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Introduction générale

1. Introduction de la thése

Cette these a été réalisée en cotutelle entre 1’Université d’Angers et I’Université de Tunis El
Manar. La problématique scientifique abordée dans cette these s’inscrit dans le programme de
recherche de I’équipe ARCH’E (Architecture et Environnement) de 1’Unité Mixte de
Recherche (Université-INRA-Agrocampus-Ouest) : IRHS (Institut de Recherche en
Horticulture et Semences) d’Angers. Le programme scientifique de I’équipe Arch’E a pour
objectif de comprendre I’impact des facteurs environnementaux, notamment la lumiére, sur le
débourrement des bourgeons et le gradient de ramification le long de I’axe, deux processus
fondamentaux de l'architecture des plantes. Le modele végétal utilisé est le rosier buisson. Ce
programme comprend 4 axes de recherche : (i) ’analyse et 1’identification des principales
composantes architecturales de la forme du buisson adulte, (ii) la caractérisation des relations
entre le rayonnement et des variables physiologiques de la plante entiere (ii1) 1’identification
des bases moléculaires du contréle du débourrement et de la croissance des rameaux par la
lumiére ; (iv) la modélisation Structure-Fonction en 3D du débourrement chez le rosier

buisson a I'échelle de la plante enticre.

L’esthétisme est un critere de qualité important pour les plantes ornementales. Cette qualité
est en relation étroite avec la forme de la plante et donc son architecture. Chez une plante
ornementale, le développement d’un axe d’ordre I et de ses ramifications constitue 1’unité
architecturale c’est-a-dire la structure architecturale ¢lémentaire (Barthélémy et al., 1989).
Selon Morel et al. (2009), I’unité architecturale du rosier buisson est constituée de deux
populations d’axes (axes longs et courts) distribués selon un chemin de ramification bien
défini (les rameaux longs laissent place progressivement a des rameaux courts, majoritaires a

éme

partir du 3™ ordre de ramification). Les variations architecturales sont particulierement
intéressantes lorsqu’elles modifient la qualité esthétique de la plante. Dans ses efforts pour
générer des variations architecturales et de la diversité nécessaire pour soutenir le marché, le
secteur horticole améliore continuellement les caractéristiques visuelles des rosiers, en
combinant deux approches :

- la création de nouvelles variétés. Cette approche est lente (en moyenne 10 ans) et colteuse

car elle exige la sélection, sur plusieurs générations, de la meilleure lignée issue du

croisement sexuel, avant la multiplication a grande échelle de la nouvelle variété.
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- L’amélioration des techniques culturales. Les produits chimiques tels que les nanifiants sont
de plus en plus utilisés en horticulture. Toutefois, ces produits engendrent des risques lors de
leur utilisation ou de leur rejet dans 1'environnement. Il est alors primordial que les efforts
déployés par les horticulteurs pour moduler ’architecture des plantes et conquérir les marchés
se fassent sans nuire a la santé de ’homme et a son environnement. Pour cela il est nécessaire

de développer des techniques culturales innovantes.

Dans cet objectif, la manipulation des facteurs de 1’environnement offre des perspectives
prometteuses. En effet, plusieurs travaux de recherche, menés chez des plantes ornementales
telles le pétunia, le rhododendron ou I’hortensia, ont mis en évidence un impact de la nutrition
azotée, de I’humidité et de la température sur le développement des plantes et sur leur
architecture. La lumiére est toutefois considérée comme le facteur environnemental majeur
permettant de moduler 1’architecture des plantes. En terme de qualité de lumicre, il a été
démontré que la lumiere rouge ainsi que la lumiere bleue sont toutes deux capables de
modifier la croissance des plantes. Mais les réponses induites par la lumiere bleue chez les
plantes sont moins constantes que celles induites par la lumicre rouge (Rajapakse et Kelly,
1995; Khattak et al, 2004). En effet, ces réponses dépendent souvent de I’espece étudiée.
Méme au sein d'une méme espece, la réponse des plantes a la lumicre bleue peut varier selon

les variétés, comme le montre Glowacka (2006) chez plusieurs variétés de tomate.

Notre travail s’est concentré sur I’impact de la lumiére bleue sur [’¢élaboration de
I’architecture du rosier buisson. Nous avons cherché d’une part, a évaluer 1’effet de la lumiére
bleue mais aussi de son absence dans la lumiére incidente sur le développement de la jeune
plante. Ces effets ont été évalués a la fois sur I’activité photosynthétique des plantes mais
aussi sur les processus de photomorphogénése que la lumicre bleue peut induire. Pour cela,
I’assimilation chlorophyllienne des plantes mais aussi la conductance stomatique, la
concentration de CO; intracellulaire, et les teneurs en pigments chlorophylliens ont été
mesurés ainsi que de nombreux paramétres de développement tels les longueurs d’axes et de
métameres, leurs nombres et poids secs, les pourcentages et profils de débourrement le long
des axes, ainsi que la morphogenese foliaire et florale. Par ailleurs et afin de mieux
comprendre 1’action de la lumiére bleue sur la photomorphogenése des rosiers et avancer dans
la connaissance des voies de transduction du signal de cette qualit¢ de lumiére dans les

phénomenes observés, nous avons étudié I’impact
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de ces raies sur I’expression relative de génes impliqués dans 1’expansion cellulaire des axes
de rosier. Ce travail a été complété par une étude chez le pois (Pisum sativum, Fabacées),
espece pour laquelle nous avons montré une réponse a la lumiére bleue similaire a celle du
rosier et pour laquelle nous disposons de mutants de différents photorécepteurs. L’analyse du
développement de ces mutants en absence de lumiére bleue ainsi que I’étude de 1’expression
de certains genes cibles nous a permis d’amorcer 1’identification de voie de signalisation de la
lumiére bleue et de compléter le modéle d’action de cette lumicre sur la croissance des axes

de rosier.

Au-dela des connaissances fondamentales sur la signalisation de la lumiére bleue dans un
processus photomorphogénétique particulier, ces résultats apportent des informations qui

seront utiles a la manipulation ou a la sélection de génotypes d’intérét de rosier.

Apres avoir rappelé les données bibliographiques qui ont permis d’orienter nos recherches,
nous exposons dans trois chapitres, nos résultats :

*Le premier chapitre détaille, d’un point de vue morphologique et physiologique, ’effet de la
lumiére bleue monochromatique sur le développement architectural de deux cultivars de
rosiers. Ce chapitre est publi¢ dans le journal Plant Biology (F. Abidi, T. Girault, O. Douillet,
G. Guillemain, G. Sintes, M. Laffaire, H. B. Ahmed, S. Smiti, L. Huché -Thélier et N. Leduc
(2012) : Blue light effects on rose photosynthesis and photomorphogenesis).

*Le deuxiéme chapitre, présente I’impact de I’intensité de la lumiére bleue dans la lumicre
d’éclairement sur le développement du rosier. L’expansion cellulaire, qui joue un role

primordial dans I’¢longation des tiges, y est étudiée par une approche moléculaire.
*Le troisiéme chapitre porte sur 1’analyse des photorécepteurs impliqués dans la
photo-modulation de 1’élongation des entre-nceuds en 1’absence de raies bleues. Pour cela,

nous nous appuyons sur des expérimentations réalisées chez le pois (Pisum sativum,

Fabacées).

Dans la derniére partie, 1’effet du spectre lumineux bleu sur la photo-modulation de
I’¢longation des tiges des rosiers est discuté¢ au regard de nos résultats et de ceux de la

bibliographie.






SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE






Syntheése bibliographique

2. L’horticulture ornementale francaise
Le mot «horticulture» a été construit a partir du latin hortus et cultura pour faire référence aux

plantes cultivées dans le jardin. Son origine semble récente et attestée a partir de 1628 en
Angleterre. L’horticulture est une branche de I’agriculture que des anthropologues ont parfois
qualifiée de «culture sans aide de la charrue» par opposition a I’agriculture. Les especes
concernées sont les especes fruitieres, légumineuses, médicinales et ornementales.

La subdivision entre espéces horticoles, agricoles ou forestiéres date du Moyen Age ou les
plantes horticoles étaient cultivées dans un espace clos a proximité ou dans I’enceinte des
monasteéres. Actuellement, ’horticulture fait référence a une activité professionnelle alors que
le terme jardinage renvoie a une activité¢ de loisirs (Widehem, 1996). En tant qu’activité
professionnelle, la production horticole d’ornement compte cinq filieres qui se distinguent par
la nature des produits commercialis€s et par les techniques mises en ceuvre:

*Fleurs coupées.

*Pépinicres (plantes ligneuses ornementales mais également fruitiéres et forestieres).

*Bulbes.

*Plantes en pots vertes et fleuries.

*Plantes a massif.

L’horticulture ornementale met en ceuvre des techniques complexes et nécessite des
qualifications appropriées surtout pour les productions sous abri (multiplication in vitro,
régulation automatisée du climat et de I’irrigation fertilisante, robotisation), ce qui nécessite
une formation adaptée et de forts besoins en investissement spécifique. Les caractéristiques de
ce secteur le rapprochent du secteur industriel par I’importance du capital nécessaire, du
travail requis, des techniques employées et la relation étroite avec le marché; en effet, une
grande partie de la production est directement destinée, sans transformation, au consommateur
final.

Comme toute filiere, la filicre horticole d’ornement se veut un espace technologique, un
espace de relations et un espace de stratégies. Il faut également tenir compte des rapports

qu’entretiennent les différents éléments de la filiére avec le reste du tissu industriel.

2.1 La situation de la production horticole francaise
Alors que la France dispose d’une palette de climats favorables a la majorité des especes

ornementales, que la surface agricole utile francaise est parmi les plus importantes en Europe
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et que la consommation des végétaux d’ornement est en croissance, elle importe cinq fois plus
qu’elle n’exporte. Le marché francais est dit «structurellement» déficitaire de 987.2 millions
d’euros en 2010 (France AgriMer, 2011).

Les fleurs coupées représentent en moyenne 50% du déficit francais, alors que les végétaux
d’extérieur sont les plus exportés par la France. Pourtant, méme si I’on ne s’intéresse qu’aux
végétaux d’extérieur, on voit nettement que la situation se dégrade. L’essentiel des échanges
frangais se fait dans le cadre intra-européen. L’Union Européenne représentait en valeur en
2004, 97.2% des importations frangaises et 76.6% des exportations francaise (CFCE-
UBIFRANCE, 2004).

2.2 L’horticulture ornementale dans les Pays de la Loire
Par rapport a l'ensemble de I'horticulture francaise, les Pays de la Loire représentent (France

AgriMer, 2011) :

*9 % des producteurs (3eme région),

*16 % de la surface horticole (1ére région),

*15 % des emplois (1¢ére région).

La Région renforce sa position dominante au plan national en terme de superficies et
d'emplois. Elle est leader francais dans de nombreux produits: plantes en pots, plantes a
massif, plantes vivaces ainsi que pépinieres ornementales.

L'horticulture des Pays de la Loire est concentrée dans la région nantaise et en Maine-et-
Loire. Elle représentait en 2011 :

*800 exploitations.

*3500 hectares.

*5 000 emplois (en équivalent temps plein), constitués a plus de 80 % d’emplois salariés.
*312 millions d’euros de chiffre d’affaire.

Il s'agit d'un secteur de production intensive et grand utilisateur de main d'ceuvre salariée.
Ainsi, I'horticulture ne représente que 3 % de la la surface agricole utilisée (SAU) régionale
mais 6,5 % des emplois agricoles.

Ce secteur se caractérise par sa diversité au niveau :

*des productions: toutes les grandes catégories de produits sont présentes en Pays de la Loire
(fleurs et feuillages coupés, plantes en pots, plantes & massif, plantes vivaces et aromatiques,

bulbes, pépinieres ornementales, fruiticres et foresticres).
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*des types d'exploitations : celles-ci peuvent étre spécialisées ou polyvalentes, de tailles tres
variables ou les petites unités souvent familiales cotoient des entreprises de type industriel.
*des circuits de commercialisation qui vont de la vente directe au marché de gros en passant

par l'exportation et tous les circuits intermédiaires.

En termes d'évolution, entre 1989 et 2001, on observe :

*une baisse du nombre d'exploitations horticoles, mais moins soutenue que pour l'ensemble
de l'agriculture régionale. Ce mouvement affecte principalement les petits producteurs et les
exploitations non spécialisées.

*un accroissement des surfaces horticoles d'un tiers,

*un développement des surfaces en serres et abris hauts de plus de moitié,

*une augmentation de la main d'ceuvre de 15 %,

*un doublement de la taille des exploitations,

*une croissance des volumes de production de la plupart des produits: fleurs et feuillages
coupés: +24 %, plantes a massif: +54 %, plants de rosiers: +41 %, plantes en pots fleuries:

+86 % (France AgriMer, 2011).

3. La qualité esthétique du végétal ornemental: critére commercial
majeur
Chez les plantes ornementales, le terme « qualit¢é » recouvre trois composantes; une

composante visuelle, primordiale pour retenir I’attention du consommateur et déclencher
I’acte d’achat, une composante liée a 1’état physiologique de la plante et une composante
économique. Ces trois composantes sont liées entre elles et contribuent a la prise en compte
de nombreux facteurs (Liguori-Loiseau, 1991). L’esthétisme est un critére de qualité
important pour les plantes ornementales. Cette qualité est en relation étroite avec la forme de
la plante et donc son architecture. Le débourrement des bourgeons, a 1’origine des axes, la
croissance de ces axes et leur floraison, participent a 1’¢laboration de cette architecture
(Boumaza et al., 2009). L’architecture d’une plante représente 1’ensemble des formes
structurales que I’on peut observer a un moment donné (Oldeman, 1974). Elle est le résultat
du fonctionnement des méristémes apicaux, aériens et souterrains de la plante (Halle et
Oldeman, 1970) et repose sur la nature des ramifications (par exemple: axes floriféres ou

végétatifs, axes courts ou longs...) et leur agencement dans 1’espace. Pour I’horticulture



Tableau 1I: Caractéristiques des 10 sections du sous-genre Eurosa (d'aprés Tarbouriech,
2001)
Section Exemples d'espéces
CANINAE

Arbustes, fleurs roses ou blanches, feuilles a 5 ou 7 folioles,
aiguillons gros, recourbés

GALLICANAE

Buissons dressés, pas trés élevés ; aiguillons recourbés de taille
variable, généralement mélés de cils ; grandes fleurs roses.
Aptitude au drageonnage

PIMPINELLIFOLIAE
Rosﬂus a de feuilles de pimprenelle. Feuilles a nombreuses folioles

fohie da 0% faicant nancar 3 pallac ds 13 nimnrenslle Buicenn hac
it BL 7 saisalin poiistl & DLt UL e pRlilpiiatal, SalSoUh vas.

