la Possession et de Saint-Paul totalisaient prés de 50% des
exploitations productrices de mangues, et prés de 70% des surfaces en vergers de manguiers. Dans
cette zone, la taille des vergers de manguiers par exploitation était supérieure a la moyenne (6.1 ha,
pour une moyenne générale de 4.1 ha) (Michels et Vincenot, 2009). La surface totale des vergers est
actuellement supérieure a celle de 2008, car cette filiere de production est une filiere dynamique et
de nouveaux vergers ont été plantés depuis.

En 2013, la Réunion a produit 2960 tonnes de mangues (FAOSTAT, 2015). Le potentiel de
production de mangues dépasse 4000 tonnes par an les années de bonnes récoltes, c’est-a-dire une
année avec une bonne floraison, peu d’attaque des ravageurs, et une absence de cyclone avant la
période de récolte (Hoarau et al., 2009).

Une cinquantaine de variétés différentes sont présentes a la Réunion (Chambre d’Agriculture,
2003 ; Vincenot, 2004). Cependant, seulement deux cultivars occupent actuellement plus de 80 % du
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verger Réunionnais : ‘José’ et ‘Cogshall’ (Michels et Vincenot, 2009). Le premier est un cultivar local
trés prisé par la population Réunionnaise. Il occupe 50% des surfaces plantées, et sa production
représente environ 1700 tonnes de fruits par an. Il est destiné au marché local car sa fragilité et ses
caractéristiques sensorielles ne correspondent pas aux standards du marché international (Michels et
Vincenot, 2009). Cogshall est un cultivar Floridien. Il occupe plus de 30% de la surface plantée en
manguier a la Réunion, et sa production représente environ 750 tonnes par an. Son fruit correspond
davantage aux standards commerciaux internationaux, avec sa coloration rouge-orangée a maturité,
sa forme allongée, et ses caractéristiques sensorielles. C'est donc le cultivar qui est exporté, avec
environ 110 tonnes exportées par an (Hoarau et al., 2009). Enfin, certains producteurs cultivent
d’autres variétés, dans des proportions moindres, relevant du patrimoine Réunionnais (par exemple
Lise ou Caro). De nouveaux cultivars étrangers ont été mis en culture depuis quelques années,
comme Nam Doc Mai (mangue Thailandaise) ou Heidi (mangue Sud-Africaine), suite a leur
introduction et a leur évaluation par le Cirad.

3. Problémes liés a la culture du manguier

La culture du manguier est soumise a quatre contraintes principales qui affectent sa
production : l'irrégularité de production, les asynchronismes phénologiques, I'hétérogénéité de la
qualité et du stade de maturité des fruits a la récolte, et de nombreux ravageurs et maladies qui font
des dégats principalement sur la floraison et les fruits (Normand et Lauri, 2016). Ces différentes
contraintes engendrent des conséquences pour le producteur ainsi que toute la filiére.

Premierement, le manguier est considéré comme une espéce irréguliere (Monselise et
Goldschmidt, 1982). L'irrégularité de production de certains cultivars, comme par exemple
Kensington Pride en Australie (Bally et al., 1999), est un véritable fléau pour les producteurs
(Hartless, 1914 ; Rao, 1997 ; Knight et al., 2009). Lors d’une année « OFF », la faible production de
fruits affecte les résultats économiques des producteurs et de toute la filiere jusqu’au
consommateur. Cette irrégularité de production joue également sur la qualité et la taille des fruits
puisque les années « ON », les fruits ont tendance a étre petits et de faible qualité, tandis que les
années « OFF » ils sont plus gros et de meilleure qualité (Monselise et Goldschmidt, 1982). Une
relation négative entre la charge en fruits de I'arbre et le poids moyen des fruits a été montrée chez
Cogshall (Urban et al., 2004 ; Léchaudel et Joas, 2006, 2007). lls ont montré que sur des branches
chargées, i.e., avec 10 feuilles par fruit, le poids moyen des fruits est de 218.5g, alors que sur des
branches peu chargées, i.e., avec 100 feuilles par fruit, le poids moyen des fruits est de 420.2g.

Deuxiemement, le manguier est un arbre caractérisé par de forts asynchronismes
phénologiques, végétatifs et reproducteurs, entre les arbres, et également a I'intérieur d’'un méme
arbre (Chacko, 1986). Les asynchronismes phénologiques sont définis par la présence d’un stade
phénologique particulier a différentes périodes a I'intérieur d’un arbre ou entre les arbres dans un
verger (Dambreville et al., 2013 ; Normand et Lauri, 2016). lls correspondent a des débourrements
des bourgeons décalés au cours du temps. Ces asynchronismes entrainent un étalement dans le
temps des stades phénologiques, i.e., de la floraison, de la fructification et de la croissance
végétative.

-53-



Troisiemement, la maturation des fruits est hétérogéne entre les arbres et également a
I'intérieur d’un arbre. A la récolte, les fruits sont potentiellement de maturité et de qualité
hétérogenes car ils sont récoltés a des stades de développement différents, dus aux asynchronismes
phénologiques. Cela touche également I'’économie puisque la récolte est étalée sur un temps plus
long, et peut potentiellement demander plus de main d’ceuvre. La protection phytosanitaire des
cultures est affectée, puisqu’il faut protéger les stades sensibles aux ravageurs en utilisant des
pesticides a de nombreuses reprises a cause de I'étalement des stades (Normand et Lauri, 2016).

Quatriemement, les problemes liés aux ravageurs. Le manguier est sensible a plusieurs types
de ravageurs, qui détruisent les inflorescences et attaquent les fruits, diminuant ainsi la quantité et la
qualité des fruits en les rendant impropres a la commercialisation. De plus, les ravageurs affectent les
feuilles des manguiers, soit en les détruisant, diminuant ainsi la photosynthése en cas d’attaque
sévere, soit a travers une spoliation de seve. Par exemple, les cécidomyies des fleurs (Procontarinia
mangiferae) ou les thrips (Scirtothrips aurantii, Selenothrips rubrocinctus) détruisent partiellement
ou totalement les inflorescences. Certains arthropodes affectent les fruits, comme Colletotrichum
gloeosporioides, un champignon qui provoque I'anthracnose, i.e., le pourrissement de la pulpe, ou
Xanthomonas campestris pv. Mangiferaeindicae, une bactérie qui provoque une bactériose, par
exemple une nécrose des stomates et des lenticelles des fruits (Amouroux et al., 2009). Les mouches
des fruits (Ceratitis rosa, C. capitata, Bactrocera zonata) déposent leurs ceufs sous I'épiderme des
mangues. Apres éclosion, les larves se nourrissent de la chair des fruits, les rendant impropres a la
commercialisation. Les feuilles sont affectées par les cécidomyies des feuilles (Procontarinia
matteiana) et par plusieurs cochenilles (Coccus mangiferae, Aulacaspis tubercularis, Pseudaonidia
trilobitiformis, Ceroplastes sp.) qui sont des insectes piqueurs-suceurs (Amouroux et al., 2009). De
plus, les cochenilles farineuses (Icerya seychellarum) produisent un miellat qui est responsable du
développement de fumagine, un champignon utilisant le miellat comme ressource alimentaire et
dont le développement sur les feuilles les prive de lumiére (Delpoux et al., 2015).

4. Intéréts du manguier comme modele d’étude

Plusieurs raisons nous ont amenés a choisir le manguier comme espéce modele dans le cadre
de cette thése.

Sur un plan biologique : le manguier est un arbre caractérisé par une forte irrégularité de
production, et qui varie selon les cultivars (Chacko, 1986).

Sur un plan socio-économique : c’est, avec le palmier-dattier, I'un des arbres fruitiers les plus
anciennement cultivés (Mukherjee et Litz, 2009), et le 5°™ fruit le plus produit au monde.

Sur un plan nutritionnel : la mangue contient une haute teneur en eau (82 a 86%, USDA, 2008),
une haute teneur en sucres (de 9 a 16% selon les cultivars) et deux vitamines essentielles a la santé
humaine (provitamine A et vitamine C) (Joas et Léchaudel, 2009).

Sur un plan scientifique : la culture du manguier en zone tropicale et subtropicale permet, par
rapport aux especes tempérées, d’étudier sa croissance et son développement sur une longue
période car ces événements ont lieu presque tout au long de I'année.
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Plusieurs travaux ont déja été réalisés sur l'irrégularité de production chez le manguier,
prenant en compte les différences entre cultivars. Ces travaux cherchent a décrypter l'irrégularité de
production en étudiant les effets de facteurs hormonaux, trophiques, architecturaux, et/ou
climatiques (Chacko et al, 1974; Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Davie et Stassen, 1995;
Bangerth, 2009 ; Nagakawa et al., 2012 ; Dambreville et al., 2013). Tous ces travaux nous apportent
un cadre d’étude, qui nous permet d’émettre de nouvelles hypothéses pour étudier I'irrégularité de
production du manguier.

5. Etat de l'art des connaissances sur l'irrégularité de production chez le
manguier

Beaucoup de themes différents ont été étudiés sur le manguier au cours des derniéres années.
Nous allons ne présenter ici que les connaissances en lien avec ma thématique de thése, a savoir
I'irrégularité ou I'alternance de production, ainsi les relations entre les phases de reproduction et de
croissance végétative chez le manguier. Nous allons également présenter les travaux concernant la
physiologie du manguier, au niveau hormonal et trophique, ainsi que quelques travaux effectués sur
les caractéristiques hydrauliques du manguier.

A. Irrégularité de production

L'irrégularité/lI'alternance de production du manguier est un théme étudié depuis plusieurs
décennies.

En 1953, Roy étudie les différents patterns de flushs végétatifs en lien avec l'irrégularité de
production des manguiers en Inde. Singh (1959) a montré que I'absence de production dans les
années « OFF » est le résultat d’une absence d’initiation florale. Monselise et Goldschmidt ont écrit
en 1982 une review sur 'alternance de production, avec un chapitre alloué au manguier.

Shaban (2009) a étudié les relations entre la croissance végétative, la floraison et la
fructification, sur des arbres chargés et des arbres non chargés. Il a montré que le pourcentage de
germination du pollen, le taux de floraison, la longueur de I'inflorescence, ainsi que le nombre de
fruits par inflorescence, sont plus important sur les arbres chargés que sur les arbres non chargés. En
revanche, le poids individuels des fruits est plus important sur les arbres non chargés. Le
pourcentage de croissance végétative, correspondant au nombre de flushs apparu au cours d’un
cycle sur le nombre total de pousses, est plus important sur les arbres non chargés que sur les arbres
chargés. De plus, les arbres non chargés produisent des pousses végétatives plus longues, avec plus
de feuilles, et avec des surfaces foliaires individuelles plus grandes que les arbres chargés. Bien qu’il
étudie les relations entre plusieurs variables reproductrices et végétatives, sur quatre cultivars, et
trois années de production, Shaban a en revanche simplement admis que les arbres étaient chargés
ou non chargés suivant leur production, mais il n’a pas pris en compte leur pattern production.

Reddy et al. (2003) ont étudié sur 21 années les effets de différents porte-greffes sur les
patterns de croissance et de production des manguiers ‘Alphonso’, grace a plusieurs indices, B, BBI,
RP et SP, présentés précédemment (Chapitre I. 1. B. b). En revanche, a notre connaissance, aucune
étude quantitative n’a été effectuée sur I'alternance ou l'irrégularité de production de différents
cultivars de manguiers, a travers des calculs d’indices d’irrégularité.
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Il a été montré, notamment chez le manguier, que les interactions entre reproduction et
croissance végétative jouent un role dans l'irrégularité de production (Dambreville, 2012). La partie
suivante correspond donc a I'état de I'art sur les interactions entre reproduction et croissance
végétative chez le manguier.

B. Interaction entre reproduction et croissance végétative

La croissance végétative représente une étape importante entre les phases de reproduction,
puisqu’elle augmente le nombre de bourgeons potentiellement disponible pour la future floraison, et
augmente le nombre de structures photosynthétiques, i.e., feuilles, permettant un apport glucides
nécessaire a la floraison. L'étude de ces relations peut nous alors permettre d’améliorer notre
compréhension de l'irrégularité de production des arbres (Mukherjee, 1953 ; Chacko et al., 1982 ;
Chacko, 1986). Sur manguier, de nombreux auteurs ont étudié les effets de reproduction sur la
croissance végétation (R=>V), ainsi que les effets de la croissance végétative sur la reproduction
(V>R).

Effet RV : Chacko (1986) et Issarakraisika et al. (1991) ont montré que la présence d’une
inflorescence ou d’un fruit au cours d’un cycle diminue le nombre et la fréquence des flushs
végétatifs au cycle suivant. Dambreville et al. (2013) ont également montré qu’une UC reproductrice
durant un cycle affecte négativement le débourrement végétatif au cycle de production suivant. Ce
débourrement est alors moins importante et, lorsqu’il a lieu, est plus tardif que sur une UC restée
quiescente. La date de la floraison (Whiley et al., 1989 ; Chaikiattiyos et al., 1994 ; Ramirez et
Davenport, 2012), et le nombre final de fruits par inflorescences (Roemer et al., 2008) varie
beaucoup selon les cultivars.

Effet V2R : Une croissance végétative retardée réduit le potentiel de floraison des UCs (Singh,
1960, 1972 ; Monselise et Goldschmidt, 1982). Scholefield et al. (1986) ont montré que ce sont les
UCs végétatives les plus agées qui produisent le plus d’inflorescences. La floraison et la fructification
sont liées au diametre des UCs porteuses, de facon quadratique et linéaire, respectivement
(Normand et al., 2009). Les UCs en position apicale sont plus longues, développent plus de surface
foliaire, et leur probabilité de fleurir est plus importante que des UCs en position latérale (Normand
et al., 2009).

Bien que ces relations réciproques entre reproduction et croissance végétative puissent

permettre de mieux comprendre l'irrégularité de production, tres peu d’études ont fait le lien entre
ces relations et le caractére alternant ou irrégulier des cultivars de manguiers.

C. Etudes physiologiques sur le manguier

Beaucoup d’études physiologiques sur le manguier ont été effectuée ces derniéres années.
Pour étudier les relations entre la reproduction et la croissance végétative chez le manguier, des
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études hormonales ou trophiques sont généralement analysées, mais rarement les deux en méme
temps.

Etudes hormonales

Les phytohormones ont un réle dans la régulation de la reproduction et de la croissance
végétative chez les plantes. Ce paragraphe représente I'état de I'art des connaissances sur les
hormones qui affectent chez le manguier la floraison et/ou la croissance des fruits, contribuant
potentiellement a 'irrégularité de production. Les hormones les plus étudiées chez le manguier sont
I'auxine (AIA), les cytokinines (CKs) et les gibbérellines (GAs), ainsi que leurs interactions.

L’AlA inhibe l'initiation florale (Davenport, 2009 ; Ramirez et Davenport, 2012), mais joue un réle
positif majeur dans la croissance du fruit puisque la vitesse de croissance maximale du fruit est
corrélée avec un pic d’AlA dans la graine (Prakash et Ram, 1984 ; Davenport, 2009). Des applications
d’acide inhibiteur d’AlA causent la chute de mangues (Prakash et Ram, 1984). La présence du fruit
entraine un flux basipete d’AlA, qui inhibe le débourrement des bourgeons latéraux (Davenport,
2000).

Une application exogéne de GAs, et principalement de GA3, inhibe également I'induction florale
du manguier (Davenport et Nufiez-Elisea, 1997 ; Nufiez-Elisea et Davenport, 1998), probablement en
inhibant I'expression du géne MIFT, qui est un facteur clé de la floraison (Nagakawa et al., 2012).
Pendant la croissance du fruit, il y a un pic de production de GAs dans les graines (Davenport, 2009).
Les GA3 peuvent augmenter ou maintenir 'activité d’AlA, inhibant le débourrement végétatif
(Davenport, 2000).

Le taux des CKs augmente dans la séve brute au début de la formation des inflorescences (Chen,
1987 ; Davenport, 2009 ; Ramirez et Davenport, 2012). Le complexe de CKs Zeatine/Zeatine-riboside
augmente dans le bois et les bourgeons terminaux apres des températures fraiches, et permet la
stimulation de l'initiation florale (Naphrom et al., 2004 ; Davenport, 2009 ; Ramirez et Davenport,
2012). Le ratio CKs/AIA dans les bourgeons régule le devenir des bourgeons au moment du
débourrement (Bangerth, 1994) : une augmentation de ce ratio CKs/AIA entraine le débourrement
du bourgeon en inflorescences (Hegele et al., 2005 ; Davenport, 2007). En revanche, un faible ratio
CKs/AIA maintient la croissance végétative.

Ces études analysent principalement les effets des hormones sur l'induction florale, et
rarement sur la croissance végétative. Or la croissance végétative présente un role important
puisqu’elle est potentiellement porteuse de la future floraison.

Etudes trophiques

Les relations entre reproduction et croissance végétative chez le manguier sont également
étudiées d’un point de vue trophique : la mise en place de structure reproductrices comme les
inflorescences, ou plus encore comme les fruits, nécessite un apport d’éléments nutritifs (carbone,
azote, sucres...). Plusieurs auteurs se sont penchés sur les besoins nutritifs dus a la reproduction,
ainsi que les effets négatifs de la reproduction sur la croissance végétative dus a des réserves
carbonées trop faibles.

Une faible réserve en amidon est corrélée positivement a la formation et I'initiation florale (Reece
et al., 1949 ; Singh, 1959). La période de développement de I'inflorescence peut étre longue et exige
de grandes quantités de réserves (Chacko, 1986). L'initiation de la floraison dépend du maintien d’un
haut niveau du ratio carbone:azote (Singh, 1960). Le développement fructifere requiert la présence
de photoassimilats mais dépend aussi de la quantité de réserves de I'arbre (Chacko, 1986). Une forte
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utilisation des réserves carbonées par le développement du fruit pendant les années « ON » peut
mener a une diminution de la croissance végétative et de la fructification I'année suivante, résultant
en une année « OFF » (Chacko et al., 1982 ; Reddy et Singh, 1991; Davie et Stassen, 1996). Une forte
charge en fruits favorise la photosynthése, en augmentant la concentration d’azote dans les feuilles
(Urban et al., 2004). Un haut niveau d’azote dans les feuilles favorise la floraison (Davenport, 2009).
Une augmentation du ratio feuille:fruit de 50 a 100 feuilles par fruit augmente la taille de la source et
donc la disponibilité en carbone, et entraine des fruits plus gros (Léchaudel et Joas, 2007). La pénurie
d'approvisionnement en photoassimilats augmente la teneur en glucose et en fructose par unité de
masse seche dans la pulpe de mangue. Ces hexoses semblent avoir un rbéle au cours du
développement des fruits (Léchaudel et Joas, 2007).

Etude sur les caractéristiques hydrauliques du manguier

Le potentiel hydrique diminue significativement pendant le développement du fruit, en lien
avec I'accumulation de solides solubles (Léchaudel et al., 2013). La conductivité hydraulique mesurée
dans les vaisseaux du pédoncule augmente au cours du développement du fruit, puis diminue au
stade final de la croissance du fruit, suite au développement d’embolie dans les vaisseaux de xyleme
(Nordey et al., 2015). La conductivité hydraulique dans les unités de croissance varie suivant les
cultivars. Par exemple Cogshall posséde la conductivité la plus élevée par rapport aux quatre cultivars
étudiés, suivi d’Irwin, Kensington Pride et José, pour qui la conductivité est particulierement faible
comparée aux autres cultivars étudiés (Normand et al., 2008).

6. Problématiques, objectifs et hypothéses associées

6.1 Problématiques

L'état de l'art présenté ci-dessus nous apporte des connaissances sur l'irrégularité de
production ainsi que sur les interactions entre reproduction et croissance végétative chez le
manguier, qui vont nous servir de cadre d’analyse et d’axe d’orientation pour étudier les deux
problématiques suivantes :

- U'irrégularité de production chez le manguier peut-elle étre analysée grace aux interactions
entre reproduction et croissance végétative, de maniere dynamique et spatiale, en mobilisant le
concept des colts de la reproduction ?

- Quels mécanismes, trophiques, hormonaux et/ou, plus originalement, hydrauliques, sont
impliqués dans les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif des axes
fructiféres porteurs ?

6.2 Objectifs et hypothéses associées

L’'objectif principal est d’apporter un regard nouveau sur lirrégularité de production du
manguier en mobilisant le concept des colits de la reproduction, et d’identifier des mécanismes clés
contribuant a cette irrégularité.
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Deux objectifs de recherche sont fixés :

1) Identifier, caractériser, et quantifier les colits directs et les colts retardés de la
reproduction du manguier

Notre hypothese est que, d’apres le concept des colts de la reproduction, I'investissement du
manguier dans la reproduction engendre une croissance végétative réduite, porteuse de la future
floraison potentielle.

Nos objectifs consistent a :

- comprendre et quantifier les interactions entre les phases de reproduction et de croissance
végétative chez le manguier en mobilisant le concept des colts de la reproduction, et comprendre a
quelles échelles spatiales et temporelles (colts directs et/ou colts retardés) les colts de la
reproduction opérent ;

- identifier les étapes limitantes qui affectent la croissance végétative au cycle n+1, porteuse de la
future reproduction potentielle, pouvant contribuer a l'irrégularité de production des manguiers ;

- identifier les facteurs d’ordre architecturaux impliqués dans ces étapes limitantes.

Cela consiste a quantifier de fagon dynamique les co(ts de la reproduction directs (floraison et
fructification au cycle n) et retardés (débourrement végétatif, floraison et fructification au cycle n+1)
sur deux cycles de croissance (Figure 14), et de comprendre les roles potentiels de la phase de
reproduction et de la phase de croissance végétative qui lui succéde sur l'irrégularité de production.

Pour parvenir a cet objectif, nous avons dans un premier temps caractérisé l'irrégularité de
production de différents cultivars de manguier, grace a l'utilisation d’indices d’irrégularité de
production. Cela nous a permis de sélectionner quatre cultivars possédant des patterns d’irrégularité
de production différents, dans le but de les comparer au cours des études suivantes. Nous avons
ensuite analysé sur ces quatre cultivars, et a plusieurs échelles spatiales (UC, branche charpentiére,
arbre), les relations entre la reproduction au cours du cycle n et la reproduction au cycle n+1. Pour
comprendre ces relations, nous avons décomposé cette analyse en deux parties. D’une part I'analyse
des relations entre la reproduction au cycle n et la croissance végétative au cycle n+1, puis I'analyse
des relations entre la croissance végétative et la reproduction au cycle n+1.
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Figure 14 : Schématisation des colts directs (fleche rose) et retardés (fleches bleues) de la
reproduction entre deux cycles de production (s’étalant sur trois années n, n+1, n+2) du manguier a
la Réunion, St Pierre. Les phases phénologiques de chaque cycle sont indiquées par des fleches
horizontales (croissance végétative en vert, floraison en orange, croissance des fruits en rouge,
récolte en violet). Sur les arbres schématisés, les symboles jaunes correspondent aux inflorescences,
les ronds rouges correspondent aux fruits, et les ellipses vertes correspondent aux feuilles.

Les premiers résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence que la faible
probabilité de débourrement des UCs reproductrices, par rapport aux UCs restées quiescentes, est
une étape limitante affectant la croissance végétative (Capelli et al., 2016). En effet, plus I'effort
reproductif, i.e., I'investissement dans la reproduction, d’'une UC est important, plus la probabilité de
débourrement végétatif au cycle suivant est faible, et plus le nombre d’UCs et la surface foliaire mis
en place au cycle suivant seront faibles. Par ailleurs, Dambreville et al. (2013) ont montré que le
débourrement végétatif, lorsqu’il a lieu, est retardé par la nature reproductive de I'UC. Ces résultats
nous ont amenés a définir un second objectif.

2) Identifier et analyser les mécanismes impliqués dans les colts directs et retardés
de la reproduction pouvant contribuer a I'irrégularité de production chez le manguier
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Apres avoir mis en évidence que la probabilité de débourrement des UCs reproductrices est
une étape limitante affectant la croissance végétative, nous avons voulu identifier et analyser les
mécanismes pouvant contribuer a cette étape limitante.

a) Déterminer les effets directs du développement de la reproduction sur la
morphologie, I'anatomie et les caractéristiques hydrauliques de I’axe porteur

Les colts directs de la reproduction correspondent a I'investissement dans la reproduction
(floraison et croissance des fruits) au cycle n (Newell, 1991). En général, les études de ces co(ts
directs s’intéressent a I'allocation des ressources vers les organes reproducteurs.

Dans cette these, nous étudions les colts directs de la reproduction sous un autre aspect, a
savoir un aspect végétatif. Nous souhaitons analyser les possibles modifications morphologiques,
anatomiques et/ou des caractéristiques hydrauliques de I'axe végétatif porteur de I'inflorescence
puis du fruit. On ne développe pas les investissements dans la floraison et dans les fruits car cet
aspect a déja été bien étudié.

Notre hypothese est que la présence d’un (ou plusieurs) fruit(s) porté(s) par I'UC terminale
entraine un développement des tissus conducteurs (xyléeme et phloéme) pour alimenter en eau, en
minéraux, et en carbone le fruit en croissance, ainsi qu’un développement de tissu de soutien
(sclérenchyme) pour supporter le poids des fruits (Figure 15). Ces modifications conduisent a une
augmentation du diameétre de I’axe de I’'UC (croissance secondaire).

Eau

K ++ Xyleme ++ o
\/ > Phloéme ++ ~ Diameétre UC ++
Sclérenchyme ++

Figure 15 : Représentation schématique des effets de la croissance du fruit sur la morphologie et
I'anatomie de l'unité de croissance (UC) porteuse. L’hypothése est que la croissance d’un fruit
augmente (symboles « ++ ») le diameétre de I'axe de I'UC porteuse, di au développement des tissus
conducteurs d’eau et de seve élaboré (xyleme et phloeme), qui augmente la conductivité
hydraulique de I'UC (K), et des tissus de soutien (sclérenchyme). Les rectangles verts représentent les
UCs, les ovales verts représentent les feuilles, le cercle rouge représente le fruit et le trait bleu
représente le systeme conducteur.

b) Déterminer les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif

Les co(ts retardés de la reproduction correspondent aux conséquences négatives, en termes
croissance végétative et reproduction, au cycle n+1 de l'investissement des ressources dans le
processus de reproduction au cycle n (Newell, 1991). Nous faisons I’"hypothése que deux mécanismes
peuvent étre responsables de ces conséquences négatives: un mécanisme trophique, et un
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mécanisme lié aux hormones. Nous cherchons a comprendre de quelle maniére ces mécanismes
trophiques et hormonaux peuvent contribuer aux effets négatifs de la reproduction sur le
débourrement végétatif (Capelli et al., 2016) et sur le retard de ce débourrement lorsqu’il a lieu
(Dambreville et al., 2013).

Mécanisme trophique
Pour I'étude du mécanisme trophique, notre hypothése est que la croissance du fruit mobilise

localement les réserves carbonées dans les parties ligneuses, notamment de I'UC porteuse. Le
débourrement des bourgeons végétatifs pendant la croissance des fruits peut étre en conséquence
inhibé par un niveau trop bas de réserves (Zapata et al, 2004), ou retardé le temps de la
reconstitution locale de ces réserves, méme lorsque le fruit n’est plus présent sur I'UC (Piller et
Meekings, 1997 ; Piller et al., 1998 sur kiwi) (Figure 16).

s&\, — %

Figure 16 : Représentation schématique du mécanisme trophique. La croissance du fruit mobilise
(symbole « ++ ») localement les réserves carbonées. Le débourrement des bourgeons végétatifs
latéraux pendant la croissance du fruit est en conséquence inhibé (croix noires) par un niveau local
trop bas de réserves, ou retardé (horloge) le temps de la reconstitution de ces réserves. Les
rectangles verts représentent les unités de croissance, les ovales verts représentent les feuilles, le
cercle rouge représente le fruit, et les points vert foncé représentent les bourgeons latéraux. La
fleche violette représente les flux de carbone (C).

Mécanisme hormonal

Dans les études sur l'irrégularité de production des fruitiers tempérés, les hypotheses
hormonales généralement avancées sont que certaines hormones, notamment l'auxine et les
gibbérellines, issues des fruits en croissance, inhibent I'induction florale pour le cycle suivant
(Monselise et Goldschmidt, 1982 ; Bernier et al., 1993). Sur manguier en revanche, I'induction florale
se déroulant juste avant le débourrement des inflorescences, il n’y a pas d’effet direct de la présence
de fruits sur I'induction florale. Les études hormonales sur l'irrégularité de production se focalisent
principalement sur les hormones responsables de I'initiation florale.

Le mécanisme hormonal que I'on se propose d’étudier est différent de celui étudié en général
puisque I'on s’intéresse a I'effet de la reproduction (floraison puis fructification) sur le débourrement
végétatif et non pas sur I'induction florale. Nous supposons que I'embryon dans le fruit en croissance
communique avec la plante de fagcon hormonale, libérant des hormones, notamment de I'auxine, qui
inhibent la croissance végétative (Figure 17). Nous supposons que lorsqu’on retire le fruit, on retire
également la source d’hormones; I'effet inhibiteur est alors rapidement supprimé. Monselise et
Goldschmidt (1982) signalent que dans certains cas, les graines présentes dans les fruits exercent des
effets d’inhibition sur la production de bourgeons (pommier) ou induisent une abscission des
bourgeons (pistachier). De plus, sur le manguier, Davenport et al. (2007) posent I'hypothese que
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I'initiation de la croissance végétative est principalement régulée par le ratio auxine/cytokinines. La
présence du fruit pourrait modifier localement ce ratio par la libération d’auxine, affectant alors
négativement le débourrement végétatif.

Figure 17 : Représentation schématique du mécanisme hormonal. L'embryon dans le fruit en
croissance libere des hormones (H) qui inhibent (croix noires) le débourrement des bourgeons
végétatifs pendant la croissance du fruit. Les rectangles verts représentent les UCs, les ovales verts
représentent les feuilles, le cercle rouge représente le fruit, et les points vert foncé représentent les
bourgeons latéraux.

Pour compléter ces études, une quantification de I'activité de certains génes responsables de
la synthése, de la perception ou de la signalisation de certaines hormones, de la signalisation du
saccharose, ainsi que des génes de ramification, a été effectuée lors d’un séjour en Australie d’ao(t a
octobre 2015. L'expérimentation a été effectuée au sein du Queensland Department of Agriculture,
Fisheries and Forestry a Mareeba dans I'équipe dirigée par lan Bally (https://www.daf.qld.gov.au/) et
au sein du laboratoire Plant Development Lab de I'université du Queensland a Brisbane dans I'équipe
dirigée par Christine Beveridge (https://plantdevelopmentlab.wordpress.com/).

Nous avons travaillé a I'échelle des organes (bourgeons apicaux et latéraux, entre-nceuds,
inflorescences, pulpe et embryon de fruits) pendant la floraison et la croissance des fruits, pour
analyser plus finement les mécanismes hormonaux et trophiques étudiés, et leurs effets sur le
débourrement végétatif.
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lll. Matériels et Méthodes
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I1l. Matériels et Méthodes

Une importante partie du « Matériels et Méthodes » a été décrite et rédigée dans la partie
« Résultats » de ce mémaoire, correspondant aux articles scientifiques. Ici nous ne présenterons que
les parties non décrites dans les « Résultats », correspondant par exemple a la présentation plus
détaillée des cultivars étudiés, le dispositif des parcelles d’expérimentation, et les bases de données
utilisées.

1. Mise en place des expérimentations

A. Cultivars étudiés

Mon travail de these s’est principalement porté sur quatre cultivars : Cogshall, José, Irwin et
Kensington Pride.

Cogshall (Photo 5) est un cultivar monoembryonné originaire de Floride (Knight et al., 2009).
L'arbre est moyennement vigoureux avec une canopée dense. Cogshall répond aux critéres de
calibre, forme et couleur exigés pour I'exportation, puisque le fruit est oblong, jaune-vert-rouge a
maturité (Photo 9.A), a chair orangée et pese en moyenne 350g (Knight et al., 2009). C'est le seul
cultivar de mangue exporté depuis la Réunion (Hoarau et al, 2009). Son succés commercial a la
Réunion est principalement d( a la précocité de sa récolte qui le met a I'abri de nombreuses
agressions par les bio-agresseurs (mouches des fruits, anthracnose, bactériose) et des dépressions
tropicales de saison des pluies (Vincenot, 2009). Ce cultivar est toutefois sensible a 'oidum et a la
sécheresse. Il n’est cultivé qu’a la Réunion, ol son irrégularité de production est assez marquée
(Vincenot, 2004).

Photo 5 : Manguier, cultivar Cogshall. © Mathilde Capelli.

José (Photo 6) est un arbre peu vigoureux a canopée ouverte originaire de la Réunion. Il existe
plusieurs clones de ce cultivar monoembryonné : Petite José, Moyenne José, José Royale...
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(Agronews Réunion, 2009). Cette mangue de couleur jaune-verte (Photo 9.B) d’environ 250g est en
général trés appréciée par les consommateurs Réunionnais, grace a sa chair ferme, sucrée, juteuse et
tres parfumée (Vincenot, 2009). Les pertes de récoltes peuvent étre importantes chez José de par sa
sensibilité a I'anthracnose et a la cécidomyie des fleurs, d’autant plus qu’une grande partie de la
production se récolte en période cyclonique. La floraison est souvent asynchrone, avec jusqu’a trois
floraisons successives par arbre au cours d’'un méme cycle, ce qui accentue I'étalement des récoltes.
José n’est cultivé qu’a la Réunion, ou son irrégularité de production est trés marquée (Vincenot,
2004).

Photo 6 : Manguier, cultivar José. ©Mathilde Capelli

Irwin (Photo 7) provient d’'un semis du cultivar Lippens réalisé en 1939 par F.D. Irwin a Miami
(Campbell, 1992). Ce cultivar monoembryonné est cultivé dans de nombreux pays producteurs
(Australie, Taiwan, Puerto Rico, Espagne, Guadeloupe, Costa Rica...). L'arbre présente une vigueur
moyenne, avec une canopée ouverte. Les fruits sont de couleur rouge-orangée (Photo 9.C) a chair
jaune, et leurs poids moyen est de 300g (Knight et al., 2009). La production précoce a semi-précoce
est abondante, mais le fruit se conservant mal, il doit étre écoulé rapidement sur les marchés. Il n’est
pas cultivé ni commercialisé a la Réunion. C’est un cultivar assez rustique, peu sensible aux maladies,
sauf la bactériose et I'anthracnose (Vincenot, 2009). Sa production est réguliere chaque année,
notamment a la Réunion (Campbell, 1992 ; Vincenot, 2004).
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Photo 7 : Manguier, cultivar Irwin. © Mathilde Capelli

Kensington Pride (Photo 8) a été sélectionné au Queensland en Australie vers 1860, a partir de
graines de manguier provenant d’Inde. C'est un cultivar polyembryonné qui est intensivement cultivé
en Australie ou il occupe plus de 80% des vergers (Bally et al., 1999). Il a été introduit a la Réunion
par le Cirad en 2000. C’est un cultivar trés vigoureux, produisant des arbres de grandes dimensions
avec une canopée dense. Le fruit jaune tacheté de rose-rouge (Photo 9.D), d’environ 450g, trés
juteux et sucré au parfum de carotte et d’abricot, est parmi les plus précoces en Australie (Knight et
al., 2009). Cependant, en plus d’étre sensible a différentes maladies, comme I'anthracnose et la
bactériose, ce cultivar présente des problemes d’irrégularité de production dans le nord de
I’Australie (Bally et al., 1999). Néanmoins, a la Réunion, il présente un potentiel agronomique
intéressant en raison de sa précocité et de sa production importante et réguliere chaque année
(Vincenot, 2004, 2009).

Photo 8 : Manguier, cultivar Kensington Pride. © Mathilde Capelli.
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Photos 9 : Photographies des fruits immatures (a gauche) et matures (a droite) des quatre cultivars
étudiés : (A) Cogshall, (B) José, (C) Irwin et (D) Kensington Pride. © Mathilde Capelli, Frédéric
Normand et Didier Vincenot.

Ces quatre cultivars ont été greffés sur le cultivar Maison rouge. Ce cultivar d’origine
Mauricienne se multiplie fidelement par semis grace a sa polyembryonie. Les embryons nucellaires,
homogenes génétiquement, sont sélectionnés visuellement. Il est cultivé essentiellement pour ses
qualités de porte-greffe du fait de son enracinement pivotant. Celui-ci assure un excellent ancrage et
une bonne résistance aux vents cycloniques (Vincenot, 2004).

Nous nous sommes intéressés a ces quatre cultivars car ils posseédent des caractéristiques
architecturales, morphologiques et d’irrégularité de production différentes (Tableau 3).
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Tableau 3 : Caractéristiques des différents cultivars de manguier étudiés : Cogshall, José, Irwin
Kensington Pride (Campbell, 1992 ; Vincenot, 2004).

et

Cultivar Origine | Port Vigueur | Précocité | Irrégularité | Production

Cogshall Floride En boule, dense Modérée | Précoce Irrégulier Forte

José Réunion | Canopée peu dense et Modérée | Mi-saison Tres irrégulier | Moyenne
ouverte

Irwin Floride Canopée moyennement Modérée | Précoce Régulier Moyenne
dense et ouverte

Kensington Pride | Australie | En boule, dense, grande Forte Précoce Assez régulier | Trés forte
dimension

B. Parcelles d’étude

Les données utilisées dans le cadre de cette thése proviennent d’expérimentation menées sur
deux parcelles expérimentales, 'une sur la station du Cirad de Bassin Martin (21°31’S, 55°51’E,
altitude : 285 m) et I'autre sur la station de Bassin Plat (21°19'S, 55°29'E, altitude : 125 m) a Saint
Pierre sur I'lle de la Réunion (Figure 18).
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Figure 18 : localisation de Saint Pierre sur I'fle de la Réunion. © Google Images.

Bassin Martin : Le verger expérimental était installé sur la station de Bassin Martin, a I'Est de
Saint-Pierre (Photo 10). Il a été mis en place en mai 2001 et arraché en 2011. C’était une parcelle
d’évaluation variétale, et comportait huit cultivars, Cogshall, José, Irwin, Kensington Pride, Kent, Nam
Doc Mai, Tommy Atkins et Sensation, répartis selon un dispositif en deux blocs complets. Chaque
bloc était composé de sept arbres par cultivars, plantés sur une méme ligne. Une irrigation par
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goutte a goutte était réalisée tous les jours de la nouaison, en fin de saison fraiche, au début de la
saison des pluies, i.e., de septembre a janvier durant une heure. Des traitements phytosanitaires
classiques ont été utilisés dans cette parcelle. En revanche, les arbres de cette parcelle n’ont pas été
taillés pour pouvoir étudier leur développement et production naturels.

Photo 10 : Bassin Martin a Saint Pierre, Réunion. © randoreunion.fr.

Bassin Plat : Les expérimentations de ma these ont été conduites sur deux parcelles de la
station de Bassin Plat, a I'Est de Saint-Pierre (Photo 11).
- MADOS est une parcelle de 153 arbres du cultivar Cogshall répartis en 9 lignes de 17 arbres, avec une
distance de plantation de 6m entre les rangs et 4m sur le rang. Cette parcelle a été mise en place en
2004, avec une premiere production en 2007. Les arbres avaient donc 9 ans en début d’étude.
- MAO2 est une parcelle d’évaluation variétale comprenant 10 cultivars, les huit cultivars de la
parcelle de Bassin Martin, ainsi que deux autres cultivars (Caro et Heidi), avec 13 arbres par cultivar,
plus des arbres en bordures non suivis dans I'essai. Les cultivars sont disposés en randomisation
totale en 11 lignes de 17 arbres, avec une distance de plantation de 6m entre les rangs et 6m sur le
rang. Cette parcelle a été mise en place en 2007. Les arbres avaient donc 6 ans en début d’étude.

Photo 11 : 12 hectares de parcelles expérimentales de la station du Cirad de Bassin Plat a St Pierre,
Réunion. MAQO2 et MAOS correspondent aux parcelles de manguiers. © P. Cao-Van, Cirad.
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L’altitude de la parcelle de Bassin Martin est de 285 m, tandis que I'altitude des deux parcelles
de Bassin plat est de 125 m. La région de Saint-Pierre est ventée et a une température moyenne
annuelle de 20°C, avec des températures légerement plus fraiches a Bassin Martin du fait de
I'altitude. Le taux d’ensoleillement y est tres fort, entre 2600 et 3000 heures par an. La pluviométrie
moyenne annuelle est d’environ 1000mm, avec des pluies un peu plus importantes a Bassin Martin
gu’a Bassin Plat. Il y a une alternance de saison séche ou la pluviométrie est inférieure a 100mm (de
mai a novembre) et de saison humide (de janvier a mars). Les sols sont issus de coulées basaltiques
du Piton de la Fournaise. Ces sols ferralitiques a texture argileuse présentent une surface peu
caillouteuse (Raunet, 1991). La parcelle d’essai est située dans une zone favorable a la culture du
manguier, puisqu’elle se trouve a moins de 400m d’altitude, et avec une pluviométrie inférieure a
1500mm, ce qui limite les probléemes phytosanitaires, mais nécessite tout de méme une irrigation
d’appoint pendant la croissance des fruits.

2. Collecte et analyse des données

A. Indices d’irrégularité de production

L’objectif de cette étude est de calculer des indices d’irrégularité de production a I’échelle de
I'arbre pour différents cultivars, dans le but de sélectionner ceux sur lesquels travailler par la suite.
On souhaite obtenir une diversité du caractere irrégulier des cultivars pour pouvoir les comparer.

Pour calculer ces indices d’irrégularité de production, nous avons a disposition des jeux de
données provenant de la parcelle de Bassin Martin présentée ci-dessus avec huit cultivars sur les huit
premieres années de production.

Dans ce jeu de données, nous disposons pour chaque arbre et pour chaque année :
- du nombre de fruits ;
- du poids de chaque fruit ;
- du poids moyen des fruits (poids fruits/nombre de fruits) ;
- des dates de début, milieu et de fin de récolte fruits.

L’évolution du nombre et du poids total des fruits a été tracée pour chaque arbre au cours des
huit premiéres années de production. Pour étudier les tendances de production des arbres au cours
du temps, des régressions linéaires par la méthode des moindres carrés ont été ajustées, et leur
coefficient (r?) ainsi que leur niveau de significativité (P-value) ont été calculés pour chaque arbre.

Plusieurs indices d’irrégularité et d’alternance de production, proposés par Durand et al.
(2013) et présentés précédemment (Chapitre I. 1. B), ont ensuite été calculés pour chaque arbre sur
toute la période de production étudiée :

- I'indice BBI

- I'indice BBI_norm

- I'indice BBI_res_norm,
- le coefficient y
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Les indices BBI et BBl_norm ne considerent pas la tendance de production. En revanche,
I'indice BBI_res_norm et le coefficient y la considerent car ils sont basés sur les résidus des
ajustements.

Tous ces indices sont calculés dans le but de les comparer et d’évaluer ainsi I'effet de la prise
en compte de la tendance dans les valeurs des indices. L'étude des relations entre les différentes
versions du BBl montre qu’ils sont bien corrélés. Nous avons alors choisi de retenir le BBI_res_norm
car il considere la tendance, qui est importante pour ces jeunes arbres entrant en production. Des
comparaisons des valeurs BBIl_res_norm, et des valeurs du coefficient y, entre les cultivars ont été
effectuées dans le but de réaliser plusieurs groupes de cultivars.

B. Base de données Doralice : croissance et reproduction

a) Mise en place de la base

L’étude de cette base de données dans le cadre de ma these est d’identifier, de caractériser et
de quantifier les colts directs et les colts retardés de la reproduction. Pour ce faire, nous avons
étudié les relations entre la reproduction au cours d’un cycle (R1) et la reproduction au cycle suivant
(R2) (R1=>R2), ainsi que les relations entre reproduction et croissance végétative (V) (R12>V et
V->R2), sur quatre cultivars de manguier et a différentes échelles spatiales, I'arbre, la branche
charpentiere et I'unité de croissance.

La collecte des données pour de cette base « Doralice » a eu lieu de 2003 a 2006 et avait pour
objectif principal d’étudier I'effet de facteurs endogénes architecturaux sur la croissance végétative
et la reproduction du manguier.