Aiguillons droits de taille variée. Aptitude au drageonnage

SYNSTYLAE

Pistil au centre de la fleur ressemble a une pefite colonne (styles
soudés) contrairement aux autres sections ol le pistil est en forme de
coussinet. Rosiers grimpants ou rampants

CINNAMONEAE

Rosiers cannelle. Buissons dressés assez hauts, souvant drageonnant
Aiguillons droits avec des gradients de densité sur la tige. Fruits en
général allongés

CAROLINAE

Regroupe quelques especes d'Ameérnique du Nord. Feuillage souvent
brillant. Différe de la section précédente par la forme des fruits,
habituellement globuleux aplatis, avec des akénes msérés seulement
au fond du réceptacle

INDICAE

Roses de Chine

Des espéces de cette section, trouvées en Extréme-Orient, ont été
ramenées en Europe a la fin du XVIIIéme siécle; par croisements,
elles ont permis d'obtenir des variétés remontantes, a la floraison
continue

BANKSIANAE
Tres longues tiges internes pouvant atteindre 10 cm; onginaire de
Chine

LAEVIGATAE

Onginaire de Chine, contient une espéce et ses hybrides ; grimpante
a grandes fleurs blanches, tiges a aiguillons recourbés, fenilles a 3
folioles lwisantes. Peu rustique

BRACTEATAE
Contient une espéces et ses hybrides, Feuillage persistant et brillant.
Fleurs blanches

Rosa canina L. ou rosier des chuens

R. rubiginosa L. (a feuilles odorantes)

R. villosa L. (dont les fruits sont riches en vitamine C)
R. montana Chaix ou rosier des montagnes

R. gallica L. ou rose de France (protégee par la lo1)
R. x damascena L. ou rose de Damas

R x centifalia Miller ou rose Cent-feuille

R. x centifolia f. muscosa (Mill ) ou rosier mousseux

R pimpinellifolia L. : rosier 4 feuilles de pimprenelle qui a colonisé

un arand aambee de milisuy dun littaeal sauv nalaness alnines
Ml Elalil DULIULD U0 BLIGCIS, Ui GiUlan aus PLIUUSts aipilies

R. foetida Herm (fleur d'un jaune vif trés lumineux) qui a donné la
belle couleur jaune des roses cultivées

R. foetida f. bicolor (Jacq.) E. Wilm : fleurs dont la face supénieure
des pétales est orange et la face inférieure est jaune cuivre

R. omeiensis f. pteracantha (Franch.) Redh & EM. Wils. , avec des
aiguillons tres larges, rouges, translucides

R. arvensis Huds. : rosier des champs a petites fleurs blanches qui
shybrident facilement avec R. gallica L.

R. sempervirens L.: rosier au feuillage toujours vert des régions
meéndionales, sensible au gel Deux especes originaires de I'Extréme-
Oment, R. multiflora Thunb. et . wichuraiana Crep. sont a l'origine
de la plupart des variétés de rosiers grimpants

R. majalis Herm. ou rose de mai dont la floraison est trés précoce
R. pendulina L. ou R. alpina L. ou rose des Alpes : pratiquement
dépourvue d'aiguillons, aux fruits allongés pendant aux rameaux
R. rugosa Thunb. ou rosier rugueux du Japon aux feuilles gaufrées,
pouvant pousser sur des sols salés

R. acicularis Lindl. : seule espéce de rosier a dépasser le cercle
polaire

R. carolina L. ou rose de Caroline
R. palustris Marsh. ou rose des Marais
R. virginiana Mill. ou rose de Virginie

R. chinensis Jacquin ou rose du Bengale

R. x odorata (Andr.) Sweet ou rosier a odeur de thé

R gigantea Colett. grimpant

R. chinensis var. viridifiora Dipp. ou 1ose verte

R chinensis f- mutabilis (Correv.) Rehd. ou rosier a couleur variable

R. banksige Aut. Ou rosier de Banks
R cymosa Tratt. A fleur en grappe et tout petit fruit

R. laevigata Mich. ou rose des Cheerokees
R. x anemonoides Rehd ou rose anémone a fleurs pourpres

R bracteata JC Wendl. ou rose de Maccartney
R. x leonida Moldenke ou Maria leonida
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ornementale, la maitrise et la modulation de 1’architecture sont des solutions pour améliorer la
qualité esthétique des plantes ornementales ou produire des formes innovantes et ainsi

déclencher I’acte d’achat d’un produit horticole.

4. Larose: un modele d’étude original
4.1 Histoire naturelle des rosiers :

Cette histoire est trés longue puisqu’elle remonte au début de 1’¢re tertiaire probablement
quelque part dans une région a climat contrast¢ de la Chine. Tout au long des temps
géologiques, les mutations spontanées, les flux continuels de génes par migration et les
hybridations naturelles ont engendré une vaste diversité génétique, soumise aux pressions de
sélection naturelle déterminée par les conditions pédoclimatiques de 1’aire d’occupation du
rosier. Cette longue histoire a abouti & une immense dispersion géographique des rosiers
puisqu’ils couvrent presque tout I’hémisphére Nord a 1’exclusion des zones tropicales. Hurst
(1927), par une étude large et approfondie du genre Rosa en se fondant sur des criteéres
cytologiques et géobotaniques, a découvert que le nombre chromosomique de base était 7 et
qu’il existait des especes diploides (2 x 7), tétraploides (4 x 7), pentaploides (5 x 7),
hexaploides (6 x 7) et octoploides (8 x 7). Rehder (1940) utilisa largement ces bases pour
entreprendre la classification systématique du genre Rosa qui est aujourd’hui retenue par la
plupart des spécialistes des rosiers. Ce genre comprend 3 petits sous-genres, représentés
chacun par une seule espéce, séparés du grand sous-genre Eurosa comprenant, quant a lui,
120 especes.

Aujourd’hui, les nombreuses roseraies, a travers le monde, témoignent de I’intérét constant
porté a la culture et a la conservation du rosier. Quels que soient leurs styles, les roseraies ont
toujours pour but de conserver et d’exposer de nombreuses espéces ou cultivars de rosiers
faisant de ces lieux des jardins d’agrément incomparables et des pépiniéres ressources pour
les rosiéristes. En France, la premiére roseraie connue est celle du roi Childebert (IVS™ siécle)
mais la premicre roseraie conservatrice sera crée par Joséphine de Beauharnais dans le parc de

la Malmaison au début de XIX™ siecle.
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4.2 Architecture du rosier
Le rosier est un buisson dont le modele architectural est celui de Champagnat (Halle et

Oldeman, 1970). Ce mode¢le est caractérisé par des axes d’ordre I a croissance monopodiale,
portant des ramifications orthotropes et acrotones. Ces ramifications sont, pour la plupart,
proleptiques: le bourgeon axillaire passe par une phase de repos avant de débourrer. Il arrive
cependant que certaines ramifications soient sylleptiques, notamment lorsqu’elles sont situées
a proximité immédiate du bourgeon apical: le bourgeon axillaire formé produit aussitot un axe
secondaire, sans période de repos préalable. Le développement d’un axe d’ordre I et de ses
ramifications constitue 1’unité architecturale (Barthélémy et al., 1989), c’est-a-dire la structure
architecturale élémentaire. L’unité architecturale du rosier buisson est constituée de deux
populations d’axes (rameaux longs et courts) distribués selon un chemin de ramification bien
défini (les rameaux longs laissent place progressivement a des rameaux courts, majoritaires a
partir de 1’ordre III) (Morel et al., 2009). En fonction de la variété étudiée, 1'unité
architecturale s’achéve aprés 4 a 6 ordres de ramification (Morel et al., 2009). La forme
buissonnante du rosier va alors étre donnée par le développement de réitérations proleptiques,
a la base de la plante et qui, dupliquant totalement ou partiellement ’unité architecturale,

donnent naissance au complexe réitéré qu’est le buisson (Barthélémy et al., 1989).

4.3 Intéréts économiques et types d’utilisation des rosiers
La rose est aujourd’hui I’espeéce ornementale la plus cultivée dans le monde et représente,

avec 8500 ha, le quart des surfaces dévolues aux fleurs coupées. La production totale est de
plus de 15 milliards de tiges fleuries, 80 millions de plantes en pots et 220 millions de rosiers
de jardin. La production de roses se situe principalement en Europe (Pays-Bas, Espagne,
France et Italie), en Amérique du Sud et en Asie. La production de rosiers se répartit dans

plusieurs filieres :

43.1.  Les rosiers de jardin et paysagers
Les rosiers de jardin se caractérisent par une trés large diversité de port, de forme, de couleur

de la fleur, de type de floraison et de parfum. Ces rosiers se retrouvent dans les jardins privés
et les roseraies ou ils sont cultivés a des fins ornementales. Un intérét grandissant est porté
aux rosiers dits paysagers qui participent aux aménagements des espaces verts urbains. Ces
rosiers doivent présenter des bonnes qualités ornementales et une faible sensibilité¢ aux

maladies tout au long de I’année. Autrefois, la majorité des rosiers de jardin était produite par
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greffage et nécessitait une a trois années de culture avant commercialisation. La faculté
d’enracinement des entre-nceuds a permis la multiplication par bouture afin de produire des

plantes uniformes dans un cycle de culture court (De Vries, 1993).

43.2.  Les rosiers a fleurs coupées
La rose demeure la fleur coupée la plus produite en France. En 2001, 230 millions rosiers ont

¢té produites sur une surface globale de 300 hectares (Agreste Maine et Loire, 2001). La
production commerciale de rosiers- fleurs coupées s’est développée grace a la culture en serre
de rosiers remontants dans des conditions parfaitement controlées et adaptées. Ainsi, les
récoltes peuvent se faire tout au long de I’année selon un cycle de culture de 2 a 4 mois
(Mary, 2003). Les cultivars de rosiers a fleurs coupées sont sélectionnés pour la couleur, la

taille, la forme des fleurs mais aussi pour leur durée de vie en vase (Chaanin, 2003).

43.3.  Les potées fleuries
Les potées fleuries sont composées de petites plantes qui proviennent généralement de

génotypes nains (Vries, 2003) mais qui subissent souvent 1’application de régulateurs de
croissance pour réduire leur taille. Avec une production en 2001 de 22.6 millions de pots de
plantes fleuries et 1.5 millions de pots de plantes vertes, le Maine et Loire est au premier rang
national pour la production de plantes en pots (Agreste Maine et Loire, 2006).

Dans ses efforts pour générer la nouveauté et la diversité nécessaires pour soutenir le marché,
le secteur horticole améliore continuellement les caractéristiques visuelles des rosiers, en
combinant deux approches :

- la création de nouvelles variétés. Cette approche est lente (en moyenne 10 ans) et colteuse
car elle exige la sélection, sur plusieurs générations, de la meilleure lignée issue du
croisement sexuel, avant la multiplication a grande échelle de la nouvelle variété.

- L’amélioration des techniques culturales. Les produits chimiques tels que les nanifiants sont
de plus en plus utilisés en horticulture. Toutefois, ces produits engendrent des risques
encourus lors de leur utilisation, ou de leur rejet dans l'environnement. Il est alors primordial
que les efforts déployés par les horticulteurs pour moduler I’architecture des rosiers et
conquérir les marchés se fassent sans nuire a la santé de I’Homme et a son environnement.

Pour cela, il est nécessaire de développer des techniques culturales innovantes.
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5. Techniques innovantes dans la maitrise de I’architecture des
plantes.
Modifier la forme de la plante peut ouvrir & de nouveaux débouchés commerciaux, d’ou

I’intérét porté par la profession horticole a toute technique ou moyen permettant d’atteindre
cet objectif. La manipulation des facteurs environnementaux peut étre ’'un de ces outils. En
effet, de nombreuses études ont mis en évidence que le développement des végétaux peut étre
modulé par divers facteurs de I’environnement tels que la température, I’humidité relative, la

nutrition minérale et la lumieére.

5.1 Effet de la température
Plusieurs études ont mis en exergue I’effet de la température sur I’architecture des plantes et

notamment 1’importance du différentiel de température jour/nuit. Chez de nombreuses
especes, la température est un facteur déterminant de la levée de dormance (Battey, 2000 ;
Welling et al., 2004). Par exemple, chez le bouleau pubescent (Betula pubescens L.), une
longue exposition a des températures relativement froides est nécessaire pour provoquer le
débourrement au printemps (Murray et al., 1989). Le mode d’action du froid sur la
physiologie des bourgeons est encore mal connu (Penfield, 2008). Il a néanmoins ét¢ suggéré
que le froid pourrait agir en provoquant la déméthylation de ’ADN observée lors de la
dormance et la dé-répression de genes liés a la reprise du cycle cellulaire des cellules
méristématiques (Johnsen et al., 2003). Des modifications de la température du milieu aérien
ont des conséquences sur le débourrement chez le rosier. Schrock et Hanan (1980) ont montré
que les basses températures favorisent 1’émergence des tiges basitones chez le rosier et que
leur nombre est inversement proportionnel a la somme des températures nocturnes. Les
bourgeons axillaires situés dans la partie supérieure des tiges débourrent d’autant plus vite que
la température est élevée. Pour les températures moyennes comprises entre 18 et 25 °C, le
taux de débourrement n’est pas modifi¢ par un accroissement de température (Van den Berg,
1987), toutefois le maintien a des températures fraiches, au-dessous d’une température
critique, caractéristique du cultivar, peut induire une dormance.

Le développement ultérieur de la tige est plus rapide lorsque la température est plus élevée.
En effet, une élévation de température entraine un raccourcissement de la période de
croissance et une diminution de la longueur des tiges due a une réduction de la longueur des

entre-noeuds sans modification de leur nombre. De telles observations ont été faites sur rosier
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aussi bien sur la plante entiére (Van den Berg, 1987) que sur boutures de nceuds (Marcelis-

van Acker, 1994).

5.2 Effet de ’humidité relative
Chez I’hortensia (Hydrangea macrophylla L.), une forte diminution de I’humidité relative de

I’air provoque un raccourcissement des tiges et permet ainsi la production de plantes plus
compactes (Codarin et al., 2006). Chez le genre Rosa, Darlington et al. (1992) ont enregistré
un accroissement a la fois de la longueur et de la masse linéaire des tiges produites par le

maintien d’une humidité relative élevée.

5.3 Effet de la nutrition minérale.
La nutrition minérale est bien évidemment un facteur déterminant de la croissance et du

développement des plantes donc de leur architecture. Certains auteurs ont montré 1’influence
d’¢léments minéraux sur des étapes clés du développement: la floraison est ainsi favorisée par
une augmentation de I’apport potassique chez 1’hortensia (Woodson et Boodley, 1982). La
nutrition azotée est connue pour influencer I’architecture. C’est ce qui a notamment pu étre
observé chez le rhododendron (Rhododendron catawbiense L.) ou la ramification basale est
favorisée par une privation temporaire en azote (Fustec et Beaujard, 2000). Chez le rosier, des
études récentes ont montré que des périodes de privation d’azote suivis d’une alimentation
non limitante augmentait la ramification basale chez le rosier-buisson (Huché-Thélier et al.,

2011).

5.4 Effet de la lumiére
Le terme général de "lumiere" désigne théoriquement le rayonnement visible. Elle est

indispensable au développement de tous les végétaux chlorophylliens. Chez les plantes, la
lumicre a une influence importante sur le développement architectural des plantes, au point
que certains auteurs 1’ont considéré comme étant ['un des principaux facteurs
environnementaux capables de moduler la capacité¢ de débourrement des plantes (Evers et al.,
2006). Chez plusieurs espéces, la ramification est favorisée par de fortes intensités
lumineuses. C’est ce qui est observé chez l’airelle (Vaccinium bracteatum et Vaccinium
hirtum, Kawamura et Takeda, 2002, 2004), ainsi que chez différentes espeéces (Litsea
acuminata, Takenaka, 2000 ; le sapin baumier (4bies balsamea L.), I’épicéa (Picea abies L.)
et le pin sylvestre (Pinus sylvestris), Niinemets et Lukjanova, 2003). De la méme manicre, des

intensités lumineuses faibles entrainent une diminution de la ramification chez le fréne de

13






Syntheése bibliographique

Pennsylvanie (Fraxinus pennsylvanica, Bartlett et Remphrey, 1998), a la fois, en diminuant le
nombre et la longueur des tiges.

Les végétaux chlorophylliens ont non seulement développé des mécanismes de conversion de
I’énergie solaire (photosynthése) mais également des systémes multiples d’informations sur
leur environnement au travers de la perception de la lumiére (Smith, 1982; Aphalo et al.,
1999). Les réponses induites par la qualité de la lumiere sur la croissance des plantes ont fait
I’objet d’une synthése (Varlet-Grancher et al., 1993). Cette derniére résume les effets des
niveaux de lumiére rouge clair/rouge sombre (Rc/Rs) et de lumicre bleue dans la lumiére
incidente. Une diminution du rapport Rc/Rs entraine une diminution du taux de ramification
chez toutes les especes. De plus, les plantes sont plus hautes avec des entre-nceuds
généralement plus longs. Les effets du niveau de la lumiére bleue sur la croissance des

végétaux étudiés sont analogues a ceux de Rc/Rs.

6. Le développement et I’architecture finale des plantes
Le développement d’une plante c'est-a-dire I’acquisition de sa taille, de sa forme et de son

architecture finale résulte d’une série d’événements élémentaires qui correspondent a la
croissance de I’individu et a sa différenciation. La croissance des végétaux supérieurs
provient, au niveau cellulaire, a la fois d’une augmentation du nombre de cellules et d’une
¢longation de cellules préexistantes. Le lien entre ces deux processus a fait [’objet de
nombreux travaux (Grandjean et al., 2004). Néanmoins, plusieurs travaux suggerent que
I’¢longation cellulaire, et non la division cellulaire, constitue la force motrice nécessaire a la

croissance et a I’organogenese (Grandjean et al., 2004).

6.1  La division cellulaire
Elle comprend la caryokineése ou mitose (formation de 2 noyaux) et la cytokinése qui

correspond a la séparation de deux cellules filles suite a la formation d’une paroi. Le
processus de division cellulaire ne modifie pas la structure générale des cellules filles qui
demeurent isodiamétriques avec un fort rapport nucléo-cytoplasmique et une vacuole de petite
taille. La progression des différentes phases du cycle cellulaire est régulée par une famille de
protéines kinases cycline-dépendantes (CDK). Les différentes protéines kinases CDK et les
différentes cyclines connues jusqu’a présent sont regroupées en différentes classes selon leurs

profils d’expression (Dewitte et Murray, 2003).
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6.2 L’élongation cellulaire
Cette ¢longation cellulaire exige une extensibilité accrue de la paroi cellulaire, rendue

possible grice a certaines protéines qui agissent sur la structure moléculaire de la paroi
cellulaire et permettent ainsi le relachement pariétal (Cosgrove, 2005). Les expansines, les
endotransglycosylase  xyloglucane /  hydrolases (XTH) et les xyloglucan
endotransglycosylases (XET) sont considérées comme les protéines responsables des
modifications de la structure de la paroi cellulaire. Les expansines sont des protéines qui
agissent sur les interactions non-covalentes entre la cellulose et I’hémicellulose au sein de la
paroi cellulaire, ce qui se traduit par 1’augmentation de leur I’extensibilité (McQueen-Mason
et Cosgrove, 1994; Cosgrove, 2000). La manipulation de I’expression des expansines a
confirmé la fonctionnalité de ces protéines dans la croissance et le développement des plantes
(Cho et Cosgrove, 2000; Zenoni et al., 2004). En effet, la répression de I’expression des génes
d’expansines induit la formation de plantes courtes (Choi et al. 2000), tandis que la
surexpression des ces genes accéleére la croissance (Choi et al., 2000; Lee et al., 2003). En
plus des expansines, les XTH forment un autre groupe des protéines impliquées dans le
relachement pariétal (Fry et al., 1992: Campbell et Braam, 1999). Les XTH s’attachent entre
les fibres de cellulose induisant ainsi leur hydrolyse (Tabuchi et al., 1997, 2001 ; Kaku et al.,
2002). Plusieurs autres études ont mis en évidence I’importance des XET dans 1’¢longation
cellulaire. En effet les XET catalysent la transglycosylation du xyloglucane au niveau des
parois cellulaires ce qui induit leur relaxation (Nishitani et Tominaga, 1991 ; Fry et al, 1992).
Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation positive entre 1’activité de la XET et le
niveau d’allongement des tiges (Nishitani et Tominaga, 1991, Burstin 2000 ; Uozu et al.,
2000). L’expression de certains genes codant des XET est régulée par des hormones de
croissance tels que I’auxine et les gibbéréllines (Potter et Fry, 1993; Xu et al., 1995, Smith et
al., 1996).

7. Mécanismes de développement des plantes.
La conversion énergétique réalisée par les organes chlorophylliens lors de la photosynthése

est un mécanisme fondamental pour la croissance et le développement des plantes.

Cependant, les plantes ont non seulement développé ces mécanismes de conversion mais
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¢galement des systemes multiples d’information sur leurs conditions d’éclairement (Ballaré et

al., 1987).

7.1 La photosynthese
La photosynthéese est un processus complexe comprenant deux phases inter-régulées :

-une phase photochimique correspondant a la conversion de 1'énergie lumineuse en énergie
métabolique,
-une phase biochimique permettant l'incorporation réductrice du CO, grace a 1’énergie

métabolique élaborée dans la phase précédente.

7.1.1. Les pigments photosynthétiques
La photosynthése est initiée par [’absorption de la lumi¢re au niveau “d’unités

photosynthétiques” dont le concept a été imaginé par Emerson et Arnold (1932). Depuis les
travaux de Kok (1956), on sait que ['unit¢ photosynthétique se subdivise en deux
photosystémes (I et II) distincts travaillant “en série”. Le photosystéme II (PSII) est celui qui
a fait ’objet du plus grand nombre d’études, en particulier parce qu’il est le site de
I’oxydation de I’eau (dégagement d’oxygeéne) mais aussi parce qu’il est le plus facile a
analyser par différentes techniques. La partie du photosystéme qui réalise le piégeage de la
lumiére est son ‘“antenne” collectrice. Elle est constituée de molécules pigmentaires:
chlorophylles, caroténoides et, dans certains cas, phycobiliprotéines. Chacune de ces
molécules absorbe préférentiellement une longueur d’onde de lumicre spécifique, permettant
ainsi l’utilisation optimale du spectre solaire visible (Fig. 1). L'absorption pour chaque
domaine spectral est décrite ci-dessous :

-Dans l'ultraviolet (200 nm - 400 nm), le rayonnement peut influencer le développement de la
plante ou détériorer son systéme photosynthétique. Une protection est fournie par les
épidermes et la cuticule qui atténuent fortement le rayonnement incident, alors qu'ils sont
presque transparents dans le visible (Krauss et al., 1997). Les responsables de cette absorption
sont des composants non-pigmentaires tels que les acides nucléiques et phénoliques (Grant et
al., 2003; Pfiindel et al., 2006).

-Dans le visible (400 nm - 700 nm), I'éclairement solaire est maximum et les feuilles en
absorbent environ 80 %. Cette absorption est principalement due aux pigments foliaires: les
chlorophylles a et b présentent des pics d'absorption dans le bleu (450 nm) et le rouge (660
nm), et les caroténoides absorbent essentiellement le bleu. D'autres pigments, tels les
plastoquinones et les composés flavonoiques, évoluent vers des pigments bruns au cours de la

sénescence. Tous les pigments foliaires deviennent transparents au-dessus de 700 nm.
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7.1.2.  Les facteurs limitant pour la photosynthése
La machinerie photosynthétique est limitée par plusieurs facteurs tels que 1’azote foliaire

(Anten et al. 2000 ; Chapin et al. 1987 ; Poorter et Evans, 1998), la concentration de CO;
(Morison, 1998; Mott et Buckley, 1998) et mais aussi et bien sir par la qualité et I’intensité de

la lumiére pergue.

6.1.2.1 Effet de I’intensité lumineuse
L’intensité lumineuse est I’'un des facteurs le plus limitant de la photosynthése. Sous faible

¢clairement, la photochimie est ralentie, ce qui limite la disponibilité en NADPH et en ATP et
donc limite la régénération du Ribulose 1.5 Bis Phosphate (RuBP), 1’accepteur primaire du
CO,. Sous fort éclairement, la photochimie est intense et 1’énergie métabolique n’est plus
limitante. Le niveau de RuBP est donc suffisant pour saturer la Rubisco. Dans ces conditions,
ce sont les propriétés de I’enzyme qui vont déterminer la vitesse de carboxylation, ainsi que la

teneur en CO; au site de carboxylation (Eskins et McCarthy, 1987).

6.1.2.2 Effet de la qualité lumineuse
La réponse de la photosynthese a la qualité de la lumicre est intégrée: elle implique la totalité

de l'appareil photosynthétique dont les différents ¢léments se modifient en ajustant leur
fonctionnement les uns par rapport aux autres. Parmi les effets de la qualité de la lumiére sur
la photosynthese, il a ét¢ documenté que la lumiére rouge favorise la synthése des
chlorophylles (Eskins et McCarthy, 1987) et induit la transcription des ARNm pour la
production des LHCII (light harvesting complexe of PSII, Fig 2, Anderson, 1986) mais
pourrait aussi nuire au fonctionnement du PSII (Schmid et al., 1990). En outre, un rapport
rouge clair/ rouge sombre (Rc/ Rs) faible induit une diminution des teneurs en chlorophylles
et de la capacité photosynthétique chez plusieurs végétaux (Morgan et Smith, 1981 ; Barreiro
et al., 1992). La lumiére bleue a aussi une trés grande influence sur plusieurs processus de la
photosynthése et donc sur le fonctionnement des plantes. A 1’échelle de la feuille, la lumiere
bleue provoque des changements dans les composants du bilan énergétique et dans la
dynamique des échanges gazeux au travers du contrdle du fonctionnement des stomates
(Jones, 1992). Les effets de la lumiére bleue sur le comportement stomatique ont été un sujet
d’actualité depuis plusieurs décennies (Zeiger et al., 1987; Gautier, 1991; Barillot et al.,
2010). I1 a été ainsi montré que la lumiére bleue, via les zeaxanthines (Zeiger et Zhu, 1998) et

les phototropines (Kinoshita et al., 2001), augmente la turgescence des cellules de garde et par
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conséquent 1’ouverture des stomates (Karlsson et Assmann, 1990, Hogewoning et al., 2010)
avec pour conséquence une augmentation de la photosynthése nette des plantes étudiées.
Inversement, une diminution brusque de la quantit¢ de lumicre bleue dans la lumicre
d’éclairement provoque une chute rapide de la conductance stomatique, qui se stabilise
ensuite a un niveau inférieur a celui observé sous lumicre blanche. Il a été suggéré que ces
réponses a la lumicre bleue pouvaient jouer un rdle important dans I’optimisation de
I’efficacité de 'utilisation de 1’eau par les plantes (Karlson et Assmann, 1990, Barillot et al.,
2010). L’exposition a une lumiére bleue pendant une longue durée provoque toutefois de
nombreux effets dépressifs sur la photosynthése. L'impact de la lumicre bleue sur la
conductance du mésophylle (gm) constitue 1’'une des principales causes de I’inhibition de la
photosynthése. En effet, lorsque les stomates sont complétement ouverts, la conductance
stomatique est grande, mais la résistance du mésophylle peut devenir limitante pour
I’absorption du CO, (Evans et Loreto, 2000; Loreto et al., 2009). Cette diminution de transfert
de CO, depuis les espaces intracellulaires du mésophylle vers les chloroplastes réduit
I’efficacité d’utilisation de la lumiere pour la photosynthése et par conséquent la
photosynthése nette (Brugnoli et Bjorkman, 1992, Loreto et al., 2009). Méme sans faire appel
a D’effet direct sur le fonctionnement des stomates, McCree (1972) a mis en évidence que le
rendement quantique est réduit dans les feuilles exposées a une lumicre enrichie en raies
bleues par rapport aux feuilles exposées a une lumicre rouge uniquement. Ainsi, chez les
végétaux supérieurs, la quantité de photons nécessaires a 1’émission d’une molécule
d’oxygene est d’environ 10 quanta de lumiére dans les raies rouges du spectre visible (630 a
680 nm) et 12 a 14 quanta dans les raies bleues (380 a 450 nm). Les plantes soumises a un
spectre lumineux dépourvu de bleu subissent des transformations qui contribuent a augmenter
leurs possibilités de capture de 1'énergie. Par rapport aux plantes sous un spectre lumineux
complet, elles présentent des chloroplastes généralement plus volumineux, des thylakoides
qui forment un systéme relativement plus développé dans le stroma et des empilements
granaires beaucoup plus importants. Il peut ainsi y avoir jusqu'a 100 empilements par granum

et la concentration en chlorophylle est par conséquent plus élevée (Murchie et Horton, 1998).