Elle contient une description exhaustive, a I’échelle de I'unité de croissance, de la croissance
végétative, de la floraison et de la fructification de 35 jeunes manguiers entre juin 2003 et mars
2006, correspondant aux trois premiers cycles de production, sur la parcelle d’évaluation variétale de
Bassin Martin. Les données ont été collectées sur sept cultivars (ceux présents sur la station excepté
Sensation), avec cing arbres par cultivar. Pour cette thése, nous avons travaillé sur les quatre
cultivars décrits précédemment, Cogshall, José, Irwin et Kensington Pride, choisis sur leur caractéere
irrégulier.

La période étudiée correspond a trois phases reproductives et deux phases de croissance
végétative, soit 2.5 cycles de production (Figure 19) :

- la reproduction du cycle 2003/2004, qui correspond a la premiére floraison d’importance et
au début de la production de ces arbres de juillet 2003 a mars 2004 ;

- le cycle complet 2003/2005, d’ao(it 2003 a mars 2005 ;

- le cycle complet 2004/2006, d’ao(t 2004 a mars 2006.
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Figure 19 : Succession temporelle de trois cycles de production (GCO, GC1 et GC2) du manguier a la
Réunion (Cogshall a Saint Pierre) de juin 2003 a avril 2006. Chaque GC est composé d’une succession
de période de croissance végétative (V), de repos (R), de floraison (F) et de fructification (FR). (Capelli
etal., 2016).

Parmi les cing arbres suivis par cultivar, deux ont été éclaircis par retrait de tous les fruits
formés juste apres la nouaison lors des cycles de production GC1 et GC2, en octobre 2004 et octobre
2005. Les arbres éclaircis sont intéressants pour étudier les colts retardés puisque les colts directs
de la reproduction sont presque nuls sur ces plants (développement des inflorescences mais pas des
fruits). lls représentent donc des témoins, et nous permettent comparer les co(ts de la reproduction
entre des arbres n’ayant pas fructifiés (colts de la reproduction nuls) et des arbres ayant fructifiés
(colts de la reproduction élevés).

Au cours de ces deux cycles de production, la croissance végétative et reproductrice de chaque
arbre a été suivie de fagon exhaustive par un suivi hebdomadaire. Pour chaque UC apparue, ont été
notés :

- sa position vis-a-vis de 'UC précédente : apicale (provenant du bourgeon apical de I'UC mere) ou
latérale (provenant d’un bourgeon latéral de I’'UC mere) ;

- son mois d’apparition ;

- le diamétre a la base de I'axe portant les nouvelles UCs apparues au cours de la saison de croissance
végétative, d'aolit a mai ;

- sa nature : végétative (Vsi elle ne fleurit pas au moment de la saison de floraison-fructification),
florifére (F) ou fructiféere (FR).

Au moment de la floraison ont été notés pour chaque UC ayant fleuri :
- la date d’apparition des inflorescences ;
- le nombre d’inflorescences produites.

Au moment de la récolte ont été notés pour chaque UC fructifere :
- le nombre de fruits portés ;
- le poids de chaque fruit ;
- les dates de récolte de chaque fruit.

Des termes de généalogie, décrits par Dambreville et al. (2013), sont utilisés pour décrire la
succession entre les UCs. La derniere UC développée au cours d’un cycle qui se trouve en position
terminale au cours de la floraison et est susceptible de fleurir est appelée I’ « UC ancétre ». Les
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nouvelles UCs produites au cours du cycle suivant a partir de cette UC ancétre sont appelées « UCs
descendantes ». Toutes les UCs descendantes provenant d’un méme bourgeon de I'UC ancétre au
cours d’un cycle forment un axe éventuellement plus ou moins ramifié. Parmi les UCs descendantes,

celles en position terminale a la fin de la saison de croissance végétative sont susceptibles de fleurir

et de fructifier au cours du cycle. Les UCs descendantes en position terminale au cours d’un cycle
correspondent aux UCs ancétres pour le cycle suivant (Figure 20).
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/

UC ancetre yCs descendantes / /
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|' ’ S — I' ‘ II
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\ /
LR .~ oy . /

Cyclen Cycle n+1
Figure 20 :

Schématisation d’une succession d’unités de croissance (UCs). L'UC ancétre est
représentée par un rectangle noir, et les UCs descendantes par des rectangles gris (UCs terminales)
ou blancs (UCs non terminales). Les feuilles ne sont pas représentées. Les symboles en arétes de
poissons représentent les inflorescences, et I'ovale noir représente un fruit. Dans ce schéma, une UC
ancétre a produit huit UCs descendantes, réparties en deux axes, encerclés par des ellipses en
pointillé. Le premier comporte trois UCs et le second comporte cing UCs. D’apres Capelli et al. (2016).

b) Exploitation de la base

L'analyse de cette base de données nous permet de quantifier plusieurs variables, a I'échelle
de I'UC ancétre, qui caractérisent la croissance végétative et la reproduction, qui nous serviront
ensuite pour étudier de maniére quantitative et temporelle les relations R1->R2, R12>V et V2>R2.

R1 est quantifiée par la nature de I'UC ancétre, considérée comme un gradient de |'effort
reproducteur depuis la croissance végétative (V, pas de colt de la reproduction), a la floraison (F,

colts de la reproduction intermédiaires) et la fructification (FR colts élevés de la reproduction).
V et R2 sont quantifiées par les variables suivantes.

Variables caractérisant la croissance végétative au cycle n+1 (V):
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- La probabilité de débourrement de I'UC ancétre au cycle n : probabilité qu’une UC ancétre du cycle
n donne au moins une UC descendante au cycle n+1.

- Le nombre d’UCs descendantes : nombre d’UCs descendantes produites au cycle n+1 par une méme
UC ancétre du cycle n.

- Le nombre d’axes : nombre d’axes produits au cycle n+1 a partir d’une UC ancétre du cycle n.

- Le nombre d’UCs en position terminale a la fin de la période de croissance végétative du cycle n+1,
susceptibles de fleurir ou de porter une autre UC au cycle n+1.

- La surface foliaire, la biomasse des UCs, la biomasse totale de chaque axe apparu au cycle n+1. Ces
variables sont estimées par des relations allométriques (Normand et Lauri, 2012) a partir de la
mesure du diametre réalisée a la base de chaque axe au moment du repos végétatif.

Variables caractérisant la reproduction au cycle n+1 (R2) :

- Le nombre d’UCs terminales floriferes.

- Le nombre d’UCs terminales fructiferes.

- Le taux d’UCs terminales floriféres : nombre d’UCs floriféres/nombre total d’UCs terminales.

- Le taux d’UCs terminales fructiféres : nombre d’UCs descendantes fructiféeres/nombre total d’UCs
terminales descendantes.

- Le taux de fructification : nombre d’UCs descendantes fructiféres / nombre d’UCs descendantes
floriferes.

- Le nombre et le poids de fruits.

Ces variables ont ensuite été agrégées a I'échelle de la branche charpentiére, et a I'échelle de
I'arbre.

C. Identification de mécanismes impliqués dans les colts de la
reproduction

a) Effets de la reproduction sur I'anatomie, les caractéristiques hydrauliques, et
les teneurs en sucres et en hormones des UCs porteuses (Réunion)

L'identification des mécanismes impliqués dans les colts de la reproduction nous permet
d’étudier, a I’échelle de I'unité de croissance, les effets négatifs de la reproduction sur la croissance
végétative, potentiellement impliqués dans I'irrégularité de production.

Deux études ont donc été effectuées : I’étude (1) correspondant aux effets de la reproduction
sur I'anatomie et les caractéristiques hydrauliques des UCs porteuses, et |'étude (2) correspondant
aux dosages de sucres et d’hormones sur les UCs porteuses.

Pour ces deux études, nous avons travaillé sur deux cultivars, Cogshall et José. En plus d’étre
les deux cultivars les plus cultivés a la Réunion et pour lesquelles le Cirad a le plus de références, ils
ont des patterns et des intensités d’irrégularité de production différents. Des UCs de différentes
natures ont été prélevées a cing dates clés du cycle de production du manguier a la Réunion,
correspondant a différentes périodes phénologiques du manguier : pendant le repos végétatif (juin),
pendant la floraison (septembre), au milieu de la croissance des fruits (novembre), pendant la récolte
(janvier), et au moment de la croissance végétative (mars).
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Pour I’étude (1), deux campagnes de prélevement ont eu lieu sur les deux parcelles de Bassin
Plat présentées ci-dessus, la premiére durant le cycle de production 2014-2015, et la deuxieme
durant le cycle de production 2015-2016. Pour cette étude, nous avons travaillé sur des UCs
terminales de trois natures différentes :
- UCs terminales restées quiescentes tout au long du cycle de production ;
- UCs terminales qui ont fleuri lors de la floraison, et qui ensuite ont fructifié ;
- UCs qui ont produit une nouvelle UC végétative pendant la croissance végétative.

La partie médiane des UCs échantillonnées a été directement utilisée pour les mesures de
conductivité hydraulique, tandis que la partie apicale des UCs a été plongée dans un fixateur dans le
but d’effectuer ultérieurement des analyses histologiques. Cing répétitions par cultivar et par nature

ére nde

d’UC ont été effectuées durant la 1°° campagne de préléevement, et 10 répétitions durant la 2

campagne, dans le but d’augmenter le pouvoir des tests statistiques.

Pour I'étude (2), une seule campagne de prélévement a eu lieu durant le cycle de production
2014-2015, sur les deux parcelles de Bassin Plat. Pour cette étude nous avons travaillé sur des UCs
terminales de cing natures différents, les trois mémes natures d’UCs terminales que |'étude
hydraulique, ainsi que sur deux autres natures :

- UCs terminales qui ont fleuri mais qui n’ont pas fructifié ;
- UCs terminales qui ont fleuri et fructifié et dont on a retiré les fruits a la moitié de leur
développement en novembre.

La partie apicale des UCs a été échantillonné dans le but d’effectuer des dosages de sucres et
d’hormones. De plus, certains organes présents sur ces UCs ont également été échantillonnés :
inflorescences, pédoncules, noyaux et pulpe des fruits lorsqu’ils étaient présents. Trois et cing
répétitions par cultivar et par nature d’UCs ont été collectées pour les dosages de sucres et
d’hormones, respectivement.

Ces expérimentations nous permettant d’étudier ces mécanismes ont été décrites de maniére
compléte dans les articles correspondant (Chapitre IV. 2. A et IV. 2. B. a).

b) Etude de la quantification de I'expression de génes (Australie)

Cette étude nous permet d’approfondir les études hormonales et trophiques, en allant plus
loin dans l'identification des mécanismes impliqués dans les effets négatifs de la reproduction sur le
débourrement végétatif, a travers la quantification de I'expression de certains genes.

Notre hypothéese est que le fruit en croissance synthétise des hormones, notamment un flux
basipete d’auxine, et représente un puits pour les glucides, en particulier de saccharose. Le fruit joue
donc un réle dans linhibition et/ou le retard du débourrement végétatif au cycle suivant
(Dambreville et al., 2013 ; Capelli et al., 2016).

Notre objectif est donc d’étudier I'expression de plusieurs génes impliqués dans la synthése, la
perception et la signalisation d’hormones, des génes impliqués dans la signalisation des sucres, et
des genes lié a la ramification. Les génes que nous avons sélectionnés sont : TAR2 (synthése d’auxine)
; IPT5 (synthese des cytokinines), ARR4 et ARR6 (signalisation des cytokinines) ; MAX2 and D14

-79-



(perception des strigolactones) ; BRC1, BRC2 and DRM1 (géne de ramification et marqueurs de
dormances) ; CYCB1 et GRF2 (marqueur de croissance) ; bZIP11, bZIP44 and ASN1 (signalisation et
marqueur des sucres et plus spécifiquement du saccharose) ; HY5 (signalisation des nutriments). Ces
génes ont différentes actions (synthése, perception et/ou signalisation) et sont produits par
différents organes a différents moments (Encart 2).

Encart 2: Genes of interest
Auxin (1AA)
TAR2 (synthesis): The TAR2 (TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE RELATED 2) gene has an important
role in the biosynthesis of IAA. This gene is closely related to TAAl1 (TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE of ARABIDOPSIS 1). TAA1/TAR2 is an important pathway for IAA biosynthesis
(Stepanova et al., 2011).

Cytokinins (CKs)

IPT5 (synthesis): IPT1, IPT3, IPT5, and IPT7 (ISOPENTENYL TRANSFERASE) genes are all expressed in
different cell types and are expected to be important in the biosynthesis of CKs in those cells
(Miyawaki et al., 2004). They are expressed in roots and vegetative shoot tissues, and are involved in
shoot branching. The transcriptional response of IPT to decapitation is consistent with the idea that
IAA-mediated bud inhibition involves a reduced supply of CKs (Mdiller et al., 2015).

ARR4 and ARRG6 (signaling): ARR4 and ARR6 (ARABIDOPSIS RESPONSS REGULATOR) belong to the
response regulator family, which has 23 members: 10 type-A regulators (including ARR4), 11 type-B
regulators, and 2 others (Kakimoto, 2003). True response regulators are involved in signaling
cascades in which an upstream CKs receptor kinase phosphorylates ARRs on a conserved Asp residue
within their receiver domain (Schaller et al., 2002). Overexpression of type-A ARRs results in plants
with a reduced sensitivity to CKs, whereas overexpression of type-B ARRs leads to increased CKs
sensitivity (Kiba et al., 2003; Tajima et al., 2004).

Strigolactones (SLs)
MAX2 and D14 (perception): three of four MORE AXILLARY BRANCHES (MAX) proteins have been

suggested to be involved in the biosynthesis of SLs from carotenoids. SL perception and signaling
involves the F-box protein MAX2, and the hydrolase DWARF14 (D14) acts as an SL receptor. Authors
used strong loss-of-function alleles of the Arabidopsis thaliana D14 gene to characterize D14 function
from early axillary bud development through to lateral shoot outgrowth and demonstrated a role of
this gene in the control of flowering time. Like MAX2, D14 is required locally in the aerial part of the
plant to suppress shoot branching. A mechanism of SL-induced, MAX2-dependent proteasome-
mediates degradation of D14. This negative feedback loop would cause a substantial drop in SL
perception, which would effectively limit SL signaling duration and intensity (Hayward et al., 2009).

Branching and dormancy genes
BRC1 and BRC2: BRANCHED1 (BRC1) and BRANCHED2 (BRC2) represent a key point in signals that
controlling branching. BRC1 is expressed in developing buds, where it arrests bud development. BRC1

downregulation leads to branch outgrowth. Mutant and expression analyses suggest that BRC1 is
downstream of the MORE AXILLARY GROWTH pathway and that it is required for auxin-induced
apical dominance. Therefore, BRC1 acts inside the buds as an integrator of signals controlling bud
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outgrowth and translates them into a response of cell growth arrest. BRC1 and BRC2 delay axillary
meristem initiation, axillary bud development and bud outgrowth (Aguilar-Martinez et al., 2007).
DRM1: DOMAINS REARRANGED METHYLASE genes are required for de novo DNA methylation in
Arabidopsis thaliana. The DRM1/ARP gene family is increasingly exhibiting associations with stress
conditions at the transcript level. DRM1 is correlated with dormancy, and increases in transcript
levels in response to various treatments have been reported in various species (Rae et al., 2014).

Growth markers

CYCB1 is a cyclin-dependent protein kinase and functions as an effector of growth control. This gene
is involved in regulation of cell cycle, and cell growth (Eloy et al., 2011).

GR2: GROWTH REGULATING FACTOR proteins are a family comprising nine members; they regulate
various developmental processes in leaves and cotyledons in a functionally redundant manner (Kim
et al., 2003). Transgenic plants overexpressing GRF1 or GRF2 have larger leaves than wild-type
plants.

Sucrose

bZIP11, bZIP44 and ASN1: The basic leucine zipper transcription factors bZIP11 and bZIP44 are
expressed in a light-regulated and tissue-specific way. They have a role in the control of processes
associated with the transport or utilization of metabolites, and is repressed by sucrose (Wiese et al.,
2004). Their expression is negatively correlated to their transcriptional activity. The ASPARAGINE
SYNTHETASE1 (ASN1) enzyme synthesizes asparagine which serves as an important nitrogen storage
and transport compound and it is synthesized at night and during low-sugar conditions. When sugar
levels are high the expression of the ASN1 gene is repressed, leading to reduced levels of asparagine
(Lam et al., 1994). ASN1 expression was shown to be induced by several stresses such as hypoxia and
darkness, and repressed in the presence of sucrose or glucose. ASNA is the direct target of bZIP11, its
expression informs therefore on the direct transcriptional activity of bZIP11. Overexpression of
bZIP11 or orthologous bZIP genes resulted in increased ASN1 expression levels (Baena-Gonzalez et
al., 2007).

Nutrient signaling

HY5 (Long Hypocotyles 5) is a key transcription factor in Arabidopsis thaliana that has a pivotal role in
seedling development. HY5 promotes photomorphogenesis in response to light signals of various
wavelengths, and lack of HY5 weakens photomorphogenic responses. HY5 exhibits the growth-
promoting activity only when sufficient nutrients, including lights, are provided, and HY5 has a
complex involvement in nitrogen acquisition and metabolism in Arabidopsis seedlings (Huang et al.,
2015).

L'étude s’est effectuée en deux parties, une partie terrain et une partie laboratoire, en
Australie d’ao(t 2015 a octobre 2015.

La premiére partie de cette étude a consisté en une expérimentation de terrain et aux pré-
analyses biochimiques. Elle a été effectuée au sein du Queensland Department of Agriculture,
Fisheries and Forestry (QDAFF) a Mareeba en Australie dans |'équipe dirigée par lan Bally
(https://www.daf.gld.gov.au/). L’équipe a pour projet de mieux gérer la canopée par des approches
architecturales, en vue d’augmenter la productivité des vergers de manguiers. Cette partie terrain
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s'est effectuée sur deux parcelles expérimentales situées sur la station South Edge (16°58'S,
145°20E). La premiere parcelle comprend 104 arbres du cultivar Kensington Pride, et la seconde 48
arbres du cultivar Keitt (Photo 12).

Photo 12 : Parcelle de manguier Kensington Pride sur la station de South Edge du QDAFF a Mareeba,
QLD, Australie. © Mathilde Capelli.

Nous avons travaillé sur deux cultivars présents en Australie: Kensington Pride, décrit
précédemment et Keitt, un cultivar originaire de Floride, car ce sont les 1% et 4°™ cultivars les plus
cultivés en Australie respectivement (Knight et al., 2009 ; QLD Government, 2015). De plus, ces deux
cultivars possedent des patterns d’irrégularité de production différents. Kensington Pride est tres
irrégulier dans le Nord de I'Australie, alors que Keitt est plutét régulier.

De la méme maniéere que pour les études hydraulique, trophique et hormonale, nous avons
travaillé a I'échelle de l'unité de croissance terminale. Nous avons échantillonné des UCs de
manguiers de natures différentes:

- UCs terminales restées quiescentes durant la saison reproductrice ;
- UCs terminales qui ont fleuri lors de la floraison ;
- UCs terminales qui ont fleuri lors de la floraison, et qui ensuite ont fructifié.

Certains organes présents sur ces UCs ont également été échantillonnés lorsqu’ils étaient
présents : inflorescences, pédoncules, et embryon a l'intérieur de la graine des fruits (Photo 13).

Photo 13 : Echantillonnage sur la parcelle de manguiers Keitt sur la station de South Edge du QDAFF a
Mareeba, QLD, Australie. © Mathilde Capelli.
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Nous avons prélevé ces UCs de natures différentes pendant la floraison (début septembre), au
début de la croissance des fruits (fin septembre) et au milieu de la croissance des fruits (fin octobre)
(Figure 21).

Les UCs quiescentes ont été prélevées aux trois dates, les UCs floriferes ont été prélevées
seulement au moment de la floraison, et les UCs fructiféres seulement au moment de la croissance
des fruits. Les différents organes ont été plongés dans de l'azote liquide directement aprés les
prélevements.

Aot Septembre Octobre Novembre

Echantillonnage pendant la floraison: Echantillonnage au milieu

- UCs quiescentes de la croissance des fruits:

- UCs floriféres - UCs quiescentes

l - UCs fructiféres
Organes échantillonnés: l
- UCs . N .
; : Organes échantillonnés :
- Bourgeons latéraux (UCs quiescentes) EChant'"O”nage au début - UCs
- Bourgeons apicaux de la croissance des fruits : _ Bourgeons latéraux
- Inflorescences (UCs floriféres) - UCs quiescentes - Bourgeons apicaux
- UCs fructiféres - Inflorescences (UCs floriféres)

- Fruit {embryon)

J

Organes échantillonnés:

-UCs

- Bourgeons latéraux

- Bourgeonsapicaux

- Inflorescences (UCs floriféres)
- Fruit (embryon)

Figure 21 : Protocole d’échantillonnage pour la quantification de I’activité des génes impliqué dans le
débourrement végétatif en Australie d’Aolt a Octobre 2016.

La seconde partie de cette étude a consisté en des analyses génétiques de dosage des
transcripts des genes ciblés dans les organes échantillonnés. Le broyage des échantillons et
I’extraction de leur ARN a tout d’abord été effectué au QDAFF de Mareeba (Photo 14). Les
échantillons broyés et congelés ont ensuite été envoyés au laboratoire Plant Development Lab de
I’'Université du Queensland a Brisbane dirigé par Christine Beveridge
(https://plantdevelopmentlab.wordpress.com/). L’équipe travaille sur la compréhension du réle des
hormones végétales et des sucres dans la régulation et la coordination du développement des
plantes.

Les transcripts ont été dosés par Q-PCR. Nous avons choisi d’étudier des genes liés a I'auxine,

au cytokinines, aux strigolactones, puisque ce complexe hormonal joue un role dans le
débourrement végétatif (Ferguson et Beveridge 2009), et également des genes liés au saccharose, un
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sucre impliqué dans le débourrement (Mason et al., 2014 ; Barbier et al., 2015), et des genes liés a la
ramification.

Notre hypothese est que le fruit en croissance synthétise des hormones, et représente un puits
pour les glucides, en particulier de saccharose, jouant ainsi un roéle dans I'inhibition et/ou le retard du
débourrement végétatif au cycle suivant (Dambreville et al., 2013 ; Capelli et al., 2016). Nous
souhaitons donc analyser quelles hormones sont synthétisées par le fruit en croissance (auxine,
strigolactones...) et de quelle manieres elles sont responsables de cette inhibition dans le
débourrement végétatif (par exemple via une diminution de la synthése de cytokinines). De plus,
nous souhaitons comprendre comme le fruit en croissance affecte la production et la mobilisation
des glucides (amidon) et de quelle maniére cette mobilisation joue sur l'inhibition, ou lorsqu’il a lieu
le retard, du débourrement végétatif (géne de ramification et de dormance). Pour étudier ces effets
du fruit en croissance, nous avons décidé d’étudier I'expression des génes liés aux hormones et aux
sucres a la fin de la floraison et pendant la croissance des fruits.

Photo 14 : Laboratoire de biologie moléculaire du QDAFF a Mareeba, en Australie. © Mathilde
Capelli.

Cependant, ce travail n’a pas pu étre finalisé en trois mois. Le dosage des transcripts est en
cours a I’'Université du Queensland a Brisbane. Nous ne présenterons ici que les premiers résultats de
ce travail, qui seront a la suite de ce mémoire dans la partie Résultats.
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IV. Résultats
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IV. Résultats

1. Caractérisation des colts de la reproduction chez le manguier

Cette section est découpée en deux parties. Une est consacrée aux résultats concernant la
caractérisation et la quantification de [lirrégularité de production. L'autre est consacrée a
I'identification, la caractérisation et la quantification des co(ts de la reproduction chez le manguier.

Les résultats de la partie A. concernent la caractérisation de l'irrégularité de production de huit
cultivars de manguier a 'aide d’indices. lls sont issus des bases de données de rendement par arbre
de la parcelle de Bassin Martin, présentée dans la partie Matériels et Méthodes.

Les résultats de la partie B., divisée en trois sous-parties, a), b), c), concernent la
caractérisation et la quantification des co(ts de la reproduction du manguier a différentes échelles,
sur différents cultivars, et au cours de plusieurs cycles de production. lls sont issus de la base de
données Doralice présentée dans la partie Matériels et Méthodes.
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A. Caractérisation et quantification de I'irrégularité de production de
différents cultivars de manguier

L'objectif de cette étude était de caractériser et quantifier l'irrégularité de production de
différents cultivars de manguier a I'échelle de I'arbre, a I'aide de calculs d’indices d’alternance et
d’irrégularité de production. Les résultats doivent permettre d’identifier des cultivars aux
comportements de production contrastés pour les travaux de cette these.

La production a I’échelle de I'arbre de huit cultivars de manguier a été caractérisée par deux
variables, le nombre de fruits et le poids de fruits produits par arbre et par année. Le poids des fruits
était tres corrélé au nombre de fruits pour chaque cultivars (coefficient de corrélation de Pearson
r=0.94, P<0.001), car le poids des fruits variait peu en fonction de la charge du nombre de fruits par
arbre. La variable ‘poids des fruits’ étant régulierement utilisée pour caractériser le rendement
(Pearce et Dobersek-Urbanc, 1967 ; Reddy et al., 2003 ; Smith et al., 2004 ; Rosenstock et al., 2010 ;
Cilas et al., 2011, etc.), et possédant une importance économique, nous ne présenterons ici que les
résultats concernant le poids de fruits, bien que les résultats concernant le nombre de fruits sont trés
semblables.

Nous avons tout d’abord tracé I’évolution des rendements des arbres de chaque cultivar, sur
les huit premiéres années de production, correspondant aux années 3 a 10 aprés la plantation
(Figure 22).
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Figure 22 : Evolution des rendements (en kg) des arbres de huit cultivars de manguier, Cogshall
(n=12), Irwin (n=13), José (n=10), Kensington Pride (n=12), Kent (n=12), Nam Doc Mai (n=12),
Sensation (n=9) et Tommy Atkins (n=9), sur huit années de production correspondant aux années 3 a
10 apreés la plantation. Chaque courbe représente un arbre. L'échelle des ordonnées varie entre les
cultivars.

Ces graphiques nous permettent de mettre en évidence différentes évolutions globales de la
production suivant les cultivars et suivant les arbres.

Pour tous les cultivars, la production des arbres augmente peu au cours de la premiére année
de production, c’est-a-dire I'année 3 aprés plantation. Par la suite, des différences d’évolutions sont
observées entre les cultivars, et entre les arbres pour un méme cultivar. Entre les années 3 et 7 apres
la plantation, la production augmente lentement et régulierement pour Irwin, José, Kent et
Sensation. En revanche, une augmente trés importante est observée entre les années 3 et 4 aprés
plantation pour tous les arbres de Kensington Pride, et pour certains arbres de Cogshall, Nam Doc
Mai et Tommy Atkins.

Chez Nam Doc Mai, deux pics de production sont observés I'année 4 et I'année 8 aprées
plantation sur la plupart des arbres. Pour tous les cultivars, une forte production est observée
I’'année 8 apres la plantation, suivie d’une diminution drastique I'année 9 apres plantation, et ce pour
tous les arbres de chaque cultivar. Cette diminution n’est expliquée ni par un cyclone, ni par une
cause biotique (par exemple une attaque de ravageurs). L’année suivante, correspondant a I'année
10 apres la plantation, la production augmente de maniére trés importante pour Cogshall, José,
Irwin, Kensington Pride, Kent et Tommy Atkins, et de maniére plus faible pour Nam Doc Mai et
Sensation.

Ces graphiques nous permettent également de mettre en évidence une forte variabilité entre
les arbres pour un méme cultivar, en particulier chez Cogshall, Kensington Pride et Sensation. Chez
Sensation, on observe des arbres avec deux patterns de production tres différents : des arbres tres
irréguliers en production au cours du temps, et des arbres trés réguliers mais avec une production
tres faible chaque année. D’autres cultivars possedent des arbres présentant des similitudes de
I’évolution de leurs rendements au cours du temps, par exemple Tommy Atkins, Nam Doc Mai,
Kensington Pride, Irwin et Kent.

La tendance dans les rendements est importante a prendre en compte car elle entraine un
biais dans le calcul de BBI (Huff, 2001). Or nous travaillons sur les premiéres années de production de
jeunes arbres, on s’attend donc a une augmentation des rendements, et donc a des tendances a la
hausse dans I’évolution des rendements.

Nous avons donc calculé la tendance de I'évolution du rendement au cours des 8 années pour
chaque arbre par régression linéaire. L’analyse de ces tendances nous permet de visualiser comment
la production de chaque arbre évolue au cours du temps, et particulierement les premiéres années
de production, et par conséquent de savoir quel indice il est préférable d’utiliser. S’il n’y a pas de
tendance a la hausse ou a la baisse, le BBl ou le BBI_norm peuvent étre utilisés, alors que si une
tendance a la hausse ou a la baisse des rendements est observée, le BBI_res_norm est plus adapté
car il prend en compte les écarts entre les rendements observés et la tendance ajustée (Durand et
al., 2013). Ces ajustements linéaires nous permettent par la suite de récupérer les résidus et de
calculer le BBI_res_norm et le coefficient y.
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Des différences marquées sont observées entre les évolutions de rendement des différents
cultivars, et également entre les arbres pour un méme cultivar (Tableau 4, Figure 23).

Tableau 4 : Ajustements significatifs (P<0.05) des tendances de I’évolution du rendement pour
chaque arbre par régression linéaire, ainsi que le total des arbres par cultivar, et la pente moyenne
des ajustements significatifs pour chaque cultivars.

Nombre d’arbres présentant | Total des arbres Pente
Cultivars des ajustements significatifs par cultivar moyenne
(P<0.05)

Cogshall 2 12 5.97
Irwin 12 13 7.85
José 6 10 7.50
Kensington Pride 1 12 13.0
Kent 5 12 8.45
Nam Doc Mai 0 12 -
Sensation 1 27.03
Tommy Atkins 2 17.41

Irwin et José sont les deux cultivars dont le plus d’arbres présentent des ajustements
significatifs. Au contraire, peu d’arbres présentent des ajustements significatifs chez Cogshall,
Kensington Pride, Kent, Nam Doc Mai, Sensation et Tommy Atkins. Chez ces cultivars, une forte
variabilité du rendement au cours du temps est observée (Figure 23).

Cependant, nous disposons de peu de points par arbre, et une forte variabilité est observée, ce
qui explique le peu de relations significatives. De plus, I’évolution du rendement chez certains arbres
n’est pas linéaire. Des ajustements logistiques a la place des ajustements linéaires pourraient étre
plus pertinents pour les cultivars dont la production augmente dés la seconde année de production,
comme par exemple Cogshall ou Kensington Pride.
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Figure 23 : Exemple d’évolution des rendements (en kg) d’un arbre représentatif de chaque cultivar
sur huit années de production, pour les huit cultivars de manguier, Cogshall (code de I'arbre : B13),
Irwin (C11), José (B6), Kensington Pride (E7), Kent (D7), Nam Doc Mai (C4), Sensation (E8) et Tommy
Atkins (D9). La droite bleue correspond a I'ajustement linéaire. Le coefficient de régression r? ainsi
que la probabilité associée (P) sont notés pour chaque graphique.

Différents comportements (plutot régulier, irrégulier ou alternant) autour de la tendance sont
alors observés entre les cultivars, mais également entre les arbres d’'un méme cultivar. Par exemple,
d’apres la Figure 23, I'arbre C11 du cultivar Irwin a un comportement plutot régulier, du moins
jusqu’a I'année 8 apres plantation ; I'arbre C4 du cultivar Nam Doc Mai a un comportement tres
irrégulier. L'arbre B13 de Cogshall, I'arbre E8 de Sensation et I'arbre B6 de José ont un
comportement plutét alternant, et ce des les premiéres productions. Certains arbres deviennent
alternants aprés quelques années de production, par exemple Kent D7 qui devient alternant a partir
de la 7°™ année aprés plantation, ou sont alternants seulement certaines années, comme
année apres plantation. Le jeu de données

Kensington Pride E7 qui alterne fortement la 9°™
mériterait une analyse plus approfondie de I’évolution des rendements de chaque arbre et cultivar,

mais cela n’était pas I'objectif du travail de cette these.
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Les différents indices d’irrégularité de production présentés par Durand et al. (2013) en
introduction ont ensuite été calculés sur les arbres de ces huit cultivars. L'indice BBI quantifie la
variabilité interannuelle de rendement autour d’'un rendement moyen (BBI, BBlI_norm) ou de la
tendance (BBI_res_norm). BBI et BBI_norm ont été calculés sur les données brutes de poids de fruit
par arbre et BBI_res_norm a été calculé a I'aide des résidus des ajustements linéaires. Les indices
BBI, BBI_norm, BBI_res_norm sont tres corrélés (coefficient de corrélation de Person r=0.93, P<0.001
entre BBl et BBl_norm; r=0.94, P<0.001 entre BBI et BBI_res_norm; et r=0.99, P<0.001 entre
BBI_norm et BBI_res_norm) et nous avons décidé de n’en présenter qu’un. Nous avons choisi
d’étudier le BBI_res_norm puisque nous travaillons sur de jeunes arbres en début de production, et
leur rendement individuel présentant une évolution globalement a la hausse. Le BBI_res_norm
permet donc de prendre en compte cette tendance d’évolution. De plus, le coefficient y est calculé
sur les résidus aussi (apres retrait de la tendance) ce qui permet de comparer cet indice avec le
BBI_res_norm.

Trois groupes de cultivars peuvent étre définis sur la base de la comparaison des indices
moyens entre cultivars (Tableau 5) :

- Sensation qui possede l'indice BBl _res_norm le plus élevé a 1.51, correspondant a une forte
variation interannuelle autour de la tendance ;

-Nam Doc Mai, José, Tommy Atkins et Kent et qui possédent des indices BBI_res_norm moyens et
relativement proches, entre 1 et 1.10, correspondant a une variabilité interannuelle moyenne autour
de la tendance ;

- Cogshall, Irwin et Kensington Pride qui possedent des indices BBI_res_norm les plus faibles, avec
cependant de la variabilité, les indices moyens variant entre 0.70 et 0.95, correspondant a une
variabilité interannuelle plutot faible autour de la tendance.

Tableau 5: Moyenne (t écart-type) des indices BBl _res_norm de chaque cultivar, ainsi que les
résultats des tests de Tukey aprés anova.

Cultivar Moyenne + écart-type
Sensation 1.51+0.27 a
Nam Doc Mai 1.10£0.19 b
José 1.07+£0.15 bc
Tommy Atkins 1.06+0.30 bc
Kent 1.01+0.20 bc
Cogshall 0.95+0.30 bcd
Irwin 0.84+0.17 cd
Kensington Pride 0.70+0.26 d

De plus, nous avons calculé avec les résidus des ajustements linéaires de chaque arbre le
coefficient y qui permet de caractériser (alternance vs irrégularité) la structure des variations
interannuelles de rendement autour de la tendance (Durand et al., 2013).

Trois groupes peuvent étre définis sur la base de la comparaison des coefficients y moyens
entre cultivars (Tableau 6) :
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- José, Kent, Irwin qui possedent les coefficients y les plus faibles, entre -0.81 et -0.70,
correspondant a une structure alternante des variations interannuelles ;

- Sensation, Cogshall et Tommy Atkins qui possedent les coefficients y moyens variant entre -0.54
et -0.44, avec une forte variabilité pour Cogshall et Tommy Atkins, correspondant a une structure
plutét irréguliére des variations interannuelles ;

- Nam Doc Mai et Kensington Pride qui possédent les coefficients y les plus élevés entre -0.15 et -
0.12, avec une forte variabilité pour Kensington Pride, correspond a une structure irréguliére des
variations interannuelles.

Tableau 6 : Moyenne (+ écart-type) du coefficient y de chaque cultivar, ainsi que les résultats des
tests de Tukey aprés anova.

Cultivar Moyenne t écart-type
José -0.81+0.16 a
Kent -0.76 £ 0.15 ab
Irwin -0.70+£0.21 ab
Sensation -0.54£0.17 ab
Cogshall -0.45+0.34 bc
Tommy Atkins -0.44 +0.36 bcd
Nam Doc Mai -0.15£0.19 cd
Kensington Pride -0.12+0.29 d

Nous avons ensuite étudié les relations entre BBI_res_norm et le coefficient y pour chaque
cultivar (Figure 24). D’aprés Durand et al. (2013), les cultivars les plus réguliers sont ceux possédant
un BBI_res_norm faible ; les cultivars irréguliers sont ceux possédant un BBI_res_norm élevé et un
indice y proche de 0; et les cultivars alternants sont ceux possédant un BBl _res_norm élevé et un
indice y proche de -1 (Tableau 2).

Dans le cadre de notre étude, les comparaisons statistiques des BBl res_norm et des
coefficients y moyens entre les cultivars permettent de considérer qu’un BBI_res_norm est faible
lorsqu’il est inférieur a 1 et élevé lorsqu’il est supérieur a 1.10, et qu’un coefficient y est faible
lorsqu’il est inférieur a -0.70 et élevé lorsqu’il est supérieur a -0.44 (Figure 24).
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Figure 24 : Relation entre I'indice BBI_res_norm et le coefficient y pour chaque cultivar. La moyenne
ainsi que les écarts-type pour chaque variable sont représentés.

Nos résultats permettent de classer les cultivars suivant I'amplitude de leurs variations
interannuelles de rendement autour de la tendance, avec des variations plutét faibles (BBI_res_norm
faible) correspondant a la régularité de production interannuelle, ou élevé (BBl res_norm élevé)
correspondant a l'irrégularité de production interannuelle, et suivant la structure de cette variation
interannuelle, une structure alternante (y proche de -1) ou irréguliére (y proche de 0) (Tableau 7).
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Tableau 7 : Classement des différents cultivars de manguier suivant leurs valeurs de BBI_res_norm et
du coefficient y.

BBI_res_norm

Faible [0.70; 0.95] | Moyen [1.01; 1.10] Elevé [< 1.50]

Proche de O Kensington Pride Nam Doc Mai
Cogshall
v Proche de -0.5 8 . Sensation
Tommy Atkins
Kent
Proche de -1 Irwin )
Jose

Nos résultats permettent donc d’améliorer l'interprétation classique et tranchée des indices
d’irrégularité, a savoir qu’une variété est soit réguliere, soit irréguliere, soit alternante. Sur le terrain,
la production des arbres n’est jamais strictement réguliere. Méme si la production est assez
réguliére, il y a un bruit autour de la tendance d’évolution du rendement. Ce bruit peut avoir une
structure irréguliere (coefficient y proche de 0) ou alternante (coefficient y proche de -1).

Une variabilité plus ou moins grande est observée selon les cultivars :

- lorsqu’une variabilité importante est observée, par exemple chez Cogshall, Tommy Atkins,
Sensation ou chez Kensington Pride, peut penser que des différences de comportement entre arbres
d’'un méme cultivar existent ;

- lorsque peu de variabilité est observée, il existe un comportement homogéne entre les arbres en
termes de régularité de production, par exemple chez José, Kent et Nam Doc Mai (Figure 22).

Aprés ces calculs de BBl _res_norm et de y des huit cultivars de manguier présents sur la
station, nous avons décidé, pour nos prochaines expérimentations, de travailler sur quatre cultivars
possédant des origines ainsi que des patterns de production différents :

- Kensington Pride présente des variations interannuelles de rendement faibles, donc est
plutot régulier mais avec une structure irréguliére des variations interannuelles (y =0)

- Irwin présente des variations interannuelles de rendement faibles, donc est plutot
régulier mais avec une structure alternante des variations interannuelles (y 2-1)

- Cogshall et José présentent des variations interannuelles de rendement plus marquées,
donc plut6t irréguliers, avec José ayant un comportement plus alternant que Cogshall.
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B. Identification, caractérisation et quantification des colts de la
reproduction

L’étude des co(ts de la reproduction s’est effectuée a partir de la base de données ‘Doralice’
en trois étapes :

- I'étude des effets de la reproduction (R) sur la croissance végétative (V) au cycle suivant
(R=>V) (Figure 25 : fleches rouges). Cette étude a été effectuée sur deux cycles de production (GC1 et
GC2), sur deux cultivars, Cogshall et Kensington Pride, et a trois échelles, I'arbre, la branche
charpentiére et l'unité de croissance. Les résultats ont été présentés sous forme de communication
orame lors de I'International Horticultural Congress (IHC) a Brisbane, Australie, en Ao(t 2014 par
Frédéric Normand. Elle a été valorisée par un article paru dans Acta Horticulturae.

- I’étude des effets de la croissance végétative sur la floraison et sur la fructification (V=2R)
(Figure 25 : fleches vertes). Cette étude a été effectuée au cours du cycle de production GC1, sur
guatre cultivars, Cogshall, Irwin, José et Kensington Pride et a trois échelles, I'arbre, la branche
charpentiére et I'unité de croissance. J'ai présenté une communication orale sur ces résultats lors du
Xl International Mango Symposium a Darwin, Australie en Octobre 2015. Elle sera valorisée par un
article a paraitre dans Acta Horticulturae.

- I'étude des effets directs de la reproduction au cours d’un cycle sur la reproduction au cycle
suivant (R1->R2) (Figure 25 : fleches bleues), et des effets décomposés en en prenant en compte la
croissance végétative entre les deux phases reproductrices (R1=>V et V->R2) (Figure 25 : fleches
rouges et vertes). Cette étude exhaustive par rapport aux deux précédentes a été effectuée sur deux
cycles de production (GC1 et GC2), sur quatre cultivars, Cogshall, Irwin, José et Kensington Pride et a
deux échelles, I'unité de croissance et la branche charpentiére. Elle a été valorisée sous la forme d’un
article scientifique publié le 21 octobre 2016 dans la revue Frontiers in Plant Science
(http://journal.frontiersin.org/journal/plant-science#).

2003 2004 2005 2006
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Figure 25 : Succession temporelle de 3 cycles de production (growing cycle GCO, GC1, GC2) utilisés
pour caractériser les colts directs et indirects de la reproduction du manguier. Chaque cycle de
production est composé d’'une période de croissance végétative (V), de repos végétatif (R), de
floraison (F) et de fructification (FR). Adaptée de Capelli et al. (2016).
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a) ARTICLE 1 - The Costs of Reproduction in Plants: a Novel Approach to
Study Irregular Bearing of Fruit Crops

International Horticultural Congress (IHC)
Brisbane (Australia), 17-22 August 2014

Normand, F., Capelli, M., and Lauri, P.-E. (2016). The Costs of Reproduction in Plants: a Novel
Approach to Study Irregular Bearing of Fruit Crops. Acta Horticulturae. 1130: 207-2013.

? e

[HC ¢y
Ce papier correspond a l'analyse de l'effet de I'effort reproducteur sur la croissance
végétative au cycle suivant, sur les cycles de production 2003-2004 (Figure 25 : GC1) et 2004-2005

(Figure 25 : GC2). L’étude a été effectuée a trois échelles spatiales, I'arbre, la charpentiere et I'unité
de croissance, et sur deux cultivars, Cogshall et Kensington Pride.

Nous avons choisi différentes variables pour caractériser I'effort reproducteur et la croissance
végétative.
L’effort reproducteur a été caractérisé par le nombre de fruits.
La croissance végétative a été caractérisée par la biomasse seche des axes et des feuilles, ainsi
que la surface foliaire portée par les pousses de I'année, estimées a partir du diametre mesuré a la
base de ces pousses grace a des relations allométriques (Normand et Lauri, 2012).