7.2 La photomorphogenése
La composition spectrale, la direction et la périodicité du rayonnement constituent des

signaux caractéristiques de 1’éclairement pergus par la plante. La modification de ces signaux
peut provoquer diverses réponses morphogénétiques qui permettent d’adapter la croissance de

la plante aux variations des conditions lumineuses (Smith, 1982). Schématiquement, la durée
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du jour agit sur les mécanismes de floraison (photopériodisme), la direction de la lumicre
détermine la direction de la croissance (phototropisme) et/ou I’orientation de certains organes
au cours de la journée (héliotropisme), alors que certaines radiations modifient plus
particuliérement la morphogenése et 1’architecture des plantes. Par définition, les réponses
morphogénétiques a la lumicre résultent des mécanismes de la photomorphogenése qui se
définit comme la régulation (ou le contrdle) de la croissance et du développement des plantes
indépendamment de la photosynthése, de la périodicité et de la direction du flux lumineux
(Smith et Holmes, 1984). Ces réponses dépendent de la composition spectrale de la lumiére et
sont plus particulierement induites par certaines radiations qui agissent comme des signaux.
Leur perception par la plante n’implique pas de conversion énergétique notable et les réponses
induites résultent de la transduction de ce signal sur le fonctionnement de la plante et non

d’une modification de sa disponibilité en énergie

7.2.1. Réponses controlées par le rapport Re/Rs.
Chez la plupart des espéces étudiées, une diminution du rapport Rc/Rs entraine une

diminution du taux de ramification et stimule 1’¢longation des tiges. Soumises a un rapport
Rc/Rs faible, les plantes sont plus hautes avec des entre-nceuds généralement plus longs, les
feuilles peuvent étre plus érigées et présenter des pétioles plus allongés ; c’est le phénomene
d’évitement de l’ombre ou shade-avoidance syndrom (Casal et al., 1985) Chez les
monocotylédones, un rapport Rc/Rs faible a un impact sur la ramification: celle-ci est réduite
chez le ray-grass d’Italie (Lolium multiflorum), la paspale dilatée (Paspalum dilatatum, Casal
et al., 1985, 1986), I’orge (Hordeum vulgare, Skinner et Simmons, 1993) et chez Eragrostis
curvula, (Wan et Sosebee, 1998). Un résultat similaire a été observé chez une dicotylédone: le
tréfle blanc (Trifolium repens L., Robin et al., 1994). Inversement, un rapport Rc/Rs élevé,
stimule la ramification, réduit la croissance des tiges, ce qui induit la formation de plantes
plus compactes. Ces réponses ont été observées chez le concombre, le melon et la tomate

(Takaichi et al., 2000), ainsi que chez le tréfle blanc (7rifolium repens L., Robin et al., 1994).

7.2.2.  Réponses controlées par les radiations bleues.
La lumiere bleue peut moduler divers caractéres morphologiques chez les végétaux. Ainsi,

Piszczek et Glowacka, 2008 ont constaté que des concombres cultivés sous lumicre bleue
monochromatique avaient des tiges plus longues et plus épaisses et présentaient une teneur en
maticre fraiche plus élevée que les plantes cultivées sous lumiere blanche. Chez la tomate, des
résultats contrastés ont été observés selon la variété: ainsi, chez la variété Delfine F1, la

lumiére bleue stimule la croissance des tiges, alors que chez d’autres variétés, la lumiére bleue
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I’inhibe (Glowacka, 2006). Il a ét¢ aussi démontré que I’impact de la lumiére bleue sur
1’¢longation des tiges de ces variétés de tomates n’était pas li¢ a une modulation du nombre de
métameres (Glowacka, 2006). Dans la littérature, I’effet stimulateur de la lumicre bleue sur
I’allongement des tiges et des entre-nceuds est moins fréquemment rapporté que son effet
inhibiteur (Li et a/., 2000).

Davantage de travaux sur I’impact de la lumiére bleue sur la croissance des végétaux ont porté
sur une modulation de la quantité de lumicre bleue dans la lumiére blanche. Ainsi, les travaux
de Gautier et al. (1998, 1999) ont mis en évidence que la variation de 1’intensité de la lumiére
bleue dans la lumiére incidente modifie la surface foliaire, 1’orientation des feuilles et la
répartition de matieére seche chez le tréfle blanc. De méme, les travaux d’Eskins (1992) ont
montré que la surface foliaire et la longueur du pétiole chez Arabidopsis thaliana dépendent
du pourcentage de lumiére bleue dans la lumicre d’éclairement avec une diminution de ces
deux grandeurs a forte proportion de lumiére bleue. Chez la laitue, la lumiére bleue est
nécessaire pour la croissance des feuilles (Dougher et Bugbee, 2004). Elle améliore aussi la
croissance des feuilles chez 1’épinard et le radis (Yorio et al., 2001). Chez le géranium, la
lumiére rouge provoque une épinastie des feuilles, alors qu'une combinaison entre lumiére
rouge et lumiére bleue inhibe ce phénomeéne (Fukuda et al., 2008). Chez le rosier, I’effet de la
qualité¢ lumineuse sur la croissance des rosiers reste encore peu étudié. Les travaux de Girault
et al. (2008) ont montré que, chez six cultivars de rosier, les lumiéres blanche, bleue et rouge
clair induisent le débourrement. Ces mémes travaux ont aussi montré que la lumicre bleue est
aussi efficace que la lumiére blanche, 4 flux de photons égal (200 pmol.m™s™), pour
promouvoir le débourrement. Maas et Bakx (1995) ont par ailleurs montré que la diminution
de la quantité de bleue dans la lumiére d’éclairement provoquait une augmentation du poids

sec et un allongement des tiges de la variété « Mercedes » sans affecter leur floraison.
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Tableau II: Réponses induites par les photorécepteurs de la lumiére bleue chez les végétaux supérieurs

Réponse Photorécepteur Références
impliqué
Inhibition de la croissance de cryl Lin et Shalitin 2003
I’hypocotyle et d’autres réponses de cry2 Lin et Shalitin 2003
dé-étiolement. photl Lin et Shalitin 2003
ZTL Somers et al. 2004
FKF1 Fankhauser et Staiger 2002
LKP2 Fankhauser et Staiger 2002
Expansion des cotylédons cryl Lin et Shalitin 2003
photl Ohgishi et al. 2004
Contrdle de 1’horloge circadienne ZTL Fankhauser et Staiger 2002
Lin et Shalitin 2003
Contréle temporel de la floraison cryl Lin et Shalitin 2003; El-Assal et al. 2003
cry2 Fankhauser et Staiger 2002; Somers et al.
ZTL 2004
FKF1 Imaizumi et al. 2003
LKP2 Fankhauser et Staiger 2002
Phototropisme photl (faible intensit€)  Briggs et Christie 2002; Liscum et al. 2003
phot2 (forte intensit€)  Briggs et Christie 2002; Liscum et al. 2003
cryl +cry2 Briggs et Christie 2002; Liscum ef al. 2003
Mouvement des chloroplastes photl + phot2 Briggs et Christie 2002; Liscum et al. 2003
phot2 Briggs et Christie 2002; Liscum ef al. 2003
Ouverture des stomates photl + phot2 Briggs et Christie 2002; Liscum et al. 2003
Diminution de la concentration photl Liscum et al 2003; Fuchs et al. 2003;Folta
intracellulaire de calcium et et al. 2003

I’absorption de potassium phot2 Liscum et al. 2003
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8. Les photorécepteurs et la perception de la lumiére par les
plantes
Les plantes détectent les changements de leur environnement lumineux a I'aide de

photorécepteurs sensoriels: (i) les phototropines et les cryptochromes qui absorbent la lumiére
UV-A ou bleue et (ii) les phytochromes qui absorbent la lumiere rouge / rouge lointain. La
perception de la lumicre par les photorécepteurs induit des cascades de signalisation qui
permettent a la plante de répondre, au niveau physiologique, aux changements de son
environnement lumineux (direction, intensité, qualité et durée, Tab. II). Dans ce qui suit, nous
présenterons les différents photorécepteurs de la lumiére chez les végétaux ainsi que leur role

dans I’induction du signal lumineux.
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8.1 Les phytochromes
Les phytochromes ont été identifiés chez des cyanobactéries (Fremyella sp., Kehoe et

Grossmann, 1996), des algues vertes (Mesotaenium sp., Lagarias et al., 1995) et des végétaux
supérieurs comme le mais (Zea mays, Christensen et Quail, 1989), la tomate (Solanum
lycopersicum, Hauser et al., 1995) ou encore le riz (Oryza sativa L., Mathews et Sharrock,
1996). lIs existent sous deux formes inter-convertibles: Le Pr qui absorbe principalement dans
le rouge clair (Rc, de 640 a 680 nm environ), et le Pfr qui absorbe surtout dans le rouge
sombre (Rs, au-dela de 700 nm surtout, Smith, 2000, Fig. 3). Les phytochromes sont
synthétisés sous forme de Pfr. A I’obscurité Pr peut redonner Pfr ou bien se dégrader. Pr se
dégrade aussi a la lumicre. La vitesse de dégradation de Pfr a ’obscurité est faible en
comparaison de celle de Pr (Andel et al., 2000). Toutes réactions contribuent a diminuer la
quantit¢ de Pr qui est la forme active. La protéine qui porte le chromophore (composé qui
absorbe la lumiére) est assemblée dans le cytoplasme. Le chromophore synthétisé dans le
chloroplaste, passe dans le cytoplasme ou il se lie directement avec elle. Chez Arabidopsis, il
y a cinq principaux types de phytochromes appelés phyA, phyB, phyC phyD et phyE. Ces
phytochromes ont été identifiés chez de nombreuses autres plantes (Sharrock et Quail, 1989).
PhyA est abondant chez les plantules étiolées. Sa teneur diminue jusqu’a 100 fois lorsque la
plantule étiolée passe a la lumiere et qu’il est alors transformé en Pr: cette diminution est due
a la fois a une inhibition de I’expression du géne PHYA par la lumicre et a une dégradation
rapide de la molécule méme dans ces conditions. Les autres phytochromes (PhyB-E) sont
moins abondants et sont stables a la lumicre (Hirschfeld ef al, 1998). Chaque type de
phytochrome a des fonctions particuliéres, mais I’étude des mutants montre que leur fonction
est souvent redondante. Les phytochromes controlent plusieurs processus tel que la
germination (Quail, 1998), I’évitement de 1’ombre (Nagatani et al., 1993) et la floraison

(Whitelam et Halliday, 2007).
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8.2 Les cryptochromes
L’isolement du photorécepteur CRY'1 chez Arabidopsis thaliana a été réalisé en 1993 par

Ahmad et Cashmore. Il s’agit d’une flavoprotéine de 75 KDa. Le géne CRY1 est exprimé
dans tous les tissus (Zeiger, 1990). Le spectre d’absorption des cryptochromes se situe dans la
gamme UVA-Bleu (300-550 nm) avec deux pics relativement marqués autour de 370 et 450
nm. La plupart des plantes semblent posséder plus d’un cryptochrome : Arabidopsis thaliana
présente deux cryptochromes clairement identifiés, CRY1 et CRY2 (Ahmad et Cashmore,
1993 ; Hoffman et al., 1996 ; Lin et al., 1996), et un troisiéme, CRY3, pour lequel la fonction
biologique n’a pas encore été clairement établie (Kleine et al., 2003 ; Brudler et al., 2003, Fig.
4). La tomate et le riz possedent trois cryptochromes (Perrotta et al., 2000; Matsumoto et al.,
2003). Les cryptochromes permettent la régulation de I’expression de plusieurs genes
impliqués dans la photomorphogeneése et la régulation de I’horloge circadienne (Lin et Todo,

2005).

8.3  Les phototropines
Les phototropines (PHOT1 et PHOT2 chez Arabidopsis) sont également des flavoprotéines.

Ils portent des flavines mononucléotidiques (FMN) qui sont associées a un domaine LOV
(Light, Oxygen Voltage) dans la partie N-terminal de la molécule et un domaine sérine/
thréonine kinase a I’extrémité C-terminal (Huala et al, 1997). La lumicre bleue induit un
changement dans la conformation de la protéine ce qui permet son autophosphorylation et
déclenche ainsi une cascade de signalisation (Briggs et Christie, 2002 ; Salomon et al., 2003).
Celle-ci fait intervenir deux protéines, NPH3 et RPT2, qui peuvent se lier a PHOTI1
(Motchoulski et Liscum, 1999 ; Inada et al, 2004). Outre le controle du phototropisme
(Esmon et al., 2006), les phototropines régulent également d'autres réactions physiologiques,
a savoir le mouvement des chloroplastes (Jarillo et al., 2001) et I'ouverture des stomates (Ma

et al., 2002).