Toutes ces variables ont été normalisées par la section du tronc (analyse a I'échelle de I'arbre) ou
de chaque charpentiére (analyse a I’échelle de la charpentiére). Pour cette étude, nous avons utilisé
des arbres chargés et des arbres non-chargés, dont tous les fruits ont été retirés juste apres la
nouaison.
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The Costs of Reproduction in Plants: a Novel Approach to
Study Irregular Bearing of Fruit Crops

F. Normand and M. Capelli P.-E. Lauri

CIRAD, UPR HortSys INRA, UMR AGAP
97455 Saint-Pierre Cedex 34060 Montpellier
Réunion Island France

France
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Abstract

Irregular bearing is a major issue limiting productivity of temperate and tropical fruit
crops. It is generally studied through the effects of fruit production in one year on
flowering and fruit production in the following year, involving classical nutritional
and/or hormonal hypotheses. As shown in various species, especially in the apple, there
are strong reciprocal relationships between vegetative and reproductive growth, not
only in a same year but also from one year to the other. These relationships are then a
key point to understand irregular bearing. The effects of flowering and fruiting on the
subsequent vegetative growth were investigated during two growing cycles on two
irregular mango cultivars. Vegetative growth was quantified by the biomass and leaf
area of new axes, assessed by allometric relationships. Negative relationships between
fruit production and the subsequent vegetative growth were evidenced at the tree,
scaffold branch and growth unit levels, with differences between the two cultivars. On
the basis of these results, a novel approach is presented to study in a more
comprehensive way the mechanisms involved in irregular bearing. It relies on the
conceptual framework of the costs of reproduction in plants, originally developed in
evolutionary ecology. The hypothesis is that compromises are necessary to allocate plant
resources among three vital functions, namely growth, reproduction and defence, in
order to maximize the reproductive success during the whole life span, and not during
only one production cycle. We discuss the interest of this concept to study irregular
bearing.

INTRODUCTION

Irregular bearing is a major issue limiting productivity of temperate and tropical fruit
crops. Numerous researches have been carried out to quantify irregular bearing, to identify the
factors triggering and maintaining irregular bearing, and to understand the mechanisms
involved (e.g., Monselise and Goldschmidt, 1982). The main hypotheses investigated
consider that fruit production affects flowering and/or fruit production the following year
through nutritional and/or hormonal mechanisms. New approaches based on molecular
biology have been developed recently (Mufioz-Fambuena et al., 2011; Guitton et al., 2012).

Most of these studies consider the effect of fruit production one year on flowering and
fruiting the following year, and do not account for the vegetative development between these
annual reproductive events. Yet, it has been shown in various fruit species strong reciprocal
relationships between vegetative and reproductive growth, within and between growing cycles
(Lauri and Trottier, 2004; Normand et al., 2009; Gaaliche et al, 2011; Dambreville et al,
2013). These relationships then appear as a key point to describe and understand irregular
bearing in fruit trees.
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The purpose of this study was to investigate the effects of flowering and fruiting on
the subsequent vegetative growth of two irregular mango cultivars at different levels, the tree,
the scaffold branch and the growth unit. The results suggested that an integrated approach,
based on the conceptual framework of the costs of reproduction in plants, could be used to
study in a more comprehensive way irregular bearing of fruit trees. This approach is presented
and discussed in this paper.

MATERIALS AND METHODS

The experimental orchard was located at the CIRAD (French Agricultural
Research Centre for International Development) Research Station in Saint-Pierre, Réunion
Island (21°31°S, 55°51°E, 280 m a.s.l.). Ten trees of two irregular mango cultivars, five trees
per cultivar, were studied: Cogshall, a Floridian cultivar that is extensively grown in Réunion
Island, and Kensington Pride, the main cultivar grown in Australia. They were grafted onto
the polyembryonic rootstock ‘Maison Rouge’ and planted in May 2001. Trees were not
pruned before and during the experiment.

The growing cycle of these mango cultivars lasts about 18 months in Réunion Island:
vegetative growth (August year N-1 to April year N), vegetative rest (May to July), flowering
(July to September), and fruit maturity (December year N to February year N+1).
Consequently, consecutive growing cycles overlap on the trees, the beginning of vegetative
growth of one cycle being concomitant with flowering and fruit growth of the previous cycle
(see details in Dambreville et al., 2013). However, the main vegetative growth period occurs
after harvest, from February to April. Vegetative growth is rhythmic and asynchronous within
and between trees, i.e. new growth units (GU) appear at different dates. During the vegetative
growth period, branches composed of one to several GUs develop from vegetative buds
located on terminal GUSs, i.e. ending the previous growing cycle and situated at the periphery
of the canopy. During the reproductive season, a terminal GU can remain vegetative (i.e. it
does not flower: vegetative fate, V), can flower without bearing fruit (flowering fate, F), or
can flower and bear fruit (fruiting fate, FR). New branches can develop on these terminal GUs
with different fates.

Trees were first harvested at the beginning of the study, i.e. from December 2003 to
February 2004 (growing cycle 0). The experiment lasted two growing cycles, from July 2003
to February 2005 (cycle 1) and from July 2004 to February 2006 (cycle 2). Each terminal GU
of the trees was labelled and its fate was recorded in November 2003, during the reproductive
season of the cycle 0, and in November 2004 during the reproductive season of the cycle 1.
The basal diameter of all branches developed from these terminal GUs was recorded during
vegetative rest of cycles 1 and 2, in June 2004 and 2005. The dry biomass of stem and leaves
and the leaf area of the branches were estimated from their basal diameter with allometric
relationships established in 2004 and in 2005. Dry biomass and leaf area were then aggregated
at the scaffold branch level and at the tree level. The cross-sectional areas (csa) of the trunk
and of each scaffold branch of the trees were measured during flowering of cycles 0 and 1.

Among the five trees studied per cultivar, two were completely thinned just after fruit
set and did not bear fruit. On the three other trees, fruit production (number of fruits and fruit
weight) was recorded at the scaffold branch level at the end of the cycles 0 and 1. Data were
then aggregated at the tree level.

We studied the effect of fruit production during one growing cycle on vegetative
growth during the following growing cycle at the tree, scaffold branch and GU levels, from
cycle 0 to cycle 1, and from cycle 1 to cycle 2. Preliminary analyses showed a size-
dependence, and we analysed scaled variables, i.e. vegetative growth or fruit production
scaled by the csa of the respective tree or scaffold branch. Single and multiple regression
models were used for statistical analyses at the tree and scaffold branch levels. As data were
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not gaussian at the GU level, data distributions were compared with Kolmogorov-Smirnov
test (Sprent, 1992), and medians, rather than means, are presented in the Results section.
Statistical analyses were performed with the R software (R Core Team, 2014).

RESULTS

Results were similar for the two growing cycles, and for both dry biomass and leaf
area since these two variables were highly correlated. Consequently, we present here the
effects of fruit production during growing cycle 1 on leaf area developed during the growing
cycle 2.

At the tree level, the presence of fruits had a negative effect on vegetative growth
during the following growing cycle, with a marked difference between cultivars (Fig. 1). The
thinned trees produced on average 44% more leaf area than unthinned trees for Cogshall, and
180% more for Kensington Pride. The leaf area produced was negatively related to the tree
fruit load during the previous growing cycle for the two cultivars (Fig. 2). The slope of the
relationship was 2.5 times higher for Kensington Pride than for Cogshall.

B Unthinned trees

90 - O Thinned trees P = 0.002
a
P =0.052 :
40 a
30 -

20

10

New leaf area current cycle (dm?/cm?)

Cogshall Kensington Pride

Fig. 1. Effect of fruit production, unthinned trees (n=3) vs thinned trees (n=2), during growing
cycle 1 on the tree leaf area developed during the growing cycle 2 for two mango cultivars.
Bars represent standard error. For each cultivar, bars with different letters are significantly
different (analysis of variance, P-values above the bars).
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Fig. 2. Relationship between fruit load and tree leaf area developed during the following
growing cycle for two mango cultivars, Cogshall (black circles) and Kensington Pride (open
triangles). Details are given for each linear regression. Fruit load = 0 points correspond to
thinned trees.

At the scaffold branch level, weak but significant negative relationships appeared
between fruit load and vegetative growth during the following cycle (r2=0.14, P=0.032, n=26
for Cogshall; r?=0.36, P<0.001, n=29 for Kensington Pride; Fig. 3). The slope of the
relationship was 2 times higher for Kensington Pride than for Cogshall. The regression
models were improved when introducing the scaffold branch csa:

LA =-0.011 FL + 0.458 Scsa + 10.30; r2=0.75, P<0.001, n=26 for Cogshall

LA =-0.012 FL + 0.540 Scsa; r?=0.87, P<0.001, n=29 for Kensington Pride

where LA is the leaf area produced, FL is the fruit load during the previous cycle, and
Scsa is the scaffold branch csa.
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Fig. 3. Relationship between fruit load and leaf area developed during the following growing
cycle at the scaffold branch level for five trees of two mango cultivars, Cogshall (A) and
Kensington Pride (B). Fruit load = 0 points correspond to scaffold branches of thinned trees.

At the GU level, the leaf area of branches developed during a growing cycle was
related to the fate of the terminal GUs of the previous cycle that bore them (Table 1). The
larger the reproductive effort of the terminal GU (FR > F > V), the smaller the leaf area of
branches produced the following cycle. Kensington Pride was more affected by the
reproductive effort than Cogshall. The ratio of the median leaf area of branches borne by
vegetative terminal GUs to the median leaf area of branches borne by fruiting terminal GUs
was 3.72 and 1.75 for Cogshall, and 18.48 and 3.54 for Kensington Pride during growing
cycles 1 and 2 respectively. Whatever the fate of the terminal GU, leaf area was larger for
branches produced during growing cycle 1 than during growing cycle 2.

Table 1. Effect of the fate of terminal growth units (V: vegetative, F: flowering, FR: fruiting)
during a growing cycle on the leaf area of individual branches (dm?) produced by these
growth units during the following growing cycle for two mango cultivars and two growing
cycles. Median of each distribution is presented. Medians followed by different letters are
significantly different (Kolmogorov-Smirnov test at the overall P=0.05 level).

Fate of the terminal growth unit

Cultivar Cycles

Vv F FR
Cogshall 0>1 8.56 352° 2.30°
Cogshall 1>2 3.03° 1.90° 1.73°¢
Kensington Pride 0>1 54.14 ® 6.00 " 2.93°¢
Kensington Pride 122 5.42° 2.29° 1.53°
DISCUSSION

Our results showed that the fruit production during one growing cycle had a negative
effect on vegetative growth during the following growing cycle at the tree, scaffold branch
and growth unit levels. Kensington Pride was more susceptible than Cogshall to the negative
effect of fruit load at the three studied levels (Figs. 2, 3, Table 1). Dambreville et al. (2013)
showed structural and temporal relationships between vegetative and reproductive
development of the mango tree. Their results suggested that reproduction had a negative
effect on vegetative development at the tree and GU levels. Our results confirmed this point.
At the scaffold branch level, the negative effect of fruit load on the subsequent vegetative
growth is counter-balanced by the size of the scaffold branch. This positive effect of the
scaffold branch size was less pronounced during the first growing cycle (data not shown).
These results suggested that each scaffold branch had a functional autonomy with regard to
vegetative growth in these two mango cultivars. The smaller branches produced during the
growing cycle 2 than during the cycle 1 (Table 1) could probably be partly related to the
ontogenetic development of these young trees.
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This study evidenced the negative effect of fruit load on leaf area produced by
subsequent vegetative growth. But it did not decipher how leaf area was reduced at the
different levels: less leaves per GU?, smaller leaves per GU?, less GUs per branch?, less
branch per terminal GU? This knowledge would probably suggest what are the physiological
mechanisms involved in vegetative growth reduction. Further research is needed on this point.

These relationships implied that fruiting penalizes the vegetative development as soon
as the first crop of a mango tree and will affect the future development of the tree and its
cropping potential. As scaffold branches seemed to be autonomous, the first crops could lead
to contrasted vegetative development and a future imbalance between them. It is likely that
these reproductive-vegetative relationships at the scaffold branch level are key actors of the
desynchronization phenomenon identified in apple (Lauri et al. 1995) and mango
(Dambreville et al. 2013).

The consequences of vegetative growth reduction on the following flowering and
fruiting could be considered at two levels. First, a decrease of the number of potential
flowering/fruiting points the following year, contributing to a possible lower yield. Second,
reduced vegetative growth could lead to reduced carbohydrate assimilation for the subsequent
flowering and fruiting, and to reduced flowering and fruiting rates since they are positively
related to the GU size (Normand et al., 2009). Further research is however needed to specify
the consequences of reduced vegetative growth on the subsequent flowering and fruiting.

The negative effect of reproduction on subsequent vegetative development, as
evidenced in this study for two mango cultivars, is the basis of the conceptual framework of
the costs of reproduction in plants (Obeso, 2002; Reekie and Bazzaz, 2005). This concept was
originally developed in evolutionary biology. The costs of reproduction are defined in terms
of losses in the potential future reproductive success caused by current investments in
reproduction (Jénsson, 2000). One distinguishes the direct costs of reproduction, i.e. the direct
investment in flowering and fruit growth, and the indirect or delayed costs of reproduction
corresponding to the effects of reproduction on the subsequent vegetative growth which in
turn affects future reproduction. The direct costs can be evaluated from a nutritional point of
view, and from a bud demography point of view: the more flowering buds, the less vegetative
buds for the future vegetative growth. The hypothesis behind the costs of reproduction is that
compromises are necessary to allocate plant resources to three main vital functions, namely
growth, reproduction and defence, in order to maximize the reproductive success during the
whole life span of the plant, and not during only one year. This concept has been applied in
ecological studies with monoecious and dioecious species, but has rarely been applied in
horticultural studies (see Stevenson and Shackel (1998) for pistachio).

The conceptual framework of the costs of reproduction could be relevant to revisit the
study of irregular bearing in fruit trees. It implies that plants have developed vegetative and/or
reproductive life history traits to comply with the basic hypothesis of resources allocation to
maximize the reproductive success during their whole life span. It tries therefore to find
relationships between vegetative and/or reproductive life history traits and fruit production
over years, which is of particular interest for studies on irregular bearing. This concept offers
a theoretical framework, practical methods and numerous examples on wild species to study
these relationships. In a first step, the relationships are evidenced, suggesting hypotheses for
the underlying mechanisms that can be investigated in a second step. Irregular bearing likely
involves several physiological mechanisms. This approach appears as a comprehensive way
to study irregular bearing because it does not focus on a particular point such as the classical
carbohydrates or hormones. Moreover, the theory and practice attached to the costs of
reproduction make reference to other interesting concepts that are not much used in
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horticultural studies, such as the branch autonomy or the multilevel approach (Obeso, 2002,
2004).

A point of discussion is that fruit tree cultivars are not wild genotypes. They have been
selected for particular traits related to reproduction (yield, fruit traits), vegetative development
(vigor) and/or defence (pest and diseases resistance) and they are cultivated in a favorable,
mostly non-limiting, environment. They are not the result of natural evolution of genotypes in
their natural environment. However, selected cultivars are derived from wild genotypes and it
seems reasonable to think that life history traits acquired by wild genotypes are included in
the genetic background of cultivars. And the idea of compromises for resources allocation
between vegetative growth, reproduction and defence is general. The negative relationships
between fruit load and vegetative growth shown in this study and in other works support this
point. As cultivar selection targeted improved reproductive traits (high yield, larger fruit), the
allocation of resources in reproduction is probably larger in fruit tree cultivars compared to
wild genotypes, and the costs of reproduction are expected to be larger, and therefore more
easily identifiable and quantifiable.

CONCLUSIONS

Vegetative growth, assessed by its dry biomass or leaf area, was negatively affected by
fruit production at the tree, scaffold branch and terminal growth unit levels for two mango
cultivars. Kensington Pride was more affected by the reproductive effort than Cogshall.

This result suggested that the conceptual framework of the costs of reproduction in
plants offers an original approach to revisit in a more comprehensive way irregular bearing in
fruit trees. This concept provides a theoretical framework, practical methods, and numerous
examples developed on wild species.
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Ce papier correspond a I'analyse de I'effet de la croissance végétative sur la floraison et sur la
fructification. L'étude a été effectuée a trois échelles spatiales, I'arbre, la charpentiére et 'unité de
croissance, et sur quatre cultivars, Cogshall, Kensington Pride, José et Irwin, pour le cycle de
production 2003-2004 (Figure 25 : GC1).

Les variables retenues ici pour quantifier la croissance végétative, la floraison et la fructification
different de celles utilisées dans notre premiére étude.

La croissance végétative a été quantifiée par le nombre d’UCs terminales produites lors du cycle
de production 2003/2004.

La reproduction en 2004 a été quantifiée par le taux de floraison (nombre d’UCs terminales
floriferes /nombre d’UCs terminales) et le taux de fructification (nombre d’UCs terminales
fructiféres/ le nombre d’UCs terminales floriféres).

Ces variables, calculées a I'échelle de I'UC, ont ensuite été agrégées aux échelles de la

charpentiere et de I'arbre entier. Pour cette étude, nous n’avons pris en compte que les arbres
chargés afin d’avoir les données sur le taux de fructification.
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Abstract

The productivity of most of tropical and temperate perennial fruit crops, in
particular the mango tree, is limited by irregular bearing. Studies on irregular bearing
generally tackle the effects of fruit production in one year on flowering and fruiting in
the following year, and do not consider vegetative growth between fruiting seasons.
However, strong reciprocal relationships between vegetative and reproductive growth
have been evidenced in some fruit species, suggesting they are involved in irregular
bearing. Four mango cultivars with contrasted fruit bearing patterns were investigated,
Cogshall, Kensington Pride, Irwin and José. We studied the relationships between
vegetative growth and reproduction at the tree, scaffold branch and terminal growth
unit scales. Vegetative growth was quantified at those scales by the number of terminal
growth units set up during the vegetative growth season preceding flowering.
Reproduction was assessed at those scales by the rates of flowering and fruiting. The
relationships obtained were mostly cultivar-dependent. At the growth unit scale, we
observed a positive relationship between vegetative growth and flowering for Cogshall.
No relationship was observed between vegetative growth and fruiting. At the scaffold
branch scale, we observed a negative relationship between vegetative growth and
flowering for Kensington Pride. At the tree scale, we observed a positive relationship
between vegetative growth and flowering for Cogshall, and negative relationships
between vegetative growth and fruiting for Kensington Pride and José. Relationships
between flowering and fruiting were absent for the different scales and cultivars. The
effects of vegetative growth on mango reproduction are discussed in light of these
results.

INTRODUCTION

Most tropical and temperate perennial fruit crops have an irregular interannual fruit
production. This pattern depends on the cultivar. The productivity is limited during the years
of low production (‘off” years), which affects farmers’ incomes. Irregular bearing is usually
quantified through the alternate bearing index over two consecutive years (Monselise and
Goldschmidt, 1982). To understand irregular bearing, research works have been developed to
identify factors triggering and maintaining it, and to understand physiological mechanisms
involved in this phenomenon (Monselise and Goldschmidt, 1982; Bangerth, 2009). Many
studies show that irregular bearing is linked to carbohydrate resources and to hormonal factors
at the whole-tree and shoot scales (Marino and Greene, 1981; Monselise and Goldschmidt,
1982).

These studies about nutritional and hormonal mechanisms focus mainly on the effect of
fruit production on flowering and/or fruiting the following year, and do not take into account
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the vegetative growth that occurs between two reproductive periods. Nevertheless, it has been
shown in various fruit species, including mango, strong reciprocal relationships between
vegetative and reproductive growth, suggesting that vegetative growth is involved in irregular
bearing (Lauri and Trottier, 2004; Normand et al., 2009; Dambreville et al., 2013).

The purpose of this study was to investigate the relationships between vegetative
growth and the subsequent flowering and fruiting during a growing cycle, at the tree, scaffold
branch and terminal growth unit scales, on young bearing trees of four mango cultivars
(Mangifera indica L.) during the second year of fruit production.

MATERIALS AND METHODS

The experimental orchard was located at the Cirad (French Agricultural Research
Centre for International Development) research station in Saint-Pierre, Reunion Island
(21°31°S, 55°51’E, 280 m a.s.l.). The experimental orchard was composed of ten mango
cultivars, with 14 trees per cultivar. We studied four of these cultivars (three trees per
cultivar) with different patterns of irregularity: Cogshall, a Floridian cultivar that is
extensively grown in Reunion Island, and which is characterized by irregular bearing; Jose, a
local cultivar from Reunion Island, also characterized by irregular bearing; Kensington Pride,
the main cultivar grown in Australia, with a high and regular productivity in Reunion Island;
and Irwin, a Floridian cultivar fairly regular bearer. Trees were grafted onto the
polyembryonic rootstock ‘Maison Rouge’ and planted in May 2001. They were not pruned
before and during the experiment.

The growing cycle of mango lasts about 18 months in Reunion Island and is composed
of four main phenological stages (Dambreville et al., 2013): vegetative growth (intermittently
from September in year n-1 to May in year n), vegetative rest (June to July), flowering
(August to September), and fruiting (December in year n to February in year n+1). During
vegetative growth, vegetative buds of terminal growth units (GU) formed during the previous
growing cycle produce one to several GUs. Among them, GUs in terminal position will be
able to flower and fruit during the growing cycle.

We studied the effect of vegetative growth on flowering and fruiting during the
September 2003 — February 2005 growing cycle at the tree, scaffold branch and GU scales.
The first harvest of the trees occurred from December 2003 to February 2004. All terminal
GUs of the trees were labelled in September 2003. They represent the GU scale at which
vegetative growth and reproduction were studied during the growing cycle from September
2003 to February 2005.

Vegetative growth was quantified at the GU scale by the number of terminal GUs set up
during vegetative growth from September 2003 to May 2004. Data were then aggregated at
two other spatial scales, the scaffold branch and the tree. Reproduction was assessed in
November 2004 by the rate of flowering (humber of flowering terminal GUs/total number of
terminal GUs) and the rate of fruiting (humber of fruiting terminal GUs/number of flowering
terminal GUs). Flowering and fruiting data were then aggregated at the scaffold branch and
tree scales and rates of flowering and fruiting were calculated at those scales.

Linear regression models were used for statistical analyses at the tree and scaffold
branch scales. At the GU scale, data were split in classes on the basis of the number of
terminal GUs and mean rates of flowering and fruiting were calculated for each class where
the number of terminal GUs was more than or equal to 5. Correlations were assessed between
the number of terminal GUs and these rates (Pearson coefficient of correlation). Statistical
analyses were performed with the R software (R Core Team, 2014).

RESULTS
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At all scales, there was a high variability between cultivars for the rates of flowering
and fruiting. Rates of flowering and fruiting were always high for Kensington Pride at the tree
and scaffold branch scales, whereas they were variable for the other cultivars.

At the tree scale, the relationship between the number of terminal GUs and flowering
was positive and significant for Cogshall (Fig. 1-A). The relationship was negative but
nonsignificant for the other cultivars. The relationship between the number of terminal GUs
and fruiting was negative for the four cultivars, but significant for Kensington Pride and José
only (Fig. 1-B).
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Fig 1. Tree scale - Relationships between the number of terminal GUs and the rate of
subsequent flowering (A) and fruiting (B), for four mango cultivars, Cogshall, José,
Kensington Pride and Irwin. Details are given for significant linear regressions only.

At the scaffold branch scale, the relationship between the number of terminal GUs and
flowering varied strongly among cultivars. The relationship was weak and negative for
Kensington Pride (Fig. 2-A). It was not significant for the other cultivars (e.g., Cogshall; Fig.
2-B). No significant relationship was observed between the number of terminal GUs and
fruiting at this scale (data not shown).
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Fig. 2. Scaffold branch scale - Relationships between the number of terminal GUs and the rate
of subsequent flowering for two mango cultivars, Kensington Pride (A) and Cogshall (B).
Details are given for each linear regression.
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At the GU scale, and for Cogshall, Kensington Pride and Irwin, rate of flowering equal
to 0 was observed only in case of low numbers of terminal GUs, and the rate of flowering was
always high (>0.5) for large numbers of terminal GUs. However, the relationship between the
number of terminal GUs and flowering was positive and significant for Cogshall only (Fig. 3-
A). For José, the trend was different: even with large numbers of terminal GUs produced, the
rate of flowering could be low.
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Fig. 3. Growth unit scale - Relationships between the number of terminal GUs and the rate of
subsequent flowering for four mango cultivars, Cogshall (A), José (B), Kensington Pride (C)
and Irwin (D). Correlation details are given for each graph. Random noise has been added to
the data to visualize the set of points.

No relationship was observed between the number of terminal GUs and fruiting at the
GU scale for all cultivars (data not shown).

There was no relationship between the rates of flowering and fruiting for the different
scales and cultivars (data not shown).

DISCUSSION

Different rates of flowering and fruiting were observed among the four cultivars studied
here. For Kensington Pride, rates of flowering and fruiting were always high at the three
scales. For Cogshall and Irwin, rates of flowering and fruiting were more variable among
trees and scaffold branches. High rates of flowering were observed in case of important
numbers of terminal GUs, and low rates of flowering in case of small numbers of terminal
GUs at the GU and scaffold branch scales. For José, rates of flowering and fruiting varied a
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lot, and there was no trend between the number of terminal GUs and the rates of flowering
and fruiting.

There was no relationship between the rate of flowering and the rate of fruiting for the
different scales and cultivars (data not shown), suggesting different physiological mechanisms
underlying flowering and fruiting. Moreover, the relationships between the number of
terminal GUs and the rate of flowering were different from those between the number of
terminal GUs and the rate of fruiting. Normand et al. (2009) showed that GU position in tree
architecture (apical vs lateral position on the parent GU) and size are clearly involved in the
determinism of flowering and fruiting, but the relationships are not the same. Fruiting was
linearly correlated to GU diameter, likely in relation to the amount of photosynthates
produced by the leaves, whereas the rate of flowering showed a quadratic relationship with
the GU diameter. This could explain the differential effects of the number of terminal GUs on
flowering and on fruiting in our study.

There was no general trend in the relationship between the number of terminal GUs and
the rates of flowering and fruiting, and the relationships depended on the cultivar. For
Cogshall, the rate of flowering was positively affected by the number of terminal GUs at the
tree and GU scales. On the contrary, for Kensington Pride the rate of flowering was
negatively affected by the number of terminal GUs at the scaffold branch scale. For
Kensington Pride, Irwin and José, the rate of flowering was not affected by the number of
terminal GUs at the GU scale. For all cultivars, there was no relationship between the number
of terminal GUs and the rate of fruiting at both the scaffold branch and the GU scales.
However, at the tree scale, these relationships were negative, but significant for José and
Kensington Pride only.

The contrasted results obtained in our study clearly confirms that under similar
environmental conditions there was a high genetic variability of the relationships between the
number of GUs develop during a growing cycle and the frequency of flowering and fruiting.
It indicates that other traits, endogenous to the tree itself, should be sought. Previous results in
the apple (Lauri and Trottier, 2004) and in the mango (Normand et al., 2009) have shown
relationships between morphology and/or position of a single GU and its rate of flowering
and/or fruiting. These results are related to morphological traits at the scale of a single GU.
Our objective in this work was to study the relationships between vegetative growth at a
larger scale than the single GU and the rates of flowering and fruiting. We characterized
vegetative growth by the number of terminal GUs produced during a growing cycle. Our
results suggested that the rates of flowering and fruiting were not clearly related with this
variable. This does not imply that there is no relationship between vegetative growth and
flowering and fruiting. Other variables characterizing vegetative growth produced during a
growing cycle at the scale of terminal GUs, scaffold branch or the whole-tree should be
considered, such as leaf area or leaves, stem or total biomass. Not only absolute biomass of
stem and leaves but also their relative values should be taken into account in relation to
flowering. Indeed, a negative relationship between the axialization index (the ratio of stem to
leaves biomass) and flowering and fruiting has been observed (Normand et al., 2009). Future
work will integrate such variables to draw a more complete picture of how vegetative growth
produced during a growing cycle could affect flowering and fruiting. Further, how these
relationships between vegetative growth, and flowering and fruiting, evolves across
consecutive growing cycles will help understanding and likely better managing alternate
bearing in mango.

We worked on young mango trees during the second production cycle. As shown in the
apple, the trend of irregular bearing may be quite different between young and mature trees
(Durand et al., 2013). It is thus likely that results would be different on mature trees.
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CONCLUSIONS

Floral induction and fruit set are multifactorial and can be explained by external factors
(like temperature or irrigation), and also internal factors belonging to tree architecture,
including the proper characteristics of the GUs (morphology) and their position within the
canopy.

The rates of flowering and fruiting were not related between each other, indicating that
they are probably regulated by different physiological mechanisms. Only few significant
relationships were evidenced between the number of terminal GUs and the rates of flowering
and fruiting, and they were cultivar-specific.

Our results suggested that the relationships between the number of terminal GUs and
flowering and fruiting may not be as simple as usually stated and also varies depending on the
cultivar and on the spatial scale we consider. Other traits related to stem and leaf biomass and
their balance, and to the position of the branch or GU within the canopy should be considered.
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Cette étude vient a la suite des deux études précédentes. Elle est plus complete puisqu’elle
correspond a I'analyse de I'effet de la reproduction durant un cycle (R1) sur la reproduction au cycle
suivant (R2), en prenant en compte les événements végétatifs entre (V). Cette étude a été effectuée
sur les cycles de production 2003-2004 (Figure 25 : GC1) et 2004-2005 (Figure 25: GC2), et sur
quatre cultivars, Cogshall, José, Irwin et Kensington Pride. Ces données ont été analysées a deux
échelles spatiales, la charpentiére et I'unité de croissance.

Le choix des variables pour quantifier la reproduction et la croissance végétative est basé a la

fois sur I'analyse des résultats des deux papiers précédents, mais aussi d’apres la bibliographie.
La croissance végétative a été quantifiée par le nombre d’UCs total, le nombre d’UCs terminales, et la
surface foliaire produits au cours d’un cycle. Les surfaces foliaires ont été estimées a partir du
diamétre mesuré a la base de chaque axe produit grace a des relations allométriques (Normand et
Lauri, 2012).

Au cours du premier cycle de production (GC1), I'effort reproducteur (R1) a été qualifié par la
nature de I'UC terminale (V : végétative ; F : florifere ; FR : fructifére) car les données de production
n’étaient pas disponibles. L'effort reproducteur (R1) au cours du second cycle (GC2) ainsi que la
reproduction au cycle suivant (R2) pour chaque des cycles (GC1 et GC2) ont été quantifiés par le
nombre de fruits.

Ces variables ont été calculées a I’échelle de I'unité de croissance, puis agrégées a I’échelle de

la charpentiere. Pour les analyses a I'échelle de la charpentiere, elles ont été normalisées par la
section de chaque charpentiére.
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Abstract

Irregular fruit production across successive years is a major issue that limits the profitability
of most temperate and tropical fruit crops. It is particularly affected by the reciprocal
relationships between vegetative and reproductive growth. The concept of the costs of
reproduction is defined in terms of losses in the potential future reproductive success caused
by current investment in reproduction. This concept, developed in ecology and evolutionary
biology, could provide a methodological framework to analyze irregular bearing in fruit
crops, especially in relation to the spatial scale at which studies are done. The objective of this
study was to investigate the direct effects of reproduction during a growing cycle on
reproduction during the following growing cycle and the indirect effects through vegetative
growth between these two reproductive events, for four mango cultivars and during two
growing cycles. Two spatial scales were considered: the growth unit and the scaffold branch.
Costs of reproduction were detected between two successive reproductive events and between
reproduction and vegetative growth. These costs were scale-dependent, generally detected at
the growth unit scale and infrequently at the scaffold branch scale, suggesting partial branch
autonomy with respect to processes underlying the effects of reproduction on vegetative
growth. In contrast, the relationships between vegetative growth and reproduction were
positive at the growth unit scale and at the scaffold branch scale in most cases, suggesting
branch autonomy for the processes, mainly local, underlying flowering and fruiting. The
negative effect of reproduction on vegetative growth prevailed over the positive effect of
vegetative growth on the subsequent reproduction. The costs of reproduction were also
cultivar-dependent. Those revealed at the growth unit scale were related to the bearing
behavior of each cultivar. Our results put forward the crucial role of vegetative growth
occurring between two reproductive events. They are discussed in the context of irregular
bearing considering both the spatial scale and the various bearing habits of the mango
cultivars, in order to formulate new hypotheses about this issue.

Keywords: Allocation of reproduction, flowering, fruiting, growth unit, irregular bearing,
Mangifera indica, tree architecture.

Introduction

Fruit production in most tropical and temperate perennial fruit crops is irregular across
successive years. Irregular bearing is characterized by years of high fruit production (‘on’
years) and by years of low fruit production (‘off” years) (Monselise and Goldschmidt, 1982).
The particular pattern of regular alternation of ‘on’ and ‘off” years is referred to as alternate
bearing. Since some fruit traits are related to yield, irregular bearing affects fruit quality
across years and has economic consequences for the fruit industry. Research has been carried
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out to identify factors that trigger and factors that maintain irregular bearing (Monselise and
Goldschmidt, 1982; Bangerth, 2009), and to understand the physiological mechanisms
involved in this phenomenon (Wilkie et al., 2008; Mufioz-Fambuena et al., 2011; Samach and
Smith, 2013; Smith and Samach, 2013). Several studies suggest that irregular bearing is
related to the balance between various types of resources (e.g., carbon/nitrogen ratio) and to
hormonal factors (auxin, cytokinins, gibberellins) at the scales of the whole tree and of the
shoot (Chan and Cain, 1967; Marino and Greene, 1981; Goldschmidt and Golomb, 1982;
Rosecrance et al., 1998). Within a given species, cultivars differ in their bearing behavior
(Monselise and Goldschmidt, 1982; Knight et al., 2009), and recent studies evidenced the
genetic control of irregular bearing in apple (Guitton et al., 2012; Durand et al., 2013).

Studies on nutritional and hormonal mechanisms focus mainly on the effects of fruit
production one year on flowering and/or fruiting the following year, and do not take the
vegetative growth that occurs between two reproductive periods into account. Nevertheless,
negative relationships has been shown between reproduction and vegetative growth in olive
(Connor and Fereres, 2005; Castillo-Llanque and Rapoport, 2011), apricot (Costes et al.,
2000), apple (Lauri and Térouanne, 1999), avocado (Lovatt, 2010) and peach (Berman and
DeJong, 2003). On the other hand, characteristics of vegetative growth can affect
reproduction in various fruit species, including apple (Lauri and Trottier, 2004) and mango
(Normand et al., 2009). These results suggest that vegetative growth could be involved in
irregular bearing. Dambreville et al. (2013) identified architectural factors (e.g., apical vs.
lateral position of the shoot) and temporal factors (e.g., date of burst of the shoot) in the
mango tree that are involved in the reciprocal interactions between vegetative growth and
reproduction at the shoot scale. They showed significant interplay between structural and
temporal components of architectural development with significant positive or negative
relationships between successive shoots within and between growing cycles. For example,
flowering or fruiting delays vegetative growth during the following cycle, and late vegetative
growth decreases the probability of flowering. These relationships then appear as a key point
to describe and decipher irregular bearing in fruit trees.

The concept of the costs of reproduction developed in evolutionary biology and
ecology is defined in terms of losses in the potential future reproductive success caused by the
current investment in reproduction (Jénsson, 2000). Two types of costs of reproduction can be
distinguished: the direct costs, corresponding to the direct investment in flowering and fruit
growth during the current reproductive season, and the indirect or delayed costs of
reproduction, corresponding to the effects of reproduction on the subsequent vegetative
growth that, in turn, can affect reproduction (Newell, 1991; Obeso, 2002). The costs of
reproduction can be evaluated from a nutritional point of view, for example by determining
the carbon and nitrogen costs associated with vegetative and reproductive growth (Daniels et
al., 2013), as well as from a demographic point of view, e.g., the higher the number of
flowering buds is, the lower the number of vegetative buds for vegetative growth. The
hypothesis behind the costs of reproduction is that compromises are necessary to allocate
plant resources to three main vital functions, namely growth, reproduction and defense, in
order to maximize the reproductive success during the entire life span of the plant and not just
during one growing cycle (Obeso, 2002).

In fruit crops, the negative effects of reproduction on vegetative growth (see references
above) and subsequent flowering (Chan and Cain, 1967; Marino and Greene, 1981; Lovatt,
2010) appear as delayed costs of reproduction. But only rare studies use explicitly the concept
of the costs of reproduction and its associated methodologies (e.g., Stevenson and Shackel
(1998) for pistachio, Pistacia vera). Yet, the costs of reproduction are expected to be higher in
fruit crops and easier to detect because of the selection of genotypes with high yield, i.e., with
higher allocation to reproduction (Obeso, 2002). Moreover, although the costs of reproduction
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are often studied at the whole plant scale, they may or may not be detected at lower scales
within the tree (shoot, branch), in particular, in relation to branch autonomy (Sprugel et al.,
1991; Obeso, 1997; Obeso, 2004).

Mango (Mangifera indica L.) is a monoecious evergreen species. It rates fifth in terms
of worldwide fruit production (Gerbaud, 2015), and is one of the major fruit crops in tropical
areas (Purseglove, 1972). Mango fruit is very important for people living in tropical countries
at both the nutritional and economic levels (Mukherjee and Litz, 2009; FAO, 2011). The
mango tree is an irregular bearer with a cultivar-dependent pattern of irregular bearing: some
cultivars are relatively regular in terms of fruit production across years, whereas others have
an irregular or alternate fruit production (Chacko, 1986; Dambreville et al., 2014).

The objective of this study was to investigate the vegetative and fruiting behavior of
four mango cultivars during two growing cycles in order to evidence the costs of reproduction
in mango and to determine how they could explain irregular bearing. We considered a
demographic, and not a nutritional, approach of the costs of reproduction in order to propose
different hypotheses about the nature of the mechanisms (trophic, hormonal, ...) underlying
the results. Our two hypotheses were that a higher reproductive effort during one growing
cycle led to lower vegetative growth during the following cycle, and that this lower vegetative
growth led to reduced reproduction. Our specific objectives were to answer the following
questions: (i) What are the effects of the investment in reproduction during a growing cycle
on reproduction during the following growing cycle? (ii) Are these effects mediated by the
effects of reproduction on vegetative growth? (iii) At which scale within the tree (growth unit,
scaffold branch) do these effects occur? and (iv) Are these effects cultivar-dependent?

Materials and methods

Plant material and experimental setup

The experimental orchard was located at the CIRAD (French Agricultural Research
Center for International Development) research station in Saint-Pierre, Reunion Island
(21°31°S, 55°51’E, 280 m a.s.l.). It was composed of eight mango cultivars with 14 trees per
cultivar, all grafted onto the polyembryonic rootstock ‘Maison Rouge’ and planted in May
2001. We chose to study four of these cultivars with contrasted patterns of irregular bearing in
the orchard (unpublished data): Joseé, a local cultivar from Reunion Island characterized by a
strong irregular bearing; Cogshall, a Floridian cultivar that is extensively grown in Reunion
Island and which is characterized by a weak irregular bearing; Kensington Pride, the main
cultivar grown in Australia with a quite regular productivity in Reunion Island; and Irwin, a
Floridian cultivar, the most regular bearer among the four cultivars studied. We studied three
trees per cultivar. They were not pruned before or during the experiment to avoid any effect of
manipulation on their vegetative development and reproduction.

The growing cycle (referred to as ‘cycle’ hereafter) of the mango tree lasts about 18
months in Reunion Island and is composed of four main phenological stages (Dambreville et
al., 2013): vegetative growth (from August in year n-1 to April in year n), rest period (May to
July in year n), flowering (August to October in year n), and fruiting (fruit growth and
maturity, from December in year n to February in year n+1) (Figure 1A). Vegetative growth
may begin from the second half of the flowering period to the end of fruit growth of the
previous cycle and continue after the harvest during the hot and wet season. Consequently,
cycles overlap in a single tree, with part of vegetative growth during the reproductive period
of the previous cycle, from August to February (Figure 1). Vegetative growth is rhythmic and
asynchronous within and between trees, and is related to the appearance of new growth units
(GU), defined as the portion of the axis developed during an uninterrupted period of growth
(Hallé and Martin, 1968; Barthélémy and Caraglio, 2007), at different dates, usually called
“flushes”. Floral induction of mango occurs just before the burst of inflorescences
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(Davenport, 2009), about seven to eight months after the previous fruit harvest. Mango
flowering is made up of inflorescences that appear at the tip of terminal GUs (terminal
flowering). Only some inflorescences set fruits.

Kinship terms are used to describe the succession between GUs. The last GU developed
during a given cycle is referred to as the ancestor GU. New GUs produced during the
following cycle from a single ancestor GU are referred to as its descendant GUs. All
descendant GUs from a single bud of an ancestor GU during a cycle form an axis, possibly
including branching. Among the descendant GUs, those in terminal position are able to flower
and set fruit during the current cycle (Figure 1B). Descendant GUs in terminal position
during a cycle are the ancestor GUs for the following cycle. The ancestor GUs are the focal
points of this study because they bear the reproduction of the cycle and are the starting points
for vegetative and then reproductive development during the following cycle.
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FIGURE 1 Scheme of the partial overlapping of three consecutive growing cycles in
mango. (A) Temporal succession of the three growing cycles (GC0, GC1 and GC2) of mango
trees studied for this work from June 2003 to April 2006. Each GC is composed of a
succession of a vegetative growth period (V), a rest period (R), flowering (F), and fruiting
(FR). (B) Succession of growth units (GUs) during two growing cycles. The ancestor GU
related to GCL1 is represented by a black rectangle, and the descendant GUs of GC2 by gray
(terminal GUs) or white (non-terminal GUSs) rectangles. Leaves are not represented. Fishbone-
like symbols are inflorescences, and the black ellipse is a fruit. In this scheme, there is one
ancestor GU that produced eight descendant GUs, making up two axes, circled by dotted
ellipses, one with three GUs and one with five GUs. Among these descendant GUs, there are
five terminal GUs. Two of them remained vegetative, the other three flowered and, among
them, one set one fruit. Curved and coloured arrows represent the three complementary steps
of data analyses. Adapted from Dambreville et al. (2013).
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Data collection

The experiment was carried out over two growing cycles, from August 2003 to
February 2005 (cycle 1), and from August 2004 to February 2006 (cycle 2). Trees were first
harvested at the beginning of the study, i.e., from December 2003 to February 2004 (cycle 0).
The terminal GUs of each tree were identified in June 2003, before flowering of cycle 0. The
scaffold branches to which they were connected were recorded. For each cycle, the fate
(vegetative: V (did not flower); flowering: F (flowered but did not set fruit); fruiting: FR
(flowered and set fruit)) of each terminal GU was recorded during the flowering and fruiting
period. These terminal GUs were the ancestor GUs for the following cycle. The number of
fruits and fruit mass were recorded per fruiting terminal GU during the three cycles 0, 1 and 2.

During the rest period of cycles 1 and 2, the basal diameter of all axes developed from
ancestor GUs was recorded after the complete extension of the terminal descendant GUs. The
number of terminal and non-terminal GUs was recorded for each axis. The leaf area of each
axis was estimated from its basal diameter with allometric relationships (Normand and Lauri,
2012). The basal diameter of the trunk and of each scaffold branch of the trees was measured
during flowering of cycles 0, 1 and 2, and converted into cross-sectional area assuming a
circular section: BCSA (branch cross-sectional area) for scaffold branches and TCSA (trunk
cross-sectional area) for trees. Leaf area, the number of terminal GUs and the number of fruits
and fruit mass collected at the scale of the ancestor GU were then aggregated at the scale of
the scaffold branch.

Data analysis

Data were analyzed for each cycle. Vegetative growth produced by an ancestor GU was
quantified by two main variables corresponding to two complementary points of view: the
number of terminal descendant GUs, hereafter referred to as ‘terminal GUs’, produced during
vegetative growth; and the leaf area of descendant GUs. The number of terminal GUs gives a
demographic point of view that represents the part of the vegetative growth that is able to
flower and possibly set fruit. It is therefore an architectural trait that represents the potential
for subsequent reproduction. The leaf area of descendant GUs has an ecophysiological
significance and gives a proxy of local carbohydrate availability linked to the capacity of the
plant to capture light and, therefore, to photosynthesize. It is also allometrically related to the
stem mass and volume of the descendant GUs (Normand et al., 2008) and, consequently, to
the capacity of local storage of carbohydrates for subsequent reproduction. At the scaffold
branch scale, vegetative growth was quantified by aggregated data for these two variables,
normalized by the size of the scaffold branch, i.e., divided by BCSA.

The number of descendant GUs can be broken down into basic variables that quantify
chronologically-ordered basic events. For a set of ancestor GUs, the total number of
descendant GUs produced during a cycle can be described by the following equation (Figure
2):

Number of descendant GUs = Number of ancestor GUs x Probability of burst of the ancestor
GUs x Number of axes per bursting ancestor GUs x Number of descendant GUs per axis
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FIGURE 2 Example of schematic representation of the four basic variables determining
the total number of growth units (GUs) produced during a growing cycle. The ancestor
GUs are represented by dark gray rectangles and the descendant GUs by black lines. Leaves
are not represented. Quantification of each variable is noted below the schemes.

These basic variables, i.e., the probability of burst (corresponding to the number of
ancestor GUs that produced at least one descendant GU divided by the number of ancestor
GUs), the number of axes per bursting ancestor GU, and the number of descendant GUs per
axis, were used to analyze the setup of vegetative growth and to identify which step(s) was
(were) affected by reproduction of the ancestor GU. One of our variables of interest, the
number of terminal GUs, could be calculated in this way by changing the last term of the
equation by the number of terminal descendant GUs per axis. Since this variable represented
only one part of the total number of descendant GUs produced on an axis and since this
proportion depended on the way the axis grew and branched, we preferred to consider the
total number of descendant GUs for this specific analysis. We verified that the total number of
descendant GUs and the number of terminal descendant GUs were positively correlated for
the four cultivars (data not shown). The same equation was used for the second variable of
interest, the leaf area produced per ancestor GU, after replacing the last term by the leaf area
produced per axis.

Since it was difficult to precisely quantify the reproductive effort of an ancestor GU
during a cycle (R1), the fate of the ancestor GU was considered as a gradient of reproductive
effort, from vegetative (V, no cost of reproduction), to flowering (F, intermediate costs of
reproduction) and fruiting (FR, high costs of reproduction). The concept of the costs of
reproduction refers to the reproductive success in terms of seed production (Obeso, 2002).
Since the mango fruit contains a single seed, reproduction during the following cycle (R2)
was assessed by the number of fruits produced by the terminal GUs of an ancestor GU. At the
scale of the scaffold branch, the reproductive effort during the first growing cycle (R1) and
reproduction during the following cycle (R2) were quantified by the number of fruits
produced by a scaffold branch, normalized by its size, i.e., divided by BCSA.

Data were analyzed for each cultivar and each cycle at the scales of the ancestor GU and
of the scaffold branch. Analyses were carried out in three complementary steps (Figure 1):

1. The effects of reproductive effort during a cycle (R1) on reproduction during the
following cycle (R2) (R1=>R2: Figure 1A, arrows 1).

2. The effects of reproductive effort during a cycle (R1) on vegetative growth during the
following cycle (V) (R1->V: Figure 1A, arrows 2).

3. The effects of vegetative growth (V) on reproduction during the same cycle (R2)
(V->R2: Figure 1A, arrows 3).

The variables recorded at the scale of the ancestor GUs were not Gaussian, and
generalized linear models (GLM) were used to test the effects of the fate of the ancestor GU
on the vegetative and reproductive variables. A binomial distribution was used for binary
response variables, and a Poisson or quasi-Poisson distribution was used for count response
variables. Leaf area followed a Gaussian distribution after log-transformation, and analysis of
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variance was used to analyze the effect of the fate of ancestor GUs on this variable. Linear
models (LM) were used to study relationships at the scale of the scaffold branch. A Tukey
post-hoc test procedure for GLM and LM was used for comparison of means with a
significance level of P<0.05. Statistical analyses were performed with R software (R Core
Team, 2014), with the ‘multcomp’ and ‘MASS’ packages.

Results

The magnitude of TCSA increase was between 2 and 3.1 over the three cycles
depending on the cultivar (Table 1). The mean number of fruits produced per tree
significantly increased between cycle 0 and cycle 1 and was similar for cycles 1 and 2 for
Cogshall and Kensington Pride. It was stable across the three cycles for Irwin and José. The
individual fruit mass was significantly different across cultivars, with Cogshall having heavy
fruits and José light fruits. The number of fruits per fruiting ancestor GU was significantly
higher for Irwin and José than for Kensington Pride and Cogshall.

1. Effects of reproduction during one cycle on reproduction during the following cycle
(R12R2)

At the scale of the ancestor GU, the number of fruits produced by the descendant GUs
was generally higher for the V ancestor GUs than for the FR ancestor GUs, but with
differences between cultivars and cycles (Table 2). For Cogshall, descendant GUs from V
ancestor GUs produced more fruits than those from F ancestor GUs during cycle 1. During
cycle 2, the number of fruits produced by the descendant GUs was not affected by the
reproductive effort of the ancestor GU. For Irwin, the reproductive effort of the ancestor GU
did not affect the number of fruits produced during both cycles. For José, descendant GUs
from V ancestor GUs produced more fruits than those from F ancestor GUs during cycle 1
and than those from F and FR ancestor GUs during cycle 2. Descendant GUs from F and FR
ancestor GUs did not produce fruit during cycle 2. For Kensington Pride, the number of fruits
was higher for descendant GUs from V ancestor GUs than those from F and FR ancestor GUs
during cycle 1. The reproductive effort of the ancestor GU had no effect on the number of
fruits produced during cycle 2.

At the scaffold branch scale, the number of fruits produced by Cogshall during cycle 1
was negatively related to the number of fruits produced during cycle 0 (r2=0.45, P<0.001,
n=19; Supplementary Figure 1), and this relationship was positive between cycles 1 and 2
(r2=0.32, P=0.007, n=19; Supplementary Figure 1). No significant relationships were
observed for the other cultivars.
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TABLE 1 Trunk cross-sectional area (TCSA), normalized number of fruits, individual fruit mass and number of fruits per fruiting ancestor
growth unit (GU) (mean + SD) of four mango cultivars and three consecutive growing cycles. Individual fruit mass and the number of fruits per
fruiting GU are averaged over the first two cycles. For the TCSA and the normalized number of fruits, means followed by different upper case
letters are significantly different between cycles for the same cultivar, and means followed by lower case letters are significantly different
between cultivars for the same cycle (analysis of variance followed by Tukey’s test). For the individual fruit mass and the number of fruits per
fruiting ancestor GU, means followed by different lower case letters are significantly different between cultivars (analysis of variance followed
by Tukey’s test). P-values in bold indicate significant tests (P<0.05).

Number of
fruits per
fruiting
Individual fruit  ancestor
Cultivar TCSA (cm?) Normalized number of fruits (nb/cm?) mass (g) GU
Cycle 0 Cycle 1 Cycle 2 P-value  Cycle 0 Cycle 1 Cycle 2 P-value
Cogshall 404+18C,b 645+£25B,b 854+68A,b <0001 04+02B 16+02A 16+001A,a <0.001 4106+1041a 13+06¢C
Irwin 320+58B,bc 458+79B,c 67.3+£10.2A,b 0005 09+02 1304 1.1+0.05ab 0.22 337.9+939c 22+16a
José 243+42C,c 448+51B,c 746+104A,b <0001 12+04 14%09 0.7£05b 043 2104+441d 22*1l4a
Kensington
Pride 56.1+55B,a 98.6+45B,a 1426+17A,a <0001 0.7+02B 17+01A 13+0.1AB,ab 0.01 364.7+920b 15+£08b
P-value <0.001 <0.001 <0.001 0.07 0.84 0.02 <0.001 <0.001
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TABLE 2 Effect of the reproductive effort of the ancestor growth unit (GU) (vegetative (V) <
flowering (F) < fruiting (FR)) on the number of fruits (mean + SD) produced by the
descendant GUs of each ancestor GU during the following cycle, for four mango cultivars and
two growing cycles. For each cycle and cultivar, means followed by different letters are
significantly different (generalized linear model followed by Tukey’s test with P<0.05). P-
values in bold indicate significant tests (P<0.05). Means are not computed when sample size
is lessthan 5 (“ - ).

Fate of ancestor GU

Cycle Cultivar \Y F FR P-value
Cogshall 22+23 a 09£11b - <0.001
1 Irwin - 16+3.2 3.2+33 0.07
José 2541 a 09+150b 1.3+2.0 ab 0.01
Kensington Pride 8.8%6.0 a 28+25 Db 18+14 c <0.001
Cogshall 09+17 08+11 0710 0.42
2 Irwin 1.0+15 09+11 1.3+1.8 0.22
José 1.2+20 a 00+£00 b 0.0+x00 b 0.001
Kensington Pride 15+22 1.1+1.7 12 +14 0.41

2. Effects of reproduction during one cycle on vegetative growth during the following
cycle (R1->V)

The reproductive effort of the ancestor GU affected vegetative growth during the
following cycle, i.e., the number of terminal GUs and the leaf area of descendant GUs, for the
four cultivars and the two cycles (Figure 3). For Cogshall and Kensington Pride, F and FR
ancestor GUs produced significantly less terminal GUs than V ancestor GUs during cycle 1,
whereas they produced significantly more terminal GUs than V ancestor GUs during cycle 2
(Figure 3A). For Irwin, the reproductive effort of the ancestor GU affected the number of
terminal GUs in the same way during both cycles: F and FR ancestor GUs produced more
terminal GUs than V ancestor GUs. The opposite trend was observed for José: V ancestor
GUs produced more terminal GUs than F and FR ancestor GUs. The differences were
significant during cycle 2 but not during cycle 1.

© 1 ema+ Cyclel A o |emas Cycle1l B
@2 oOA < Cycle 2 & looa<d cyde2
o E
= Z
=
2 o 8-
o 9 - v
(8] &
$ ©
S 2
E 3 8
£ 57
[0 e
+ 0 o
2 S o | .
B g3 7
e 8 § i oal
=) A 8 '8 4
= b JF—E—8 3 e
© = b S :
T T T T T T T T i T T T T T T
V F FR V FFRV FFRVY F FR V F FR
Cogshall Irwin José Kensington Cogshall  Irwin José  Kensington
pride pride
Cultivar and fate of ancestor GU Cultivar and fate of ancestor GU

- 124 -



FIGURE 3 R1->V relationships at the ancestor growth unit (GU) scale. Effects of the
reproductive effort of the ancestor GU (vegetative (V) < flowering (F) < fruiting (FR)) on the
number of terminal descendant GUs (A) and on the leaf area of descendant GUs (B) produced
during the following cycle (mean + SD) for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and
Kensington Pride, and two growing cycles. For a given cultivar and cycle, means with
different letters are significantly different (generalized linear model (A) and analysis of
variance on log-transformed data (B), followed by Tukey’s test).

The range of leaf area produced per ancestor GU was low for Irwin (0.35-69.9 dm?)
intermediate for Cogshall (0.0-125.8 dm?) and José (0.0-131.1 dm?), and large for Kensington
Pride (0.0-291.9 dm?) during cycle 1. For Cogshall and Jose, V ancestor GUs produced a
larger leaf area during the following cycle than F and FR ancestor GUs during both cycles
(Figure 3B). For Irwin, F and FR ancestor GUs produced a larger leaf area than V ancestor
GUs during cycle 1, and no significant relationship was revealed during cycle 2. For
Kensington Pride, V ancestor GUs produced four times more leaf area than F ancestor GUs,
and nine times more than FR ancestor GUs during cycle 1. The opposite was observed during
cycle 2, but with less absolute difference than during cycle 1.

The reproductive effort of the ancestor GU affected basic variables that characterize the
processes involved in vegetative growth setup, i.e., the probability of burst of the ancestor
GU, the number of axes produced per bursting ancestor GU, the number of descendant GUs
per axis, and the leaf area of descendant GUs per axis, with an effect of cultivar and cycle
(Table 3).

For Irwin, the probability of burst was higher for F and FR than for V ancestor GUs
during both cycles. In contrast, it was higher for V ancestor GUs during both cycles for José.
For Cogshall and Kensington Pride, the effect of reproductive effort on the probability of
burst differed between the two cycles. During cycle 1, it was high for the V and F ancestor
GUs and low for the FR ancestor GUs, whereas it was higher for F and FR ancestor GUs
during cycle 2. The number of axes produced per bursting ancestor GU was generally high for
the FR ancestor GUs, low for the V ancestor GUs, and intermediate for the F ancestor GUs,
except for Irwin and Cogshall during cycle 1 and José during cycle 2 where the relationships
were not significant. The number of descendant GUs per axis was generally higher for V
ancestor GUs than for F and FR ancestor GUs, except for Irwin where the number of
descendant GUs per axis was higher for F ancestor GUs during cycle 1, and for V and F
ancestor GUs during cycle 2. Similarly, the leaf area per axis was generally high for V
ancestor GUs, low for FR ancestor GUs, and intermediate for F ancestor GUs, but with non-
significant differences between F and FR ancestor GUs for José during cycle 2 and Irwin
during cycle 1.
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TABLE 3 Effect of the reproductive effort of the ancestor growth unit (GU) (vegetative (V) <
flowering (F) < fruiting (FR)) on its vegetative growth during the following cycle,
characterized by four variables (mean + SD): probability of burst, number of axes per bursting
ancestor GU, number of descendant GUs per axis, and leaf area of descendant GUs per axis
for four mango cultivars and two growing cycles. In the same line, means followed by
different letters are significantly different (generalized linear model, and analysis of variance
on log-transformed data for the leaf area per axis, followed by Tukey’s test). P-values in bold
indicate significant tests (P<0.05). Means are not computed when sample size is less than 5 (°

- ‘).
Cycle Cultivar  Variable Fate of ancestor GU P-value
\ F FR

Cogshall ~ Ancestor prob. of burst 0.7+05 a 06+05 a 0.1£03 b <0.001
Number of axes/ancestor 2.5+ 1.5 25+1.3 - 0.4

Number of GU/axis 33+x29 a 18+13 b - <0.001

Leaf area/axis (dm?) 146+14.3a 6.2+£6.2 Db 22+x03 b <0.001

Irwin Ancestor prob. of burst 0.4+0.6 b 1.0£00 a 1.0£00 a <0.001
Number of axes/ancestor - 35+28 42+22 0.22

Number of GU/axis 19+09 b 23+12 a 1.7£06 b <0.001

1 Leaf area/axis (dm?) 6.1+46 a 53+46 ab 4541 b <0.001
José Ancestor prob. of burst 0.9+09 a 0.7£05 b 08+£04 ab 0.009
Number of axes/ancestor 1.9+1.3 b 34+x20 a 35+27 a <0.001

Number of GU/axis 3025 a 1.1+04 b 1.1£06 b <0.001

Leaf area/axis (dm?) 123+12.2 a 27x20 b 1.1+32 ¢ <0.001

Ancestor prob. of burst 1.0+0.0 a 09+03 a 0705 b <0.001

Kensington Number of axes/ancestor 2.2+1.6 b 3017 ab 35+21 a 0.03
Pride Number of GU/axis 6.3£42 a 19+13 b 14+14 ¢ <0.001
Leaf area/axis (dm?) 542+231 a 120+£12.3Db 6.2+9.8 ¢ <0.001

Cogshall ~ Ancestor prob. of burst 05+05 b 06+05 a 0.7+05 a <0.001
Number of axes/ancestor 2.1+1.4 <c 35+£18 b 43+25 a <0.001

Number of GU/axis 25+26 a 13£11 b 1.0£03 ¢ <0.001

Leaf area/axis (dm?) 75+£10.7 a 23+30 b 21+£15 ¢ <0.001

Irwin Ancestor prob. of burst 0.6+05 b 0.7+04 a 08+04 a <0.001
Number of axes/ancestor 1.2+0.6 b 22+10 a 27+14 a <0.001

Number of GU/axis 2009 a 1.8+09 a 1.1+£04 b <0.001

5 Leaf area/axis (dm?) 10.4+10.8 a 36+£30 b 25+21 ¢ <0.001
José Ancestor prob. of burst 05+05 a 0204 b 01+03 b <0.001
Number of axes/ancestor 2.4 +1.9 20+14 16+£1.1 0.29

Number of GU/axis 21+x14 a 12+10 b 1.3+0.3 ab <0.001

Leaf area/axis (dm?) 85+6.6 a 44+31 b 38+24 b <0.001

Ancestor prob. of burst 0.2+04 b 05+£05 a 05+£04 a <0.001

Kensington Number of axes/ancestor 2.3+1.5 ¢ 39+22 b 59+£32 a <0.001
Pride Number of GU/axis 28+26 a 1.2+£09 b 1.1£06 c <0.001
Leaf area/axis (dm?) 13.8+15.6 a 42147 b 29+33 ¢ <0.001
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At the scaffold branch scale, a negative relationship was revealed for Cogshall between
the number of fruits produced during cycle 0 and the leaf area of descendant GUs produced
during cycle 1 (Figure 4). No significant relationship was observed between these variables
for the other cultivars and for any of the cultivars between cycles 1 and 2 (Figure 4). The
number of terminal GUs produced during cycle 1 was negatively related to the number of
fruits produced during cycle 0 for Cogshall (r2=0.41, P=0.002, n=19). This relationship was
positive for José (r2=0.39, P=0.007, n=16). Positive relationships were shown between cycles
1 and 2 for Cogshall (r2=0.25, P=0.02, n=19) and for Irwin (r=0.39, P=0.01, n=13)
(Supplementary Figure 2). No significant relationship was revealed between these variables
for Kensington Pride during either cycle.
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FIGURE 4 R1->V relationships at the scaffold branch scale. Relationships between the
normalized number of fruits produced during the previous cycle and the normalized leaf area
produced by descendant growth units (GUs) during the current cycle at the scaffold branch
scale for four mango cultivars , Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride, and two growing
cycles. Coefficient of determination (r?) and P-value associated with the linear adjustments
are given in the figure. Regression lines are presented for significant relationships (P<0.05).

3. Effects of vegetative growth on reproduction during the same cycle (V=2>R2)

At the scale of the ancestor GU, positive relationships were shown between the leaf area
of descendant GUs and the number of fruits produced by these descendant GUs for all
cultivars and during both cycles (Figure 5). These relationships were satisfactorily
approximated by linear regressions. For each cycle, slopes of the relationships were
significantly different between cultivars (analysis of covariance, P<0.001). Slopes were
significantly higher for Irwin and Kensington Pride than for Cogshall during cycle 1, and
were higher for Irwin than for Kensington Pride during cycle 2.

Positive relationships were also revealed between the number of terminal GUs and the
number of fruits they produced for all cultivars and during both cycles (Supplementary Figure
3). Slopes of the relationships were significantly different between cultivars for both cycles
(analysis of covariance, P<0.001). Slopes were higher for Kensington Pride and Irwin than for
Cogshall and José during cycle 1, and were higher for Irwin than Cogshall, Kensington Pride
and José during cycle 2.
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FIGURE 5 V-2>R2 relationships at the ancestor growth unit (GU) scale. Relationships
between leaf area of descendant GUs produced by each ancestor GU and the number of fruits
produced by these descendant GUs for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and
Kensington Pride, and two growing cycles. Slope (s), coefficient of determination (r?) and P-
value associated with the linear adjustments (cycle 1: solid line; cycle 2: dotted line) are given
for each cycle.

At the scaffold branch scale, positive relationships were observed between the leaf area
of descendant GUs and the number of fruits produced by these descendant GUs for Cogshall
and Kensington Pride during cycle 1, and for José and Kensington Pride during cycle 2
(Figure 6). No significant relationship was observed for Irwin. Positive relationships were
revealed between the number of terminal GUs and the number of fruits they produced during
cycle 1 for Cogshall (r2=0.49, P<0.001, n=19) and Kensington Pride (r2=0.26, P=0.01, n=20),
and during cycle 2 for Cogshall (r2=0.24, P=0.02, n=19) and Irwin (r2=0.46, P=0.007, n=13;
Supplementary Figure 4). No relationship was observed for José.
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FIGURE 6 V->R2 relationships at the scaffold branch scale. Relationships between the
leaf area produced during a cycle and the number of fruits produced during this cycle at the
scaffold branch scale for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride,
and two growing cycles. Coefficient of determination (r?) and P-value associated with the
linear adjustments are given in the figure. Regression lines are presented for significant
relationships (P<0.05).

Discussion

Constraining relationships link life history traits, i.e., survival, growth and reproduction,
and lead to compromises, or costs, for plants (Reznick, 1985). Some researchers have
addressed the costs of reproduction by considering reproduction (R) and vegetative growth
(V), and by alternatively analyzing the effects of reproduction during one cycle on
reproduction during the following cycle (R=>R) (Jonkers, 1979; Monselise and Goldschmidt,
1982; Kawamura and Takeda, 2006; Mufioz-Fambuena et al., 2011), and/or the effects of
reproduction on vegetative growth (R->V) (Miyazaki et al., 2002; Kawamura and Takeda,
2006; Zywiec and Zielonka, 2013). Some of these studies use plant manipulation such as stem
girdling (Newell, 1991) or the experimental reduction or increase of fruit production
(Ashman, 1992; Euler et al., 2012; Toivonen and Mutikainen, 2012; Sletvold and Agren,
2015). In our study, we characterized, without any plant manipulation, the effects of
reproduction during one cycle on reproduction during the following cycle (R1->R2), and
further broke down this global effect considering two structural and temporal steps, namely
the effects of reproduction on vegetative growth during the following cycle (R1->V), and the
effects of vegetative growth on the subsequent reproduction (V->R2).

Our study did not take the effect of the growing cycle into account for two reasons.
First, environmental factors were different between the two cycles (especially rainfall during
vegetative growth after harvest; data not shown), and plant development and reproduction are
affected by external factors such as temperature, rainfall and light radiation. Second, the trees
were young and underwent ontogenic changes (Thomas and Winner, 2002; Barthélémy and
Caraglio 2007), e.g., a decrease in vegetative growth associated to an increase of fruit
production (Dambreville et al., 2013) that might have affected the observed relationships
between the two cycles.

1. Deciphering the delayed costs of reproduction
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Delayed costs of reproduction, i.e., from one cycle to the following, differed between
cultivars and between scales. In the following, our results are discussed by scale, first at the
ancestor GU scale and then at the scaffold branch scale.

1.1. Scale of the ancestor GU

The effect of the reproductive effort on vegetative growth differed between cultivars
(Figure 7). Cogshall and José showed a negative effect during both cycles, Irwin showed a
positive effect during the first cycle and no effect during the second cycle, and Kensington
Pride showed opposite effects, negative during the first cycle and positive during the second
cycle. The negative R1->V relationships indicated delayed costs of reproduction on
vegetative growth at the ancestor GU scale. These costs were high for Cogshall and José, null
for Irwin and intermediate for Kensington Pride. Previous studies have also shown negative
R->V relationships at the shoot scale, e.g., the inhibition of shoot emergence by fruit growth
(Plummer, 1987; Davenport, 1990; Lovatt, 2010; Smith and Samach, 2013), or the reduction
of leaf length on reproductive shoots (Tuomi et al., 1982). The reproductive fate of Vaccinium
hirtum branches negatively affects their number of shoots (Kawamura and Takeda, 2006). In
contrast, pistachio shoot growth is not affected by fruit production (Stevenson et al., 2000). In
our study, the decomposition of vegetative growth into four basic variables that quantify
chronologically-ordered basic events allowed a better understanding of the effects of
reproduction on vegetative growth.

Ancestor Scaffold
GU branch

Cogshall NG| |- +

Irwin NS NS| |NS NS

José mm mm | |NS NS

Kensington Pride

T e

35
Cyclen Cycle n+1 Cycle n+1
== NS| [NS NS o= == |NS NS
m == NSNS o= | [ NS =
Ancestor Scaffold Ancestor Scaffold
GU branch GU branch

FIGURE 7 Synthesis of the R12>V->R2 relationships. Relationships between reproduction
(R1, R2) and vegetative growth (V), expressed as the leaf area of descendant growth units
(GUs), for four mango cultivars at the scales of the ancestor GU and of the scaffold branch.
The ‘+* and °-” symbols represent significant positive and negative relationships, respectively
(P<0.05), and NS indicates non-significant relationships. The first and second columns in
each box represent the results from cycle 0 to cycle 1, and from cycle 1 to cycle 2,
respectively, for R1>R2 and R1->V, and within cycle 1 and cycle 2, respectively, for the
V->R2 relationships.
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The similarity between the probability of burst of the ancestor GU, on the one hand
(Table 3), and the effects of the reproductive effort of the ancestor GU on the leaf area of the
descendants GUs, on the other (Figure 3.B), suggests that the probability of burst was an
important factor in determining vegetative growth. The effect of the reproductive effort on the
probability of burst was negative for José and positive for Irwin. Kensington Pride and
Cogshall showed opposite effects, negative during the first cycle and positive during the
second cycle. The observed negative effect could be related to two non-exclusive mechanisms
that have been proposed to better understand the mechanism of fruit dominance on vegetative
growth (Smith and Samach, 2013). The first one is a trophic mechanism, a competition for
resources between reproduction and vegetative outgrowth. Inflorescence growth, which
represents small sinks over a relatively short time, about 3-4 weeks, and fruit growth, which
represents strong sinks over a long time, about four months, would lead to local carbohydrate
depletion in the reproductive ancestor GUs, hindering vegetative outgrowth. This depletion
persists after removal of the sinks since a delay is needed to recover a satisfactorily local
carbohydrate status (Wardlaw, 1990; Spann et al., 2008). The second mechanism is related to
hormonal signaling. Inflorescences and fruits produce hormones, in particular, auxin and
cytokinins (Sandip et al., 2015). Several studies have shown that the basipetal auxin flow
from the growing fruit inhibits the auxin flow out of the axillary buds (Waldie et al., 2010;
Domagalska and Leyser, 2011; Smith and Samach, 2013) and, consequently, prevents shoot
outgrowth (Ferguson and Beveridge, 2009).

Focusing on significant relationships, it can be observed that the number of axes per GU
was higher for fruiting ancestor GUs than for vegetative ancestor GUs for all cultivars and
during both cycles (Table 3). This result was probably the consequence of the loss of apical
control of the reproductive ancestor GUs for which the apical bud turned into an
inflorescence. Apical control is defined by Wilson (2000) as the inhibition of lateral bud
outgrowth by the apical bud. When the inflorescence or the fruit are no longer present on the
shoot, the inhibitory effect of reproduction on bud outgrowth disappears (see previously). The
outgrowth of lateral buds then occurs without apical bud and therefore without apical control,
enabling the outgrowth of more lateral buds. In contrast, vegetative GUs have an active and
permanent apical bud that is able to inhibit or limit the outgrowth of lateral buds (Normand et
al., 2009; Waldie et al., 2010).

An increase in the reproductive effort of the ancestor GU leads to a decrease in the
number and the leaf area of descendant GUs per axis. This could be due to the combination of
two factors, one temporal and one architectural. The first one is linked to phenology.
Vegetative growth is delayed on reproductive ancestor GUs (Dambreville et al., 2013). The
second factor is an architectural factor. A vegetative ancestor GU produces one apical GU,
and possibly one or few lateral GUs. Apical GUs have larger leaf area and are able to branch
more than lateral GUs (Normand et al., 2009). An endogenous rhythm of two months
between the burst of successive GUs has been detected in mango (Anwar et al., 2011;
Dambreville et al., 2013). Consequently, vegetative ancestor GUs burst earlier and their
descendant GUs can grow and branch one or several times during the vegetative growth
season (Figure 1), thus resulting in more descendant GUs and a larger leaf area than
reproductive ancestor GUSs.

Various mechanisms of compensation often make it difficult to detect the costs of
reproduction (Tuomi et al., 1983; Obeso, 2002). On the basis of our results and the literature,
it is possible to propose three mechanisms of compensation at the ancestor GU scale. The first
one is the loss of apical control on reproductive ancestor GUs, leading to a higher number of
descendant axes than on vegetative ancestor GUs (Table 3). The second one is the increased
photosynthesis in leaves near growing mango fruits (Urban et al., 2003, 2004), leading to a
slower local depletion of carbohydrates. The third one is the timing of reproduction and
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vegetative growth. A large part of vegetative growth occurs after harvest (Figure 1), therefore
limiting direct competition with reproduction. These mechanisms could probably explain the
non-significant or even positive R1->V relationships for Irwin and Kensington Pride (Figure
7). Despite these mechanisms, significant costs of reproduction on vegetative growth have
been shown for Joseé, Cogshall and Kensington Pride.

Vegetative growth had a linear and positive effect on reproduction (V->R2) for all
cultivars and during both cycles (Figures 5, 7, Supplementary Figure 2). A positive and linear
relationship has been similarly demonstrated between plant size and reproduction in Arum
italicum (Méndez and Obeso, 1993). In ‘Hass’ avocado, vegetative growth is a key point
enabling return bloom and fruit production (Lovatt, 2010). Since floral induction of mango
occurs just before the burst of inflorescences (Davenport, 2009), and is therefore not affected
by growing fruits of the previous cycle, two non-exclusive hypotheses could be proposed to
explain our results. The first one is that a large leaf area stimulates flowering and fruiting for
trophic reasons and also via the production of a florigenic promoter, detailed later in the
discussion. The second hypothesis is related to demography. More terminal GUs means more
potential fruiting sites and, potentially, more fruits. The linear relationships (Figure 5)
suggested that the probability of fruiting was constant and independent of vegetative growth;
otherwise, relationships would be non-linear. Their slopes differed between cultivars. A high
slope indicated that a given increase in vegetative growth corresponded to a larger increase in
the number of fruits produced compared to a lower slope. It denoted a kind of efficiency of
vegetative growth to produce fruits. For example, Irwin showed higher slopes than the other
cultivars during both cycles, and was able to produce as many fruits as the other cultivars with
limited vegetative growth.

The R1->R2 relationships are a combination of the R1->V and V->R2 relationships.
They are generally negative, but with a marked cultivar effect (Figure 7). These negative
relationships indicate delayed costs of reproduction on the subsequent reproduction. Three
groups of cultivars could be distinguished: Irwin with no significant R1->R2 effect during
both cycles, José with negative effects during both cycles, and Cogshall and Kensington Pride
with a negative effect during one cycle and no effect during the other cycle. Consequently, the
costs of reproduction at the ancestor GU scale were high for José, null for Irwin, and
intermediate for Cogshall and Kensington Pride. Previous studies revealed negative R>R
relationships. Current reproduction of Vaccinium hirtum reduces future reproductive output at
the shoot level through competition with vegetative growth (Kawamura and Takeda, 2006).
The results of Cogshall and Kensington Pride suggested that the cycle could affect the costs
of reproduction at the ancestor GU scale, possibly through the effects of environmental
conditions. Although they were similar for all trees within a given cycle, they could differ
from one cycle to the other. The costs of reproduction may be influenced by environmental
conditions such as soil characteristics (Biere, 1995), water availability (Euler et al., 2012) and
duration of growing season and altitude (Obeso 2002). Biere (1995) showed that they are
greater in poor sites than in fertile sites. The consistent presence or absence of the costs of
reproduction during both cycles for José and Irwin, respectively, suggested that the
environment did not affect the behavior of these cultivars. It may be expected that high tree
fruit load leads to higher and, therefore, more detectable costs of reproduction at the ancestor
GU scale. Mean tree fruit load was low during cycle 0 and high during cycle 1 for Cogshall
and Kensington Pride (Table 1), whereas the costs of reproduction were significant following
cycle 0, and non-significant following cycle 1 for both cultivars. Mean tree fruit load was
similar for José and Irwin during both cycles, whereas the costs of reproduction were
significant for José and non-significant for Irwin during both cycles. These results suggest
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that the costs of reproduction at the scale of the ancestor GU were not related to the mean tree
fruit load and were consequently cultivar-dependent.

The fact that only negative or non-significant R1->R2 relationships were revealed at
the ancestor GU scale suggested that the negative effects of reproduction on vegetative
growth were predominant over the positive impact of vegetative growth on reproduction. The
general trend was that the higher the reproductive effort was, the less the vegetative growth
would be during the following cycle and, consequently, the less fruits produced by this
vegetative growth. The cultivar effects on the costs of reproduction were then mainly
determined by the R1->V relationships, in particular, on the probability of burst of the
ancestor GU.

1.2. Scale of the scaffold branch

The effects of reproduction on vegetative growth (R1->V) were not significant at the
scaffold branch scale, except for Cogshall during cycle 1. We could expect that the results
revealed at the ancestor GU scale were also seen at the scale of the scaffold branch by
aggregation. When studying relationships at the scaffold branch scale on data normalized by
the scaffold branch cross-sectional area, we made the implicit assumption of the autonomy of
the scaffold branches, independently of their size. The absence of a significant relationship at
the scale of the scaffold branch therefore revealed a partial autonomy with respect to the
processes underlying these effects (Sprugel et al., 1991; Obeso, 2002). This partial autonomy
could be related to the exchanges of carbohydrates between scaffold branches or between
scaffold branches and areas of carbohydrate storage such as the trunk and the roots. The
allocation of carbohydrates to the growing mango fruits from other parts of the tree can be
considerable (Stassen et al., 1997; Davie et al., 1999). The partial autonomy could then be
interpreted as a mechanism of compensation of the costs of reproduction, interfering with
their detection at the scaffold branch scale (Obeso, 2002). The other two compensatory
mechanisms proposed at the scale of the ancestor GU, namely the increased photosynthesis
and the timing of reproduction and vegetative growth, can be advanced at this scale too.
Contrary to our results, competition between fruit load and subsequent vegetative
development has been reported in apple where heavy fruit load decreases vegetative
development (Jonkers, 1979; Forshey and Elfving, 1989) and secondary growth (Lauri et al.,
2010) in the same year. Similarly, the increase in plant biomass was lower when more
reproductive structures were produced in the previous year in Carex secalina, a perennial
monoecious species (Bogdanowicz et al., 2011). Moreover, several studies have found that
there are less new shoots during years of high fruit production than during years of low fruit
production at the tree scale in pistachio (Weinbaum et al., 1994; Brown et al., 1995;
Rosecrance et al., 1996; Picchioni et al., 1997).

In contrast, the relationships between vegetative growth and reproduction were
significant at the scaffold branch scale for Kensington Pride during both cycles, Cogshall
during cycle 1, and José during cycle 2, suggesting an autonomy of scaffold branches for the
processes underlying flowering and fruiting, at least for these cultivars. Three processes could
be proposed. The first one is at the branch scale and is related to shoot demography.
Substantial vegetative growth means a high number of terminal GUs prone to flower and set
fruit. The second process is at the scale of a group of GUs close to each other. In mango, a
floral promoter is synthesized in the leaves and is able to move basipetaly and acropetaly in
the phloem up to about 1 m to the potential flowering sites (Davenport et al., 2006; Ramirez
and Davenport, 2010). The third process is at the scale of the ancestor GUs and is related to
its architectural and temporal traits (date of birth, fate, apical or lateral position) (Dambreville
et al., 2013) and to its morphology (Normand et al., 2009), which affect its ability to flower
and set fruit. These processes are local, at the branch scale or at a smaller scale, therefore
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conferring branch autonomy with respect to these processes. The behavior at the scaffold
branch scale is then the sum of the behavior of ancestor GUs. The number of fruits produced
was not linked to vegetative growth at the scale of the scaffold branch during both cycles for
Irwin, whereas it was the case at the ancestor GU scale. This result suggests a partial
autonomy of Irwin branches with respect to the flowering and fruiting processes, with a more
uniform allocation of carbohydrates to potential flowering points for example. Moreover, this
cultivar showed a smaller range of leaf area at the scale of the scaffold branch compared to
the other cultivars (Figure 6), making it more difficult to detect a significant relationship.
Contrary to our results, negative relationships have been shown between leaf area and seed
production in various species (Herben et al., 2012). Moreover, Hulshof et al. (2012) showed a
negative relationship between the relative growth rate of above-ground biomass and biomass
allocated to reproduction in Bursera simaruba (L.).

The R1->R2 relationships were a combination of the R1->V and V->R2 relationships
at the scaffold branch scale. Those relationships were not significant, except for Cogshall.
This probably resulted from the partial branch autonomy and the other mechanisms of
compensation opposed to the negative effect of reproduction on vegetative growth (R1->V).
Cogshall showed costs of reproduction at the scaffold branch scale during the first cycle. In
contrast, a positive relationship between R1 and R2 was revealed during cycle 2, and could be
related to terminal GUs demography. Cogshall produced a larger number of terminal GUs on
fruiting branches during cycle 2 (Supplementary Figure 2), leading to a large fruit production
(Supplementary Figure 4).

2- Relationships between the costs of reproduction and irregular bearing

Our results showed a clear effect of the cultivar on the costs of reproduction. The costs
of reproduction detected at the scale of the ancestor GU (Figure 7) discriminated three groups
of cultivars: José with significant costs of reproduction during both cycles, Irwin with no cost
of reproduction during both cycles, and Cogshall and Kensington Pride with costs of
reproduction during cycle 1 and no cost of reproduction during cycle 2. These groups
corresponded to the known fruiting pattern of these cultivars, with José being an irregular
bearer, Irwin being a regular bearer and Kensington Pride and Cogshall being quite regular
bearers (Campbell, 1992; Knight et al., 2009; Dambreville et al., 2014; unpublished data).
However, the costs of reproduction could not be detected at the scaffold branch scale. The
lack of detection of costs of reproduction at the scaffold branch scale does not imply that they
do not occur at the tree scale (Obeso, 2002, 2004), which is the pertinent scale for studying
irregular bearing.

Few studies have linked irregular bearing to the costs of reproduction. Pistachio, that,
like the mango, belongs to the Anacardiaceae family, shows strong alternate bearing (Spann
et al., 2008; Rosenstock et al., 2010). Stevenson and Shackel (1998) showed that alternate
bearing corresponds to a switch in biomass partitioning between vegetative and reproductive
growth. During the ‘off” year, biomass is mainly allocated to vegetative growth rather than to
fruit production.

3- Directions for future research

The process of domestication has led to the selection of genotypes with a high potential
for fruit production compared to wild genotypes. Those genotypes therefore allocate more
resources to reproduction, which could lead to higher costs of reproduction. These costs could
then be easier to detect in agricultural selected genotypes (Obeso, 2002). For wild long-lived
species like trees, survival seems to be more important than reproduction in any given year
(Crawley, 1985, 1997). Further investigations could be carried out on both cultivated mango
cultivars with contrasted fruiting patterns and on wild mango genotypes placed in the same
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environment, in order to assess the effects of domestication on the costs of reproduction and
associated compensatory mechanisms.

The costs of reproduction were not always detected in our study, even at the GU scale,
suggesting different types of compensatory mechanisms at different scales, from the leaf to
the whole tree. These mechanisms could be related to branch autonomy and to an increased
efficiency of resource use (photosynthesis, carbohydrates and, possibly, water and nutrients).
It would be interesting to study and better understand these mechanisms. This knowledge
could be useful to identify relevant traits for the selection of regular bearer cultivars.

A complementary study could also be carried out to evaluate the costs of reproduction
at the whole tree scale with an appropriate experimental design. Our experiment was designed
to exhaustively capture data at the scales of the ancestor GUs and of the scaffold branches.
This substantial experimental effort did not make it possible to record data on several trees
per cultivar. The limited number of trees studied per cultivar (n=3) was low compared to the
large number of replications, e.g., 36 trees (Zywiec and Zielonka, 2013) or 60 trees (Obeso,
1997), generally used in studies addressing the measure of the costs of reproduction at the tree
scale. Moreover, the costs of reproduction are often studied at the tree scale with
manipulation, reduction or increase, of fruit production in order to maximize the range of
reproductive effort (Obeso 2002; Sletvold and Agren, 2015), which was not the case in our
experiment. In some species such as Lathyrus vernus, the costs of reproduction are only
detectable after manipulation of the reproductive effort (Ehrlén and VVan Groenendael, 2001).

4- Concluding remarks

Studies on the costs of reproduction have been conducted on herbaceous perennial
plants (Primack (1979) on Plantago sp.; Primack and Stacy (1998) on Cypripedium acaule)
and on woody perennial plants (Cipollini and Stiles (1991) on Nyssa sylvatica; Obeso (1997)
on llex aquifolium; Suzuki (2000) on Eurya japonica). To the best of our knowledge, our
study is the first to carry out a comprehensive analysis of the costs of reproduction on a
cultivated tree species.

We have shown that, globally, reproduction during one cycle had a negative effect on
reproduction during the following cycle in mango. We also showed that vegetative growth
that occurs between the two reproductive events mitigated this negative effect. These effects
occurred mainly at the GU scale, less frequently at the scaffold branch scale, and were clearly
cultivar-dependent.
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Figure S1 Relationships between the normalized number of fruits produced during the
previous cycle and the normalized number of fruits produced during the current cycle at the
scaffold branch scale for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride,
and two growing cycles. The coefficient of determination (r?) and P-value associated with
linear adjustments are given in the figure. Regression lines are presented for significant
relationships (P<0.05).
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Figure S2 Relationships between the normalized number of fruits produced during the
previous cycle and the normalized number of terminal descendant growth units (GUs)
produced during the current cycle at the scaffold branch scale for four mango cultivars,
Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride, and two growing cycles. The coefficient of
determination (r?) and P-value associated with linear adjustments are given in the figure.
Regression lines are presented for significant relationships (P<0.05).
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Figure S3 Relationships between the number of terminal descendant growth units (GUs)
produced by each ancestor GU and the number of fruits produced by these terminal
descendant GUs for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride, and
two growing cycles. The slope (s), coefficient of determination (r?) and P-value associated
with linear adjustments (cycle 1: solid line; cycle 2: dotted line) are given for each cycle.
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Figure S4 Relationships between the number of terminal descendant growth units (GUSs)
produced during a cycle and the number of fruits produced during this cycle at the scaffold
branch scale for four mango cultivars, Cogshall, Irwin, José, and Kensington Pride, and two
growing cycles. The coefficient of determination (r2) and P-value associated with the linear

adjustments are given in the figure. Regression lines are presented for significant relationships

(P<0.05).
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Synthése des résultats de la section 1

L'étude des séries des huit premieres années de production a I'échelle de I'arbre et le calcul
d’indices caractérisant la régularité de production sur ces séries nous a permis de mettre en évidence
différents patterns de production suivant les cultivars, alors qu’ils se trouvaient dans les mémes
conditions environnementales et de cultures. Sur cette base, quatre cultivars au comportement
contrasté ont été sélectionnés pour la caractérisation des colts de la reproduction : Kensington Pride
et Irwin (cultivars réguliers), Cogshall (cultivar assez irrégulier), José (cultivar alternant).

Nous avons mis en évidence un effet négatif de la reproduction au cours d’un cycle sur la
reproduction au cycle suivant (R1\IR2), et un effet négatif de la reproduction au cours d’un cycle sur
la croissance végétative au cycle suivant (R1NV). Ces relations négatives correspondent a des colts
de la reproduction d’aprés la définition d’Obeso (2002).

Nous avons mis en évidence un effet positif de la croissance végétative sur la reproduction au
cours d’un cycle (VAR2). Ces relations sont positives a I'échelle de I’'UC et de la charpentiére dans la
plupart des cas.

L'effet négatif de la reproduction sur la croissance végétative est prédominant sur I’effet positif de
la croissance végétative sur la reproduction (R1NV >> VAR2) puisque des effets négatifs ont été
mis en évidence entre les deux phases de reproduction (R1NR2).

Les colts de la reproduction ont été détectés principalement a I’échelle de I'unité de croissance,
plus rarement a I'échelle de la charpentiere. Ces résultats suggérent I'existence de mécanismes de
compensation des colts de la reproduction aux trois échelles étudiées, et notamment une
autonomie partielle des charpentieres pour les mécanismes liés au le développement végétatif.

=2 La décomposition de la croissance végétative en variables élémentaires a permis de mettre en
évidence que la probabilité de débourrement d’une UC apparait comme une variable clé dans I'effet
négatif de la reproduction sur la croissance végétative car elle est particulierement affectée par la
reproduction, notamment la présence de fruits sur I'UC. Cela entraine une croissance végétative plus
faible a la fin de la saison de croissance, et une floraison et fructification portées par cette croissance
qui sont réduites.

On peut considérer que le concept des colits de la reproduction est un bon cadre d’analyse des
interactions fines entre croissance végétative et reproduction, nous permettant d’étudier
I'irrégularité de production sur le manguier, puisque nous avons mis en évidence différents colts de
la reproduction entre les cultivars, en relation avec leur comportement plus ou moins régulier de
production :

- Irwin : faible co(ts de la reproduction, pattern de production régulier avec variation alternante

- Kensington Pride : faible colts de la reproduction, pattern de production régulier avec variation
irréguliere

- Cogshall : colts de la reproduction intermédiaires, pattern de production irrégulier avec variation
irréguliere

- José : fort colts de la reproduction, pattern de production alternante
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2. Ildentification des mécanismes impliqués dans les colits de la
reproduction

Cette section présente les résultats concernant la compréhension de certains mécanismes
impliqués dans les codts directs et dans les colts retardés de la reproduction du manguier.