8.4 La famille ZTL, FKF1, et LKP2
Zeitlupe (ZTL), Flavin-binding Kelch (FKF1) et LOV Kelch Protein (LKP2/FKL1)

constituent la nouvelle famille de photorécepteurs de la lumiere bleue (Imaizumi et a/., 2003).
Chacune de ces protéines est constituée de trois domaines: un domaine ‘LOV’, un domaine ‘F
Box’ au niveau de la partie N terminal et un domaine ‘Klech’ au niveau de la partie C-

terminal.
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Le domaine ‘F box’ interagit avec un complexe d’ubiquitination E2-E3 induisant ainsi la
dégradation des protéines. Le motif ‘Klech’ est constitué habituellement de six séquences
répétées en tandem formant une b-hélice. Le domaine ‘LOV’ se lie de fagon non covalente a
un chromophore FMN (Flavin MonoNucleotide). Aprés irradiation par la lumiére bleue, un
changement de conformation permet 1’autophosphorylation de la protéine et déclenche ainsi la
cascade de signalisation (Imaizumi et al., 2003).

FKF1 est probablement le photorécepteur le plus performant. Ce photorécepteur régule
plusieurs processus chez les végétaux tels que le rythme circadien et la floraison (Fankhauser
et Staiger, 2002). FKF1 induit ainsi I’expression du géne CONSTANS (CO), gene clé du

contrdle temporel de 1’induction florale (Imaizumi et al., 2003).

9. Voies de signalisation et mécanismes moléculaires impliquées
dans la transduction du signal lumineux par les photorécepteurs

9.1  Voies de signalisation des phytochromes
Les phytochromes, présents sous la forme Pr dans le cytoplasme, migrent dans le noyau suite

a la conversion par la lumicre en forme Pfr (Nagatani, 2004, Fig. 5). La localisation nucléaire
des phytochromes entraine alors une cascade de signalisation aboutissant a des modifications
de I’expression de geénes cibles et par conséquent a des réponses biologiques (Quail, 2002 ;
Jiao et al., 2007). Les membres d’une famille de facteurs de transcription nucléaires possédant
un domaine bHLH (basic helix-loop-helix) jouent un réle central dans la transduction du
signal induite par les phytochromes (Duek et Fankhauser, 2005). PIF (Phytochrome-
Interacting Factor) a été le premier membre de cette famille dont I’interaction avec PHY A et
PHYB a pu étre montrée (Ni et al., 1998). Il est co-localisé dans le noyau avec la forme active
du phytochrome (Bauer et al., 2004) et se lie spécifiquement a un élément cis-régulateur (G-
box) présent dans les promoteurs de nombreux geénes de réponse a 1’obscurité

(skotomorphogeneése), induisant ainsi leur transcription (Martinez-Garcia et al., 2000).
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Figure 7: Mécanismes d’action des phototropines (John M. Christie, 2007).

*A Dobscurité, le chromophore est liée de facon non covalente au LOV domaine (absorption a 447 nm,
forme inactive).

*A la lumiére formation d’une liaison covalente entre le chromophore et un résidu cystéine dans le

domaine LOV (Absorbtion a 390 nm, forme active)
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9.2 Voies de signalisation des cryptochromes
A Dobscurité, les protéines CRY1 et CRY2, situées dans le noyau, interagissent avec la

protéine COP1 (Yang et al., 2001, Fig. 6). La perception de la lumiére bleue par les
cryptochromes provoque la désactivation et la dégradation de COPI, permettant ainsi
I’accumulation de HYS dans le noyau, qui a son tour, induit la transcription des geénes cibles
(Osterlund et al., 2000 ; Yang et al., 2005). Des interactions entre CRY 1 et d’autres protéines
telles que les phytochromes (Ahmad et al., 1998) et les autres photorécepteurs de la lumiere
bleue (Jarillo et al., 2001) ont aussi lieu. Ces interactions peuvent jouer un role trés important

dans les réponses des plantes aux conditions d’éclairement (Motchoulski et Liscum, 1999).

9.3  Voies de signalisation des phototropines
Chez Arabidopsis thaliana, les phototropines PHOT1 et PHOT2 sont des protéines de 120

kDa constituées de deux domaines LOV (Light Oxygen Voltage) en position N terminale et
d’un domaine serine/thréonine kinase a I’extrémité C terminale. A D’obscurité, chaque
domaine LOV lie de fagon non covalente un chromophore FMN (Flavin MonoNucleotide,
Fig. 7). Aprés irradiation par la lumiére bleue, un changement de conformation permet
I’autophosphorylation de la protéine et déclenche la cascade de signalisation (Briggs et
Christie, 2002 ; Salomon et al., 2003). Celle-ci fait intervenir deux protéines, NPH3 et RPT2,
qui peuvent se lier 8 PHOT1 (Motchoulski et Liscum, 1999 ; Inada et al., 2004) pour former

un complexe qui interviendrait dans la régulation du phototropisme (Esmon et al., 2006).
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9.4  Les interactions entre les photorécepteurs
Chez les plantes, il existe plusieurs exemples d’interactions entres les photorécepteurs de la

lumiére bleue et les photorécepteurs de la lumiere rouge (Fig. 8). Par exemple, il a été
démontré que les réponses induites par les phytochromes nécessitent 1’interaction avec
d’autres protéines telles que les « phytochromes interacting factor » comme PIF3 mais aussi
avec d’autres photorécepteurs comme CRY1 et CRY2 (Ni et al, 1998). Il a aussi été
démontré que I’action de CRY'1 dans I’inhibition de la croissance chez les végétaux nécessite
la présence active de PHYA ou PHYB (Ahmad et Cashmore, 1997). De méme, les réponses
phototropiques induites par la lumiére bleue sont accentuées par la stimulation des
phytochromes (Parks et al, 1996). Le photo-controle de la croissance des entre-nceuds fait
intervenir plusieurs types d’interactions entre les photorécepteurs. Par exemple, chez la
tomate, il a ét¢ montré que CRY1, PHYA, PHYB agissent en cascade pour la photo-
modulation de 1’élongation des tiges (Weller et al, 2001). Des interactions physiques entre

PHYA et CRY1 ont ¢galement été mentionnées.

10. Questionnement et démarche scientifique
La qualité esthétique d’une plante ornementale est un critére commercial important auquel les

professionnels de I’horticulture s’intéressent tout particulierement. Plusieurs critéres entrent
en jeu dans la définition de cette qualité. C’est notamment le cas de la couleur et de la densité
du feuillage, de la couleur des fleurs, du nombre de pétales (Boumaza et al., 2009). A cela
s’ajoute la forme de la plante, caractérisée par 1’agencement dans 1’espace de ses
ramifications et par leur nature (longueur, vigueur des axes...). Chez le rosier de jardin, plante
ornementale appartenant au genre économiquement le plus important de I’horticulture
ornementale (Gudin, 2000) et dont les ventes ne cessent d’augmenter depuis ces dix dernicres
années (Promojardin, 2007), les producteurs cherchent a moduler leur croissance afin d’en
améliorer leur qualité esthétique. L’utilisation des produits chimiques offre la possibilité de
moduler I’architecture finale des plantes mais peut aboutir a des effets néfastes pour la santé
humaine et I’environnement. La recherche de nouveaux procédés permettant la modification
de I’architecture de la plante dans un cadre respectueux de I’environnement devient donc
nécessaire. Dans cet objectif, la manipulation des facteurs de 1I’environnement et notamment
la lumiére offre une alternative non chimique pour réguler la croissance des rosiers et pourrait

étre utilisée pour augmenter la valeur esthétique des rosiers en pots. Du point de vue

26



Figure 9 : Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out®) : Arbustes ou sous-arbrisseaux, parfois arbrisseaux. Port
dressé ou rampant, sarmenteux ou non. Rameaux garnis d'épines d'origine épidermique, rarement
inermes. Feuilles vertes, caduques, parfois semi-persistantes ou persistantes, stipulées, alternes, composées
(sauf quelques espéces). Fleurs solitaires ou en corymbes terminaux, de type 5, étamines disposées en 10
séries rayonnantes, donnant par transformation en culture les pétales ; nombreux carpelles. Fruit
cynorrhodon ou réceptacle en forme d'urne charnue. Graine en akéne longuement plumeux. (2n = 14 et
multiple de 7)

Figure 10 : Rosa chinensis ‘Old blush’ : Rosiers arbustes remontants, gréles, aux tiges lisses, portant de
rares épines brun rougeitre. Feuilles lustrées, composées de folioles lancéolées, petites 2 moyennes. Fleurs
simples a trés doubles, parfois parfumées, solitaires ou en bouquets de 3 a 13, s'épanouissant par vagues
successives, de juin aux gelées. Elles sont portées par des tiges courtes sur le bois de 2 ans et les pousses de
I'année.
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scientifique, ce travail apportera plusieurs informations sur les processus morphologiques et
moléculaires photo-régulés par la lumiere bleue ainsi que sur certains ¢léments de la chaine de

transduction du signal lumineux en jeu.

10.1 Objectifs
Les objectifs de cette theése ont été: (i) d’étudier I’effet du spectre bleu sur le développement

architectural de deux cultivars de rosier Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out®, Fig 9) et Rosa
chinensis ‘Old blush’ (Fig. 10) afin de proposer de nouveaux outils a la profession pour la
maitrise de la forme des végétaux, (ii) d’identifier les processus physiologiques, certains
geénes ainsi que les photorécepteurs impliqués dans les réponses induites par la lumiére bleue.
Ceci apportera des informations utiles a la manipulation ou la sélection des génotypes

d’intérét, ainsi que des connaissances fondamentales.

10.2  Stratégies
Trois approches ont été développées pour répondre aux objectifs de cette thése: une approche

morphologique, une approche physiologique et une approche moléculaire.

10.2.1. L’approche morphologique
L’ approche morphologique a visé a étudier 1’effet du spectre lumineux bleu sur la croissance

de deux cultivars de rosier depuis le stade bouture jusqu’au stade floraison. Des mesures

d’axes, de débourrement, de développement foliaire et floral ont été réalisées dans ce but.

10.2.2. L’approche physiologique
Cette approche a consisté a identifier certains des processus physiologiques modulés par la

lumiére bleue, qu’ils concernent 1’assimilation chlorophylienne ou des réponses

photomorphogénétiques.

10.2.3. L’approche moléculaire
Afin d’appréhender la voie de signalisation de la lumiére bleue dans le contréle du

développement des entre-nceuds, nous avons cherché a identifier les photorécepteurs ainsi que

certains génes impliqués dans cette réponse
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Présentation de I’étude
La qualit¢é de la lumic¢re peut moduler I’architecture des plantes soit par 1’induction de

réponses morphogénétiques soit en agissant directement sur la photosynthése. Toutefois, la
contribution de chaque processus dans I’élaboration de 1’architecture des plantes demeure peu
connue. Les spectres bleu et rouge modifient tous deux I’architecture des plantes mais la
réponse a la lumiere bleue est moins constante et plus dépendante de ’espeéce végétale
(Rajapakse et Kelly 1995; Khattak et a/. 2004). Le rosier, en tant que plante fréquemment
cultivée en serre, pourrait bénéficier de traitements lumineux spécifiques susceptibles de
modifier son architecture. L’intérét horticole de telles pratiques est évident puisque cela
pourrait contribuer a la production de nouvelles formes végétales, intéressantes soit pour leur
la qualité esthétique (Boumaza et al., 2009) soit pour le phylloclimat induit et ses
conséquences sur 1’état sanitaire de la culture (Chelle, 2005). Chez le rosier, nous avons
montré que le débourrement ainsi que I’organogenese au sein des bourgeons sont totalement
inhibés a I’obscurité alors que la lumiere bleue monochromatique est capable a elle seule
d’induire ces deux processus (Girault et al., 2008). Cependant, ces travaux, bien que conduits
sur le rosier-buisson, ont été réalisés sur un modele expérimental simplifié (jeune plante
décapitée au dessus du troisieme métamere puis défeuillée) et ils ne se sont intéressés qu’au
processus de débourrement (Girault et al., 2008) et non a I’élaboration de I’architecture dans
son ensemble. Aussi, afin d’évaluer I'effet d’un éclairement en lumicére bleue
monochromatique sur le développement de jeunes rosiers, nous avons ¢&tudié, le
développement de deux cultivars de rosiers, Rosa hybrida ‘Radrazz’ et Rosa chinensis ‘Old
Blush’, du stade bouture racinée jusqu’a la floraison des rameaux secondaires. Les réponses
photo-morphogéniques induites par la lumiere bleue ont été étudiées par la mesure des
principales composantes morphologiques végétatives et florales des axes primaires et
secondaires. L’effet de la lumicre bleue sur la photosynthése a été évalué par la mesure des
taux d'assimilation du CO,, de la conductance stomatique, de la concentration de CO;
intercellulaire et du contenu en pigments chlorophylliens. Cette étude a fait I’objet d’un article

paru dans Plant Biology et présenté ci-dessous.
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Blue light effects on Rose photosynthesis and photomorphogenesis

F. Abidi, T. Girault, O. Douilletl, G. Guillemain, G. Sintes, M. Laffaire, H. Ben Ahmed, S.

Smiti, L. Huché-Thélier, N. Leduc.

Article first published online: 12 JUN 2012 | DOI: 10.1111/.1438-8677.2012.00603 .x.

Abstract
Through its impact on photosynthesis and morphogenesis, light is the environmental factor

that most affects plant architecture. Using light rather than chemicals to manage plant
architecture could contribute to preserve the environment. However, the understanding of how
light modulates plant architecture is still poor and further research is needed. To address this
question, we examined the development of two rose cultivars, Rosa hybrida ‘Radrazz’ and
Rosa chinensis ‘Old Blush’, cultivated under two light qualities. Plants were grown from one-
node cuttings for six weeks under white or blue light at equal photosynthetic efficiencies.
While plant development was totally inhibited in darkness, blue light could sustain full
development from bud burst until flowering. Blue light reduced the net CO, assimilation rate
of fully expanded leaves in both cultivars, despite increasing stomatal conductance and
intercellular CO, concentrations. In Cv. ‘Radrazz’, the reduction in CO, assimilation under
blue light was related to a decrease in photosynthetic pigment contents while in both cultivars,
the ratios chl a/ b were increased. Surprisingly, blue light could induce the same
organogenetic activity of the SAM, growth of the metamers, and flower development than

white light.
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The normal development of rose plants under blue light reveals the strong adaptative
properties of rose plants to their light environment. It also indicates that the
photomorphogenetic processes can all be triggered by blue rays and that despite promoting a
lower assimilation rate, blue light can provide sufficient energy via photosynthesis to sustain

normal growth and development in roses.