Cette section est divisée en deux parties :

A. Les effets de la reproduction et de la croissance végétative sur la morphologie, I'anatomie
et les caractéristiques hydrauliques des UCs porteuses.

B. L'étude de mécanismes trophiques et hormonaux pour expliquer les effets négatifs de la
reproduction sur le débourrement végétatif.

- 145 -



A. Effets de la reproduction sur la morphologie, I'anatomie et les
caractéristiques hydrauliques de I'axe porteur

ARTICLE 4 — Differential Effects of Reproductive and Vegetative Growth on the
Anatomy and Hydraulic Traits of Mango Growth Units.

En révision pour « Annals of Botany »

Capelli, M., Lauri, P.-E., and Normand, F. (2017). Differential Effects of Reproductive and Vegetative
Growth on the Anatomy and Hydraulic Traits of Mango Growth Units. In review to Annals of Botany.

ANNALS OF
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Cet article correspond a l'étude des effets de la mise en place de la reproduction
(inflorescences et fruits) et de la croissance végétative sur la morphologie, I'anatomie et les
caractéristiques hydrauliques de I'axe porteur. L'étude a comparé deux cultivars, Cogshall et José, et
a porté sur deux cycles de production 2014-2015 et 2015-2016.

Dans un premier temps, les effets de la reproduction et de la croissance végétative sur la
morphologie (diametre) et I'anatomie (xyleme, phloeéme, sclérenchyme) des UCs porteuses sont
étudiés.

Dans un second temps, les conséquences de ces modifications sur les caractéristiques
hydrauliques des UCs porteuses sont analysées.
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ABSTRACT

e Background and Aims The two main functions of plant axes are vascular supply and
mechanical support, ensured by specialized tissues such as xylem, phloem and sclerenchyma.
Fruit growth and vegetative growth have different needs in terms of water and carbohydrate
supply as well as of mechanical support. We hypothesized that they consequently affect the
anatomy and hydraulic traits of bearing axes in different ways.

e Methods Quiescent, reproductive and vegetative terminal growth units of two mango
(Mangifera indica L.) cultivars, Cogshall and José, were sampled at five phenological periods
during two consecutive growing cycles. Growth unit diameter was recorded before sampling.
Xylem, phloem and sclerenchyma were characterized through histological analyses, and
maximal hydraulic conductivity was measured.

e Key Results Fruit growth led to the development of phloem in both cultivars, and to the
development of xylem and sclerenchyma in Cogshall. Vegetative growth led to the
development of xylem in both cultivars, and to the development of sclerenchyma in Jose.
Maximal and specific hydraulic conductivity were generally higher in vegetative than in
quiescent growth units. This result was observed to a lesser extent in reproductive growth
units, in particular for José. Relative xylem efficiency was low for both cultivars. Significant
differences were revealed between the cultivars in terms of hydraulic conductivity and
anatomical traits.

e Conclusions This study highlighted the differential functioning of cambium, depending on
the type of organ developing on the growth unit. In relation to the carbohydrate requirements
of the developing organ, cambium mainly produced phloem during fruit growth and xylem
during vegetative growth. Genotype affected the anatomy and the hydraulic performance of
the growth units, as well as the evolution of growth units to supply and support fruit growth.
In contrast, changes were similar for both genotypes in response to vegetative growth.

Key words: cultivar, fruit growth, hydraulic conductivity, Mangifera indica L., phloem,
sclerenchyma, vegetative growth, xylem.
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INTRODUCTION

The two main functions of plant axes are vascular supply and mechanical support (Taneda
and Tateno, 2004). Vascular supply for the transport of sap is provided by two tissues. The
first one is the xylem, composed of dead cells surrounded by lignin that transport crude sap
containing mainly water and minerals, from roots to leaves and fruits (Cochard and Granier,
1999). The transport capacity of an axis depends on the anatomical characteristics of the
xylem, which is related to the number of xylem vessels (xylem area and density of vessels)
and especially to the vessel diameter. The second tissue is the phloem, composed of living
cells that transport elaborated sap composed mainly of water and carbohydrates from the
source organs to the sink organs (Lalonde et al., 2004). Mechanical support for young axes is
provided by sclerenchyma and then by wood composed of xylem lignified cells that provide
hardiness and strength (Baas et al., 2004). Secondary meristems such as cambium produce
xylem and phloem (Spicer and Groover, 2010), providing the necessary mechanical support
and sap transport for vegetative and fruit growth. Vegetative and fruit growth have specific
needs in terms of water and/or carbohydrate supply. This raises questions about the effects of
fruit growth and vegetative growth on the vascular supply and mechanical support functions
of the axes within an anatomical and hydraulic perspective.

Growing fruits are associated with different ingoing and outgoing fluxes in the xylem and
phloem (Fishman and Génard, 1998) that supply them with water, minerals and carbohydrates
(Lang and Thorpe, 1989; Morandi et al., 2007, 2010; Nordey et al., 2014). During fruit
growth, a decrease of xylem fluxes was revealed in several studies (Drazeta et al., 2004;
Morandi et al., 2010; Mazzeo et al., 2013), whereas phloem fluxes remain constant (Morandi
et al., 2010) or even increase (Bruggenwirth et al., 2016), leading to the accumulation of
carbohydrates in fruits (Léchaudel et al., 2002, 2005). However, even if these fluxes are well
studied, they are rarely linked to axis anatomy, i.e., xylem and phloem area, number and size
of xylem vessels, etc. Moreover, growing fruits represent a non-negligible mass on the
bearing axis, requiring an appropriate mechanical support to avoid breakage. The effects of
fruit growth on the mechanical support of bearing axes, in relation to sclerenchyma and xylem
tissues, have rarely been studied.

Vegetative growth corresponds to the development of new leaf area, increasing the
transpiration, mass and wind surface area of the bearing axis. The development of vasculature
and supporting tissues can be expected to be concomitant with vegetative growth. From a
hydraulic perspective, the ‘pipe model’ (Shinozaki et al., 1964a, b) states that the amount of
leaves is closely correlated with the cross-sectional area of the axis supporting them and, in
particular, to the xylem area. Allometric relationships link leaf size to the size of the axis that
supports them, and they are shaped by the hydraulic and mechanical properties of the axis
(Woodrum et al., 2003; Taneda and Tanedo, 2004; Normand et al., 2008). The leaf size-axis
size spectrum is a leading dimension of ecological variation among species (Westoby et al.,
2002; Wright et al., 2007) and it is widely debated in ecology. However, these studies rarely
consider the effects of vegetative growth on the anatomy of the conducting and supporting
tissues of the axis.

The aim of this study was to investigate the effects of reproductive and vegetative growth
on the anatomy and on the hydraulic conductivity of the bearing axes of two mango
(Mangifera indica L.) cultivars, Cogshall and José, characterized by contrasted origins,
growth habits and hydraulic properties. Our specific objectives were to answer three main
questions: What are the respective effects of the reproductive and vegetative growth on
conducting and supporting tissues? Is hydraulic conductivity of the bearing axis modified
accordingly? Are these effects cultivar-dependent? We hypothesized that: (i) fruit growth the
in terminal position on the bearing axis would increase xylem and phloem areas in the bearing
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axis in order to supply growing fruits with water and carbohydrates, and the sclerenchyma
area in order to mechanically support fruit mass; (ii) vegetative growth would increase xylem
and sclerenchyma areas in order to supply necessary hydraulic fluxes related to higher
transpiration due to supplementary leaf area, and to sustain the whole structure; and (iii) the
development of xylem would increase maximal hydraulic conductivity of the bearing axis in
both cases.

MATERIALS AND METHODS
Study area and plant material

The experimental orchard was located at the CIRAD (French Agricultural Research Centre
for International Development) research station in Saint-Pierre, Reunion Island, in the
Southern hemisphere (21°1921S; 55°2925E). It was composed of ten mango cultivars with
19 trees per cultivar, all grafted onto the polyembryonic rootstock ‘Maison Rouge’ and
planted in October 2007. Two of these cultivars, Cogshall and Jose, were chosen for the
study, based on their different origins, growth habits and hydraulic properties (Campbell,
1992; Vincenot, 2004; Normand et al., 2008) (Table 1).

TABLE 1. Characteristics of the studied mango cultivars Cogshall and José

Characteristics Cogshall José
Origin Florida Réunion
Canopy Dense and compact Open
Tree size Medium Medium
Bearing habit Quite regular Irregular
Growth unit hydraulic conductivity High Low

The growing cycle (GC) of the mango tree is composed of four main phenological periods:
vegetative growth, rest period, flowering and fruiting (Dambreville et al., 2013a). Vegetative
growth occurs through the growth of new shoots, referred to as growth units (GUs) and
defined as the portion of the axis developed during an uninterrupted period of growth (Hallé
and Martin, 1968; Barthélémy and Caraglio, 2007). Vegetative growth may begin at the end
of flowering and during fruit growth, and mainly occurs after harvest, during the hot and rainy
season. Mango flowering is made up of inflorescences that appear at the apex and in the
axillary position in the distal part of terminal GUs (terminal flowering). Only some
inflorescences set fruits. GUs can therefore have different fates during the reproductive
period: they can remain quiescent, i.e., they do not set any organ (inflorescence, fruit or new
GU); or they can be reproductive, i.e., flower or flower and set fruit, or they can be vegetative,
i.e., produce new GU(s). Some GU fates can be found during different phenological periods,
such as GUs that remain quiescent over an entire growing cycle.

Experimental design and data collection
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The experiment was carried out over two consecutive growing cycles: growing cycle 1,
GC1, in 2014/2015, and growing cycle 2, GC2, in 2015/2016. Five sampling dates were
considered during each growing cycle: rest period (June/uly), flowering
(September/October), mid fruit growth (November/December), fruit ripeness, i.e., harvest
(January/February), and vegetative growth (March/April).

GUs can be in apical or in lateral positions, i.e., stemming from the apical or lateral buds of
the previous GU. Morphological and functional differences have been shown between apical
and lateral GUs (Normand et al., 2009; Dambreville et al., 2013a). For the sake of
consistency, we sampled lateral GUs. Quiescent, reproductive and vegetative GUs were
sampled. Quiescent GUs were sampled at five dates of each GC. Reproductive GUs
corresponded to terminal GUs that set one or several inflorescence(s) during flowering, and
that bore one or several fruit(s) during fruit growth until harvest. During vegetative growth,
reproductive GUs that bore fruit(s) several weeks before were sampled, although fruit(s) was
(were) no longer present on these GUs. The reproductive GUs necessary for the experiment
were labelled during flowering and during mid fruit growth in order to have all GUs identified
until the last sampling dates of the GCs. They were therefore sampled at four dates of the
GCs, from flowering onward. Vegetative GUs corresponded to GUs that remained quiescent
during the flowering and fruiting periods, and that produced one new GU during the
following vegetative growth period. They were sampled only during the last sampling date,
when the new GU was completely expanded and mature (i.e., stage H; Dambreville et al.,
2015). Five GUs were sampled at each date and for each fate during GC1. However, high
variability was observed in the data for both cultivars. The number of replications was
therefore increased during GC2, from n=5 to n=10, in order to increase the power of statistical
tests.

Hydraulic conductivity varies with GU diameter (Tyree and Zimmermann, 2002). Our
hypothesis on the development of conducting and supporting tissues in the GU axis in relation
to reproductive and vegetative growth implies an increase of GU diameter over time for some
GU fates. Preliminary measurements showed that the mean diameters of quiescent GUs of
Cogshall (5.6 = 0.4 mm) and José (4.7 + 0.6 mm) cultivars were significantly different
(P<0.001). This made it difficult to evaluate the effects of the GU fate, sampling date and
cultivar on the GU hydraulic conductivity. Two options were then possible for the
experimental methodology. The first one was to sample GUs independently of their diameter
and to study the specific maximal hydraulic conductivity, i.e., the maximal hydraulic
conductivity normalized by the GU cross-sectional area (csa). However, this method could
lead to high variability in GU diameter and hydraulic conductivity. The second option was to
sample GUs with similar diameters, as was done in several studies (Patifio et al., 1995;
Vander Willigen et al., 2000; Normand et al., 2008). Based on preliminary measurements, a
5-mm GU diameter was a common suitable size for both cultivars, close to their respective
mean GU diameter. However, for certain dates and GU fates, diameters were systematically
larger. In these cases, GUs with the smallest diameter were sampled in order to be close to 5
mm. Since it was not possible to sample GUs with the same diameter during the whole
experiment, specific maximal hydraulic conductivity and GU diameter were considered for
data analyses.

GU diameter was measured before sampling with a digital caliper and was converted into
GU csa assuming a circular section. A 10-cm-long distal segment was sampled for each GU.
The basal part of the sampled segment, c. 7 cm, was used for immediate hydraulic
measurements (during both GCs), and the apical part, c. 3 cm, was conserved in a fixative
(see below) for the histological study (carried out during GC1).

Measurements of maximal hydraulic conductivity
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Just after sampling, all leaves were removed from the GU segment. The defoliated segment
was then wrapped with Teflon tape to prevent lateral leaks. Bark at the two ends of the
segment was removed, and about 1 cm was cut from each extremity of the segment to remove
air bubbles consecutive to cutting and to avoid occlusion of vessels with latex (Damour,
2008). Numerous laticiferous canals are present in the mango tree. They contain latex that can
obstruct the xylem vessels by spreading over the segment section (Venning, 1948).

The maximal hydraulic conductance was then measured with the Sperry et al. (1988)
method using the XYL’EM apparatus (Xylem Embolism Meter, INRA Licensed Instrutec,
Montigny-les-Cormeilles, France). Hydraulic conductance, C (mmol.s*.MPa™), is defined as
the ratio between the water flux through the GU axis and the pressure gradient within the axis
(Tyree and Zimmermann, 2002). Since we were interested in the maximal conductance and
conductivity, each sample was flushed with degassed and deionized water at high pressure,
0.2 MPa, for 90 s, before the first measurement and between each measurement, to expel air
bubbles (vessel embolism) and to saturate vessels with water. Hydraulic conductance was
then measured twice for each segment under low pressure, 0.006 MPa, with degassed and
deionized water for 80 s. Based on preliminary studies showing an increase and then a
decrease of C across consecutive measurements, the maximal of these two values was
considered as the maximal hydraulic conductance of the segment, Cpax. After Cpax
measurement, the length and the basal diameter of the segment were measured. The maximal
hydraulic conductivity (Kma; mmol.m.s™.MPa™) was computed as the product of Cpax by the
length (m) of the segment (Tyree and Ewers, 1991). Specific maximal hydraulic conductivity
(KSmax; mol.m™.s™.MPa™) was computed by dividing Kmax by the basal csa of the segment

(m?).

Axis anatomy

Just after sampling, the apical part of each GU was immersed in FAA fixative (5%
formaldehyde at 38%, 90% ethanol at 50%, 5% glacial acetic acid) (Eltoum et al., 2001), and
conserved at 2°C until the last sampling date in March 2015. Histological studies were then
performed at the Histology and Plant Cell Imaging Platform (PHIV: http://phiv.cirad.fr/) in
Montpellier, France.

Ten transversal slices, 50-um thick, were cut per sample with a vibratome (HM650v
microm). They were stained in FASGA solution (3% of Safranin solution at 1%, 21% of
Alcian blue solution at 0.5%, 1.5% of acetic acid, 45% of glycerin, 29.5% of distilled water)
(Tolivia and Tolivia, 1987) and stored for 12 hours in the dark. This staining highlights the
cellulosic areas, i.e., phloem (blue colouration), and the lignified areas, i.e., xylem and
sclerenchyma (purple colouration) (Fig. 1). Slices with the best staining were rinsed and
placed between a slide and cover glass with a drop of mounting medium (Mounting Medium
Isomount ID 257).
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FIGURE. 1. Transverse section of a growth unit of Cogshall mango cultivar stained with
FASGA solution. Cellulosic areas are in blue, and lignified areas are in purple.

Slides were scanned at the RIO Imaging Platform in Montpellier (MRI,
https://www.mri.cnrs.fr/) using a NanoZoomer 2.0 HT slide scanner. Histological pictures
were then analysed with a specific programme written under Imagel free software
(https://imagej.nih.gov/ij/index.html). This programme made it possible to differentiate
several parts of the GU anatomy based on the colour: medulla, xylem, phloem and
sclerenchyma. The areas of the whole GU cross-section, the xylem, the phloem and the
sclerenchyma were computed for each slide (Supplementary Fig. 1). On the basis of these
data, the percentages of xylem, phloem and sclerenchyma area were calculated as the
percentage of xylem, phloem and sclerenchyma area, respectively, with respect to the GU csa.
The programme also identified each xylem vessel (white lumen area) with a lumen area larger
than 150 umz2. This threshold was chosen after calibration tests with different threshold values
(50, 100, 150 and 200 um?) and was considered as the lowest area of xylem vessel lumen. The
programme counted the number of Xxylem vessels and measured the major and minor
diameters for each one, as well as its lumen area. The density of xylem vessels was calculated
as the number of xylem vessels divided by the xylem area.

Maximal hydraulic conductivity was measured on the central part of the GU and the
histological analyses were performed on the apical part of the same GU. However, the basal
csa of the segment used for hydraulic measurements was closely related to the csa of the
segment used for histological studies for Cogshall (r2=0.86, P<0.001) and José (r2=0.79,
P<0.001) (data not shown).

Theoretical hydraulic conductivity of each GU (K, mmol.m.s*.MPa™) was computed
from these histological data, according to the Hagen-Poiseuille law and assuming that xylem
vessels behaved as ideal capillaries and that flux was laminar. The cross-section of mango
xylem vessels was closer to an ellipse than to a circle and the theoretical hydraulic
conductivity for a set of such vessels is then (Tyree and Zimmermann, 2002):
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where n is the number of xylem vessels of the GU, a and b are the major and minor diameters
of each vessel, respectively, and 1 is the viscosity of the solution in the vessels at 20°C (10
*MPa.s) (Lewis and Boose, 1995).

Data analysis

Statistical analyses were performed with R software (R Core Team, 2015). Data were
analysed separately for each growing cycle. Analysis of variance followed by Tukey’s
comparison of means test was used to analyse the effects of three factors, GU fate, sampling
date and cultivar, on anatomical traits and GU hydraulics.

The effects of GU fate on the relationships between anatomical traits and hydraulic traits
were tested with analysis of covariance where the GU fate was used as a covariate. Vegetative
GUs, represented by a low sample number, were removed from these analyses when their
own relationship was not significant. If the covariate had no effect on the slope of the
relationship, then its effect on the y-intercept was tested. When vegetative GUs were
conserved in the analyses, i.e., when the GU fate had three modalities, post-hoc multiple
comparisons were performed to determine which GU fate differed from the others when a
significant effect was revealed. Three pairwise comparisons between GU fates were
computed. For each pairwise comparison, a Bonferroni correction of the P-value threshold
was done to take the number of tests into account, and the P-value threshold was P = 0.05/3 =
0.016.

RESULTS

This study generated two types of data: absolute data, such as GU csa, xylem area and
maximal hydraulic conductivity, and relative data that were absolute data normalized by GU
csa, e.g., percentage of xylem area or specific maximal hydraulic conductivity. Relative data
made it possible to understand the effects of reproduction and vegetative growth on bearing
GUs independently of their csa, whereas absolute data took contrasted GU csa and the
associated changes in anatomy and hydraulics into account. Although both types of data were
important, we made the choice to primarily discuss results expressed in relative data in order
to be succinct. Results expressed in absolute data are presented in the Supplementary Data,
and the Discussion section deals with both types of results.

Changes in growth unit cross-sectional area

For both cultivars, the csa of quiescent GUs significantly changed among phenological
periods during GC2, but not during GC1 (Fig. 2). These differences did not reflect any
particular trend and were probably related to the difficulty to sample GUs with a 5 mm
diameter at each sampling date. Statistical tests were also stronger during GC2 where sample
size was n=10 (n=5 during GC1). Csa of reproductive GUs showed significant differences
among phenological periods, except during GC1 for José. For Cogshall, during both GCs, it
increased significantly and regularly between flowering and harvest, and then remained
constant up to vegetative growth. During GC1, reproductive GUs had a significantly larger
csa than quiescent GUs at harvest and vegetative growth. During GC2, reproductive GUs had
a significantly lower csa than quiescent GUs at flowering, and then had higher csa than
quiescent GUs from fruit growth onward, with significant differences at fruit growth and
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vegetative growth. For José, during GC2, the csa of reproductive GUs significantly increased
between flowering and fruit growth, and then decreased at an intermediate level and remained
constant at harvest and vegetative growth. Reproductive GUs had higher csa than quiescent
GUs from fruit growth onward, with a significant difference at harvest. For both cultivars and
cycles, vegetative GUs had a significantly higher csa than quiescent GUs at vegetative
growth. For Cogshall, vegetative GUs had csa that were similar to those of reproductive GUs
during both cycles. For Jose, the csa of vegetative GUs was significantly higher than the csa
of reproductive GUs during GC1, but not during GC2.
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FIGURE. 2. Changes (mean + SD) in cross-sectional area of quiescent, reproductive and
vegetative growth units (GUs) across five phenological periods (rest period, flowering, mid
fruit growth, harvest, vegetative growth) for two cultivars (Cogshall, José) during two
growing cycles. The distance between phenological periods on the x-axis is proportional to
the number of days between each sampling date. Sample size is n=5 for growing cycle 1 and
n=10 for growing cycle 2. Upper case letters, when present, indicate significantly different
means between GU fates for the same phenological period, and lower case letters, when
present, indicate significantly different means between phenological periods for the same GU
fate (analysis of variance followed by Tukey’s test, P<0.05).

Percentages of xylem, phloem and sclerenchyma area
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When pooling data across fates and sampling dates, the mean percentage of xylem area
was significantly higher for Cogshall (28.3 + 5.2%) than for José GUs (23.4 + 6.2%)
(P<0.001) (Fig. 3). The percentage of xylem area of reproductive GUs fluctuated but
remained relatively constant from flowering up to vegetative growth for both cultivars. The
percentage of xylem area of vegetative GUs was significantly higher than the one of
reproductive GUs for both cultivars, and it was significantly higher than the one of quiescent
GUs for Cogshall alone.

When pooling data across fates and sampling dates, the mean percentage of phloem area
was significantly higher for Cogshall (14.1 + 3.1%) than for José GUs (10.9 + 3.0%)
(P<0.001) (Fig. 3). For both cultivars, the percentage of phloem area of quiescent GUs was
similar across phenological periods. There were, in contrast, significant differences in the
percentage of phloem area of reproductive GUs among phenological periods. For Cogshall, it
strongly and significantly increased between flowering and fruit growth, and then regularly
and significantly decreased until vegetative growth. Cogshall reproductive GUs had a
significantly higher percentage of phloem area than quiescent GUs at fruit growth, harvest
and vegetative growth. For José, the percentage of phloem area of reproductive GUs
significantly increased between flowering and fruit growth, and then remained constant up to
vegetative growth. José reproductive GUs had a significantly higher percentage of phloem
area than quiescent GUs at harvest and vegetative growth. Cogshall vegetative GUs had a
percentage of phloem area intermediate between reproductive GUs and quiescent GUs. José
vegetative GUs had a significantly lower percentage of phloem area than reproductive GUs,
and quiescent GUs had intermediate values.

When pooling data across fates and sampling dates, the mean percentage of sclerenchyma
area was significantly higher for José (9.0 + 2.8%) than for Cogshall GUs (7.1 £ 2.5%)
(P<0.01) (Fig. 3). For Cogshall, the percentage of sclerenchyma area of quiescent GUs
remained more or less constant across the phenological periods, whereas for José, it regularly
and significantly increased from rest to fruit growth and then remained constant up to
vegetative growth. The percentage of sclerenchyma area of Cogshall reproductive GUs
regularly and significantly increased between flowering and vegetative growth, and it was
significantly higher from the one of quiescent GUs at vegetative growth. For José
reproductive GUs, it significantly increased between flowering and harvest and then
decreased, but not significantly, up to vegetative growth. The percentage of sclerenchyma
area was significantly lower at flowering in José reproductive GUs. The percentage of
sclerenchyma area of vegetative GUs was similar to the one of quiescent GUs for both
cultivars. It was significantly lower than the one of reproductive GUs for Cogshall.
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FIGURE. 3. Changes (mean £ SD) in percentages of xylem, phloem and sclerenchyma area in
the cross-sectional area of quiescent, reproductive and vegetative growth units (GUs) across
five phenological periods (rest period, flowering, mid fruit growth, harvest, vegetative
growth) for two cultivars (Cogshall, José). The distance between phenological periods on the
x-axis is proportional to the number of days between each sampling date. Upper case letters,
when present, indicate significantly different means between GU fates for the same
phenological period, and lower case letters, when present, indicate significantly different
means between phenological periods for a same GU fate (analysis of variance followed by
Tukey’s test, n=5, P<0.05).

Density and lumen area of xylem vessels

When pooling data across fates and sampling dates, the density of xylem vessels, referred
to hereafter as vessel density, was not significantly different between Cogshall and José
(P=0.13), with a mean value of 116.9 + 45.3 vessels.mm™. For Cogshall, no significant
difference in vessel density was revealed (P=0.28) between quiescent (114.6 = 33.3
vessels.mm™) and reproductive GUs (127.2 + 33.4 vessels.mm™) when pooling data across
sampling dates (Supplementary Fig. 3.A). For José, vessel density was significantly higher
(P<0.001) in reproductive GUs (157.3 + 49.0 vessels.mm™) than in quiescent GUs (111.2 +
41.2 vessels.mm™) when pooling data across sampling dates. Significant differences were
revealed at flowering and harvest. At vegetative growth, Cogshall reproductive GUs had a
significantly higher (P<0.001) vessel density (110.6 + 9.4 vessels.mm™) than vegetative GUs
(57.0 + 10.2 vesselsmm™), and quiescent GUs had intermediate values (95.5 + 50.4
vessels.mm™). For José, vessel density at vegetative growth was variable between quiescent
GUs (99.7 + 41.2 vessels.mm™), reproductive GUs (157.9 + 78.4 vessels.mm?) and
vegetative GUs (75.1 + 21.1 vessels.mm®), but the differences were not significant, probably
because of the large variability among the reproductive GUs.
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When pooling data across fates and sampling dates, the mean area of xylem vessel lumen,
referred hereafter as vessel area, was significantly higher for Cogshall (1284.1 + 310.0 pum?)
than for José (879.0 £ 197.1 um?) (P<0.001). No difference in vessel area was revealed
between reproductive and quiescent GUs (Supplementary Fig. 3.B). At vegetative growth and
for both cultivars, vessel area was higher for vegetative GUs (1700.3 £ 501.9, and 1132.3 +
120.9 pum2 for Cogshall and José, respectively) than for reproductive (1189.6 + 143.3, and
875.4 £ 327.9 um? for Cogshall and José, respectively) and quiescent GUs (1239.4 + 289.5,
and 889.7 £ 265.7 um2 for Cogshall and José, respectively) but the differences were not
significant, probably because of the large variability among the data.

Specific hydraulic conductivity

When pooling data across fates and sampling dates during each GC, KsSmax Wwas
significantly higher for Cogshall (38.4 + 13.5 and 36.3 + 14.3 mol.m™.s*.MPa™ during GC1
and GC2, respectively) than for José (25.1 + 13.6 and 22.4 +13.5 mol.m™.s*.MPa™ during
GC1 and GC2, respectively) (P<0.001). During both GCs, Cogshall quiescent GUs had
significantly higher Ksmax (39.5 + 10.2 and 34.4 + 14.4 mol.m™.s*.MPa™ during GC1 and
GC2, respectively) than José quiescent GUs (18.5 + 7.8 and 16.9 + 9.2 mol.m™.s*.MPa™
during GC1 and GC2, respectively) (P<0.001). Ksmax Of reproductive GUs was similar (28.5 +
11.9 mol.m™*.s™.MPa™ on average) for both cultivars during GC1, and it was significantly
higher for Cogshall (36.9 + 11.7 mol.m™.s*.MPa™) than for José (23.3 + 11.4 mol.m™.s
1. MPa™) during GC2 (P<0.001). Ksmax Of Vegetative GUs was similar (50.8 + 12.1 and 42.4 +
17.2 mol.m™.s*.MPa™ on average during GC1 and GC2, respectively) for both cultivars
during both GCs.

For both cultivars, Ksma of quiescent GUs showed significant differences among
phenological periods (Fig. 4). During GC1, it regularly and significantly decreased between
rest and fruit growth, and then increased up to vegetative growth for both cultivars. During
GC2, it decreased between rest and flowering, and then remained nearly constant up to
vegetative growth. For reproductive GUs, different patterns were observed between Cogshall
and José. Ksmax of Cogshall reproductive GUs decreased irregularly between flowering and
vegetative growth, not significantly during GC1, and significantly during GC2. Kspax of
reproductive GUs was significantly higher than Ks,,, of quiescent GUs at fruit growth during
GC2. In contrast, Ksmax 0f José reproductive GUs increased irregularly but not significantly
from flowering up to vegetative growth during both GCs. In general, José reproductive GUs
had higher Ksmax than quiescent GUs, with significant differences at fruit growth during GC1,
and at flowering and fruit growth during GC2. At vegetative growth, vegetative GUs had
significantly higher Ksnmax than reproductive GUs for Cogshall during GC1, and had
significantly higher Ksmax than quiescent and reproductive GUs for José during GC2.

Changes in Kqax Were similar to changes in Ksnax (Supplementary Fig. 4), where the first
variable was more variable than the latter. However, vegetative GUs had significantly higher
Kmax than quiescent and reproductive GUs for both cultivars and during both GCs, except for
Cogshall during GC2 where the Knax 0f reproductive GUs had intermediate values.
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FIGURE. 4. Changes (mean £+ SD) in specific maximal hydraulic conductivity (KSmax) Of
quiescent, reproductive and vegetative growth units (GUs) across five phenological periods
(rest period, flowering, mid fruit growth, harvest, vegetative growth) for two cultivars
(Cogshall, José) and during two growing cycles. The distance between phenological periods
on the x-axis is proportional to the number of days between each sampling date. Sample size
is n=5 for growing cycle 1 and n=10 for growing cycle 2. Upper case letters, when present,
indicate significantly different means between GU fates for the same phenological period, and
lower case letters, when present, indicate significantly different means between phenological
periods for a same GU fate (analysis of variance followed by Tukey’s test, P<0.05).

Comparison between K., and K,

When pooling data across fates and sampling dates, Ky, was significantly higher for
Cogshall (3.4 + 1.3 mmol.m.s*.MPa™) than for José (1.5 + 0.9 mmol.m.s>.MPa™) (P<0.001).

The relationship between Ky, and Kyax Was linear, significant (P=0.02) but weak (r2=0.10)
for Cogshall, and was linear, significant (P<0.001) without y-intercept and well fitted
(r2=0.67) for José (Fig. 5). For Cogshall, GU fate did not affect the slope (P=0.30) or the y-
intercept (P=0.24) of the relationship. For José, GU fate did not affect the slope of the
relationship (P=0.06) but it affected the y-intercept (P=0.02). The y-intercept was higher for
reproductive GUs (0.13) than for quiescent GUs (0.007, not significantly different from 0).
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The mean ratio Kna/Kin was significantly higher for José (0.34 + 0.14) than for Cogshall
(0.26 £ 0.16) (P=0.02), indicating that Knax Was on average 34% and 26% of K, for José and
Cogshall, respectively. For Cogshall, this value was higher than the slope of the relationship
between Ky and Kpax (0.11) because the y-intercept of the relationship was significantly
higher than zero. The mean ratio Kna/Ky was significantly higher (P=0.01) for vegetative
GUs (0.44 + 0.23 a) than for reproductive GUs (0.20 = 0.10 b), with intermediate values for
quiescent GUs (0.27 £ 0.15 ab). For José, the mean ratio Knax/Kin was close to the slope of the
relationship (0.32) since the y-intercept was not significantly different from zero. Contrary to
Cogshall, it was not affected by the GU fate (P=0.30)

Cogshall r*=0.10,P=0.02 « José r?=0.67, P<0.001

0.5 - 05
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FIGURE. 5. Relationships between theoretical hydraulic conductivity (Ky) and maximal
hydraulic conductivity (Kmax) for quiescent, reproductive and vegetative growth units, and for
two cultivars (Cogshall, José). The coefficient of determination (r2) and the associated P-value
of linear adjustments are given on the figure. The solid line represents the regression line and
the dotted line represents y=x on each graph.

Relationships between K., Xylem traits and GU csa

A first analysis of the linear correlations between Knax, GU csa, vessel density and area for
each cultivar showed that all correlations were significant but generally low (0.28 < |r| < 0.83)
for Cogshall, and stronger for José (0.51 < |r| < 0.92). In a second step, the effects of GU fate
on the linear adjustments with the best correlations (r > 0.71) were investigated.

For Cogshall, the only relationship considered was between GU csa and xylem area (r2 =
0.68, P<0.001; Fig. 6A). GU fate did not affect the slope of the relationship (P=0.06), but it
affected the y-intercept (P<0.001). The y-intercept was high for vegetative GUs (0.61 a), low
for reproductive GUs (-1.89 c), and intermediate for quiescent GUs (-1.09 b).

For José, three relationships were considered, between GU csa and xylem area (r2 = 0.85,
P<0.001, Fig. 6B), between xylem area and Kmax (r? =0.67, P<0.001; Fig. 6C) and between
vessel area and density (r2 = 0.57, P<0.001; Fig. 6D). GU fate (quiescent vs. reproductive)
affected the slope of the relationship between GU csa and xylem area (P=0.03), and between
xylem area and Knax (P=0.007). For the first relationship, quiescent GUs showed a higher
slope than reproductive GUs (Fig. 6B). For the second relationship, reproductive GUs showed
a higher slope than quiescent GUs (Fig. 6C). The relationship between vessel area and density
was negative. GU fate did not affect the slope (P=0.31), but it affected the y-intercept
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(P<0.001). The y-intercept was higher for reproductive GUs (315.4 a) than for quiescent GUs
(275.1 b) (Fig. 6D).
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FIGURE. 6. Relationships between growth unit (GU) cross-sectional area and xylem area for
Cogshall (A) and José (B), between xylem area and maximal hydraulic conductivity (Kmax)
for José (C), and between vessel area and vessel density for José (D), for quiescent,
reproductive and vegetative GUs. The solid lines represent the regression lines for significant
relationships (P<0.05). Vegetative GUs are considered for regression on Graph A only.

DISCUSSION

The aim of this study was to investigate the respective effects of reproductive and
vegetative growth on the anatomy of conducting and supporting tissues, and on the hydraulic
conductivity of bearing axes of two mango cultivars, Cogshall and José. We hypothesized that
reproduction would increase the xylem and phloem area in the bearing axis in order to supply
growing fruits with water and carbohydrates, and the sclerenchyma area in order to
mechanically support fruit mass. Vegetative growth would increase the xylem and
sclerenchyma area in order to supply water to the new leaves and to sustain the whole
structure. We also expected that the development of xylem would increase the maximal
hydraulic conductivity of the bearing axis.

TABLE 2. Summary of the effects of fruit growth (reproductive GUs) and vegetative growth
(vegetative GUs), compared to quiescent GUs, on specific maximal hydraulic conductivity
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(Ksmax), maximal hydraulic conductivity (Kmax), morphological and anatomical traits of
terminal growth units of two mango cultivars (Cogshall, José). Symbols +’ or -’ represent a
significant increase or decrease of the trait in reproductive GUs compared to quiescent GUs

at fruit growth, harvest or vegetative growth, or in vegetative GUs compared to quiescent
GUs at vegetative growth. Symbols ‘“+ (ns)’ or *- (ns)’ represent a non-significant increase or
decrease. ‘ns’ indicates no difference between reproductive or vegetative GUs and quiescent

GUs.
Cogshall José
Reproductive ~ Vegetative  Reproductive  Vegetative
Trait GUs GUs GUs GUs
Gr0\_/vth unit cross- N + +(ns) N
sectional area
KSmax + (ns) + (ns) + + (ns)
Kmax + (ns) + + +
. Xylem ns + ns + (ns)

Percentages of tissue
area Phloem + ns + ns

Sclerenchyma + ns ns ns

Xylem + + ns + (ns)
Tissue area Phloem + ns + ns

Sclerenchyma + ns ns +
Xylem vessels Density ns - (ns) + - (ns)

Area ns + (ns) ns + (ns)

Effects of reproduction on csa, anatomy and hydraulic conductivity of the
bearing axis

Our results made it possible to draw conclusions about the changes in the csa of
reproductive GUs, anatomy and hydraulic conductivity compared to quiescent GUs, and to
highlight the differences between the two cultivars (Table 2). For Cogshall, reproduction
increased phloem, xylem and sclerenchyma area, leading to an increase of GU csa. The
percentage of xylem area in the GU csa was not affected by reproduction, while the
percentage of sclerenchyma, and especially phloem, increased from flowering to harvest and
vegetative growth. This indicated a more than proportional increase of sclerenchyma and
phloem area in the reproductive GUs and, therefore, a large development of these tissues,
particularly phloem, which was about three times greater in reproductive than in quiescent
GUs at harvest (Supplementary Fig. 2). Conversely, the increase in xylem area was
proportional to the increase in GU csa. During fruit growth, Ksmax regularly decreased, but
Kmax regularly increased, in relation to the increase in GU csa. Both KSpax and Kmax
dramatically dropped after harvest during GC1. For Jos€, reproduction only increased the
phloem area, leading to a non-regular increase of GU csa between the two GCs. The
percentage of phloem area doubled during fruit growth, leading to an increase in total phloem
area, but less than in Cogshall. Despite the lack of increase of the percentage of xylem area,
the Ksmax Of José reproductive GUs increased during fruit growth, suggesting a better
efficiency of xylem in these GUs.

As explained in the Materials and Methods section, the sampling procedure tended to
minimize the diameter of sampled reproductive GUs, and the actual differences in GU csa
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between reproductive and quiescent GUs were probably larger than observed. The increase of
csa in reproductive GUs suggested that reproduction induced secondary growth, i.e., the
thickening of the axis (Lauri et al., 2010), particularly for Cogshall GUs. This secondary
growth was related to fruit growth and not to flowering since the csa of reproductive GUs was
similar to or lower than the csa of quiescent GUs at flowering (Fig. 2). However, axis
secondary growth can occur with the development of the inflorescence, for example, in
Arabidopsis thaliana (Ko et al., 2004).

Secondary growth of reproductive GUs was related to an increase in phloem area in
percentage (Fig. 3) and in absolute value (Supplementary Fig. 2) for both cultivars. In general,
the cambium in woody stems is bidirectional. It produces secondary phloem externally and
secondary xylem internally in the same proportions (Larson, 1994; Spicer and Groover,
2010). However, significant temporal or spatial variation of cambium functioning exists
among species, leading to differential production of xylem and phloem. For example, phloem
can differentiate before xylem (Esau and Cheadle, 1969; Carlquist, 2007), or more frequent
division can occur on the xylem side (Esau and Cheadle, 1955). Local modification of
cambium (Pace et al., 2009) can also lead to different patterns of cambium functioning. We
hypothesized that fruit growth led to an increase in xylem in order to improve hydraulic
conductivity of bearing axes and to better supply fruits with water. However, contrary to our
expectations, our results showed that the cambium of mango GUs preferentially produced
phloem and very little or no xylem during fruit growth. Despite the stability of the percentage
of xylem area, Knax Was generally higher in reproductive GUs in relation to the higher csa of
GUs in Cogshall and the higher vessel density in José, whereas hydraulic efficiency was low,
particularly in Cogshall (Fig. 5). These results suggested that water was mainly supplied to
growing mangoes by phloem. Phloem plays a crucial role in the efficient long-distance
transport of carbohydrates and water (Lough and Lucas, 2006), particularly to the growing
fruits. Water fluxes brought by the phloem increase during fruit growth (Lang (1990) in
apple; Morandi et al. (2010) in kiwifruit; Briiggenwirth et al. (2016) in sweet cherry) and they
become the major water flux at fruit maturity (Drazeta et al. (2004) in apple). This is
concomitant with a decrease of water import through xylem during fruit growth (Liu et al.
(2007) in tomato; Nordey et al. (2015) in mango).

A dramatic drop in both Kyax and Ksnyax 0f Cogshall reproductive GUs was observed after
harvest during GC1. However, the percentage of xylem area, vessel area and density of GUs
sampled at this date could not explain this decrease. A decrease of xylem influx with fruit
development has been reported in several species such as apple (Lang, 1990; Drazeta et al.,
2004), kiwifruit (Dichio et al., 2003; Morandi et al., 2010; Mazzeo et al., 2013), grape
(Greenspan et al., 1994) and tomato (Ho et al., 1987). Three mechanisms are put forward to
explain this decrease. The first mechanism is embolism that has been observed in the mango
pedicel (Nordey et al., 2015). The second mechanism is a xylem failure in the growing fruits,
leading to reduction of xylem influx in the fruit (Lang and Diring, 1991; Lang and Ryan,
1994; Drazeta et al., 2004). However, the observed decrease was related to Ky,.x measured on
bearing axes where possible air bubbles were flushed before measurements were made. The
causes of this decrease were then structural. The third mechanism is xylem vessel occlusion
by calcium particles (Brlansky et al., 1984; Rogiers et al., 2001) or polysaccharides (pectins
and callose) (Neghliz et al., 2016). Xylem occlusion can also occur with bacteria or fungi
(Tyree and Zimmermann, 2002). Systemic fungi (Yamato and Iwasaki, 2002) or bacteria such
as Xyllela (Singh et al., 2010) can be deadly, whereas others can live in symbiosis with the
plant (Fisher and Petrini, 1990). In mango, several systemic fungi of the genera Diplodia and
Fusicoccum are responsible for the stem-end-rot fruit disease (Johnson et al., 1991, 1992; Ni
et al., 2012). These fungi move to the fruit through the xylem during fruit growth (Prusky et
al., 2009). Field observations over several years suggest that Cogshall is susceptible to stem-
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end-rot disease, whereas Jose is not (personal observation). The Ksyax and Kmax decrease after
harvest in Cogshall reproductive GUs might be related to xylem occlusion by fungi, particles
or polysaccharides. Microbiological and specific histological analyses would be necessary to
test this hypothesis. Vessel occlusion in Cogshall would have a noticeable impact on
hydraulic conductivity because we have shown that this cultivar has large vessels compared to
José (Supplementary Fig. 3B). This could explain the lowest hydraulic efficiency of
reproductive GUs for this cultivar and the large variability in the Ky x~Kg relationship, in
relation to the number of vessels affected by occlusion in each GU.

Sclerenchyma, collenchyma and parenchyma play a role in mechanical support in plants
(Hulskamp and Schnittger, 2001). To the best of our knowledge, no previous research has
focused on the effect of reproduction on the sclerenchyma of a bearing axis. We hypothesized
that sclerenchyma tissue increased in the bearing axis in order to improve stem strength and
avoid breakage. Fruit mass supported by a GU can be considerable (533 g on average for
Cogshall and 462 g for José) (Capelli et al., 2016) and is located in the distal part of the axis.
They consequently require a strong support, particularly in windy conditions (Gardiner et al.,
2016). The two cultivars behaved differently. In Cogshall, sclerenchyma increased during
fruit growth, confirming our hypothesis, and xylem that developed during secondary growth
probably contributed to the support function of the axis. In José, sclerenchyma and xylem did
not increase during fruit growth. The denser wood of this cultivar (Normand et al., 2008) was
probably sufficient to support fruit mass.

Effects of vegetative growth on csa, anatomy and hydraulic conductivity of the
bearing axis

Contrary to reproduction, the effects of vegetative growth on the bearing axis anatomy and
hydraulics were rather similar for Cogshall and José (Table 2). Vegetative growth increased
xylem area, which was about two times larger in vegetative than in quiescent GUs, leading to
an increase of GU csa. For the same reasons as for reproductive GUs, the actual differences in
GU csa between vegetative and quiescent GUs were probably larger than observed. The
percentage of xylem area was also higher in vegetative than in quiescent GUs, indicating a
more than proportional increase of xylem area compared to the increase in GU csa.
Conversely, the percentages of phloem and sclerenchyma area were not affected by vegetative
growth. Despite the increase of GU csa, the areas of these tissues were similar in vegetative
and quiescent GUs, except for sclerenchyma in José, which was significantly higher in
vegetative GUSs.

For both cultivars, the growth of a GU led to a csa increase in the bearing GU,
corresponding to secondary growth (Kozlowski, 1964) related to the development of xylem.
This suggested a differential functioning of cambium that produced more xylem than phloem,
which is the opposite of what is observed in reproductive GUs. Cambium functioning then
appeared to be dependent on the type of organ developing in the distal position of the bearing
axis: production of phloem with fruit growth, and production of xylem with vegetative
growth,

Xylem that appeared during vegetative growth had specific traits that were similar for the
two cultivars: vessel density was lower and vessel area was higher than in quiescent and
reproductive GUs. It was not possible to distinguish initial and newly developed xylem in the
histological sections. Consequently, vessel density and vessel area were averaged in the whole
xylem area in vegetative GUs, indicating that the actual differences in vessel density and in
vessel area between initial and newly developed xylem were larger than the ones observed
between quiescent and vegetative GUs (Supplementary Fig. 3).
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The lower vessel density and the larger vessel area in vegetative GUs seemed to balance
each other out for Cogshall because the Ky, of these GUs was in the range of the quiescent and
reproductive GUs (Fig. 5). However, Knax was higher in vegetative GUs than in the
reproductive GUs for a given Ky, suggesting that the vessels of newly developed xylem were
more efficient than those of the xylem present in the reproductive GUs. In contrast, this
balance did not occur in José for which Ky, and Knax of vegetative GUs were higher than in
quiescent and reproductive GUs (Fig. 5), with a similar mean Kn./Ki, ratio. The different
behaviour between the two cultivars was probably related to the larger decrease in vessel
density between quiescent and vegetative GUs for Cogshall (-40.3%) than for José (-24.7%).
Kmax and Ksmax Of vegetative GUs were higher than in quiescent GUs for both cultivars (Fig. 4
and Supplementary Fig. 4), in coherence with the pipe model theory (Shinozaki et al., 1964a),
which predicts an increase in the conducting tissue and hydraulic capacity in relation to the
increase of leaf area borne by the axis.

The phloem area in vegetative GUs did not increase like in reproductive GUs. While fruit
growth lasts about four months in mango (Léchaudel et al.,, 2005) and is strongly
heterotrophic, the growth of a new GU for complete stem and leaf extension lasts only 8 to 12
days (Dambreville et al., 2013b), and the leaves rapidly become autotrophic. Consequently,
vegetative growth does not require a long and intense carbohydrate supply as does fruit
growth, which could explain this marked difference in phloem growth between vegetative and
reproductive GUs in the two cultivars.

The percentage of sclerenchyma area was similar in vegetative and in quiescent GUs for
both cultivars. This lack of development of sclerenchyma in vegetative GUs could be
explained in two complementary ways. First, the mass of a young GU is low compared to
fruit mass, although the impact of wind on leaf area can entail substantial forces (Gardiner et
al., 2016). Second, the role of support is no longer ensured by sclerenchyma in plants with
secondary growth, but by conducting tissues and, in particular, secondary xylem, which
contains lignified cells (Tyree and Ewers, 1991; Kramer and Boyer, 1995; Baas et al., 2004;
Myburg et al., 2013). The considerable xylem development in mango vegetative GUs
probably played a role in the support function of the axis.

Differences in hydraulic conductivity between cultivars in relation to GU traits

Kmax and Ksmax were significantly higher for Cogshall than for José (Fig. 4 and
Supplementary Fig. 4), confirming previous results (Normand et al., 2008). Our results on
histology made it possible to understand the reasons for this difference. Vessel density was
similar for both cultivars but the percentage of xylem area was an average of 21.7% larger in
Cogshall GUs than in José GUs (Fig. 3). Moreover and more importantly, vessel area was an
average of 44.4% higher in Cogshall than in José. These larger vessels with a similar vessel
density allowed a larger maximal conductivity (Tyree and Zimmermann, 2002). This
pronounced difference in vessel area between the two cultivars suggested that José xylem was
more resistant to embolism (safety strategy with small vessels) than Cogshall (efficiency
strategy with large vessels) (Bass et al., 2004; Sperry et al., 2008; Gleason et al., 2016). Field
observations showed that Cogshall is more susceptible to water stress than José (F. Normand,
CIRAD, Reunion Island; ‘pers. comm.”).

Kmax Was linearly related to Ky, particularly for José GUs (Fig. 5). Some studies have
shown similar relationships in Arabidopsis thaliana (Tixier et al., 2013) and in leaf sections
of Festuca arundinacea (Martre et al., 2000). As revealed in this study for two mango
cultivars, Knax is generally lower than Ky, (Chiu and Ewers, 1993; Lancashire and Ennos,
2002; Tyree and Zimmermann 2002; Loepfe et al., 2007). The Knyax/Kt, ratio represents the
relative efficiency of xylem. It corresponds to the slope of the relationship between Ky, and
Knax, €Xxpressed in percentage (Zimmermann, 1978), when the intercept is not significantly
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different from zero. The relative efficiency of xylem has been reported to vary between 20
and 100% (Tyree and Zimmermann, 1971; Ewers et al., 1990), with most of the studied
species at around 40% (Zimmermann, 1971; Petty, 1978; Martre et al., 2000; Tyree and
Zimmermann, 2002; Tixier et al., 2013). At one extreme of this continuum, the relative
efficiency of the xylem of vines is almost 100% because their vessels are wider than in
closely related trees, maximizing the conducting function of the stem (Tyree and Ewers,
1971). The relative efficiencies of xylem of the two mango cultivars were low, 26% and 34%
for Cogshall and José, respectively, and particularly for Cogshall.

Xylem area was closely related to GU area for both cultivars (Figs. 6.A and 6.B). For
Cogshall, our results showed that for a given GU csa, xylem area was larger in vegetative
GUs than in quiescent and reproductive GUs, confirming the development of xylem in
vegetative GUs. GU fates affected the slope of the relationship for José, indicating that for a
given increase of GU csa, xylem area increased more rapidly in quiescent GUs than in
reproductive GUs. This was probably related to the differential functioning of cambium in
reproductive GUs, which produced more phloem than xylem compared to the quiescent GUs
where the percentage of xylem and phloem remained constant during the study. Contrary to
Cogshall for which only weak relationships were revealed between hydraulic and GU traits,
two strong relationships were shown for José. Kmax and xylem area were linearly related in
José GUs (Fig. 6.C). For a given increase in xylem area, the Kmax Of reproductive GUs
increased twice as much as the Kmax Of quiescent GUs, suggesting a better hydraulic
efficiency of the xylem in reproductive GUs than in quiescent GUs. The second strong
relationship revealed the cause of this better efficiency. Vessel density and vessel area were
closely and negatively related in José GUs (Fig. 6.D). This negative relationship has been
shown in several other species (Preston et al., 2006; Sperry et al., 2008; Fan et al. 2009;
Poorter et al., 2010; Smith et al., 2013) and illustrates a trade-off between the hydraulic and
mechanical stability of xylem (Wagner et al., 1998; Sellin et al., 2008) in order to optimize
the wood structure for different functional demands such as mechanical support and water
transport. The interesting result was that over the whole range of vessel area, vessel density
was systematically higher in reproductive GUs than in quiescent GUs (Supplementary Fig. 3).
Since xylem area did not increase in José GUs during the histological study (GC1), vessel
density was already contrasted before flowering between the future reproductive and the
future quiescent GUs. This suggested that flowering and fruiting were more likely to occur on
GUs with a high vessel density, which would ensure a better water supply to the inflorescence
and then to the fruits. The potential for water supply to the growing fruits was thus pre-
existing before flowering. The higher but not always significant Ky« in José reproductive
GUs (Supplementary Fig. 4) was related to this higher vessel density. There was no difference
in vessel density between Cogshall reproductive and quiescent GUs. For this cultivar, the
potential for water supply to the growing fruits was related to the increase in xylem area as of
flowering (Supplementary Fig. 2). However, for both cultivars, our results strongly suggested
that phloem was the main tissue supplying growing fruits with water.

Conclusion

This original study showed that reproduction and vegetative growth differently affected the
cross-sectional area, the anatomy and the hydraulic conductivity of the bearing GU. These
effects were related to cambium functioning, which mainly produced phloem during fruit
growth and xylem during vegetative growth, leading to a GU csa increase in both
reproductive and vegetative GUs compared to quiescent GUs. Reproduction, and especially
fruit growth, also increased sclerenchyma in Cogshall reproductive GUs compared to
quiescent and vegetative GUs. Maximal hydraulic conductivity increased during fruit growth,
and particularly during vegetative growth. However, the relative efficiency of xylem was low
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for both cultivars. These general trends were contrasted by a pronounced genotype effect.
Specific behaviour to improve water supply to growing fruits through the xylem in
reproductive GUs was revealed: large xylem vessels developed at the beginning of fruit
growth for Cogshall, and a high density of small xylem vessels developed before flowering
for José. These results suggest some hypotheses that deserve to be tested in the future.
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SUPPLEMENTARY FIGURE. 1. Transverse section of a growth unit of Cogshall mango
cultivar stained with FASGA dye after identification of each tissue (medulla, xylem, phloem
and sclerenchyma) and each xylem vessel with a programme written with ImageJ software.
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SUPPLEMENTARY FIGURE. 2. Changes (mean = SD) in xylem, phloem and sclerenchyma
area of quiescent, reproductive and vegetative growth units (GUs) across five phenological
periods (rest period, flowering, mid fruit growth, harvest, vegetative growth) for two
cultivars, Cogshall and José. The distance between phenological periods on the x-axis is
proportional to the number of days between each sampling date. Upper case letters, when
present, indicate significantly different means between GU fates for the same phenological
period, and lower case letters, when present, indicate significantly different means between
phenological periods for a same GU fate (analysis of variance followed by Tukey’s test, n=5,

P<0.05).
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vessel area of quiescent, reproductive and vegetative growth units (GUs) across five
phenological periods (rest period, flowering, mid fruit growth, harvest, vegetative growth) for
two cultivars (Cogshall and José). The distance between phenological periods on the x-axis is
proportional to the number of days between each sampling date. Upper case letters, when
present, indicate significantly different means between GU fates for the same phenological
period, and lower case letters, when present, indicate significantly different means between
phenological periods for the same GU fate (analysis of variance followed by Tukey’s test,
n=5, P<0.05).
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SUPPLEMENTARY FIGURE. 4. Changes (mean = SD) in maximal hydraulic conductivity
(Kmax) Oof quiescent, reproductive and vegetative growth units across five phenological periods
(rest period, flowering, mid fruit growth, harvest, vegetative growth) for two cultivars
(Cogshall and José) and during two growing cycles. The distance between phenological
periods on the x-axis is proportional to the number of days between each sampling date.
Sample size is n=5 for growing cycle 1 and n=10 for growing cycle 2. Upper case letters,
when present, indicate significantly different means between GU fates for the same
phenological period, and lower case letters, when present, indicate significantly different
means between phenological periods for the same GU fate (analysis of variance followed by
Tukey’s test, P<0.05).
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Synthése des résultats de la section 2. A.

Nous avons mis en évidence que la reproduction affecte de maniere différente les UCs
reproductrices des deux cultivars :

- Chez Cogshall, la reproduction a conduit a un développement du phloeme, du xyleme et du
sclérenchyme, augmentant ainsi le diametre des UCs fructiferes. Le phloeme et le sclérenchyme sont
les tissus qui se développent le plus, en particulier le phloéme, probablement en lien avec les besoins
en nutriments et en eau du fruit. Le xyleme se développe moins que les deux tissus précédents,
suggérant que I'eau nécessaire a la croissance du fruit est principalement apportée par le phloeme.
Une augmentation de la conductivité hydraulique xylémienne maximale a été observée pendant la
croissance des fruits, probablement liée a 'augmentation du xyleme. Quelques semaines aprés la
récolte, il est noté une forte diminution de la conductivité hydraulique maximale des UCs fructiféres.
Une hypothese pour expliquer cette diminution est I'occlusion des vaisseaux du xyléme, qui ont un
diametre relativement élevé chez Cogshall. Cette occlusion pourrait étre due a un champignon
systémique, connu chez ce cultivar, le champignon responsable du stem-end-rot.

- Chez José, la reproduction a conduit a un développement du phloéme uniquement, qui a
entrainé une augmentation du diametre des UCs fructiféres. Une augmentation de la conductivité
hydrauliqgue maximale a été observée pendant la croissance des fruits. Elle n’a pas diminué apres la
récolte comme chez Cogshall, suggérant que le phénomene d’occlusion des vaisseaux de xyléeme est
moins présent chez ce cultivar. En particulier, José est un cultivar qui semble tolérant au stem-end-
rot.

En revanche, la croissance végétative affecte de facon identique les UCs des deux cultivars :
elle a conduit a un développement du xyléme, et a une augmentation du diameétre des UCs portant
un nouvel axe. Le développement du xyléme s’accompagne d’'une augmentation de la taille des
vaisseaux, conduisant a un accroissement de la conductivité hydrauligue maximale, absolue et
spécifique.

La croissance d’un fruit ou d’'une nouvelle UC n’a donc pas les mémes conséquences sur
I'anatomie et les caractéristiques hydrauliques de cette UC porteuse. Le cambium se différencie
préférentiellement en phloéme lorsque I'UC porte un fruit, et en xyléeme lorsque I'UC porte une
nouvelle UC.

> Cette étude a permis de mettre en évidence le fait que la reproduction affecte la
morphologie (diamétre), 'anatomie (développement du phloéeme pour José, et du phloéme,
xyléeme et sclérenchyme pour Cogshall) et les caractéristiques hydrauliques (conductance
hydraulique) des UCs fructiféres, avec des différences marquées entre cultivars. Ces
modifications de I’'UC fructifére peuvent étre assimilées a des colits directs de la reproduction
car elles entrainent un colit métabolique immédiat en termes de tissus mis en place.

- Ces modifications pourraient également étre assimilées a des codts retardés, notamment
chez Cogshall : la diminution de la conductivité hydraulique dans les UCs fructiféres aprés la
récolte, potentiellement due a des occlusions de vaisseaux, pourraient affecter négativement
le débourrement végétatif ultérieur de ces UCs, via une diminution des apports d’eau
xylémiens nécessaires a la croissance végétative.
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B. Effets de la reproduction sur le débourrement végétatif — Etudes des
mécanismes trophiques et hormonaux impliqués dans les colts retardés
de la reproduction

a) ARTICLE 5 — Fruit Hormones and Carbon Mobilization Affected Negatively
Vegetative Bud Burst

En préparation, soumission prévue au journal Tree Physiology

Capelli, M., Lauri, P.-E., and Normand, F. (2017). Fruit Hormones and Carbon Mobilization Affected
Negatively Vegetative Bud Burst. To submit to Tree Physiology.

OXFORD

ACADEMIC

Tree Physiology

Ce papier correspond a I'étude de mécanismes trophiques et hormonaux sur deux cultivars,
Cogshall et José, pour comprendre les effets de la reproduction (inflorescences et fruits) sur le
débourrement végétatif de I'axe porteur.

Les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif des bougeons latéraux de
I’'UC porteuse sont : (1) lorsque les inflorescences et les fruits sont présents sur les UCs porteuses, il y
a inhibition du débourrement végétatif des bourgeons latéraux de I'UC porteuse ; (2) lorsque les
inflorescences et les fruits ne sont plus présents, il y diminution de la probabilité du débourrement
végétatif sur les UCs porteuses par rapport a des UCs restées quiescentes ; et (3) lorsque le
débourrement végétatif a lieu, il y a retard de ce débourrement végétatif a I'échelle de 'UC porteuse
par rapport a des UCs restées quiescentes. Ces effets négatifs sur le débourrement végétatif
diminuent, ou retardent, la croissance végétative qui limite le nombre de bourgeons disponibles pour
la floraison suivante, et diminue la probabilité de floraison suivante.
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Fruit Hormones and Carbohydrates Mobilization Inhibited and
Delayed Vegetative Bud Outgrowth

Mathilde Capelli', Pierre-Eric Lauri?, Mathieu Léchaudel® and Frédéric Normand”
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ABSTRACT

Irregular fruit production, which is the consequence of the negative effect of fruit
production during one cycle on reproduction at the following cycle, through the decrease of
vegetative growth, is generally explained by two possibly complementary hypotheses:
hormones and carbohydrates mobilization. Our study was developed in mango (Mangifera
indica L.), for which it has been shown that reproduction decreases and delays vegetative bud
outgrowth, affecting the following fruiting. Our aim was to combine hormones and
carbohydrates hypotheses to understand the negative effects of reproduction on vegetative
bud outgrowth, in order to improve our knowledge about irregular bearing mechanisms. We
analyzed, on terminal axes with different fates of two mango cultivars, the changes in various
hormones (auxin, cytokinins, abscisic acid) and carbohydrates (glucose, sucrose, starch)
across consecutive phenological periods. Inflorescences and fruits produced basipetly efflux
of auxin that inhibited the vegetative bud outgrowth during the reproductive period. Fruits,
which are strong sink organs, accumulated carbohydrates from all neighboring axes during
fruit growth. During vegetative growth, this starch depletion delayed vegetative bud
outgrowth of reproductive axes for Cogshall, and of reproductive and non-reproductive axes
for José. The low glucose content for José axes during fruit growth suggested that the
photosynthesis was less efficient than for Cogshall axes. These differences in glucose
production during fruit growth, and in starch availability during vegetative growth between
the two cultivars, could be related to their different patterns of irregular bearing.

Key-words: Abscisic acid, Auxin, Glucose, Irregular bearing, Mangifera indica L.,
Reproduction, Starch, Vegetative growth, Zeatin.

Abbreviations: ABA: abscisic acid; CKs: cytokinins; IAA: indole-3-acetic acid; ZR: zeatin-
riboside.

INTRODUCTION

Irregular bearing, defined as an irregular fruit production year after year, is common in
many tree fruit crops. It is characterized by years with high fruit production, i.e., ‘on’ years,
and years with low fruit production, i.e., ‘off” years (Monselise and Goldschmidt, 1982). The
fact that heavy fruit load reduces flowering and fruiting in the following year is well
documented (Monselise and Goldschmidt, 1982; Samach and Smith, 2013). Several studies
have shown that morphological and topological characteristics of axes play an important role
on the future reproduction (Lauri and Trottier, 2004; Normand et al., 2009; Gaaliche et al.,
2012; Dambreville et al., 2013). Short axes generally flower and set fruit whereas long axes
produce mainly vegetative growth (Winsche and Lasko, 2000; Kawamura and Takeda, 2006).
Temporal and phenological characteristics of axes also have an important impact on
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flowering, such as their date of burst or their fate (Dambreville et al., 2013). It has shown that
the reproductive effort during one year affects negatively reproduction during the following
year at the axis scale, through negative effects on vegetative growth (Capelli et al., 2016;
Normand et al., 2016).

These previous results on mango highlight to three negative effects of reproduction on
vegetative bud burst: (1) Inflorescences and fruits inhibit lateral bud outgrowth as long as they
are present on the bearing GU (Singh and Singh, 1969); (2) Flowering and fruiting decrease
the probability of vegetative bud outgrowth at the axis scale (Capelli et al., 2016); (3) Fruiting
delays vegetative bud outgrowth when it appears (Dambreville et al., 2013).These results lead
to a reduced vegetative growth during the subsequent cycle, reducing the number of buds
available for flowering. Later vegetative growth is also related to a lower probability of
flowering in mango (Dambreville et al., 2013). At the opposite of temperate fruit species,
where floral induction occurs during the previous fruiting period, floral induction in the
mango tree occurs just before flowering (Ramirez and Davenport, 2010). As for most
temperate and tropical fruit trees, mango tree is an irregular bearing species, with various
patterns depending on the cultivar (Chacko, 1986). Two, possibly complementary, hypotheses
are generally discussed to explain the negative effect of high fruit load on vegetative growth,
causing potentially irregular bearing: hormones and carbohydrates mobilization (Smith and
Samach, 2013).

The hormones hypothesis considers that inflorescences and seeds produce a basipetal
auxin flux (Wolbang et al., 2004) which inhibits the outgrowth of the lateral buds located
down on the axis (Ferguson and Beveridge, 2009; Waldie et al., 2010; Smith and Samach,
2013) in the same way does the apical dominance (Cline, 1994; Wilson, 2000). Others
hormones play role in vegetative bud outgrowth, probably involved in the hormones
hypothesis. Abscisic acid, produced by roots, leaves and seeds, plays an important role in seed
maturation and in vegetative development in response to various environmental stresses (Seo
and Koshiba, 2002), and contributes likewise to the inhibition of bud outgrowth (Knox and
Wareign, 1984; Shimizu-Sato and Mori, 2001). On the opposite, cytokinins, produced by
roots and axes, stimulate vegetative bud outgrowth (Davies, 2010). However, when present,
auxin inhibits local cytokinin biosynthesis (Tanaka et al., 2006; Ferguson and Beveridge,
2009).

The carbohydrates hypothesis considers that high fruit load depletes at the tree or the
organ levels a large proportion of carbohydrates (Smith, 1976 in ‘Murcott’ mandarin; Van
Vuuren et al., 1997 in avocado; Normand et al., 2006 in mango) required for further
vegetative growth (Goldschmidt and Golomb, 1982; Goldschmidt, 1999; Rohla et al., 2007).
In mango, carbohydrates refilling is not complete during the following vegetative growth
season, limiting the following flowering and fruiting (Chacko and Ananthanarayanan, 1982;
Davie and Stassen, 1997).

Our aim was to gain more insights into the possible involvements of hormonal control
by the inflorescence and/or the fruit, and carbohydrates mobilization with fruit growth in the
negative effects of reproduction on vegetative growth. We examined the dynamic changes in
hormones and carbohydrates in relation with flowering and fruit development, in terminal
axes of two mango cultivars across consecutive phenological periods. Our specific objectives
were to answer the following questions: (1) Why vegetative bud outgrowth is inhibited on
terminal GUs bearing an inflorescence or a fruit? (2) Why during the vegetative growth
period fruiting GUs had a lower probability of burst, and a delayed bud outgrowth when it
appears? (3) Are there any cultivars effects, potentially explaining their irregular bearing
habit?
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MATERIALS AND METHODS

Plant material, experimental design and data collection

The experimental orchard was located at the Cirad (French Agricultural Research
Center for International Development) research station in Saint-Pierre, Reunion Island
(21°19'21S, 55°29'25E). It was composed of ten mango cultivars with 13 trees per cultivar, all
grafted onto the polyembryonic rootstock ‘Maison Rouge’ and planted in October 2007. Two
of these cultivars were chosen for the study: ‘Cogshall’, a Floridian cultivar with an irregular
bearing trend which represents about 25% of the mango production in Reunion Island, and
‘José’, a local cultivar with an alternate bearing trend which represents more than 50% of the
mango production in Reunion Island (Vincenot, 2004; Hoarau et al., 2009). An automatic
weather station located closed to the orchard recorded temperature and rainfall (Figure 1A
and 1B).

The experimentation was carried out at five phenological periods from June 2014 to
April 2015 (Figure 1C): rest period (June); flowering (September); mid fruit growth, named
fruit growth hereafter (November); harvest (mature fruits) (January); and vegetative growth
(April). Vegetative growth is the period during which new growth units (GUs), defined as the
portion of the axis developed during an uninterrupted period of growth (Hallé and Martin,
1968; Barthélémy and Caraglio, 2007), appear in the trees. It may begin at the end of
flowering and during fruit growth, but mainly occurs after harvest during the hot and rainy
season. Flowering in mango tree is terminal. Inflorescences develop from the apical bud, and
eventually from lateral buds, of the terminal GUs of the woody structure. Only some
inflorescences set fruits. Based on these phenological data, the apical part of terminal GUs
with four different fates were sampled: quiescent; flowering; fruiting; and fruiting with
fruit(s) removal at mid fruit growth (Figure 1D). Quiescent GUs were terminal GUs that did
not set any organ (inflorescence, fruit or new axis) during the experiment. They were sampled
during the five phenological periods. Flowering GUs corresponded to terminal GUs which set
one or several inflorescence(s) during flowering but did not set fruit. They were sampled
during four phenological periods, from flowering onward. After flowering, these GUs had no
more inflorescence, but they were still sampled provided they did not give new GUs. Fruiting
GUs corresponded to terminal GUs which flowered and set fruit(s). They were sampled
during three phenological periods, from mid fruit growth onward. During vegetative growth,
reproductive GUs that bore fruit(s) few weeks before were sampled, although fruit(s) was
(were) no longer present on these GUs. Fruiting GUs with fruit removal corresponded to GUs
which flowered and set fruit(s), and where the fruit(s) was(were) removed at mid fruit growth.
They were sampled during three phenological periods of the experiment, from mid fruit
growth (ten days after the fruit removal), to vegetative growth (five months after fruit
removal). The purpose of this manipulation was to examine the rapid change (10 days) in
hormones and sugars in the GU when fruits were removed during fruit growth.
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Figure 1: Mean decadal temperature (A) and monthly rainfall (B) at the experimental orchard
(21°19'21S, 55°29'25E) from June 2014 to May 2015. Procedure indicating the sampling
dates (vertical arrows), the tree phenological period (R: rest period; F: flowering; FR: fruit
growth (mid and ripe stage); V: vegetative growth) (C) and the sampled GUs fates (quiescent,
flowering, fruiting, fruiting with fruit removal) at each date (D). The different fates of GUs
are schematized. Growth units are represented by green rectangles. Inflorescences are
represented by orange fishbone-like symbols and fruits by red ellipses. Crossed fruit
represents fruit removal at mid fruit growth. Symbol ‘@’ indicates that inflorescences or fruits
were no more present on the flowering of fruiting GUs at these sampling dates.
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We labelled all the necessary flowering GUs at flowering, and all the necessary fruiting
GUs at mid fruit growth, in order to have GUs with the different fates identified up to the last
sampling date, when reproductive organs were no longer present on GUs. At each sampling
date, five and three GUs were sampled for the hormones and the carbohydrates analyses,
respectively. Several organs were also sampled for the hormones analyses when they were
present on the GUs: inflorescences, inflorescence axes bearing the fruits, named ‘peduncles’
hereafter, fruits pulp and seed. Just after sampling, each sample was immersed in liquid
nitrogen and freeze-dried. It was then finely ground (<1 pm) using bowls previously
immersed in liquid nitrogen, and stored in airtight pillboxes at —20 °C. They were sent to the
Institut Jean-Pierre Bourgin at Versailles, France (INRA/AgroParisTech — UMR 1318;
http://www-ijpb.versailles.inra.fr/fr/plateformes/Observatoire-du-vegetal .html) for the
hormones analyses and to the INRA Research center at Avignon, France (PSH unit;
http://www6.paca.inra.fr/psh) for carbohydrates analyses.

Hormones analysis

For each sample, 10mg of dry powder were extracted with 0.8mL of
acetone/water/acetic acid (80/19/1 v:v:v). Abscisic acid (ABA), zeatin-riboside (Z, an active
form of cytokinins, CKs), and indole-3-acetic acid (IAA; an active form of auxin) stable
labelled isotopes used as internal standards were prepared as described in Le Roux et al.
(2014). 2ng of each standard was added to the sample. The extract was vigorously shaken for
1min, sonicated for 1min at 25Hz, shaken for 10min at 10°C in a Thermomixer (Eppendorf®),
and then centrifuged (8.00g, 10°C, 10min.). The supernatant was collected, and the pellet was
re-extracted twice with 0.4 mL of the same extraction solution, then vigorously shaken (1min)
and sonicated (1min; 25Hz). After centrifugation, the three supernatants were pooled and
dried. Each dry extract was dissolved in 100uL of acetonitrile/water (50/50 v/v), filtered, and
analyzed using a Waters Acquity ultra performance liquid chromatograph coupled to a Waters
Xevo Triple quadrupole mass spectrometer TQS (UPLC-ESI-MS/MS). The compounds were
separated on a reverse-phase column (Uptisphere C18 UP3HDO, 100*2.1mm*3um particle
size; Interchim, France) using a flow rate of 0.4mL.min™ and a binary gradient: (A) acetic
acid 0.1% in water (v/v) and (B) acetonitrile with 0.1% acetic acid, the column temperature
was 40 °C. We used the following binary gradient (time, %A): (Omin, 98%), (3min, 70%),
(7.5min, 50%), (8.5min, 5%), (9.6min, 0%), (13.2min, 98%), (15.7min, 98%). Mass
spectrometry was conducted in electrospray and Multiple Reaction Monitoring scanning
mode (MRM maode), in positive ion mode for the IAA and in negative ion mode for the other
hormones. Relevant instrumental parameters were set as follows: capillary 1.5kV (negative
mode), source block and desolvation gas temperatures: 130°C and 500°C, respectively.
Nitrogen was used to assist the cone and desolvation (150L.h™ and 800L.h™, respectively),
argon was used as the collision gas at a flow of 0.18mL.min™". Quantification and detection
thresholds were calculated independently for each hormone, each organ and each sampling
date.

Carbohydrates analysis

Before each sample analysis, sample powder was dried at a moderate temperature
(50°C) in an oven and then brought back to room temperature in a desiccator before the assay
samples were weighed (Gomez et al., 2007). A first step was the extraction and purification of
soluble components. Then, enzymatic assay method with microplates (MP) was used.
Samples were diluted to obtain an appropriate final sugar concentration which was inclusive
of the calibration standard (0 to 0.066g.L " for each soluble sugar, glucose, fructose and
sucrose). Enzymatic reactions were performed directly in each MP well. Glucose, fructose
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and sucrose concentrations were successively quantified by measuring the production of
NADH. The enzyme produced phosphoglucose from phosphofructose, and the resulting
production of NADH in presence of GGPDH was proportional to the initial fructose content in
the extract. Sugar molecular weights were considered to calculate the initial sucrose
concentration from the glucose produced (Gomez et al., 2007). Starch was analyzed using a
method adapted from that described by Gomez et al. (2007). After dispersing starch by
autoclaving (2b, 120°C, 2h), starch was hydrolyzed into glucose with amyloglucosidase
(61U/tube) in a water-bath (56°C, 1h30). Glucose was determined in the supernatant using the
previous MP method (Gomez et al., 2007).

Data analysis

Statistical analyses were performed with the R software (R Core Team, 2015). Analysis
of variance followed by Tukey’s comparison of means test was used to analyse the effects of
one of the three factors, GU fate, sampling date or cultivar, on hormones and carbohydrates
content at the GU scale. The P-value threshold was P<0.05.

RESULTS

Hormones in growth units

For both cultivars, ABA content in GUs of the different fates showed significant
differences among phenological periods, with a general decreasing trend from the rest period
to vegetative growth, where it reached a minimum (Figure 2A). For Cogshall, ABA content
in quiescent GUs regularly and significantly decreased between rest period, where it was
maximal, and vegetative growth. For José, it remained constant between the rest period and
flowering, where it was maximal. It significantly decreased between flowering and fruit
growth, and then decreased, not significantly, up to vegetative growth. For Cogshall, ABA
content of flowering GUs remained constant between flowering and harvest, and then
significantly decreased at vegetative growth. For José, it regularly and significantly decreased
from flowering to vegetative growth. For Cogshall, ABA content of fruiting GUs remained
constant between fruit growth and harvest, and then significantly decreased between harvest
and vegetative growth. For José fruiting GUs, ABA content regularly and significantly
decreased from fruit growth to vegetative growth. ABA content in Cogshall and José fruiting
GUs with fruit removal followed the same pattern than the one of José fruiting GUs. ABA
content also showed significant differences among GUs fates for several phenological
periods. At flowering, ABA content in quiescent GUs was more than two fold higher than in
flowering GUs for both cultivars. At fruit growth, Cogshall fruiting GUs with fruit removal
had significantly higher ABA content than fruiting GUs, and quiescent and flowering GUs
had intermediate values. For José, fruiting GUs with fruit removal had significantly higher
ABA content than quiescent GUs, with intermediate values for fruiting and flowering GUSs.
At harvest, José fruiting GUs had significantly higher ABA content than fruiting GUs with
fruit removal, and quiescent and flowering GUs had intermediate values. At harvest for
Cogshall, and at vegetative growth for both cultivars, ABA content was similar among GUs
fates. At vegetative growth, it is noteworthy that ABA content was remarkably low for all
GUs fates.

IAA content of quiescent and fruiting GUs with fruit removal was constantly under
quantification thresholds for both cultivars (Figure 2B). For both cultivars, IAA content of
flowering GUs was maximal when an inflorescence was present. At flowering, IAA content
was similar between Cogshall and José. It then decreased at fruit growth under the
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quantification threshold and remained under this threshold up to vegetative growth, at a level
similar to the one of quiescent GUs. For Cogshall, IAA content of fruiting GUs was maximal
at fruit growth and at harvest, when a fruit was borne by the GUs, with however a large
variability among data. It then decreased under the quantification threshold at vegetative
growth, at a level similar to the one of quiescent GUs. For José, IAA content of fruiting GUs
was maximal at fruit growth. It significantly decreased at harvest, and then at vegetative
growth where IAA content was below the quantification threshold. IAA content of fruiting
GUs was not significantly different between Cogshall and José at fruit growth and harvest.
Moreover, IAA content of flowering GUs at flowering was not significant different from IAA
content of fruiting GUs at fruit growth and harvest for both cultivars.

ZR content of Cogshall quiescent GUs significantly decreased from the rest period,
when it was maximal, to flowering, and then remained about constant at a low level up to
vegetative growth (Figure 2C). A minimum was observed at harvest. ZR content of José
quiescent GUs was maximal and constant during the rest period and flowering. It then
decreased up to harvest, when it was minimal, and then increased, but not significantly, at
vegetative growth. For Cogshall, ZR content of flowering GUs remained constant from
flowering to harvest, and then increased, markedly but not significantly, at vegetative growth.
For Jose, it significantly and regularly decreased between flowering and harvest, and then
significantly increased up to vegetative growth, reaching the same level than at flowering. ZR
content of fruiting GUs was available only for the last two sampling dates, harvest and
vegetative growth. For Cogshall, it increased markedly but not significantly between harvest
and vegetative growth, whereas for José it remained constant. For Cogshall, ZR content of
fruiting GUs with fruit removal was maximal at fruit growth. It significantly decreased up to
harvest, and then increased at vegetative growth at an intermediate level. The same pattern
was observed for José, but differences were not significant. ZR content also showed
significant differences among GU fates for several phenological periods. At flowering, José
flowering GUs had significantly lower ZR content than quiescent GUs. At fruit growth,
fruiting GUs with fruit removal had significantly higher ZR content than flowering and
quiescent GUs for both cultivars. At harvest, flowering GUs had significantly higher ZR
content than quiescent and fruiting GUs with fruit removal for Cogshall, and fruiting GUs had
intermediate values. For José, fruiting GUs had significantly higher ZR content than GUs
with the other fates. No significant differences were observed at vegetative growth for both
cultivars. All large variability was observed in the data at this date.
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Figure 2: Changes (mean = SD) in abscisic acid (A), auxin (B) and zeatin-riboside (C)
content (ng.g™ of dry matter) in terminal mango growth units (GUs) with different fates
(quiescent; flowering; fruiting; fruiting with fruit removal) across five phenological periods
(rest; flowering; mid fruit growth; harvest; vegetative growth) for two mango cultivars
(Cogshall, José). The distance between phenological periods on the x-axis is proportional to
the number of days between each sampling date. For each date, a noise is introduced to avoid
a superposition of means and standard deviation bars. An exception for fruiting GUs with
fruit removal at fruit growth which were sampled 10days after the other GUs. Upper case
letters, when present, indicate significantly different means between GU fates for the same
phenological period, and lower case letters, when present, indicate significantly different
means between phenological periods for a same GU fate (analysis of variance followed by
Tukey’s test, n=5, P<0.05). ‘<’ symbol indicates that values are under the quantification
threshold. Auxin quantification threshold is 45.85ng.g™ at rest and flowering, 34.40ng.g™* at
fruit growth and harvest and 22.90ng.g™* at vegetative growth.

Hormones in inflorescence, peduncle, pulp and seed

ABA and IAA contents in inflorescences were not significantly different between
cultivars. Mean ABA content in inflorescences (21.7 + 5.6ng.g™") was much lower than in
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GUs, except at vegetative growth. Mean IAA content in inflorescences (63.8 + 32.2ng.g™)
was not significantly different than in flowering GUs at flowering, and in fruiting GUs at fruit
growth and harvest. ZR content was significantly higher in José inflorescences (131.5 *
22.0ng.g™) than in Cogshall inflorescences (80.9 + 17.5ng.g™). These levels were higher, but
not significantly, than in flowering GUs.

ABA content in fruit pulp significantly increased between fruit growth and harvest for
both cultivars (Table 1). For Cogshall, ABA content in seed significantly decreased between
fruit growth and harvest, whereas for José it increased but not significantly, probably because
of the large variability among the data. In peduncles, ABA content was dramatically lower
than in pulp and seed and than in inflorescence at flowering. It significantly increased
between fruit growth and harvest for Cogshall, whereas it significantly decreased for José.
IAA content in seed and pulp was under the quantification threshold. There was no significant
difference in 1AA content in peduncle between fruit growth and harvest for Cogshall, as
observed in the corresponding fruiting GUs. For Jose, a marked but not significant reduction
of IAA content in peduncle was revealed between fruit growth and harvest, as observed in the
corresponding fruiting GUs. IAA content in peduncle was notably higher than IAA content in
pulp and seed, and it was similar to the levels recorded in the fruiting GUs at these dates. ZR
was measured in seed and peduncle, but not in pulp for both cultivars. There was no
significant difference between fruit growth and harvest in ZR content in seed and peduncle for
both cultivars. ZR content in seed and peduncle was higher but not significantly than in
corresponding fruiting GUSs.

Table 1: Abscisic acid, auxin and zeatin-riboside contents (ng.g™* of dry matter) in pulp, seed
and peduncle of mango fruit at fruit growth and at harvest for two cultivars, Cogshall and
José. Means followed by different letters are significantly different between fruit growth and
harvest for the same organ and cultivar (analysis of variance, n=5, P<0.05).

ng: not quantified (quantification threshold: 9.86ng.g™ for auxin)

Cogshall José
Hormone Organ - -
Fruit growth Harvest P Fruit growth Harvest P

~ Pulp 527.8+206.3b 3061.3+19249a 0.04 765.9+205.7b 3149.0+1375.9a 0.01
At;i‘i"ds'c Seed  2086.7+517.6a 5258+2065b  <0.001 640.5%159.7 1630.1%1471.9  0.23
Peduncle 5.8+0.8b 82+16a 0.02 3.6+£0.7a 23+£10b 0.04

Pulp 53+14 nq 51+21 nq - 81+19 nq 3.6+16 nq -

Auxin  Seed 2.8+0.8 nq 1.9+0.7 nq - 58+21 ng 17%11 nq -
Peduncle 93.2+145 85.0+35.2 0.64 96.8 +30.4 49.6 £35.0 0.05

] Pulp - - - - - -
fggg‘lge Seed  111.0+106.6  80.4+42.38 057 1169+292  47.0+65.0 0.08
Peduncle 177.4 +36.2 1746 £ 25.6 0.89 2194+ 334 2465+ 73.0 0.47

Carbohydrates in growth units

Starch content in Cogshall quiescent GUs regularly and significantly increased from the
rest period and reached a maximum at fruit growth. It then significantly dropped, divided by
three, between fruit growth and harvest, and remained constant up to vegetative growth
(Figure 3A). For José, it significantly increased from the rest period and reached a maximum
at flowering. Then it significantly dropped between flowering and fruit growth, and remained
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about constant until vegetative growth, with a minimum at harvest. For both cultivars, starch
content in flowering GUs was maximal at flowering and then significantly decreased between
flowering and harvest. It slightly increased at vegetative growth, but not significantly for José.
For both cultivars, starch content in fruiting GUs was maximal at fruit growth and markedly
and significantly decreased up to harvest. It then remained constant at a low level until
vegetative growth. For both cultivars, starch content in fruiting GUs with fruit removal was
low and constant between fruit growth and vegetative growth. Starch content showed
significant differences among GU fates for several phenological periods. At flowering, starch
content was significantly higher in flowering GUs than in quiescent GUs for both cultivars.
At fruit growth, Cogshall quiescent GUs had significantly higher starch content than
flowering and fruiting GUs with fruit removal, and fruiting GUs had intermediate values.
There was no significant difference for José because of the large variability among data,
although marked differences were observed between fruiting GUs, with the higher starch
content, and other GUs. At harvest, José fruiting GUs had significantly higher starch content
than fruiting GUs with fruit removal and quiescent GUs, and flowering GUs had intermediate
values. There was no significant difference for Cogshall at harvest despite marked differences
between quiescent GUs, with the higher starch content, and other GUs. At vegetative growth,
no significant difference for Cogshall between GU fates were observed for both cultivars
despite marked differences between fruiting and fruiting GUs with fruit removal, which had
low starch content, and quiescent and flowering GUs. Differences were less pronounced for
José.

For both cultivars, quiescent and flowering GUs only showed significant differences in
sucrose content among phenological periods, because of the high variability of sucrose
content in fruiting GUs with or without fruit removal (Figure 3B). Sucrose content in
Cogshall quiescent GUs was maximal at the rest period. It significantly decreased up to
flowering, then increased and remained more or less constant between fruit growth and
vegetative growth. For José, it remained constant between rest and flowering where it reached
a maximum, and then regularly and significantly decreased up to vegetative growth. For
Cogshall, sucrose content in flowering GUs was constant and minimal between flowering and
fruit growth. It then increased significantly at harvest and remained constant up to vegetative
growth. For José, it significantly decreased from flowering to harvest, and then significantly
increased up to vegetative growth where it reached a maximum. No significant differences in
sucrose content were observed between GUs fates for both cultivars.

Glucose content in Cogshall quiescent, flowering and fruiting GUs regularly and
significantly increased up to harvest where they all reached a maximum with approximatly
the same value (Figure 3C). It then significantly dropped up to vegetative growth where it
reached a minimum. Changes in glucose content were different for José GUs. In quiescent
GUs, glucose content remained constant between the rest period and fruit growth, and then it
significantly decreased up to vegetative growth. In flowering GUs, glucose content increased
from flowering to fruit growth. It then remained more or less constant and reached a
maximum at vegetative growth. Changes in glucose content in fruiting GUs with or without
fruit removal were weak and not significant. Glucose content showed significant differences
among GUs fates only during fruit growth for both cultivars. For Cogshall, fruiting GUs with
fruit removal had higher glucose content than fruiting and flowering GUs, and quiescent GUs
had intermediate values. For Jose, fruiting GUs with fruit removal had higher glucose content
than fruiting and quiescent GUs, and flowering GUs had intermediate values. The pattern of
fructose content was similar to the one of glucose content and it is not presented here.
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Figure 3: Changes (mean = SD) in starch (A), sucrose (B) and glucose content (C) (% of dry
matter) in terminal mango growth units with different fates (quiescent; flowering; fruiting;
fruiting with fruit removal) across five phenological periods (rest; flowering; mid fruit
growth; harvest; vegetative growth) for two mango cultivars (Cogshall, José). The distance
between phenological periods on the x-axis is proportional to the number of days between
each sampling date. For each date, a noise is introduced to avoid a superposition of means and
standard deviation bars. An exception for fruiting GUs with fruit removal at fruit growth
which were sampled 10days after the other GUs. Upper case letters, when present, indicate
significantly different means between GU fates for the same phenological period, and lower
case letters, when present, indicate significantly different means between phenological
periods for a same GU fate (analysis of variance followed by Tukey’s test, n=3, P<0.05).

DISCUSSION

Inflorescences, and more notably fruits, play a major role in regulating the burst of
axillary buds along the bearing axis (Smith and Samach 2013). Two hypotheses involving
hormones or carbohydrates are generally cited to explain this role. Although sugar can be
controlled by hormones (Le6n and Sheen, 2003), and they both known to play role in
reproduction and vegetative growth (Smith and Samach, 2013), hormones and carbohydrates
are rarely considered together to studied negative effects of reproduction on vegetative bud
outgrowth.