1. INTRODUCTION

Light is one of the key environmental factors that have a major impact on plant architecture.
In terms of light quality, both red and blue lights have been shown to alter plant architectural
development. Plant response to blue light is less constant than that to red light (Rajapakse and
Kelly 1995; Khattak et al. 2004) and depends on the species. For example, under blue light,
bud burst is stimulated in Triticum aestivum (Barnes et Bugbee, 1992), and Prunus cerasifera
(Muleo ef al. 2001), whereas it is reduced in the potato plant (Wilson et al. 1993). Similarly,
shoot elongation is increased under blue light in pepper (Brown et al. 1995) and cucumber
plants (Piszczek and Glowacka 2008), whereas it is repressed in Pinus (Sarala et al. 2007) and
in potato plant (Wilson et al. 1993). Even in a single species, plant response to blue light can
differ among varieties, as shown in the tomato plant (Glowacka 2006). As an ornamental
plant, the rosebush could benefit from light treatments that could modify its architecture. This
could contribute to the production of new plant shapes and improved aesthetic quality
(Boumaza et al. 2009) or to a better control of plant deseases (Gontijo et al. 2010). This
reasoning has already been applied to other ornamental species such as Antirrhinum, Zinnia,
or Dendranthema (Rajapakse ef al. 1992; Cremer et al. 1998; McMahon ef al. 1991; Cerny et
al. 2003). So far, very few attempts have been made to modulate rose plant architecture
through qualitative light treatments. In miniature rose (Rosa hybrida), assays to reduce plant
height using far red light-absorbing filters failed (Cerny et al. 2003), while some success was

achieved in increasing stem length and dry weight of Rosa hybrida ‘Mercedes’ shoots by
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reducing the amount of blue light in the spectrum of white fluorescent light (Maas and et
Bakx 1995).

The effects of light on plant architecture can be mediated either through photomorphogenic
responses or through the direct impact of light radiations on plant photosynthesis. However,
the respective contribution of each process to the elaboration of plant architecture is poorly
understood. In photomorphogenic responses, light can affect meristem activity, organ
differentiation and growth through the control of genetic activities other than those involved
in photosynthesis (McIntyre 1987; Benson and Kelly 1990; Brown ef al. 1995; Li et al. 2000;
Parks et al. 2001; Fukuda et al. 2008). In rose plants, where we showed that bud burst and
shoot meristem organogenic activity are totally inhibited in the absence of light, we
demonstrated that blue light was able to induce both these processes (Girault ef al. 2008) and
stimulated the transcription of acid vacuolar invertase gene, required for hexose supply during
bud burst (Girault et al. 2010). To date, besides the above-mentioned studies, no other close
examination of the effect of blue light on the components of vegetative and floral
developments of rose plants has been reported.

Concerning plant photosynthesis, blue light is known to have both positive and negative
effects, depending on the dose or the duration of the light treatment. For example, blue light
stimulates photosynthesis by inducing stomata opening (Sharkey and Raschke 1981; Zeiger
and Zhu 1998; Kinoshita et al. 2001), increasing stomatal conductance and intercellular CO,
concentrations (Karlsson and Assmann 1990), or leaf mass area (LMA), nitrogen, chlorophyll
contents (Hogewoning et al. 2010). Under too high blue light irradiance, photosynthetic
efficiency can however be reduced by a decrease in mesophyll conductance (Loreto et al.
2009), or by the chloroplast avoidance response that preserves the photosynthetic apparatus
from photodamage (Brugnoli and Bjorkman 1992; Wada et al. 2003). Little is known of the

mechanisms that allow the adjustment of rose photosynthetic activity to qualitative light
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conditions. Most researches have so far focused on the impact of white light irradiance on
rose assimilation rate and plant production (Zieslin and Mor 1990; Maas et al. 1995b;
Bredmose 1997). In roses, the photosynthetic rate has been reported as being mainly
influenced by PAR (Pasian and Lieth 1994), and modulated by temperature (Ueda et al. 2000;
Ushio et al. 2008) and atmospheric CO; levels (Urban et al. 2002).

In order to understand the respective contribution of photosynthesis and photomorphognesis
on the elaboration of rose architecture, we monitored the effect of blue light throughout the
development of plants derived from single node cuttings until the flowering stage in two rose
cultivars, Rosa hybrida ‘Radrazz’, and Rosa chinensis ‘Old Blush’. Photomorphogenic
responses to blue light were studied by measuring the main components of the vegetative and
floral developments of the first and second order axes. Photosynthesis during light treatment
was assessed through the measurement of CO, assimilation rate, stomatal conductance,

intercellular CO, concentration and pigment contents.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material
Metamers (comprising a node bearing a leaf with five or seven leaflets, its axillary bud and

the underlying internode) from Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out™) and Rosa chinensis ‘Old
Blush’ were harvested from the medial part of mother plant stems and used as single-node
cuttings. Cuttings were inserted into FERTISS peat plugs (FERTIL, Le Syndicat, France) and
rooting was achieved after 4 to 5 weeks of culture under high hygrometry. Well-rooted
cuttings were transferred into 500 mL pots containing a 70/20/10 mixture (v/v/v) of neutral
peat, coco fibers and perlite, and grown in a greenhouse at 25 £5°C. Extra lighting was
supplied by high pressure sodium-vapor lamps below 200 W m™. After four days of
acclimation in the greenhouse, well-rooted cuttings were transferred to growth chambers for

the light treatments. Plants were grown until all secondary axes, derived from the first wave of
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Figure 11: Distribution of spectral photon fluence rate of the white and blue light treatments.
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bud bursting (Huché-Thélier et al. 2011), had reached the flowering stage ‘petal colour
visible’ (PCV) or stopped their growth without flowering. On primary axes, three flowering
stages were considered: (i) the ‘flower bud visible’ stage (FBV) corresponding to the time at
which the floral bud can be seen but the peduncle is not yet fully elongated, (ii) the ‘petal
colour visible’ stage (PCV) corresponding to the moment at which the sepals begin to open,
revealing the colour of the petals (red for ‘Radrazz’, pink for ‘Old Blush”) and (iii) the ‘open
flower’ (OF) stage corresponding to the time at which stamens are visible.
2.2 Climatic conditions applied in growth chambers

Plants were grown in growth chambers under constant climatic conditions (temperature: 25
+3°C; relative humidity: 80 £5%; photoperiod: 16h light/ 8h dark) and irrigated with a
nutrient solution prepared from fertilizer Peter Exel (1g 1"'; pH 5.6; EC: 1.77 ms cm™). Plants
were subjected to white or blue light treatments. White light was produced by white neon
tubes (Mastec 36 Watt white/33 cool), while blue light was produced by blue neon tubes
(Philips TL-D 36 Watt/18 blue) (Fig. 11). The photosynthetic photon flux density (PPFD) and
yield photon flux (YPF) were calculated using the formula proposed by Sager et al. (1988)
from the light spectrum measured by a calibrated spectrometer (AvaSpec-2048-6-RM). The
photosynthetic efficiency was adjusted to 110 pmol m™ s™', by changing the distance between
plant apex and light source, and was similar between the two light treatments. The height of
neon tubes was adjusted once every two weeks to maintain a constant PPFD at the plant apex

level. The characteristics of light treatments are presented in the inset of figure 11.
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23 Photosynthetic parameters

23.1.  Gas exchange measurements
Gas exchange measurements were performed using a portable infrared gas analyzer (IRGA)

(LI-6400; Li-Cor Inc, Lincoln, NE, USA) within a narrow leaf chamber (236 cm2; LI-6400-
11). Stomatal conductance (gs), net CO, assimilation (A) and intercellular concentration of
CO, (Ci) were then monitored under the two light conditions, on plants at the end of the
flowering period of the primary axis (OF stage) in the fully expanded last five-leaflet leaf of
this axis.

23.2.  Pigment analysis
Chlorophyll (a and b) and carotenoid contents were determined spectrophotometrically. Fresh
leaf tissue (0.2 g) was extracted in 5 ml of 80% acetone at 4°C for 72h, as described by
Torrecillas ef al. (1984). The absorbance of the extraction solution was measured using a UV-
Visible spectrophotometer (Cary 100 scan) at 470.0 nm, 646.8 nm and 663.2 nm. Pigment
contents were calculated according to the equations derived by Torrecillas et al. (1984):
Chl.a (mg g' FW) = (12.25% ODgs32) — (2.79* ODysy46.5)
Chl.b (mg g’ FW) = (21.5% ODg4s.58) — (5.1* ODs3.5)

Carotenoids (mg g’ FW) = 1000¥0D 79,0~ (1.82*Chl.a) — (85.02*Chl.b)/198
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24 Organogenic activity and bursting of axillary buds

24.1.  Evaluation of shoot apical meristem (SAM) organogenesis
The number of leaf-like organs (scales, young preformed leaves and leaf primordia) in the

buds of the single-node cuttings was evaluated in the two genotypes on the day of harvest
from mother shoots (T0), upon rooting (T1), just before transfer under the light treatment (T2)
and at the FBV stage, when the first axes produced after the burst of the single node cutting
buds had reached their final length and entered flowering (T3). Buds were dissected under a
stereo-microscope and leaf-like organs were removed and counted until only SAM remained,
as described previously (Girault e al. 2008).
24.2.  Evaluation and cartography of bud bursting

An axillary bud was considered as burst when its length was at least 1 cm and when at least
the tip of the first leaf was visible outside the scales (Girault et al. 2008). For each cultivar,
bud bursting on the primary axis was recorded three times a week from the stage where the
flower bud was visible (FBV) at the apex of the primary axis until the first wave of secondary
axes had flowered.

For cartography, since the two genotypes of roses showed a very pronounced leaf
polymorphism along the stem, the primary axis could be easily divided into three distinct
zones: (1) the basal zone extending from the base of the stem to the first node bearing the first
five leaflet leaf, (2) the apical zone extending from the node bearing the last apical five leaflet
leaf to the floral bud (not included), (3) the medial zone including all the metamers located
between the basal and the apical zones. In this medial zone, the leaves bore between five and

seven leaflets. The percent of bud bursting was determined for each zone.
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2.5  Morphological characterization of the primary and
secondary axes

25.1.  Length and diameter
At the end of the experiments, the number of secondary axes with at least three internodes

was determined. The length of primary and secondary axes and their stem diameter at one
centimeter from the basis of the axis were measured. The leaf sequences (successions of
nodes and number of leaflets per leaf) were also recorded.

2.5.2. Mass production and water content
Fresh (FW) and dry (DW) weights of stems were determined at the end of the experiments.
Dry mass was determined after drying for 72h in a drying oven (60°C). Linear mass (LM)
was calculated using the formula: LM= DW/Length of axis. Water content (WC) was
calculated using the formula: WC= (FW- DW/ FW) *100.

2.5.3. Leaf area (LA) and leaf mass area (LMA)
Total leaf area and leaf dry mass were measured on each plant at the end of the experiments.
Leaf area was determined using “Imagel” software ((National Institute
of Health, Bethesda, MD, USA) and leaf dry mass was determined after drying for 72h in an
oven (60°C). Leaf mass area (LMA) was determined using the formula: LMA= leaf dry mass/
leaf area.

2.6 Statistics analysis

Experiments were replicated at least three times. The number of treated plants in each
experiment is described in the figures. Statistical analyses were carried out using StatBox 6.6
software (Grimmersoft, France). They focused on a comparison, by the Student’s t-test,
between means measured under blue light and white light. The Asterisks (*), (**) and
(***)indicate significant differences between light treatments at the 0.05, 0.01 and 0.001

levels respectively.
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Tableau III: Effect of light quality on photosynthesis parameters and on pigment contents in the leaves of
Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old blush’ after 6 weeks of culture under white light (WL:
110 pmol m™ s™) or blue light (BL: 110 pmol m™ s™"). Values in brackets represent SE with 20 plants. *, **
and*** indicate significant differences between white light and blue light treatments at 0.05, 0.01 and
0.001 levels respectively.

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’

Light treatment WL BL WL BL

Photosynthesis parameters

- CO, assimilation rate 171 (0.45)  127(+0.35)°  2.87(x0.89)  1.20 (x0.59)""
(umol m?s™

- Stomatal conductance 115 (£25) 166 (31)"" 105 (£37) 178 (x20) ™
(mmol H,O m? s")

- Intercellular CO, concentration 383 (£30) 398 (+10) 342 (£25) 392 (£10) ™

(umol CO, mol™)
Pigment contents (mg g™)

- Chlorophyll a 229 (+£32) 194 (+25)" 199 (£53) 210 (#£51)
- Chlorophyll b 99 (£15) 67(£10)” 89 (+18) 80 (+31)

- Chlorophyll a / chlorophyll b 2.6 (£0.1) 2.9(x0.2)™ 2.2 (20.5) 2.7 (0.3)"
- Carotenoids 32 (£7) 19 (x4)™ 43 (+8) 41 (£8)

Tableau I'V: Mean number of leaf-like organs (primordia, young leaves and scales) within cuttings buds
on the day of stem severing (T0), in rooted cuttings (T1), on the beginning of the light treatment (T2) and
average number of leaves and scales on the primary axis at the “floral bud visible” stage (T3) under white
light (WL: 110 pmol m™ s™") or blue light (BL: 110 pmol m™ s™) in Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa
chinensis ‘Old blush’. Values in brackets represent SE with n = 40 plants.