This study led us to answer three questions:
(1) Why vegetative bud outgrowth is inhibited on terminal GUs bearing an inflorescence or a
fruit during the reproductive period?
(2) Why during the vegetative growth period fruiting GUs had a lower probability of burst,
and a delayed bud outgrowth when it appears?
(3) Are there any cultivars effects, potentially explaining their irregular bearing habit?

First, one may wonder why vegetative bud outgrowth did not occur on quiescent GUs
during the rest period. For both cultivars, ABA and ZR contents were high in quiescent GUs
compared to the other phenological periods, and IAA content was low in these quiescent GUs
(Figure 2). These results were in accordance with previous studies, where an accumulation of
CKs has been shown in buds of Citrus sinensis during the rest period (Hendry et al., 1982;
Saidha et al., 1983). This CKs accumulation stimulates shoot initiation, as shown by
application of exogenous CKs in citrus (Nauer and Boswell, 1981), mango (Nufiez-Elisea et
al., 1990) and potato (Jarret et al., 1980). A low level of IAA has also been evidenced during
winter dormancy in shoots of Pseudotsuga menziesii (Deyoe and Zaerr, 1976). This low IAA
level could be favorable to burst outgrowth, since an application of IAA can inhibit bud burst
(Antcliff and May, 1961). The high content of ZR and the low content of IAA suggested that
quiescent GUs could potentially burst during the rest period. However, ABA content was high
in quiescent GUs at this time. This result was probably related to water stress (Giday et al.,
2014; Shalom et al., 2014) since during the rest period, trees are affected by abiotic stresses,
such as cool temperatures (Figure 1A) and low water availability (Figure 1B). Moreover,
ABA inhibits bud outgrowth since the decrease of ABA content after apex removal leads to
the onset of bud outgrowth (Knox and Wareing, 1984). Therefore, the inhibition of vegetative
burst in quiescent GUs during the rest period could be related to high ABA content.
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Why vegetative bud outgrowth is inhibited on terminal GUs bearing an inflorescence or a
fruit during the reproductive period?

During the reproductive period, flowering and fruiting GUs had significantly higher
IAA content than quiescent GUs for both cultivars, as long as inflorescences and fruits were
present on GUs (Figure 2B). Indeed, 10 days after fruit removal, IAA content of fruiting GUs
with fruit removal was very low, at the same level that quiescent GUs. It has been shown in
many species, from herbaceous plants to fruit trees, including mango, that IAA is produced by
developing inflorescences and fruits (Chacko et al., 1970; Lee, 1988; Wolbang et al., 2004).
IAA moves then basipetally, with high export rate, to the bearing shoot via the polar auxin
transport system (Goldsmith, 1977; Bangerth, 1992; Friml and Palme, 2002), in agreement
with our results of high 1AA content in peduncle (Table 1) and in fruiting GUs (Figure 2B).
The low IAA content measured in seed (Table 1), under the quantification threshold, was
potentially explained by the sampling of the whole seed, and not only the embryo which
produces IAA, that diluted IAA content.

A decrease of ZR content for quiescent GUs was observed at flowering for Cogshall
and at fruit growth for José. This decrease could be related to the decrease of sucrose content
at the same time (Figure 3B) since sucrose upregulates CKs biosynthesis in stem tissues
(Barbier et al., 2015). Moreover, for both cultivars, ZR content was low in all GUs during the
reproductive period, except for fruiting GUs with fruit removal. Our results suggested that
IAA produced by inflorescences and fruits and exported to the GU affected negatively the
synthesis of ZR, an active form of CKs, in the GU axis. Several studies show that shoot
decapitation, corresponding to the removal of IAA basipetal flux, increases rapidly, in 6
hours, stem CK content (Bangerth, 1994; Li et al., 1995; Turnbull et al., 1997). This could
explain the higher ZR content in fruiting GUs with fruit removal at fruit growth for both
cultivars, since the fruit, i.e., the source of IAA, was removed 10 days before sampling. At
fruit growth, the highest ABA content was recorded in fruiting GUs with fruit removal for
both cultivars. ABA is produced by mature leaves and roots, and migrates to fruits where it
entailing their ripening (Davies, 2010). The high ABA content in fruiting GUs with fruit
removal was probably related to fruit removal 10 days before sampling, stopping ABA
migration to the fruit and leading to an accumulation of ABA in the GU. ABA content
significantly increased in mango pulp between fruit growth and harvest for both cultivars,
indicating the accumulation of this hormone during the second half of fruit development
(Table 1). This result was coherent with previous studies in climacteric fruits such as tomato
(Ruan et al., 2005), peach (Wu et al., 2003) or mango (Zaharah et al., 2012) where ABA
plays an important role in fruit ripening (Vendrell and Palomer, 1997). ABA is known to
inhibit vegetative bud outgrowth (Shimizu-Sato and Mori, 2001). Moreover, ABA content can
be regulated by IAA, as shown in a study where apex decapitation induces a decline of ABA
content in stem, and an application of IAA to the apex cut allows recovering an ABA level
similar to that before decapitation (Knox and Wareing, 1984). Our results suggested that IAA
basipetal flux inhibited lateral bud outgrowth, in a similar way than apical dominance (Smith
and Samach, 2013), as shown in previous study (Palni et al., 1988; Booker et al., 2003; Cline
and Harrington, 2006; Miller et al., 2015).

Starch, sucrose and glucose varied across phenological stages for flowering and fruiting
GUs (Léchaudel et al., 2005; Normand et al., 2006). Starch content was different between the
two cultivars but the pattern of change was similar. Important differences between cultivars
were evidenced in glucose and sucrose pattern. After the rest period, an increase of starch
content in quiescent GUs was revealed for both cultivars (Figure 3A). This increase of starch
is important since flowering is strongly correlated to starch levels, as shown in Citrus sinensis
(Goldschmidt et al., 1985) and Arabidopsis thaliana (Bernier et al., 1993). Indeed, during the
flowering period, flowering GUs had higher starch content than quiescent GUs for both
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cultivars, suggesting that GUs with high starch content were proner to flower. Our results
showed an accumulation of starch content in GUs before flowering, followed by a decrease
between flowering and harvest in all GUs sampled, confirming previous studies in mango
(Davie and Stassen, 1997; Davie et al., 2000) and in others fruit species (Hubbard et al.,
1991; Marchal and Folliot, 1992). This decrease could be explained by the presence of strong
sinks for carbohydrates, i.e., inflorescences and then fruits, that first mobilized local
carbohydrates closed to them, i.e., in fruiting GUs, and then, imported carbohydrates from
others compartments further in the whole tree (Van Vuuren et al., 1997; Normand et al.,
2006). However, during fruit growth, high starch content was revealed in fruiting GUs
probably due to the more efficient photosynthesis in leaves closed to growing fruits (Urban,
2003, 2004). It has been shown in various fruits species, including mango, that the decrease of
starch content mainly leads to an increase of sucrose content, and to a lesser extent to an
increase of glucose content in fruits (Hubbard et al., 1991). The decrease of starch content at
harvest for Cogshall could be responsible for the increase of soluble sugars such as sucrose
(Figure 3B), glucose (Figure 3C) and fructose (data not shown) in Cogshall GUs. Indeed,
when metabolism slows down, i.e., fruits are mature, the sink activity slows down, and the
source/sink ratio increases, resulting in the increase of soluble sugars. For José, the decrease
of starch content was observed from fruit growth, suggesting an early emptying of resources,
and therefore a limiting photosynthesis.

Effect of IAA efflux seemed to be predominant on the local carbohydrates depletion,
since IAA is produced in inflorescence from flowering, whereas the decrease of starch content
appeared at fruit growth and reached a minimum at harvest. On the opposite, IAA content of
quiescent GUs was very low, likely explaining why they were able to burst. However, they
also had low ZR content, affecting their probability of burst, but to a lesser extent than the
negative effect of high IAA content (Figure 4).

Why during the vegetative growth period fruiting GUs had a lower probability of burst,
and a delayed bud outgrowth when it appears?
Our study showed that when inflorescences and/or fruits were no longer present on the
GU, after flowering for flowering GUs and during vegetative growth for fruiting GUs, 1AA
content markedly and rapidly decreased. Fruit removal leads to significant decrease in IAA,
sometimes detected after one day in apple and tomato (Gruber and Bangerth, 1990).
Moreover, during vegetative growth, an increase of ZR content, although not significant
because of the high variability in the data, was observed in all GUs fates, except in quiescent
GUs for Cogshall and in fruiting GUs for José (Figure 2C). After the rest period for Cogshall,
and after flowering for José, ABA content of quiescent GUs dramatically and significantly
decreased up to vegetative growth (Figure 2A). This important decrease was probably related
to both the decrease of abiotic stress, since vegetative growth occurs during the hot and rainy
season (Figure 1A and B), and to the absence of fruits on trees, which were important sinks
of ABA and a source of stress. When fruits were no longer present on tree, the increase of
CKs, in addition to the decrease of IAA, suggested that all GUs were potentially able to burst.
During vegetative growth, when the carbohydrates demand slows down, an increase of
starch content was observed in quiescent and flowering GUs for both cultivars (Figure 3A),
although not significant because of the high variability. This increase suggested these GUs
used their photosynthates fill in, but slowly, carbohydrates reserve after the depletion of
resources for fruits growth (Davie et al., 2000). This slow fill in could be related to the
priority of main zones of carbohydrates storage, such as roots (Normand et al., 2006). Starch
content of fruiting GUs was lower than in quiescent and flowering GUs, in particular for
Cogshall, suggesting a delay to increase starch content in terminal fruiting GUs. However,
bud burst is highly dependent on carbohydrates (Zapata et al., 2004). Bud outgrowth depends
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on the accumulation of starch content in tissues, such as shoots, and on its capacity to import
and use nutrients from the shoot and the roots (Greer et al., 2002; Greer and Winsche, 2003;
Zapata et al., 2004). In Picea abies, starch accumulation in buds and shoots is considered as
an indication of the onset of lateral bud development (Hejnowicz and Obarska, 1995). In
apple tree, a low concentration of total carbohydrates in trees is related to a delayed time and
a lower percentage of bud outgrowth (Greer et al., 2002). The low starch content in mango
fruiting GUs at vegetative growth probably preventing bud outgrowth and delayed it until a
higher starch content is recovered. The starch content of fruiting GUs was still very low in
both cultivars, probably delaying bud outgrowth, until carbohydrate reserves refill ((iller et
Meekings, 1997 ; Piller et al., 1998; Zapata et al., 2004).

Although the increase of CKs and to the decrease of IAA, the low starch content of
fruiting GUs explained potentially the lower probability of burst, and the later burst when it
occurs. At the opposite, quiescent and flowering GUs had larger starch content than fruiting
GUgs, particularly for Cogshall. Indeed, quiescent and flowering GUs was less impacted by the
carbohydrates depletion because they did not bore strong sinks such as fruits, and they had
time to restarting carbohydrates in order to burst (Figure 4).

Are there any cultivars effects, potentially related to their irregular bearing habit?

The same changes in ABA and IAA contents were observed for both cultivars. This
result could indicate that the different probability of burst of fruiting GUs between Cogshall
and José (Capelli et al., 2016) were not explained by these hormones. However, some
differences in starch content in GUs at vegetative growth, and in glucose and sucrose patterns
at harvest were revealed between the two cultivars. This result suggested that irregular
bearing was potentially caused more by carbohydrates availability than by hormones
synthesis.

During vegetative growth, quiescent and flowering GUs had higher starch content than
fruiting GUs, with a larger gap for Cogshall. Moreover, for Cogshall, an increase of glucose
and sucrose contents were observed for all GUs at harvest. At the opposite, the glucose and
fructose contents of José GUs were quite low and stable for all GUs during the entire cycle,
especially in quiescent GUs. Moreover, a stronger decrease of starch content from flowering
was revealed for José quiescent and flowering GUs, suggesting a strong mobilization of local
resources for this cultivar. These results suggested that the source/sink ratio of José did not
vary at the opposite of Cogshall, translating a lower source of carbohydrates in José GUSs,
potentially due to less effective photosynthesis.

Low starch reserves at the beginning of a new reproductive season, facilitate an off-
year, which is often followed by a high yield the following season, as shown in avocado (Van
Vuuren et al.,, 1997). Starch contents of all José GUs were low at vegetative growth
(1.75%MS) reflected probably the local starch content. This starch content can represent an
insufficient level few weeks after to induce an important floral induction, causing potentially
a weak flowering. The 2014-2015 yield was a high fruit production for the trees used in this
experiment. For Cogshall, starch content of quiescent and flowering GUs (3.28%MS) was
higher than in fruiting GUs (0.76%MS). At the tree scale, according to the proportion of
fruiting GUs vs quiescent and flowering GUs, more or less GUs with sufficient starch content
could be present few months later, involving therefore a more or less strong floral induction,
reflecting the irregular bearing pattern of Cogshall. However, if lot of fruiting GUs were
present one year, less fruiting GUs will be present the following year. Our results suggested
that starch content in GUs at vegetative growth are probably involved in the alternate bearing
pattern (José) or the irregular bearing pattern (Cogshall) of these two cultivars.
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Figure 4: Synthesis of the hormones and carbohydrates effects at harvest and vegetative
growth on vegetative bud outgrowth of mango terminal quiescent and fruiting growth units
(GUs) of Cogshall. Hormones fluxes are represented by arrows (IAA in blue; ZR in purple).
Histograms of 1AA, ZR, and starch contents measured in our study are presented. Symbols
‘+’> represent a positive effect of hormones or sugars on vegetative bud outgrowth, and
symbols -’ represent a negative effect. The big red cross means that bud outgrowth is not
possible, whereas the little red cross means bud outgrowth is weak, but occurs sometimes.
The green arrow and the green check represent the possibility of bud burst. Green circles
represent the buds. The clock represents a delay in bud burst.
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b) Quantification de I'expression de genes impliqués dans le débourrement
végétatif

En préparation, soumission potentielle au journal Plant Physiology

Capelli, M., Barbier, F., Beveridge, C., Lauri, P.-E., and Normand, F. (2017). Changes in Cytokinins and
Sucrose Genes Expression Regulate Vegetative Bud Outgrowth in Mango Growth Units. To submit to
Plant Physiology.

Dans le cadre de mon accueil dans un laboratoire a I'étranger demandé par le cursus EIR-A,
nous avons voulu approfondir les hypothéses hormonales et trophiques, a travers une quantification
de l'expression de certains genes potentiellement impliqués dans les effets négatifs de la
reproduction sur le débourrement végétatif.

Le but de cette étude est d’analyser les voies de synthése et de signalisation des hormones et
des sucres, grace a des études de transcriptomique, dans le but d’améliorer notre compréhension
des mécanismes en jeu dans les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif.
Cependant, ces études de biologie moléculaire étant longues, nous présenterons ici seulement les
premiers résultats obtenus. Au cours de mon séjour, j'ai effectué la mise en place I'expérimentation,
I’échantillonnage et les extractions de ’ARN a Mareeba. En revanche, la quantification des transcripts
a été réalisée au laboratoire de Christine Beveridge par Francois Barbier. Lorsque les analyses des
résultats suivants nous parviendront, ce travail sera valorisé par la suite sous la forme d’un article
scientifique avec les collegues Australiens du Queensland, lan Bally, Frangois Barbier et Christine
Beveridge, dont I'ébauche est présentée ci-dessous.
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Introduction

Irregular bearing, common in many fruit crops, is defined as an irregular fruit
production year after year. It is characterized by years of high fruit production, called ‘on’
years, and by years of low fruit production, called ‘off” years (Monselise and Goldschmidt,
1982). Several studies have shown that reproduction affects negatively vegetative growth,
contributing to induce irregular bearing, in three ways: (1) by inhibiting bud outgrowth when
inflorescences or fruits are presents on GUs; (2) by decreasing the probability of bud
outgrowth on fruiting GUs; and (3) by delaying bud outgrowth when it appear on fruiting
GUs (Dambreville et al., 2013; Capelli et al., 2016).

Two classical hypotheses related to hormones and carbohydrates are generally advanced
to explain irregular bearing in fruit trees (Smith and Samach, 2013). The hormonal hypothesis
considers that hormones synthetized by the growing fruits inhibit floral induction for the
following growing cycle in temperate fruit tree, for which floral induction occurs at the same
time than fruit growth (Chan and Cain, 1967). The carbohydrate hypothesis considers that a
high fruit load depletes tree carbohydrates reserves (Goldschmidt and Golomb, 1982;
Goldschmidt, 1999; Rohla et al., 2007), and low carbohydrates content affect floral induction
of the following cycle. At the opposite of temperate fruit trees, floral induction occurs just
before flowering in mango (Ramirez and Davenport, 2010). At this moment, there is no
growing fruit on the tree since several months and the hormones hypothesis therefore does not
hold. However, terminal bearing shoots close to growing fruits do not produce new vegetative
flushes as long as the fruit is present. This phenology allows formulating different hypotheses
from the classical ones: in mango, there is no direct hormonal effect of the growing fruit on
floral induction, but there is a direct hormonal effect of the growing fruit which inhibits or
delays vegetative bud outgrowth. The growing fruit produces a basipetal flow of auxin
inhibiting lateral buds burst in addition to inhibitin the cytokinins production and the
production of strigolactones. The growing fruit is a strong sink for carbohydrates, in particular
sucrose. Sucrose is a signal for bud burst and the local depletion of sucrose due to the growing
fruit could inhibit bud outgrowth (Rabot et al., 2012; Mason et al., 2014). This reduces
subsequent vegetative growth (Capelli et al., 2016) affecting in turn the number of potential
flowering points during the following cycle, possibly contributing to irregular bearing.
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The aim of this study was to identify which signaling pathways are more likely to be
involved in the inhibition of vegetative bud burst by the fruit. We studied the activity of
several genes involved in hormone synthesis, perception, or signaling (auxin, cytokinins or
strigolactones), sugar signaling, and related to branching. Our specific objectives were to
answer the following questions: Which signaling pathways mediate the inhibitory effect of the
growing fruit on vegetative bud burst during the following growing cycle? Are these effects
cultivar-dependent?

Materials and methods

Plant materials and data collection

The study was conducted on two mango cultivars (Mangifera indica L.) cultivated in
Australia: ‘Kensington Pride’ the main cultivar grown in Australia, characterized by strong
irregular bearing in the Northern Australia, and ‘Keitt’ a Floridian cultivar characterized by a
regular bearing, the 4™ most produced in Australia, (Knight et al., 2009; Department of
Agriculture and Fisheries, QLD Government, 2015). The orchard was located in the station
South Edge in Mareeba, Queensland Australia (16°58'S, 145°20E).

Vegetative growth occurs through the growth of new shoots, referred to as growth units
(GUs), which correspond to the portion of the axis developed during an uninterrupted period
of growth (Hallé and Martin, 1968; Barthélémy and Caraglio, 2007). Mango flowering is
made up of inflorescences that appear at apical part of the last developped GUs, called
terminal GUs. Only some inflorescences set fruits. A terminal GU can therefore have three
fates during the reproductive period: it can remain quiescent; i.e., it does not inflorescence or
new GU; it can be flowering if it flowers and does not set fruit; and it can be fruiting if it
flowers and sets fruits. GUs for RNA extraction were sampled at three dates: at the end of
flowering (09/11), at the beginning of fruit growth (09/22) and at the mid fruit growth
(10/19). Quiescent GUs were sampled at the 3 dates. Flowering GUs were sampled at the first
date, and fruiting GUs at the two last dates. Several parts of the terminal GUs and
reproductive organs were sampled. Distal internodes and lateral buds were sampled in all
GUs. Apical bud was sampled in quiescent GUs; inflorescence axis was sampled in flowering
GUs, and fruit peduncle and embryo were sampled in fruiting GUSs.

Five replicates, corresponding to five samples mixed, by dates and fates were sampled.
Immediately after sampling, samples were frozen in liquid nitrogen to prevent RNA
degradation, and stored at -80°C until grounding and RNA extraction.

Molecular analyses

Total RNA was extracted as follows. 25-50mg of frozen ground tissues were incubated
for 30 min in 650 pL lysis buffer (2% (w/v) CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 100
mM Tris-HCI, pH 8.0, 2% (w/v) PVP40, 5 mM MgCI2) and 25 pL of 0.5 mM DTT. 40 pL
SDS 10% were added to each sample before being centrifuged at 14.000g for 12 min.
Supernatant containing nucleic acid was transferred into a new tube and an equivalent amount
of isopropanol was added. Samples were incubated for 30 min at -20 degree before being
centrifuged at 14.000g for 60 min. Isopropanol was replaced by ethanol 80% to rinse the
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pellet of nucleic acid before being dried on the bench for 15 min and eluted in 60 pL of
RNase free water. DNA was then removed by eluting the pellet in 175 pL of water mixed
with 25 pL of DNase A + buffer and incubated at 37 degree for 30 min. 10 pL of 5M NaCl
was added before adding 200 pL of isopropanol. Quality of RNA was assessed by
electrophoresis and the concentration was determined using a hano-spectrophotometer.

cDNA was obtained by performing a reverse transcription reaction with 200-500 ng of
RNA in 8 pL of water and 2 pL of iSCript (Biorad) following manufacturer’s instructions.

Q-RT-PCR reactions were performed using 2.5 ng cDNA in 5 pL mix with 3 uL SYBR
Green (Biorad) and 1 pL of each primer at 1 pM. Amplifications were monitored using a
Biorad 384 well thermocycler. Relative fold expression changes were calculated by the
comparative Ct method: fold change is calculated as PE-AACt (primer efficiency). The ACt
values were calculated as the difference between the Ct value (4 - 5 technical replicates) and
the Ct value of the geometric mean of three housekeeping genes (MgoMON1, MgoGAPDH
and MgoEF1lalpha). AACt value is the difference between the ACt value of each date and the
geometric mean of the ACt values of the first date.

Our objective was to understand which genes are involved in the inhibiting effect of
fruit growth on vegetative bud outgrowth. We targeted 13 genes of interest related to auxin,
cytokinins and strigolactones, these hormones playing positive or negative role in vegetative
bud burst, to sucrose signaling, to branching, and to dormancy. : TAR2 (Auxin synthesis);
IPT5, ARR4 and ARR6 (Cytokinins (CKs) synthesis and signaling); MAX2 and D14
(Strigolactones (SLs) perception); bZIP11, bZIP44 and ASN1 (Sucrose signaling and marker);
BRC1, BRC2 and DRM1 (Branching gene and dormancy markers); CYCB1 and GRF2
(Growth markers); HY5 (Nutrient Signaling). The sequences of these genes were searched on
TAIR base (https://www.arabidopsis.org/) by their accession number.

Results

In this dissertation, we presented our first results related to lateral buds of Kensington
Pride quiescent GUs.

Our results revealed several differences in gene expression, depending on the gene and
the sampling date (Figure 1).

A non-significant decrease of D14 expression of 63% compared to the end of flowering,
and of 91% compared to the beginning of fruit growth, was evidenced at mid fruit growth,
corresponding to a decrease of striglactones perception. A non-significant increase of 277%
of cytokinins synthesis expression (IPT5), and a significant increase of 104% of cytokinins
signaling expression (ARR4) were observed at the beginning of fruit growth, suggesting a
change of cytokinins synthesis. Moreover, a significant decrease of 65% of ARR6 expression
was revealed at mid fruit growth, suggesting a change of cytokinins signaling.

A non-significant decrease of 77% of ASN1 expression was evidenced at the beginning
of fruit growth, suggesting a decrease of the transcriptional activity of bZIP11 and potentially
an increase of sucrose signaling, since ASN1 expression is a marker negatively correlated to
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sugar signaling. Moreover, a significant increase of the expression of bZIP11 was observed,
marker related to sugar signaling, at the beginning (95%) at mid (127%) fruit growth. BRC2
and DRM1 expression, which are dormancy markers, decreased by about one half at mid fruit
growth. This decrease was significant for DRM1 only. A significant decrease of HY5 was
observed at mid fruit growth.

m End of flowering

= Mid fruit growth

m Beginning of fruit growth

MAX2 D14 TAR2Z IPT5 ARR4 ARR6 bZIP11 bZIP44 ASN1 BRC1 BRC2 DRM1 CYCB1 GRF2  HYS

Strigolactone  Auxin Cytokinine Sucrose Dormancy markers ~ Growth  Nutrient
Perception  Synthesis Synthesis + Signaling Signaling + marker markers  Signaling

Figure 1: Evolution of the expression of different genes of lateral bud of Kensington Pride
quiescent growth units, at the three sampling dates: flowering, beginning of fruit growth and
mid fruit growth. Lower case letters, when present, indicate significantly different means
between sampling dates for the expression of a given gene (analysis of variance followed by
Tukey’s test, P<0.05, n=5).

Discussion

The aim of this study was to investigate the mecanisms involved in the inhibiting effect
of fruit growth on vegetative bud outgrowth. The current results are on lateral buds of
Kensington Pride quiescent GUs. The question was: which signaling pathways mediate the
effect of vegetative bud burst?

At the beginning of fruit growth, a significant increase of ARR4 expression was
evidenced, and a marked but non significant of IPT5, ARR6, bZIP11 and HY5 expression, as
well as a non significant decrease of ASN1 expression. The increase of IPT5 and ARR4
expression at the beginning of fruit growth corresponded to a change in CK synthesis- and
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signaling-related genes. This change could be related to the decrease of ASN1. Indeed, the
decrease of ASN1 expression, which is a marker negatively correlated to sucrose signaling,
was probably related to the increase of bZIP11 expression in the bud, related to sugar
signaling. This could potentially explain the increase of CK synthesis genes expression
(IPT5), since the presence of sucrose increases stem cytokinin content (Barbier et al., 2015).
Quiescent GUs were potentially able to burst at the beginning of fruit growth since the
expression level of CKs genes was high, and the expression level of sugar signaling was high
(Davies, 2010).

Expression of bZIP11 continued to increase between beginning and mid fruit growth. A
significant decrease of ARR4, ARR6, DRM1 and HY5 expression was evidenced, as well as a
marked but non significant decrease of D14, IPT5 and BRC2 expression. The decrease of
IPT5, ARR4 and ARRG at this date suggested a change in CKs expression during the growing
fruits period on these GUs which did not bear fruits. The non-significant decrease of D14
expression, a SLs perception gene, at mid fruit growth could be related to the increase of
bZIP11, sucrose signaling gene, since sucrose inhibits SLs perception (Barbier et al., 2015;
Rameau et al., 2015). The changes in DRM1 and of BRC2 expression across the sampling
dates suggested a downward change in the dormancy status of the GUs. The decrease of HY5
expression suggested a downward change in nutrient signaling during the growing fruits
period. Quiescent GUs were potentially able to burst at mid fruit growth since the expression
level of sugar signaling was high and the dormancy markers were low, suggesting a bud
dormancy release (Arora et al., 2003; Mazzitelli et al., 2007).

TAR2 gene expression, related to IAA synthesis, was regular and weak during the three
sampling dates suggesting no change in auxin synthesis. This result potentially explained why
these lateral buds did not burst, whereas others markers showew they could. The presence of
apical buds in quiescent GUs inhibited lateral bud outgrowth through apical dominance
(Wilson 2000). Results on apical buds of quiescent GUs will be interesting to check this
hypothesis. Moreover, expressions of CYCB1, GRF2 and NCED3 were similar between the
three sampling dates, suggesting no change in growth marker expression.

Our results highlighted downward changes in cytokinins synthesis and signaling
expression, as well as in sucrose signaling, dormancy markers and nutrient signaling
expression in bud outgrowth of Kensington Pride quiescent GUs during the reproductive
season. Moreover, the regularity in TAR2 and MAX2 expression suggested that IAA and SLs
were constant during the reproductive season, and potentially inhibited vegetative lateral bud
outgrowth of quiescent GUs all over this period (Waldie, 2014).

The next step of this study is to examine gene expression in lateral buds of flowering
and fruiting GUs, and in other organs, such as in apical buds, inflorescences and fruits, in
order to understand the mechanisms involved in the inhibition of vegetative bud burst.
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Synthése des résultats de la section 2. B.

Les résultats des teneurs en hormones et en sucres dans différents organes du manguier (UCs,
inflorescences, pulpe et noyau) et a différentes dates, couplés a la bibliographie nous aménent a
proposer des mécanismes pour expliquer les différents effets négatifs de la reproduction sur le
débourrement végétatif : I'inhibition, la plus faible probabilité, ou le retard dans le débourrement
végétatif des bourgeons latéraux des UCs fructiféres :

- Pendant la reproduction, les inflorescences et les fruits en croissance produisent de I’auxine, qui
affecte négativement le débourrement végétatif, et qui diminue la production de cytokinines. De
plus, les fruits, des puits importants de carbone, mobilisent les glucides de tous les axes a proximité
pendant la croissance des fruits.

- Pendant la croissance végétative, la diminution en amidon affecte négativement le débourrement
des UCs reproductrices essentiellement pour Cogshall, et affecte toutes les UCs pour José.

La faible teneur en glucose chez José pendant la croissance des fruits suggére que l'activité
photosynthétique est plus faible, et peut potentiellement expliquer la faible teneur en amidon
pendant la croissance végétative subséquente.

Ces différences de teneur en glucose et fructose pendant la croissance des fruits, ainsi que dans la
disponibilité en amidon pendant la croissance végétative pourrait expliquer les différences de
pattern de production irrégulier (Cogshall) et alternant (José) entre les deux cultivars.

L’étude préliminaire de la quantification de I'activité des génes nous conforte dans I’hypothése
que la synthése d’auxine par I'apex inhibe le débourrement des bourgeons latéraux. De plus, une
diminution de I'expression des génes liés a la synthése des cytokinines, ainsi que des genes liés a la
signalisation du saccharose et des nutriments suggéerent, une plus faible probabilité de
débourrement végétatif des UCs quiescentes au cours de la croissance des fruits.

Les analyses des résultats suivants sont en cours, et apporteront un éclairage plus fin sur les
mécanismes impliqués.

- Cette étude a permis de mettre en évidence que des mécanismes hormonaux inhibent le
redémarrage végétatif des bourgeons latéraux des UCs fructiféres pendant la période de
reproduction, et que des mécanismes trophiques réduisent et retardent ce débourrement au
moment de la croissance végétative. On peut penser que ces mécanismes participent a la
mise en ceuvre des colits retardés de la reproduction chez le manguier. Il existe cependant
des différences entre cultivars, potentiellement dii a leur différent pattern de production.
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V. Discussion et Perspectives

L'objectif général de cette these est d’apporter un regard nouveau sur l'irrégularité de
production de différents cultivars de manguier, en mobilisant le concept des colts de Ia
reproduction, et d’identifier des mécanismes clés contribuant a cette irrégularité.

Cette discussion se divise en trois parties :

1. En quoi l'approche des co(ts de la reproduction enrichit notre interprétation de
I'irrégularité de production ?

2. De quelle maniére les mécanismes étudiés au cours de cette these participent-ils aux co(ts
de la reproduction ?

3. Quelles sont les limites de notre étude et les perspectives scientifiques et agronomiques ?

1. En quoi I'approche des colts de la reproduction enrichit notre
interprétation de l'irrégularité de production ?

A. Le concept des colts de la reproduction est-il un bon cadre pour analyser
Iirrégularité de production des différents cultivars de manguier ?

Le concept des colts de la reproduction se réfere généralement a la biologie évolutive. Les
colits de la reproduction observés sur des especes sauvages résultent de processus évolutifs des
especes en relation avec leur environnement. Le concept des colts de la reproduction a souvent été
utilisé dans les études écologiques, notamment en écologie végétale (Obeso, 2002). Ce concept
s’intéresse aux investissements des plantes dans la reproduction sur plusieurs cycles, et il distingue
les effets directs (colts directs) et indirects (co(ts retardés) de la reproduction des individus. D’aprés
le principe d’allocation des ressources (Levins, 1968), I'idée principale derriere ce concept des colts
de la reproduction est que l'investissement des individus dans la reproduction affecte leurs autres
fonctions principales, a savoir leur croissance et leur défense. Beaucoup de ces travaux mobilisent le
concept des colts de la reproduction chez les espéces dioiques, pour étudier I'effet des colts de la
reproduction, différenciés entre les individus males et les individus femelles, sur la croissance
végétative (Obeso, 1997) et la survie des individus (Lovett-Doust et Lovett-Doust, 1988).

Dans cette these, nous avons mobilisé le concept des colts de la reproduction dans un cadre
agronomique. L'espéce considérée est le manguier, et les génotypes étudiés, i.e., les différents
cultivars, n‘ont pas d’histoire évolutive propre puisqu’il s’agit de génotypes sélectionnés par
I'Homme sur la base de caracteres d’intérét agronomiques. Dans le cas de ces cultivars de manguier,
il n’y a pas eu de programme d’amélioration et les caractéres considérés pour la sélection sont trés
simples : qualité des fruits, productivité (Campbell et Ledesma, 2015).

Contrairement aux plantes annuelles dont le cycle de vie ne dure qu’un an, le manguier se
développe et produit des fruits sur de nombreuses années. Le concept des colts de la reproduction

fait I'hypothese qu’une plante pérenne cherche a maximiser son succes reproducteur sur I'ensemble
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de sa vie, et non pas a le maximiser sur chaque cycle. La conséquence de cette hypothése de
maximisation est que dans un environnement donné, I'espéce évolue vers une optimisation des
interactions entre croissance végétative, reproduction et défense, i.e., une gestion d’allocation des
ressources entre ses trois grandes fonctions. Cela doit se traduire par des patterns de régularité de
production différents entre les espéces. Le cas horticole est un peu différent car les génotypes n’ont
pas d’évolution propre (la sélection est humaine) et ils sont dans des environnements améliorés (a
travers des pratiques culturales). Ces pratiques culturales augmentent la disponibilité en ressources,
en éléments minéraux grace a la fertilisation, en eau grace a l'irrigation, en lumiéere avec la densité de
plantation et la taille, ce qui peut masquer les colts de la reproduction.

Cependant, malgré toutes ces réserves, les colts de la reproduction, et notamment les co(ts
retardés, car les colts directs qui correspondent aux investissements existent toujours, peuvent étre
mis en évidence chez des cultivars de manguier, et qu’ils sont en plus corrélés au caractére plus ou
moins régulier de la production de ces cultivars au cours du temps. En effet, nos résultats montrent
gue, dans un contexte agronomique typique qui est celui de I'irrégularité de production, nous avons
pu associer la mise en évidence des co(its de la reproduction avec le comportement plus ou moins
régulier de la production de quatre cultivars, évalué par le calcul d’indices appropriés (Chapitre IV. 1.
B. ¢ ; Capelli et al., 2016). Des co(ts de la reproduction élevés, i.e., des relations négatives entre les
productions de fruits dans les deux phases reproductives R1>R2, ou entre la reproduction et la
croissance végétative au cours d’'un cycle R12>V, ont été mis en évidence chez les cultivars
présentant des variations interannuelles élevées autour de la tendance, avec une structure de ces
variations plutot irrégulieres (Cogshall) ou plutdt alternantes (José). De plus, des colts de la
reproduction faibles, i.e., peu ou pas de relations négatives R1->R2 ou R1->V, ont été mis en
évidence chez les cultivars présentant des variations interannuelles faibles autour de la tendance,
avec une structure de ces variations plutoét irréguliéres (Kensington Pride) ou alternantes (Irwin).

Bien que ces différents cultivars n’aient pas eu une histoire évolutive propre et qu’ils n’étaient
pas dans les conditions naturelles dans lesquelles ce concept s’applique généralement, nous avons
pu détecter des colts de la reproduction, qui sont en plus corrélés a leur comportement de
production plus ou moins régulier. On peut alors penser que ce concept des co(ts de la reproduction
peut représenter un cadre d’analyse des interactions fines entre croissance végétative et
reproduction non seulement pour les especes sauvages, mais aussi pour les espéces cultivées voir
méme pour différents génotypes dans une méme espéce. Cependant, au cours de ces études, il est
important de prendre en compte les aspects dynamiques des colts de la reproduction, ainsi que les
aspects spatiaux, a savoir a quelle échelle les relations sont étudiées.

B. Analyses temporelle et spatiale des co(ts de la reproduction

Ce concept des colts de la reproduction apporte des références qui montrent I'importance de
considérer les dimensions spatiales et temporelles (Obeso, 2002, 2004) des relations entre
reproduction et croissance végétative. Les résultats de nos travaux, dans lesquels nous avons
également considéré les dimensions temporelles, en étudiant plusieurs phases phénologiques sur
plusieurs cycles de production consécutifs, et spatiales, a plusieurs échelles, de ces relations, vont
également dans ce sens-la.
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Analyse temporelle : Dans cette étude, nous avons analysé le développement des manguiers sur
plusieurs cycles de production, puis fais le lien avec le comportement de production plus ou moins
irrégulier des cultivars, qui ne peut étre analysé que sur plusieurs années (Huff, 2001). Grace a cette
démarche, nous avons pu comprendre et identifier les étapes limitantes dans les successions des
phases de reproduction et de croissance végétative. La probabilité de débourrement aprés une
phase de reproduction fait partie de ces étapes limitantes, affectant en partie le nombre de pousses
et la surface foliaire de ces nouvelles pousses (Capelli et al., 2016). Le débourrement végétatif
permet de renouveler la croissance végétative sur I'arbre. Une diminution ou un retard dans le
débourrement, qui correspond a la premiere étape de la mise en place de la nouvelle croissance
végétative, peut entrainer des répercussions sur toute la croissance végétative future. Sans nouvelle
croissance végétative, il y a une limitation démographique pour la future floraison, i.e., en termes de
bourgeons disponibles pour la mise en place des inflorescences, et donc des fruits, et également une
limitation des nouvelles structures photosynthétiques (feuilles) permettant un apport de matiére
organique. Cette probabilité de débourrement végétatif représente donc une phase trées importante
entre deux phases de reproduction consécutives.

Analyse spatiale : Le manguier est composé de plusieurs entités se répétant dans I’architecture de
I'arbre (Barthélémy et Caraglio, 2007). L’allocation a la reproduction est souvent étudiée a I'échelle
de I'arbre entier, a travers des outils allométriques, controlant alors par un processus ‘top down’
I'allocation a des échelles plus fines. Cependant, d’aprés Obeso (2004), I’allocation a la reproduction
devrait étre étudiée en utilisant des processus ‘bottom-up’ puisque l'investissement de I'arbre dans
la reproduction est un processus hiérarchique, qui représente l'intégration des ajustements des
investissements a différents niveaux hiérarchiques plus fins. Dans Normand et al. (2016) (Chapitre IV.
1. B. a), nous avons travaillé a I'échelle de I'UC, de la branche charpentiére et de I'arbre. Nous avons
mis en évidence des relations négatives entre la reproduction et la croissance végétative suivante a
I’échelle de I'arbre, car nous avons travaillé sur des arbres chargés (n=3) et des arbres non-chargés
(n=2). En revanche, dans Capelli et al. (2016) (Chapitre IV. 1. B. c), nhous n’avons pas pu mettre en
évidence des colts de la reproduction a I’échelle de I'arbre, et peu a I'échelle de la charpentiere. Ces
différences de résultats entre échelles suggérent que, méme avec une approche ‘bottom-up’, les
conséquences de I'allocation a la reproduction ne sont pas automatiquement détectés a des échelles
élevés. En revanche, ces différences de résultats a I'échelle de I'UC ancétre et de la branche
charpentiére (Capelli et al., 2016), nous suggérent qu’il existe des mécanismes de compensation des
colts de la reproduction de différentes natures (Tuomi et al., 1983 ; Obeso et Grubb, 1993) chez le
manguier.

En effet, différents mécanismes de compensation existent suivant les échelles étudiées. A
I’échelle de I'UC, trois mécanismes de compensation peuvent étre suggérés : la perte dominance
apicale, qui mene a un possible débourrement des bourgeons latéraux; I'augmentation de la
photosynthese des feuilles proches des fruits en croissance (Urban et al., 2003, 2004) ; et le timing
entre les phases de reproduction et de croissance végétative, qui limite la compétition directe pour
les ressources. A I'échelle des charpentiéres, ces mécanismes de compensation pourraient étre liés a
une probable autonomie partielle (Sprugel et al.,, 1991 ; Obeso, 2002) des charpentieres. En effet, il
semble y avoir un échange de ressources entre les charpentieres reproductrices et les charpentiéres
non-reproductrices, qui permet d’équilibrer les ressources nutritives et carbonées nécessaires a la
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croissance végétative et a la reproduction futures. Cet échange de ressources peut alors masquer les
colts de la reproduction aux échelles plus élevées (Obeso, 1997, 2004).

Ce concept des colts de la reproduction nous apporte un cadre d’interprétation pour étudier
les interactions entre reproduction et croissance végétative, tout en considérant I'évolution de
architecturale de I'arbre au cours du temps (Hallé et al., 1978; Lauri et al., 2006 ; Barthélémy et
Caraglio, 2007), et d’analyser et de comprendre ces relations a différentes échelles de I'arbre (Lovett
Doust et Lovett Doust, 1988 ; Newell, 1991 ; Obeso, 2004). Ces différents résultats nous ameénent a
mettre en évidence certaines limites de nos études, développées par la suite.

C. Réflexion sur les notions utilisées dans le cadre des études sur les colts de la
reproduction

Ce volet de la discussion concerne les définitions utilisées dans le cadre des études sur les
co(ts de la reproduction. Différents termes ont été utilisés au cours du temps pour définir et discuter
des co(ts de la reproduction. Obeso (2002) en fait un récapitulatif dans son Tableau 1.

Définitions

D’apres Reznick (1985), les colits de la reproduction sont définis comme « un trade-off dans
lequel 'augmentation de la fécondité ou de I'investissement parental entraine une réduction de la
longévité des parents ou une réduction de la capacité pour la reproduction future ». Jonsson (2000),
reprit par Obeso (2002), définit les colts de la reproduction en termes « de perte de futur succes
reproducteur causé par I'investissement dans la reproduction au cycle n ». Obeso (2002) évalue les
colts de la reproduction a travers deux points de vue complémentaires : les colts directs qui
correspondent a l'allocation des ressources au moment de la reproduction ; et les co(ts indirects ou
retardés, qui peuvent étre interprétés comme les conséquences de I'investissement des ressources
dans le processus de reproduction. Newell (1991) en revanche considére que les colts directs, définis
comme les ressources allouées a la reproduction en cours, entrainent les co(ts retardés de la
reproduction, définis comme les effets délétéres de la reproduction au cycle n sur la croissance, la
reproduction et la survie au cycle n+1.

Ces différentes définitions des colts de la reproduction prennent bien en compte I'aspect
temporel, a savoir les effets de I'investissement de la reproduction au cours d’un cycle, sur les
ressources disponibles et les investissements pour les autres fonctions des plantes, i.e., croissance,
défense et reproduction, au cours des cycles suivants. Cependant, les définitions des co(ts directs et
des colts retardés que mettent en avant Newell (1991) et Obeso (2002) semblent ne pas distinguer
les causes et les conséquences de I'investissement dans la reproduction.

La définition des colts de la reproduction se rapproche de celle des colts retardés de la
reproduction puisque ces deux définitions considerent les colits comme des conséquences au cycle
suivant de l'investissement dans la reproduction au cycle présent. En revanche, la définition des
colts directs de la reproduction considere le colt comme la cause, I'investissement a proprement
parler dans la reproduction.

Vocabulaire
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Dans le but d’apporter des précisions sur la caractérisation des colts directs de la reproduction,
des termes plus précis pourraient étre proposés. Puisque les co(ts directs de la reproduction sont
causés par les investissements de certaines ressources dans la reproduction, ces colits pourraient
étre définis en fonction du type d’investissement, de 'unité de mesure ou de la ‘monnaie’ (Obeso
2002) alloué de la reproduction. En effet, tous les investissements ont lieu au méme moment car ils
sont nécessaires a la reproduction. Les expérimentateurs ne mesurent que les co(ts caractérisés par
une certaine monnaie, qui correspond a un point de vue ou a des hypotheses a tester. L'idée est de
compléter la notion de co(t direct de la reproduction en caractérisant la monnaie utilisée pour
I'investissement qui est mesurée dans les études.

Par exemple, I'unité de mesure considérée peut correspondre a un nombre ou une biomasse de
graines ou de fruits (Galen et al., 1993); les colts associés peuvent étre définis comme codts
métaboliques de production. L'unité de mesure peut également correspondre au carbone ou a
I'azote investi dans la reproduction (Daniels et al., 2013), qui représente une fraction de l'unité
précédente ; les colts peuvent étre définis comme colts glucidiques ou azotés, respectivement. Une
autre unité de mesure peut correspondre au nombre de bourgeons mobilisés par la floraison
(Watson, 1984). Ces colts peuvent étre définis comme colts démographiques de bourgeons. Ces
unités de mesure sont valables pour quantifier un effort reproducteur (colt direct, ou reproduction
au cycle d’aprés, qui permet d’évaluer la présence, ou non, des colts retardés), quel que soit
I’échelle.

Dans Capelli et al. (2015) (Chapitre IV. 1. B. b) sur les effets de la croissance végétative sur la
reproduction suivante, l'unité de mesure correspond a des taux de floraison et de fructification.
Cependant les résultats ne sont pas tres significatifs. En revanche, dans Normand et al. (2016)
(Chapitre IV. 1. B. a) et dans Capelli et al. (2016) (Chapitre IV. 1. B. c) sur les interactions entre
reproduction et croissance végétative, nous avons utilisés comme unité de mesure le nombre de
fruits, normalisée a la taille de la charpentiére, ou a la taille du tronc. Il semble que cette unité
normalisée corresponde mieux a notre cas d’étude puisque les résultats sont plus significatifs. La
normalisation des unités de mesure a I’échelle de la charpentiére ou de I'arbre, qui rend indépendant
la taille des charpentieres ou des arbres, pourrait permettre de mettre davantage en évidence les
colits de la reproduction.

Ces différences en termes d’unité de mesure pourraient permettre de mieux cibler le type
d’investissement de la reproduction, pour ensuite mieux cibler les conséquences spécifiques de ces
investissements sur la croissance végétative et la reproduction suivante.

2. De quelle maniere les mécanismes étudiés au cours de cette
thése participent-ils aux colits de la reproduction ?

Notre étude sur les relations entre reproduction et croissance végétative a permis de mettre
en évidence une étape limitante dans la succession de phases entre reproduction et croissance
végétative, qui correspond au débourrement végétatif (Capelli et al., 2016). Des études précédentes
ont montré que le caractére reproducteur d’une UC diminue sa probabilité de débourrement, et que
lorsqu’il y a débourrement, ce dernier est plus tardif (Issarakraisila et al., 1997 ; Muhammad et al.,
1999 ; Dambreville et al., 2013). La floraison et la croissance des fruits affectent donc négativement
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le débourrement végétatif de trois manieres : (1) lorsque les inflorescences et les fruits sont présents
sur les UCs porteuses, il y a inhibition du débourrement végétatif des bourgeons latéraux de I'UC
porteuse ; (2) lorsque les inflorescences et les fruits ne sont plus présents, il y diminution de la
probabilité du débourrement végétatif sur les UCs porteuses par rapport a des UCs restées
quiescentes ; et (3) lorsque le débourrement végétatif a lieu, il y a retard de ce débourrement
végétatif a I’échelle de I'UC porteuse par rapport a des UCs restées quiescentes. Ces effets négatifs
sur le débourrement végétatif diminuent, ou retardent, la croissance végétative qui limite le nombre
de bourgeons disponibles pour la floraison suivante, et diminue la probabilité de floraison suivante.

Ces points qui étaient nos hypothéses de départ ont été vérifiés. Nous avons ainsi pu orienter
nos recherches concernant les mécanismes pouvant contribuer a ces effets négatifs et retardés de la
reproduction sur la croissance végétative et la reproduction suivante. Ces effets négatifs peuvent
potentiellement étre impliqués dans l'irrégularité de production.

Nous avons donc décidé d’étudier les effets de la reproduction qui inhibent ou retardent le
débourrement végétatif, a I'échelle de 'unité de croissance, de maniére dynamique, et sur des
cultivars avec des patterns de production différents. Nous avons ainsi voulu savoir quels mécanismes
étaient impliqués dans ces effets négatifs, et de quelle maniére ils participaient aux co(ts directs ou
retardés de la reproduction.

A. Les évolutions des teneurs en hormones et en sucres des UCs fructiféeres sont
potentiellement impliquées dans les colts retardés de la reproduction

L’étude de la reproduction sur la dynamique des teneurs de certaines hormones et de certains
sucres dans les unités de croissance et a différentes phases du cycle de production du manguier
(Chapitre IV. 2. B), nous a permis d’émettre des hypothéses et d’améliorer notre compréhension des
mécanismes sous-jacents potentiellement impliqués dans les effets négatifs de la reproduction sur le
débourrement végétatif des UCs (Capelli et al., 2016; Dambreville et al, 2013). Nous avons
également mis en évidence des mécanismes propres a certains cultivars.

Le développement d’une inflorescence puis d’un fruit engendre une synthése importante
d’auxine qui est évacuée vers I’'UC porteuse et la plante via des flux basipétes (Wolbang et al., 2004).
Cela a pour conséquence une augmentation de la présence de cette hormone dans I'UC porteuse.
Les flux d’auxine par les organes reproducteurs affectent le débourrement végétatif et I'inhibition de
ses bourgeons latéraux (Smith and Samach, 2013). De plus, on peut penser que des teneurs élevées
d’auxine inhibent la synthése locale des cytokinines, qui favorisent le débourrement des bourgeons
(Ferguson and Beveridge, 2009).

Pour fleurir, une teneur en amidon élevée dans la pousse est requise (Goldschmidt et al., 1985).
Nos résultats vont dans ce sens puisque les UCs floriferes possedent une teneur en amidon plus
élevée que les UCs restées quiescentes. La floraison survient donc sur des UCs possédant une teneur
en amidon élevée. Pendant la croissance des fruits, la teneur en amidon diminue localement dans
toutes les UCs. On peut penser que cette diminution est liée a la mobilisation des glucides pour les
fruits en croissance, qui représentent des puits de glucides (Léchaudel et al, 2005). Une
augmentation des sucres solubles a ce moment-la est observée dans toutes les UCs chez Cogshall. En
effet, les fruits étant matures, et ayant utilisés une grande partie des réserves en amidon de I'arbre,
la photosynthése est stimulée pour produire des sucres solubles (Urban et al., 2004).
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Cette étude des mécanismes hormonaux et trophiques nous permet également de mettre en
évidence des différences spatiales et temporelles des effets de la reproduction sur la croissance
végétative. En effet, la production d’auxine par les inflorescences et les fruits en croissance se
déroulent pendant la croissance des fruits. Lorsque les fruits ne sont plus présents sur I’arbre, le flux
basipete d’auxine dans les UCs porteuses, responsable de l'inhibition de leur débourrement
végétatif, s'arréte. En revanche, les teneurs en amidon des UCs porteuses diminuent en lien avec la
croissance des fruits, puis restent faibles au moins jusqu’a la croissance végétative. Or une certaine
disponibilité locale des glucides est nécessaire pour le débourrement végétatif (Zapata et al., 2004),
les autres conditions (eau, température...) n’étant pas limitantes. Cette mobilisation d’amidon par les
fruits en croissance affecte ainsi négativement le débourrement végétatif. Méme lorsque les fruits ne
sont plus sur I'arbre, les teneurs en amidon restent faibles, puisque leur temps de reconstitution est
long (Kozlowski, 1992b; Piller et Meekings, 1997 ; Piller et al., 1998), retardant alors le
débourrement végétatif des UCs, en particulier les UCs fructiféres.

Il semble donc y avoir un décalage temporel entre ces mécanismes, a savoir les mécanismes
hormonaux surviennent en premier dés le développement de l'inflorescence, source d’auxine, et
jusqu’au retrait du fruit a la récolte. Il n’y a pas d’effet a plus long terme car la source d’auxine n’est
plus présente. Par contre, la teneur en amidon dans les UCs fructiféres diminue de fagon marquée
dans la seconde partie de la croissance du fruit, et atteint un minimum a la récolte. La reconstitution
de ces réserves locales en amidon n’est pas rapide (Kozlowski, 1992b), ce qui entraine un effet
négatif a plus long terme. Les mécanismes hormonaux auraient donc seulement un réle sur
I'inhibition du débourrement végétatif en présence d’une inflorescence ou d’un fruit, tandis que les
mécanismes trophiques auraient un effet a la fois sur la probabilité plus faible de démarrage du
débourrement végétatif apres la récolte, et sur le retard de ce débourrement lorsqu’il a lieu.

L'étude de quantification de I'expression des genes correspond a 'analyse de I'expression de
certains genes liés aux hormones et aux glucides pouvant potentiellement expliquer les effets
négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif (Chapitre IV. 2. B. b). Les premiers résultats
de cette étude mettent en évidence des changements dans I'expression de certains génes dans les
bourgeons latéraux des UCs quiescentes au cours de la période de croissance des fruits. Ces genes
sont liés a la synthese et a la signalisation des cytokinines (IPT5, ARR4 et ARRG6), ainsi qu’a la
signalisation du saccharose (bZIP11), des nutriments (HY5), et des marqueurs de dormance (BRC2 et
DRM1). Ces premiers résultats confortent nos résultats précédents des mécanismes hormonaux et
trophiques (Chapitre IV. 2. B. a) puisque des changements dans les teneurs en cytokinines, en
amidon et en glucose ont été mis en évidence dans les UCs quiescentes au cours du temps,
particulierement au cours de la croissance des fruits. L’analyse de la suite des résultats, sur les
bourgeons latéraux des UCs fructiféeres et sur les bourgeons apicaux des UCs quiescentes, ainsi que
dans les fruits, nous permettra de compléter notre compréhension des mécanismes impliqués dans
les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement végétatif.

Ces études nous ont permis d’améliorer notre compréhension des effets négatifs de la
reproduction sur la croissance végétative, identifiant ainsi des facteurs hormonaux et trophiques clés
qui peuvent potentiellement contribuer a l'irrégularité de production chez le manguier a I’échelle de
I"'UC.
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B. Les modifications anatomiques liées a la croissance des fruits peuvent étre
considérées comme des colts directs de la reproduction

L’étude de la reproduction sur la morphologie, I'anatomie et les caractéristiques hydrauliques
des UCs porteuses (Chapitre IV. 2. A) nous a permis de mettre en évidence que la mise en place de la
reproduction (inflorescences puis fruits) entraine des modifications anatomiques, morphologiques et
hydrauliques de I'axe porteur, avec des différences marquées entre les deux cultivars étudiés
Cogshall et José. La croissance d’un fruit engendre une croissance secondaire de I'UC porteuse, i.e.,
une augmentation de son diametre, liée a 'augmentation du phloéme chez les deux cultivars pour
alimenter le fruit. De plus, pour Cogshall, a I'inverse de José, la reproduction entraine également une
augmentation du sclérenchyme et du xyleme. Ces augmentations permettent aux UCs reproductrices
de soutenir le poids du fruit, et également d’augmenter leur conductivité hydraulique pendant la
croissance des fruits, permettant ainsi I'alimentation en eau du fruit. Ces modifications anatomiques,
i.e. du diametre, et morphologiques, i.e., du phloéme pour les deux cultivars, et du sclérenchyme et
du xyléme pour Cogshall, peuvent étre considérées comme des colts directs de la reproduction. En
effet, ces modifications correspondent a des conséquences de la reproduction entrainant des
investissements métaboliques puisque I'UC investit de I'énergie pour permettre le développement
du phloéme, du xyléme et du sclérenchyme. Ces co(its sont liés au développement des fruits mais
pas a la floraison.

Une diminution de cette conductivité hydraulique a été observée chez Cogshall apres la récolte
des fruits, probablement liée a une occlusion des vaisseaux de xyléme. On peut alors se demander si
cette diminution de conductivité hydraulique dans les UCs reproductrices de Cogshall contribue aux
colits retardés de la reproduction. En effet, cette diminution de la conductivité hydraulique des UCs
qui ont fructifiées de Cogshall au moment de la période de croissance végétative peut affecter le
débourrement végétatif et I'élongation de nouvelles UCs, puisque ces phénoménes nécessitent de
I’eau (Essiamah et Eschrich, 1986 ; Améglio, 1994). Le débourrement végétatif des bourgeons
latéraux des UCs ayant fructifiées peut étre alors affecté par cette diminution d’apport en eau.
L'effet négatif de la reproduction sur la croissance végétative suivante pourrait donc avoir des causes
hydrauliques, liées a une occlusion des vaisseaux de xyleme des UCs fructiféeres qui diminue la
conductivité hydraulique et pourrait affecter le débourrement végétatif suivant.

Nous avons montré que des mécanismes hormonaux et trophiques sont possiblement
impliqués dans l'irrégularité de production du manguier, au moins a un niveau d’étude original qui
correspond aux relations entre reproduction et croissance végétative suivante (R->V). De fagon plus
originale, nous avons avancé |'hypothése d’une possible implication de dysfonctionnements
hydrauliques dans les UCs fructiferes porteuses, que I'on trouve au moins chez un cultivar, Cogshall.

C. Effet cultivar

La combinaison des trois mécanismes, hormonaux, trophiques et hydrauliques peut étre
considérée comme étant impliquée dans les effets négatifs de la reproduction sur la croissance
végétative. Ces trois mécanismes engendrent des effets qui peuvent étre similaires au deux cultivars
étudiés, mais également des effets différents entre les cultivars.
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Effets similaires entre les cultivars : Les évolutions ainsi que les teneurs en hormones étaient

relativement identiques entre les cultivars (Chapitre IV. 2. B). Une diminution trés importante des
teneurs en acide abscissique est observée pour toutes les UCs, passant de teneur proche de 15000
ng.g”" pendant la période de repos a des valeurs proches de 10 ng.g™" au moment de la croissance
végétative. Des teneurs en auxine élevées ont été observées sur les UCs portant des inflorescences et
des fruits chez les deux cultivars (aux alentours de 80 ng.g). Les UCs quiescentes, ou les UCs
reproductrices ne possédant plus leur organe reproducteur, possédaient des teneurs en auxine sous
le seuil de quantification chez les deux cultivars. L’évolution de la zéatine-riboside était quelque peu
différent entre Cogshall et José, notamment pour les UCs quiescentes et les UCs fructiféres, mais
leurs teneurs étaient proches.

Les évolutions et les teneurs en amidon étaient également relativement identiques entre les deux
cultivars (Chapitre IV. 2. B). Des teneurs plus élevées dans les UCs floriferes que dans les UCs
quiescentes pendant la floraison ont été observées chez les deux cultivars. De plus, la diminution des
teneurs en amidons dans toutes les UCs au moment de la récolte, puis I'augmentation plus ou moins
importante pendant la croissance végétative, a été observée chez les deux cultivars.

Les modifications morphologique, i.e., augmentation du diamétre, et anatomiques, i.e.,
augmentation du phloéme, des UCs entrainées par la fructification, sont également identiques chez
les deux cultivars (Chapitre IV. 2. A).

Effets différents entre les cultivars : En revanche, au cours de I'étude de I’évolution des sucres

(Chapitre IV. 2. B), nous avons mis en évidence des différences entre les deux cultivars dans la
dynamique des sucres solubles, et dans les teneurs en amidon au moment de la croissance
végétative. En effet, chez Cogshall, des pics de production de glucose et de fructose sont observés
pendant la récolte pour toutes les UCs, alors que chez José, les teneurs en glucose et fructose
évoluent trés peu au cours du temps. Ces différences suggerent que chez José, les ressources se
vident plus t6t, et que la photosynthese est limitée. De plus, on peut penser que les différences de
teneur en amidon dans les UCs pendant la croissance végétative sont probablement liées au pattern
de production des deux cultivars (alternant chez José et irrégulier chez Cogshall).

Au cours de I'étude des effets de la reproduction sur I’'anatomie des UCs porteuses (Chapitre IV. 2.
A), nous avons mis en évidence que le cambium fonctionne différemment suivant I'organe se
développant a l'extrémité de I'UC. Si I'UC porte une nouvelle UC, le cambium produit
préférentiellement du xyleme, avec des vaisseaux plus gros, et ce pour les deux cultivars. En
revanche, si 'UC porte une inflorescence puis un fruit, le cambium produit préférentiellement du
phloeme pour les deux cultivars, mais également du xyleme pour Cogshall. Cet accroissement du
xyleme dans les UCs reproductrices de Cogshall a lieu apres la floraison. On peut penser que cette
augmentation de xyleme permet a I'UC d’une part de répondre a la demande en eau du fruit en
croissance, et d’autre part soutenir le poids du fruit puisque le xyléeme posséde également un réle de
tissu de soutien. Chez José, un comportement différent est observé. Au moment de la floraison, les
UCs floriféres de José possédent une densité de vaisseaux dans le xyleme qui est plus importante que
celles des UCs quiescentes. Ce caractere semble préexistant a la floraison chez José. On peut penser
que les UCs possédant une grande densité de vaisseaux, et donc avec une meilleure conductance
hydraulique, ont une probabilité de fleurir plus importante. On peut alors se demander quelle est la
raison de la présence d’UCs avec des densités de vaisseaux xylémiens différents chez José avant la
floraison, et quels facteurs conduisent a ces différences.
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De plus, une conductivité plus importante est observée chez Cogshall que chez José, en accord
avec des résultats précédents (Normand et al., 2008). Des différences d’évolution de la conductivité
hydraulique ont également été observées apres la récolte entre Cogshall et José. Une diminution de
la conductivité hydraulique des UCs fructiféres est également observée seulement chez Cogshall.

Ces études sur les différents mécanismes, ainsi que les calculs d’indice d’irrégularité de
production et I'analyse des colts de la reproduction (Capelli et al., 2016), nous permettent donc de
mettre en évidence des différences variétales marquées, notamment entre Cogshall et José (Tableau
8).

Tableau 8 : Effets de la reproduction, durant et aprés la période de reproduction, sur I'unité de
croissance (UC) porteuse. En rouge figurent les effets observés seulement sur Cogshall et en noir les
effets observés sur les deux cultivars.

Effets durant la période de Effets apres la période de
reproduction reproduction
- Augmentation du diameétre - Diminution de la conductivité
- Augmentation du phloeme hydraulique
- Augmentation du xyleme - Teneur en amidon faible

- Augmentation du sclérenchyme
- Augmentation de la conductivité
hydraulique

- Teneur élevée en auxine

- Diminution de la teneur amidon

L’évolution des teneurs en hormones est identique au cours du temps entre les deux
cultivars étudiés, en revanche des différences dans I’évolution des teneurs en sucres et dans les
caractéristiques anatomiques et hydrauliques des UCs porteuses ont été observées entre Cogshall et
José. Il semble que la reproduction entraine des effets sur la croissance végétative de différente
maniere entre Cogshall et José. Ceci pourrait suggérer que les mécanismes impliqués dans ces effets
sont propres a chaque cultivar, et qu’ils contribuent en partie a expliquer leurs patterns de régularité
de production. Pour pouvoir valider cette hypothése, des perspectives de ce travail sont données
dans la partie suivante.

3. Quelles sont les limites et perspectives scientifiques et
agronomiques suite a ces travaux ?

A. Limites et perspectives de recherche — quelles futures recherches pour
approfondir ces travaux sur l'irrégularité de production ?

a) Les codts de la reproduction et l'irrégularité de production
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Nos études sur l'irrégularité de production des manguiers, a travers la mobilisation des co(ts
de la reproduction, contiennent quelques limites que nous allons exposées ci-dessous, nous amenant
a proposer certaines perspectives de recherche en vue d’améliorer nos connaissances et notre
compréhension sur l'irrégularité de production du manguier.

Les cultivars de manguier résultent d’une sélection effectuée par 'Homme, a lI'inverse de la
sélection naturelle. Un des objectifs de cette sélection est de favoriser la production, en
sélectionnant des arbres a fort potentiel de production puis en les multipliant végétativement, mais
également de favoriser la qualité des fruits. Ceci est particulierement vrai dans le cas du manguier,

e.g. les variétés Floridiennes. On peut alors se demander si cette sélection humaine représente une
limite a 'utilisation des colts de la reproduction dans le cadre des études sur les especes fruitieres
dans un contexte agronomique. En effet, en milieu naturel, les ressources sont limitées ; les co(ts de
la reproduction sont donc facilement observables puisque les plantes disposent de moins de
ressources a allouer aux trois principales fonctions qui permettent leur développement, leur survie et
leur reproduction. Cependant dans notre étude, les arbres étaient présents dans des parcelles
disposant d’une irrigation ainsi que d’un apport d’engrais minéraux. Les ressources dans ces parcelles
sont donc moins limitantes qu’en milieu naturel, pouvant ainsi masquer les co(ts de la reproduction
(Horvitz et Schemske, 1988). D’aprés Tuomi (1983), les colits de la reproduction peuvent étre
observables lorsque les ressources sont tres faibles, ou lorsque les investissements dans la
reproduction sont trés importants. Or dans le cadre de la sélection humaine du manguier, les
objectifs sont de sélectionner des cultivars tres productifs, ou des cultivars produisant des fruits de
bonne qualité, engendrant des cultivars qui investissent beaucoup dans la reproduction. On peut
alors penser que, malgré cette sélection humaine, les co(ts de la reproduction peuvent étre tout de
méme observables sur des especes agronomiques telles que le manguier.

Tous les cultivars ont subi les mémes conditions environnementales dans notre étude. Or on
sait par exemple que Kensington Pride est tres irrégulier dans le Nord de I’Australie, et plus régulier
dans des latitudes plus hautes (communication personnelle de lan Bally, QDAFF). On peut penser que
ce phénomeéne d’irrégularité de production est également entretenu par les conditions
environnementales. Des études sur les mémes cultivars, mais présents dans des zones
géographiques différentes, ou dans des conditions climatiques différentes, avec des pratiques
culturales identiques, pourraient étre envisageables, dans le but d’analyser comment ces conditions
environnementales peuvent affecter I'irrégularité de production chez le manguier.

Une limite de notre étude a été de ne pas considérer I'impact de la reproduction sur la
fonction de défense du manguier. En effet, dans cette thése nous avons mobilisé le concept des
colts de la reproduction comme cadre de réflexion pour comprendre comment la reproduction du
manguier affecte sa croissance végétative, affectant ainsi la reproduction suivante. Cependant,
d’apres le Principe d’Allocation (Levins, 1968), trois grandes fonctions se partagent les ressources : la
reproduction, la croissance et la défense contre les contraintes abiotiques et biotiques. On aurait pu
se demander si les colts de la reproduction affectent la défense du manguier, et comment cela
impacte la reproduction au cycle suivant. Nous n’avons pas considéré la défense chez le manguier
pour plusieurs raisons. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la défense, il aurait été difficile de
les quantifier et d’en avoir une vue d’ensemble, alors que la croissance végétative peut étre
facilement quantifiable. De plus, les conséquences d’'une moindre allocation de ressources vers la
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défense sont aussi tres diverses et difficile a appréhender (biotiques, abiotiques...). On peut penser a
des analyses quantitatives de production de latex ou d’autres exsudats, qui jouent un réle dans la
défense contre les insectes et les herbivores (Konno, 2011), qui pourraient permettre d’étudier les
effets de la reproduction sur les capacités de défense des arbres, affectant potentiellement la
reproduction suivante ou la survie des individus.

Nous avons vu précédemment que les dimensions spatiales et temporelles sont tres
importantes a prendre en compte dans les études sur les colts de la reproduction.

Dans notre étude sur l'irrégularité de production (Chapitre IV. 1. A), nous mettons en évidence
des différences de patterns de production entre les cultivars, a I'échelle de I'arbre, avec un effet
arbre tres marqué. En revanche, dans notre étude sur les co(its de la reproduction (Chapitre IV. 1. B.
c; Capelli et al., 2016) des résultats ont été mis en évidence aux échelles de I'UC et de la
charpentiere, mais pas a I'échelle de I'arbre (que nous n’avons donc pas présentés dans l'article).
Nous avions seulement 3 arbres chargés, donc statistiquement il était difficile d’obtenir des résultats
intéressants.

En revanche, nos études préliminaires des interactions entre reproduction (R) et croissance
végétative (V), a savoir les relations de R>V (Chapitre IV. 1. B. a) et de V>R (Chapitre IV. 1. B. b) ont
été effectuées a plusieurs échelles, dont I'échelle de I'arbre, et ont mis en évidence des effets
négatifs de la charge en fruits sur la surface foliaire des nouvelles UCs produites, et des effets
négatifs du nombre d’UCs terminales produites sur le taux de floraison et de fructification a I'échelle
de I'arbre, avec en revanche des différences entre cultivars. Pour mettre en lien les colts de la
reproduction et l'irrégularité de production, il est trés important de prendre en compte I'étude a
I’échelle arbre.

Pour lever ces limites spatiales et temporelles des études sur les colts de la reproduction, il
faudrait étudier les effets de la production de fruits sur la production de biomasse végétative (R1>V)
ainsi que les effets de la production de biomasse végétative sur la production de fruits (V=>R2), de la
méme maniére que dans Capelli et al. (2016) a I'échelle de I'arbre (Figure 26). Les données de
rendements correspondent au nombre ou au poids de fruits relevés chaque année et pour chaque
arbre. Pour les données de croissance végétative, des outils allométriques permettent de mesurer
ces données végétatives rapidement, et de maniére non destructive, chaque année et pour chaque
cultivar. Par exemple des mesures de diamétres a la base de la 1% UC de chaque axe mise en place
permettraient d’obtenir la quantité de surface foliaire portée par cette UC (Shinozaki, 1964a, b ;
Normand et Lauri, 2012).
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Figure 26 : Exemples théoriques des relations entre les rendements en fruits (kg) et la croissance
végétative (surface foliaire) (A) et entre la croissance végétative et le rendement (B) sur huit arbres
de Cogshall. Les données sont fictives.

La corrélation entre les deux variables nous permettrait de vérifier si la croissance végétative
joue bien un réle dans les successions de rendements au cours du temps a I'échelle de I'arbre. Si la
corrélation entre la reproduction et la croissance végétative est proche -1 (Figure 26.A), et que la
corrélation entre la croissance végétative et la reproduction est proche de 1 (Figure 26.B), cela
signifie que la croissance végétative joue bien un role important entre les phases de reproduction. Si
en revanche, les corrélations sont proches de 0, ce signifie que d’autres facteurs peuvent affecter les
rendements une année sur I'autre. L’étude de ces relations a I’échelle de I'arbre, avec un nombre de
répétition important (n>5 par exemple) pourrait étre liée avec les études sur l'irrégularité de
production des arbres, dans le but de comprendre si I'irrégularité de production est bien due a un
effet négatif de la reproduction sur la croissance végétative, ou si c’est lié a d’autres facteurs.

Nos études préliminaires ont été réalisées sur un ou deux cycles de production. Puisque
I'irrégularité de production doit étre étudiée sur au moins 6 années de production consécutives
(Huff, 2001) il faudrait étudier les colts de la reproduction sur autant d’années, pour pouvoir par la
suite lier la détection des colts de la reproduction aux patterns d’irrégularité de production des
cultivars. Cependant, I"acquisition des données de croissance végétative (comme effectuée pour la
base de données Doralice, Chapitre Ill. 2. B. a) sont trés longues, et difficilement réalisable sur de
nombreux cycles, en comparaison a des données de rendement.

Les analyses des co(ts de la reproduction a différentes échelles nous ont apporté des résultats
intéressants dans le cadre de notre étude sur le manguier, principalement sur les mécanismes de
compensation a ces différentes échelles et sur I'autonomie partielle (Tuomi et al., 1983 ; Sprugel et
al., 1991 ; Obeso et Grubb, 1993 ; Obeso, 2002). Il serait intéressant d’approfondir nos connaissances
sur ces phénomenes de compensation. En comparant les colts de la reproduction aux échelle de
I'UC, de la charpentiere et de I'arbre comme proposé précédemment, nous pourrions améliorer
notre compréhension dans ces phénoménes de compensation chez le manguier. De plus, une étude
de ces mécanismes de compensation sur des cultivars présentant différents patterns d’irrégularité de
production pourrait apporter des pistes pour la régulation agronomique de la production. En effet,
cette connaissance peut permettre de mieux comprendre comment, et a quel(s) niveau(x), les colts
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sont régulés chez le manguier, et de proposer des marqueurs ou des traits pertinents pour la
sélection de cultivars plus réguliers.

b) Evolutions des teneurs en hormones et en sucres dans les bourgeons latéraux
des UCs fructiferes

L’étude de la dynamique des dosages d’hormones et de sucres (Chapitre IV. 2. B), nous permet
de mettre en évidence |'effet de certaines hormones, notamment l'auxine, potentiellement
responsable de l'inhibition du débourrement végétatif, ainsi que le réle de I'amidon dans la faible
probabilité et le retard de ce débourrement. Cependant, les dosages des hormones et des sucres ont
été effectués dans I'axe des UCs. On peut penser que de nouveaux dosages au niveau des bourgeons
apicaux dans le cas des UCs quiescentes, et au niveau des bourgeons latéraux dans le cas des UCs
reproductrices, pourraient étre réalisés, comme nous avons fait dans I'étude sur la quantification de
I’expression des génes. Cela permettrait d’étudier de maniere précise quels sont les hormones
potentiellement impliqués dans les effets négatifs de la reproduction sur le débourrement bourgeons
végétatifs. Nous pourrions alors approfondir nos connaissances sur les effets des hormones et des
sucres sur la reproduction et le débourrement végétatif du manguier.

c) Les modifications anatomiques liées a la croissance des fruits peuvent-elles
étre considérées comme des colits retardés de la reproduction ?

L'étude des effets de la reproduction sur la morphologie, I'anatomie et la conductivité
hydraulique des UCs fructiferes (Chapitre IV. 2. A) permet de mettre en évidence des co(ts directs de
la reproduction qui n'ont pas été évoqués jusqu’a présent dans d’autres travaux : la présence d’un
fruit sur une UC entraine des modifications anatomiques de I'UC porteuse, a savoir une
augmentation du phloéme pour Cogshall et José, et une augmentation du xyléme et du
sclérenchyme pour Cogshall. Bien que ces modifications ne représentent pas une conséquence
négative pour I'UC porteuse, ils correspondent tout de méme a des colts directs, c’est-a-dire a un
investissement dans la reproduction de maniere concomitante au développement du fruit.

De plus, on peut se demander si ces modifications anatomiques liées a la croissance des fruits
peuvent étre considérées comme des co(ts retardés de la reproduction, a travers la diminution de la
conductivité hydraulique des UCs fructiferes de Cogshall aprés la récolte, i.e., apres le retrait des
fruits sur 'UC. Une des hypotheéses pour expliquer cette diminution est une occlusion des vaisseaux
chez Cogshall aprés la récolte. On peut alors se demander si cette occlusion de vaisseaux chez
Cogshall, liées a la présence d’un fruit, affecte la croissance végétative et la reproduction suivante,
participant aux co(ts retardés de la reproduction du manguier. Des mesures de conductivité
hydraulique pourraient étre effectuées, non pas au milieu de I'axe reproducteur porteur, mais sur
I'interface tige-bourgeons latéraux, qui peuvent potentiellement débourrer apres la récolte. Il a été
montré chez le pommier que les cultivars se différencient par la croissance de leurs bourgeons
axillaires (Lauri et al., 1995 ; Lauri et al., 2008b), et que le débourrement des bourgeons est lié a la
conductance hydraulique (Cochard et al.,, 2005 ; Han et al., 2007). Cette expérimentation nous
permettrait de voir si une occlusion des vaisseaux entraine une diminution de conductivité a

-224-



I'interface tige-bourgeon, susceptible de diminuer la probabilité de débourrement des bourgeons de
facon durable aprés le retrait du fruit.

Pour étudier I'hypothese d’occlusion des vaisseaux de xyleme de Cogshall, deux études
pourraient étre réalisées en paralléle : (1) la détection de champignons systémiques a l'intérieur des
vaisseaux du xyleme ; (2) I'identification de particules de pectine ou d’autres polysaccharides dans les
vaisseaux du xyleme (Neghliz et al,, 2016). Pour ces deux études, des mesures de conductivité
hydraulique seraient effectuées sur la partie médiane des UCs de la méme maniére que lors de notre
expérimentation hydraulique.

(1) Détection de champignons systémiques : La présence de champignons systémiques pourrait

étre détectée par la mise en culture sur un milieu approprié de coupes longitudinales de la partie
basale d’UCs. Leur conductivité maximale serait mesurée dans leur partie médiane. Des
expérimentations préliminaires de mise en culture ont été effectuées au cours de la saison
2015/2016. Nous avons pu mettre en évidence des différences entre les champignons présents dans
les UCs reproductrices de Cogshall et dans celles de José (Photo 14). Les champignons présents dans
les UCs de José sont en quantité bien inférieure que chez Cogshall et n’ont pas la méme apparence. Il
se peut que ces champignons soient des champignons saprophytes et non des champignons
systémiques. L’identification des mycéliums par PCR apres purification permettra de le déterminer.

Photo 14 : Mises en culture d’unités de croissance fructiféeres de manguier Cogshall (a gauche) et
José (a droite) sur milieu de culture.

(2) Identification de particules : La recherche de particules dans les vaisseaux du xyléeme pourrait

se faire par microscopie électronique, et la détermination de leur nature par des colorations
adaptées. Par exemple une coloration au réactif de Schiff (Schiff et Liebigs, 1886) permet de mettre
en évidence la présence d’aldéhydes, qui se colorent en violet lorsqu’ils sont présents, qui sont
probablement dérivés de I'oxydation de saccharides (Neghliz et al., 2016).
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B. Perspectives agronomiques — quelles sont les applications agronomiques de nos
résultats pour atténuer le phénomeéne d’irrégularité de production des
manguiers ?

Cette these a pour but de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l'irrégularité de
production de différents cultivars manguiers. L'application potentielle des résultats de cette thése a
pour objectif final de régulariser les productions d’une année a la suivante, permettant ainsi aux
producteurs d’obtenir des récoltes et des revenus réguliers.

Un des principaux résultats de cette thése concerne I'effet négatif de la reproduction sur le
débourrement végétatif, via une combinaison de mécanismes hormonaux et carbonés, et peut-étre
également de mécanismes hydrauliques. Nos résultats mettent en évidence des différences entre les
périodes phénologiques du cycle de production, entre les natures d’UCs et entre cultivars. Une des
perspectives agronomiques découlant de ces résultats est donc de mettre en place une conduite de
I'arbre adaptée au cultivar, mais aussi a I'organisation de son architecture et a ces phases de
croissance. Cette démarche, déja pratiquée sur pommier (Lauri et al.,, 2011) serait originale par
rapport aux pratiques actuelles sur les fruitiers tropicaux. En effet, pour limiter l'irrégularité de
production d’une année sur l'autre, les stratégies connues sont, les années de forte production,
de réduire la charge en fruits des arbres, surtout chez les variétés alternantes, au début de la
croissance des fruits. De plus, il est recommandé de tailler dés la fin de floraison les UCs qui n’ont pas
fleuri ni fructifié, dans le but de favoriser la croissance végétative précoce (Amouroux et al., 2009 ;
Wolstenholme, 2010).

Nos résultats permettent de proposer des adaptations de la taille afin d’obtenir une croissance
végétative importante et précoce, nécessaire a la bonne floraison suivante. Une croissance
végétative précoce permet aux UCs terminales d’atteindre un age donné nécessaire a l'induction
florale, potentiellement de faire plusieurs étages de croissance et de se ramifier, augmentant ainsi le
nombre de bourgeons disponible pour la floraison et la fructification suivantes. Sur la base de nos
résultats, différentes stratégies de d’éclaircissage ainsi que de taille peuvent donc étre proposées.

Réduction de la charge en fruits
- Réduire la charge en fruits les années de forte production pour éviter une mobilisation des
réserves carbonées de l'arbre par les fruits et une diminution de ces réserves nécessaires a la
croissance végétative suivante, qui sera plus faible et plus tardive ;
- Enlever les fruits juste aprés la nouaison et ne pas attendre que le fruit se développe. Cela
permet d’éviter un épuisement local des teneurs en amidon, qui progresse avec la croissance des
fruits.

Taille

- Lorsque la charge en fruit est élevée, tailler les UCs quiescentes et floriferes qui n’ont pas
fructifié, dés la fin de la floraison pour forcer un débourrement végétatif précoce sur ces UCs dans le
but qu’elles aient le temps de développer une croissance végétative importante et ramifiée.

- Une fois la récolte terminée, tailler les UCs fructiferes mais plus profondément que la taille des
UCs quiescentes et floriféres. Cette taille permet de retirer la partie des UCs dans laquelle la teneur
en amidon est faible, a cause de leur mobilisation par et pour les fruits en croissance. Cette taille
pourrait permettre un débourrement végétatif plus rapide. Cette taille profonde serait
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particulierement importante chez les UCs fructiferes de Cogshall dont les vaisseaux semblent
présenter une occlusion apres la récolte.
- Tailler plusieurs étages d’UCs, permettant de limiter le volume de la canopée.

De plus, d’autres pratiques sont a mettre en ceuvre en paralléle pour favoriser la croissance
végétative :

- Gérer lirrigation pour éviter le stress hydrique pendant la croissance végétative,
notamment par des apports d’eau d’irrigation tant que les pluies ne sont pas bien installées ;

- Adapter le calendrier de fertilisation, en apportant des minéraux, par exemple de I'azote, au
moment de la croissance végétative afin de stimuler celle-ci.

Ces recommandations de pratique de taille sont particulierement importantes pour les
cultivars alternants ou irréguliers, comme José, Cogshall, Kent, Nam Doc Mai ou encore Sensation.
Différentes sévérités de taille, ainsi que des tailles localisées a certains endroits dans l'arbre,
pourraient étre réalisées sur ces cultivars alternants ou irréguliers, dans le but d’étudier les effets de
ces tailles sur le redémarrage végétatif, ainsi que sur la floraison et la fructification futures.

Si un champignon systémique est présent dans les UCs de Cogshall et absent dans celle de
José, des controbles et des interventions peuvent avoir lieu, dans le but de réduire la propagation de
ce champignon dans les arbres de Cogshall. Pour lutter contre le champignon responsable du stem-
end-rot, plusieurs recommandations sont données, notamment par le Département d’Agriculture et
de la Péche du Queensland (https://www.daf.gld.gov.au) qui travaille beaucoup sur cette espéce
chez le manguier, I'avocatier ou encore les agrumes (Johnson et al., 1989 ; Everett, 2001) :

- Gérer l'irrigation. En effet, un stress hydrique au cours de la croissance des fruits peut
prédisposer les fruits a l'infection. De plus, une irrigation trop importante entraine une pourriture
des racines, qui favorise I'infection de I'arbre par les champignons systémiques.

- Pulvériser des fongicides (oxychlorure de cuivre, iprodione ou propiconizole) avant la récolte,
permettant de réduire l'incidence des lésions et des pourritures de la tige et dans les fruits (Johnson
et al., 1989) qui favorisent I'infection par les champignons.

- Tailler les arbres pour améliorer la ventilation et la pénétration des pulvérisations
mentionnées ci-dessus.

- Tailler les branches mortes et les détruire.

Conclusion

Ces travaux de recherche ont mis en évidence que le concept des colts de la reproduction est
un bon cadre de réflexion global pour des études sur I'irrégularité de production des arbres fruitiers.

Nous avons montré une relation entre les colts retardé de la reproduction mis en évidence a
une, voire a deux échelles (UCs et charpentiéres) et le caractére plus ou moins régulier des cultivars.
De plus nous avons montré que ces co(ts se traduisent par une diminution de la croissance
végétative, et qu’une étape clé de cette diminution est une diminution de la probabilité de
débourrement végétatif. Plusieurs mécanismes ont pu étre identifiés comme pouvant contribuer a
ces relations négatives de diminution de la probabilité de débourrement et d’un retard du
débourrement lorsqu’il a lieu, a savoir des mécanismes hormonaux et trophiques. Plus
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originalement, nous avons mis en évidence un colt direct de la reproduction sur la modification
morphologie et anatomique de I'UC porteuse, et potentiellement un colt retardé de la reproduction
sur I'UC porteuse chez Cogshall via une occlusion des vaisseaux du xyléme.

Ces résultats apportent de nouvelles pistes de recherche pour améliorer notre compréhension
de ce phénomeéne complexe qu’est l'irrégularité de production. lls permettent également, sur un
plan appliqué, de proposer différents modes de gestion des arbres de manguier, pour tenter de
régulariser la production entre années consécutives.
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Summary

The mango tree (Mangifera indica), the fifth fruit crop production in the world, is characterized by an
irregular bearing pattern. Irregular bearing is responsible for economic difficulties for producers and
for all actors along the fruit industry chain. A better understanding of mechanisms which trigger and
maintain irregular bearing is therefore necessary. The first objective of this study is to provide a new
perspective on irregular bearing of the mango tree using a concept developed in ecology and
evolutionary biology, the costs of reproduction. The experiment was carried out dynamically at
several spatial scales, growth unit (GU), scaffold branch, tree, and on four cultivars. Results show a
negative effect, or cost, of reproduction on vegetative growth during the following cycle, with
cultivar-specific behaviors related to their bearing pattern. In particular, an important reproductive
effort reduces the probability of vegetative burst of the bearing GUs. The second objective is to
study, for two cultivars and at the GU scale, the anatomical changes of the bearing axis during fruit
growth, and hormonal and trophic mechanisms involved in the negative effects of reproduction on
vegetative bud outgrowth. Results show that reproduction leads to cambium differentiation mainly
in phloem, favoring nutrients and water supply to the fruit. Inflorescences and growing fruits release
auxin, contributing to vegetative bud burst inhibition on fruiting GUs. Growing fruits mobilize starch
reserves of bearing GUs. Their low starch content at and after harvest contributes to decrease their
probability of vegetative burst, and/or delay it when it occurs. The results reveal a strong cultivar
effect, and the involvement of these mechanisms in irregular bearing is discussed. Our results allow
to better understand the factors maintaining irregular or alternate bearing of different mango
cultivars. From a practical perspective, they suggest that pruning techniques adapted to each cultivar
and GU fate may contribute to more regular production each year.

Key-words: costs of reproduction, cultivar, growth units, hormone, hydraulic, irregular bearing, plant
architecture, reproduction, sugar, vegetative growth.
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Résumé

Le manguier (Mangifera indica L.), cinquieme production fruitiere mondiale, est une espece a
production irréguliere. L'irrégularité de production a des retombées économiques marquées pour
tous les acteurs de la filiere fruitiére. Il apparait donc important de mieux comprendre les
mécanismes qui déclenchent et entretiennent ce phénomeéne d’irrégularité de production. Le
premier objectif de cette these est d’apporter un regard nouveau sur l'irrégularité de production du
manguier en mobilisant le concept des colts de la reproduction. Cette étude est effectuée a
plusieurs échelles spatiales, unité de croissance (UC), branche charpentiere, arbre, et de maniére
dynamique sur quatre cultivars. Les résultats montrent un effet négatif, ou colt, de la reproduction
sur la croissance végétative au cycle suivant, avec des comportements contrastés des cultivars en lien
avec leur irrégularité de production. En particulier, un effort reproducteur important diminue la
probabilité de débourrement végétatif des UCs porteuses. Le second objectif est d’étudier, chez deux
cultivars et a I'échelle de I'UC, les modifications anatomiques et hydrauliques liées a la croissance du
fruit, et des mécanismes trophiques et hormonaux contribuant a cet effet négatif de la reproduction
sur le débourrement végétatif. Les résultats montrent que la reproduction entraine une
différenciation du cambium de I'UC porteuse principalement en phloeme. Les inflorescences et les
fruits diffusent de I'auxine qui inhibe le démarrage végétatif des UCs reproductrices. Les fruits en
croissance mobilisent les réserves en amidon de I’'UC porteuse. Les faibles teneurs en amidon de ces
UCs pendant et aprés la récolte contribuent a réduire leur probabilité de débourrement végétatif,
et/ou a le retarder lorsqu’il a lieu. Les résultats different entre les deux cultivars, et I'implication de
ces mécanismes dans l'irrégularité de production est discutée. Nos résultats permettent de mieux
comprendre les facteurs qui entretiennent l'irrégularité ou I'alternance de production de différents
cultivars de manguiers. De facon appliquée, ils suggerent que des techniques de taille adaptées a
chaque cultivar et nature d’UC pourraient permettre d’obtenir une production plus réguliere chaque
année.

Mots clés : architecture de la plante, colts de la reproduction, croissance végétative, cultivar,
hormone, hydraulique, irrégularité de production, reproduction, sucre, unité de croissance.
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