Stage TO Tl T2 T3
Light treatment WL WL WL WL BL
Cv. ‘Radrazz’ 8.2 (£0.8) 9.4 (+0.7) 10.5 (0.8) 11.4 (0.8 11.8 (0.9)

Cv. *Old blush’ 8.1 (£0.8) 8.2 (+0.8) 9.3 (£0.9) 10.1 (£0.7) 10.2 (20.8)
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3. RESULTS

3.1 Effect of blue light on photosynthesis in Rosa

Under white light, the CO, assimilation rate (A) of mature leaves from 6 week-old plants
from Cv. ‘Radrazz” and Cv. ‘Old Blush’ was respectively 1.71 and 2.87 umol CO, m? s™.
When plants were grown under blue light, these assimilation rates dropped significantly to
respectively 1.27 and 1.20 pmol CO, m™ s (Table III). This was concomitant with a
reduction in photosynthetic pigment (chlorophyll a and b and carotenoid) contents in Cv.
“Radrazz” and with an increase of chl a/b ratio in both cultivars (Table III). Blue light also
increased the stomatal conductance (gs) of leaves from the two cultivars (Table III) as well as

the intracellular CO; content of leaves from Cv. “Old Blush” (Table III).

3.2 Effect of blue light on Rose plant development

3.2.1.  Morphological characteristics of the primary axes
While the organogenic activity of SAM in cutting buds was totally inhibited under darkness

(data not shown) and as previously demonstrated in beheaded rose plants (Girault et al. 2008),
white light induced organogenesis in cuttings buds as shown in Table IV. Interestingly, when
cuttings were grown under blue light, the same amount of organogenic activity was produced
in both cultivars as shown by the number of foliar organs and internodes found on first axes
upon growth arrest and flowering (Tables IV and V). Growth of these axes was also as
efficiently stimulated by blue as by white light since no significant difference was observed in
any of their six studied morphological characteristics (diameter and length, number and

average length of internodes, linear mass, and water content).
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Tableau V: Effect of light quality on the morphological characteristics of the primary axes of Rosa hybrida
‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old blush’ after 6 weeks of culture under white light (WL: 110 pmol m” s
') or blue light (BL: 110 pmol m™ s™"). Values in brackets represent SE with 40 plants. *** indicates
significant difference between white light and blue light treatments at 0.001 level.

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’
Light treatment WL BL WL BL

Axis diameter (mm) 3.2 (£0.4) 32(x02)  28(:02)  2.5(x04)
Axis length (mm) 186 (£53) 179 (£75) 176 (+87) 168 (+71)
Average number of internodes 11.4 (£0.8) 11.9(#1.8) 100 (*1.6) 102 (£1.4)
Average lengh of internodes (mm) 16.0 (+3.4) 147 (#42)  17.0 (#6.0)  15.8 (+4.7)

. . -1
Linear mass of primary stem (mg cm™) 17.6 (+4.0) 18.0 (24.8)  12.5(2.4)  11.6(£2.9)

0,
Water content (%) 70 (£3) 68 (£2) 71 (£3) 70 (1)
2
Leaf area (cm’) 251 (£52) 215 (£45) 118 (£37) 122 (35)
2

Leaf mass area (mg cm™) 3.6(£0.6)  45(x0.5)  3.6(0.5) 3.5 (+0.6)

A & White light| | g © White light

. Fadrazz = Blue Light s 0 1dblush ® Hlue light

1 : -
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Figure 12: Effect of light quality on the number of leaflets per leaf along the primary axis of Rosa hybrida
‘Radrazz’ (A) and Rosa chinensis ‘Old blush’ (B) after 6 weeks of culture under white light (110 pmol m™
s7) or blue light (110 pmol m™ s™). Only nodes bearing at least one leaflet leaf were considered for the
identification of internode ranks. Error bars represent SE with n= 40 plants. No significant difference was
noted between white light and blue light treatments.
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Blue light could also induce the same morphogenetic pattern of development in leaf
primordia since similar compound leaves were obtained under this light quality and under
white light, and no difference in total leaf area (Table V) or pattern of leaflet distribution
(Fig. 12) was observed compared to white light. The single significant difference that was
noted was the increase in leaf mass area (LMA) under blue light in Cv. ‘Radrazz’ (Table

V).
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Figure 13: Bud burst per zone along the primary axis of cultivars Rosa hybrida ‘Radrazz’ (A) and Rosa
chinensis ‘Old blush’ (B) after 6 weeks of culture under white light or blue light. nm= number of buds per
zone. Error bars represent SE with n= 40 plants. No significant difference was noted between white light
and blue light treatments.

Tableau VI: Effect of light quality on the morphological characteristics of the secondary axes of Rosa

hybrida ‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old blush’ after 6 weeks of culture under white light (WL: 110

pmol m?s™) or blue light (BL: 110 pmol m?s™). Values in brackets represent SE with 40 plants. No
_significant difference was noted between white light and blue light treatments.

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’

Light treatment WL BL WL BL

Average number of axes 3005  29(+0.5)  5.0(£04) 4.6 (*0.9)

Axis length (mm) 107 (+10) 104 (£11) 107 (+24) 122 (£5)

Average number of internodes 83(£0.3)  8.0(0.6)  74(+0.8)  8.5(x0.5)

Average length of internodes (mm) 13.0 (£0.8)  13.0(202)  14.1(x1.6) 142 (*13)
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3.2.2.  Growth and development of secondary axes
Blue light induced the same amount of bud burst on primary axes (24 +13% ; 46 £18%) than

white light (27% £9%; 59 £18%) for Cv. ‘Radrazz’ and Cv. ‘Old Blush’ respectively, with no
change in the cartography of bud bursting along the primary axes (Fig. 13). The strong
acrotonic bud burst pattern characterizing Cv. ‘Raddrazz’ under white light was for instance
similarly expressed under blue light (Fig. 13). The secondary axes derived from the burst buds
were as long and composed of as many internodes as the secondary axes produced under

white light (Table VI).
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Tableau VII: Effect of light quality on percentage of flowering of primary axes and on flower
characteristics in Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old blush’. Values in brackets represent SE
with n= 20 plants. *** indicate a significant difference between white light (WL: 110 pmol m™ s™) and
blue light (BL: 110 pmol m™ s™) treatments at 0.001 levels.

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’

Light treatment WL BL WL BL

Percentage of flowering of primary axes 90.8 (£2.3)  90.7 (6.4)  80.8 (£6.3)  78.6 (+4.6)

Flower diameter (mm) 83 (+£10) 80 (+8) 57 (+8) 61 (+8)
Petal number 9.1 (£13)  99(+23)  243(@*5.7) 273 (+8.8)

Peduncle length (mm) 49 (£5)™ 35 (£5) 70 (+8)"" 58 (+7)
A B
Rosa hybrida *“Radrazz’ Rosa chinensis *Old blush”
White light Blue light White light Blue light

Figure 14: Open flowers produced by Rosa hybrida ‘Radrazz’ (A) and Rosa chinensis ‘Old blush’ (B)
plants after 6 weeks of culture under white light (110 pmol m™ s™) or blue light (110 pmol m?s™).
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Figure 15: Thermal time required for the primary axis of Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old
blush’ cultivated under white light or blue light to reach the different flower stages. Error bars represent

SE with n= 20 plants. * and ** indicate significant differences between white light and blue light
treatments at 0.05 and 0.01 levels respectively.
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3.2.3. Flower development
As well as for vegetative development, blue light could sustain full reproductive development

in the two rose cultivars and as efficiently as white light. Hence, a similar percent of
flowering axes was obtained under both light conditions (Table VII) and normal development
of floral organs was observed under blue rays in both cultivars (Fig 14). Only flower
peduncles appeared shorter under blue light (Table 15). Under blue light, and in both

cultivars, the pace of floral development was slowed down by three days as indicated Fig 15.

4. DISCUSSION
The objective of this study was to measure the effects of blue light on both the photosynthetic

activity and the morphogenesis of two rose cultivars, Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa
chinensis ‘Old Blush’, and to evaluate whether such light treatment could modify their
architecture. Unlike most studies published to date on the impact of blue light in plants
(Wilson et al. 1993; Maas et al. 1995a; Sarala et al. 2007), we examined the effects of blue
light throughout the full development of the plants, starting from one single bud through to
the entire vegetative development of two axes orders and their flowering. This allowed for a
precise evaluation of the impact of blue light on the most important morphogenetic events
(SAM organogenesis, metamer and leaf growth and development, flower induction and
organogenesis). We demonstrated that under blue light, the two rose genotypes presented
vegetative and floral developments that were normal and similar to those observed under
white light. In fact, blue light did not affect the organogenetic activity of the shoot apical
meristem or the growth capacity of the metamers. Nevertheless, photosynthesis was affected
by blue light treatment.

Our measurements indeed revealed a strong reduction (-25% in Cv. ‘Raddrazz’ and -58% in

Cv. ‘Old Blush’) in leaf CO; assimilation rate in both cultivars under blue light. Since plants
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were grown under similar photosynthetic efficiencies (110 pmol m™ s™) under both light
treatments, the observed reduction in CO, assimilation rate under blue light could not be
explained by the reduced photosynthetic quantum yield of blue photons (McCree 1972), nor
could it be explained by a decrease in LMA, stomatal conductance or intercellular CO,
concentrations under blue light. In our hands, LMA which is known to correlate positively
with the photosynthetic capacity of leaves (Oguchi et al. 2003), was at least similar (in Cv.
‘Old Blush’) or higher (in Cv. ‘Raddrazz’) under blue light than under white light. Similarly,
blue light stimulated stomatal conductance in each of the two cultivars as well as intercellular
CO; concentrations in Cv. ‘Old Blush’, thus reducing stomatal limitation to photosynthesis
(Lawson et al. 2008). The increased values of these two parameters (stomatal conductance
and intracellular CO, concentration) in roses are in accordance with the reported effect of blue
light on stomatal opening in plants (Karlsson and Assmann 1990; Hogewoning et al. 2010).
On the contrary, the reduced amount of photosynthetic pigments (chlorophyll a and b, as well
as carotenoids) in the leaves of Cv. ‘Raddrazz’ under blue light could contribute to the
decrease in the CO, assimilation rate, as shown in the bean (Barreiro ef al. 1992). However,
since no such reduction was observed in Cv. ‘Old Blush’, other mechanisms such as a
reduction in mesophyll conductance (Brugnoli and Bjorkman,1992; Flexas et al. 2008; Loreto
et al. 2009) or a change in chloroplast distribution (Wada et al. 2003) may probably control
the regulation of carbon assimilation under blue light in the rose.

The reduced assimilation rates measured under blue light had surprisingly little impact on the
growth of the two rose cultivars. Features such as shoot or internode length, diameter, dry
weight of primary and secondary axes or leaf area were identical under both light treatments.
The pace of development was only slowed by three days under blue light. Such a lack of
effect of a reduced assimilation rate on plant growth and biomass was also reported in Lindera

melissifolia under increasing irradiance (Aleric and Kirkman 2005). This may reflect a
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modified carbon partitioning between roots and aerial organs, as suggested by Aleric and
Kirkman (2005), although no obvious difference in root system development was observed
under either light regime in our rose genotypes (data not shown). Alternatively, this may
reflect the impact of other environmental factors affecting our culture system.

The single effect of blue light on growth was observed in Cv. ‘Radrazz’ with an increased
LMA. Such increase together with the higher ratio chl a/ b observed under blue light may
contribute to plant acclimation as reported for other species under various blue light
treatments (Rajapske and Kelly 1993; Hogewoning et al. 2010; Macedo et al. 2011).The
absence of change of LMA in ‘Old blush’ cultivar may reflect different strategies to adapt to
this particular light environment and may partly explain the difference in intensity in the
impact of blue light on CO,; assimilation between the two cultivars.

Concerning roses photomorphogenesis, while the absence of light completely abolishes
morphogenesis and burst in rose buds (Girault et al. 2008), our experiments demonstrate that
blue light is able to induce full, normal vegetative and floral developments in these same
buds. More precisely, our morphometric data show that neither the organogenetic activity of
apical shoot and axillary meristems nor the growth capacity of the metamers is affected by
blue light. As such, a non-significant different number of internodes were produced by SAM
on first and second order shoots when grown under white or blue lights. While most of the
first order shoot internodes were already formed within the cutting bud upon initiation of the
light treatments (Table 2), it is striking to observe that a reduced light spectrum, missing
important morphogenetically active radiations (MAR, Varlet-Grancher et al. 1993) such as
red and far-red light, had no impact on the differentiation of the axillary buds born by the
primary axis, nor on their capacity to produce normal metamers in numbers similar to those
under white light. Moreover, the branching pattern along the first order shoots was not

modified by blue light. Observation of the leaves that developed on the axes of both ranks
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revealed no difference in leaf shape between the two light conditions, and no change in the
distribution of the 3-, 5- and 7-foliolate leaves along the axis. Similarly, shoot apical
meristems were as efficiently induced to flower and were able to differentiate normal and as
numerous floral organs under blue light as under white light. Even though flower initiation is
an autonomous process in Rosa (Bredmose and Hansen 1996), which does not require a
specific light regime, it is well known that in this crop, unfavorable light conditions such as
too low irradiance levels (Nell and Rasmussen 1979; Maas et al. 1995b) can cause the arrest
or the abortion of flower buds, causing blind shoots (Dambre et al., 2000).

Overall, these results indicate that unlike numerous plants, the development of which is
affected by blue light (Mortensen and Stromme 1987; Rajapakse and Kelly 1993; Brown et al.
1995; Li et al. 2000), Rosa is capable of quantitatively as well as qualitatively adjusting the
mechanisms that sustain its growth under a modified light spectrum. This reflects the strong
adaptive properties of this plant to its light environment. At the molecular level, this suggests
that in the rose, blue light can trigger all of the photomorphogenic processes induced by white
light. For example, sink activity of rose shoot apices, which was shown to be modulated by
red light (Mor et al. 1980), was likely induced by blue light in our experiments, since plant
development, which requires a sharp control of sink/source allocations, was identical under
both white and blue light conditions. This finding highlights the redundancy of the light
signaling pathways involved in photomorphogenic responses in the rose, as we have
previously suggested for bud bursting (Girault et al. 2008; 2010) and our results converge
well with the recent observations on the quintuple phytochrome mutant of Arabidospsis
thaliana where exposure to blue light could bypass several developmental arrests due to the
lack of red light photomorphogenic signals (Strasser ef al., 2010).

Our work thus confirms that blue light photoreceptors, mainly cryptochromes, phytochromes

and phototropins (Whitelam and Halliday 2007) play important roles in the regulation of
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morphogenetic responses to light quality in the rose. Their respective roles should be studied

further.
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5. Conclusion
Dans cet article, nous avons montré que la culture de jeunes rosiers sous éclairement bleu

monochromatique affecte 1’activité photosynthétique des deux cultivars de rosier étudiés :
‘Radrazz’ et ‘Old Blush’. Mais d’une maniére étonnante, la lumiére bleue monochromatique
est capable d’induire une organogenese du méristéme, une croissance des métameres et un
développement des fleurs similaires a ceux induits par un spectre lumineux complet. Le
développement normal des plantes sous une lumiére bleue monochromatique révele les fortes
propriétés d'adaptation des rosiers a leur environnement lumineux. Il indique également que
I’ensemble des processus photo-morphogénétiques nécessaires au développement végétatif et

floral de ces deux cultivars de rosier peut étre déclenché par les longueurs d'onde bleues.

Dans une stratégie d’application de conditions lumineuses spécifiques visant a moduler
I’architecture de la plante, il semble, en tout cas pour les deux cultivars de rosier étudi€s, que
le choix d’une lumiére bleue monochromatique soit a proscrire. Par contre, compte-tenu des
effets du spectre bleu sur 1’élongation des axes, mentionnés chez plusieurs especes, on peut se
demander si la suppression ou la modulation de I’intensité de la lumicre bleue dans la lumiére
d’éclairement peut permettre de modifier 1’architecture de la plante ? Cette question fait

I’objet du deuxiéme chapitre de cette these.
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1. Introduction

Dans la profession horticole, la recherche de nouvelles techniques pour réduire 1’utilisation
excessive des régulateurs de croissance, qui sont pour la plupart des produits chimiques
dangereux pour I’environnement et la santé¢ humaine, bénéficie d’un intérét considérable. Une
alternative récente qui se développe consiste en la manipulation de la qualité de la lumicre
grace a I'utilisation de filtres sélectifs. Cette technique a été d’abord utilisée pour étudier
I’effet de la lumiére rouge sur la croissance des végétaux (Mortensen et Stromme, 1987;
Rajapakse et al., 1992; Rakapakse et Kelly,1995), par la suite plusieurs travaux se sont
intéressés a 1’étude I’effet du spectre lumineux bleu. Chez chrysanthéme, les travaux de Li et
al. (2000) ont montré que ’enrichissement de la lumiére d’éclairement par des spectres de
longueur d’ondes courtes (telles que le spectre bleu) réduisait considérablement la longueur
de ces plantes. En utilisant cinq filtres qui différent par leur capacit¢ de transmission du
spectre bleu, Khattak et al. (2004) ont mis en évidence, chez le muflier (Antirrhinum majus),
que les réductions les plus importantes de hauteurs des plantes ont été observées chez les

plantes cultivées sous les filtres transmettant le plus les raies bleues.

Chez le rosier (Rosa hybrida L.), la lumiére joue un role prépondérant dans les processus
fondamentaux du développement et de la croissance. Les travaux de Girault ef al. (2008) ont
montré que contrairement aux bourgeons d’autres espéces, ceux du rosier avaient un besoin
absolu de lumiere pour débourrer. Jusqu'a présent, I’effet de la lumicre sur la croissance et le
développement du rosier a été principalement étudi¢ en termes d’intensité; avec moins de
travaux attachés a 1’étude de la qualité de la lumiére dans le sens de sa composition spectrale.
De plus, la majorité des études décrites dans la littérature ont été réalisées sur des rosiers
destinés a la production des fleurs coupées afin d’améliorer la qualité et d’augmenter la
quantité¢ de tiges florales. L’effet de la lumiére bleue sur la croissance des rosiers (Rosa
hybrida cv. Meijikatar) a ét€¢ mis en évidence en utilisant des filtres qui absorbent la lumiére
rouge alors qu’ils transmettent la lumicre bleue. Il a ainsi ét¢ montré que la lumiére transmise
au travers de ces filtres réduisait considérablement la longueur des entre-nceuds et des tiges de
rosier (Rajapakse et Kelly, 2003). Ces mémes travaux ont révélé aussi que la culture en

présence de ces filtres ne modifiait pas le nombre de fleurs produites mais leur diamétre était
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significativement réduit. Chez le rosier Rosa hybrida ‘Mercedes’ (Maas et Bakx, 1995) et
‘Meirutral (Rajapakse et al., 1999) la diminution de I’intensité¢ des raies bleues dans la

lumiére d’éclairement stimule 1’allongement des tiges.

Aucun travail n’a ét¢ mené a I’heure actuelle sur la compréhension des mécanismes
physiologiques et moléculaires responsables de 1’allongement des tiges chez le rosier. Chez
d’autres especes telles que le concombre (Cosgrove, 1988; Kigel et Cosgrove, 1991), il a été
montré que ’allongement des métameéres était dii dans un premier temps a des changements
dans I’extensibilité des parois cellulaires et non pas a des changements dans les propriétés
hydrauliques des cellules (potentiel osmotique, absorption de I’eau, turgescence). Les données
bibliographiques disponibles indiquent que I’extensibilité des parois cellulaires, est controlée
par certaines protéines qui agissent sur la structure moléculaire de la paroi cellulaire et
permettent ainsi le reldchement pariétal (Cosgrove, 2005). Il s’agit notamment des
expansines, des endotransglycosylase xyloglucane/hydrolases (XTH), des xyloglucan
endotransglycosylases (XET) et des B-glucosidases (Yokoyama et Nishitani, 2004).Dans un
second temps et a long terme, I’¢longation prolongée des tiges nécessiterait (i) une
augmentation de 1’assimilation chlorophyllienne pour fournir I’énergie nécessaire a la
synthése des constituants cellulaires et (i1) une augmentation de 1’absorption des solutés pour
compenser la perte de potentiel osmotique due a I’augmentation des volumes cellulaires. La
demande accrue pour les sucres dans les tissus en expansion peut étre satisfaite par un taux
important d’hydrolyse du saccharose ou du sorbitol en sucres simples (glucose, fructose) par
des enzymes comme la saccharose-synthase, les invertases acides pariétales et vacuolaires et
la sorbitol déshydrogénase. Chez certaines especes, 1’activité de ces enzymes est en effet

positivement corrélée au taux d’expansion cellulaire (Morris et Arthur, 1984, 1985).

L’objectif de notre étude a été de déterminer 1’effet de I'intensité de la lumicre bleue sur des
caracteres architecturaux du rosier-buisson. Pour réaliser cette étude, la croissance de plantes
de rosier a ¢été suivie depuis le stade bouture jusqu’au stade floraison des rameaux
secondaires, sous différentes intensités de lumiére bleue dans le spectre blanc. Plusieurs
caractéres morphologiques ont ét¢é mesurés dont la longueur des axes et leur diametre, le

nombre, la longueur et la masse linéaire des entre-nceuds, ainsi que les pourcentages de
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débourrement des bourgeons axillaires le long du rameau primaire. Afin d’avancer dans la
compréhension des effets de la lumiere bleue sur le développement des axes de rosiers, des
analyses physiologiques, histologiques et moléculaires ont ét¢ menées. Ainsi, 1’assimilation
chlorophyllienne des feuilles matures, leurs teneurs en pigments chlorophylliens, la
différenciation des stomates et des tissus chlorophylliens ont été¢ étudiées. De méme,
I’¢longation des cellules épidermiques ainsi que l’expression relative de génes candidats
impliqués dans I’expansion pariétale au sein des entre-nceuds ont été analysées. L’ensemble

de ces résultats est discuté en fin de chapitre.

2. Matériels et Méthodes

2.1  Matériel végétal et modalités de culture
Deux cultivars de rosiers de jardin a port buissonnant, Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out®)

et Rosa chinensis ‘Old blush’, ont été étudiés. Des boutures simple-nceud sont prélevées sur la
partie médiane de tiges des pieds meres. Ces boutures sont placées dans des mottes FERTISS
(FERTIL) sous forte hygrométrie. L’enracinement est achevé 4 a 5 semaines apres le
bouturage. Les boutures enracinées non débourrées sont ensuite transférées dans des pots de
500 ml contenant un substrat drainant (tourbe, perlite, fibre de coco (50/40/10, V/V/V))
fertilisé¢. Lorsque le bourgeon axillaire de la bouture est 1égérement gonflé, les plantes sont
alors transférées dans des enceintes (modele KBW720 avec régulation de I’intensité
lumineuse, Binder) pour [I’application des traitements lumineux jusqu’a complet
développement des axes secondaires (environ 2 mois). La floraison des axes a été caractérisée
par 3 stades reperes : (i) stade bouton floral visible (BFV) correspondant a 1’apparition du
bouton floral, (ii) stade couleur pétales visible (CPV) correspondant au stade ou les sépales
commencent a s’ouvrir et révelent ainsi le couleur des pétales et enfin (iii) stade fleur

épanouie (FE) correspondant au stade ou les étamines sont visibles.

2.2 Traitements lumineux
Soixante plantes (30 de chaque cultivar) ont été cultivées dans des chambres de croissance

sous des conditions climatiques constantes (température: 25 © C + 3; humidité relative: 80% =+

5; photopériode: 16h/24h) et irriguées avec une solution nutritive préparée a partir d'engrais
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Tableau VIII: Caractéristiques des traitements lumineux appliqués aux plants des rosiers étudiés.

Spectre lumineux complet Spectre lumineux dépourvu des raies
bleue
Energie (337-867 nm) Wm? 14.6 12.2
Flux de photons photosynthétiques (400-700nm) (umol. m2.s™) 73.7 70.4
Efficience (350-750 nm) pmol. m2.s 56.4 54.8
Flux de photons bleus (umol. m2s™) 17.4 0.11
RC/RS 600-700/700-800 6.56 6.35

Zeta 655-665/725-735 4.59 4.54
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Peter Exel (1g.I'"; pH 5,6; CE 1.77ms.cm™). Trente plantes ont été soumises 4 une lumiére
blanche contenant de la lumiére bleue (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus), produite
par des tubes fluorescents Osram Fluora L 18W/77 alors que trente autres plantes ont été
soumises a une lumiére dépourvue de raies bleues, obtenue en placant sur ces mémes tubes
fluorescents des filtres Roscolux orange. Le flux de photons photosynthétiques ainsi que
I’efficience photosynthétique ont été calculés selon la formule proposée par Sager et al.
(1988) a partir du spectre lumineux mesuré par un spectroradiometre calibré (Avantes).
L’efficience photosynthétique a été ajustée pour étre similaire entre les deux traitements

lumineux (Tab. VIII).

23 Etude des paramétres morphologiques
Les plantes ont été soumises au traitement lumineux jusqu'a la fin de croissance des axes

secondaires. A ce stade les parameétres suivants ont ét¢ mesurés:

2.3.1. Mesure de longueur des axes et des métameéres

Les longueurs finales des axes primaires, des axes secondaires ainsi que les longueurs des
métameres ont ¢ét¢ mesurées a 1’aide d’un digitaliseur (Microscribe G2LX) reli¢ a un

ordinateur de saisie.

2.3.2. Mesure des poids frais et sec des métaméres des axes primaires

Sur chaque axe, trois métameres ont été étudiés: le métamere basal portant la premiere feuille
a cinq folioles non atrophiées, le métamére apical portant la derniére feuille a cinq folioles,
ainsi que le métamere médian. Le poids frais de ces métameres a été déterminé a 1’aide d’une
balance de précision (0.1 mg) au moment de la récolte. Ces métameres ont été ensuite séchés
dans une étuve (60°C pendant 72h) puis de nouveau pesés pour déterminer leur poids sec.

Détermination de la masse linéaire séche (mg.mm’l) : Poids sec (mg)/ Longueur (mm)
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2.3.3. Mesure de poids frais et sec des racines

A la fin du traitement lumineux, les racines ont été nettoyées sous 1’eau du robinet pour
¢liminer tout le substrat puis 1’eau de surface a été¢ éliminée avec du papier absorbant. Les
poids frais et secs de ces racines ont ét¢ déterminés selon le mode opératoire utilisé pour peser

les métameres (1-3 b).

2.34. Analyse du développement floral
Les dates d’émergence des bourgeons axillaires des boutures ainsi que les dates d’apparition

des boutons floraux ont été notées afin de calculer le temps thermique nécessaire a chaque
plante pour atteindre le stade BFV. Au stade CPV, le diametre du bouton floral a été mesuré a
I’aide d’un pied a coulisse. Au stade fleur épanouie (FE), le diamétre de la fleur ainsi que le

nombre de pétales et de sépales a été mesurés ou comptés.

2.4  Suivi cinétique de I’allongement des métameres
Des boutures enracinées de Rosa chinensis ‘Old Blush’ ont été cultivées dans des chambres

de croissance, sous des conditions climatiques constantes (température: 25 © C £ 3; humidité
relative: 80% = 5; photopériode: 16h/24h) et irriguées avec une solution nutritive préparée a
partir d'engrais Peter Exel (1g.1-1 ; pH 5,6; CE 1.77ms.cm™). Elles ont été soumises & quatre
conditions d’éclairement différant par le flux de photons bleus dans la lumiére blanche: un
spectre lumineux complet contenant 17.4 pmol.m?s” de photons bleus (correspondant au
spectre des néons blancs (Mastec 36 Watt; white/33 cool)), deux spectres lumineux contenant
des quantités de photons bleus réduites (3.25 et 2.90 umol.m™.s™" de photons bleus) et un
spectre lumineux quasiment dépourvu de bleu (0.11 pmol.m™.s" de photons bleus). Ces trois
derniéres conditions d’éclairement ont été obtenues en placant sur les tubes néons blancs,
respectivement une ou deux couches de feuille Supergel 317 APRICOT (Rosco, Londres,
UK), ou une couche de feuille Supergel 15 DEEP STRAW (Rosco, Londres, UK).
L’efficience photosynthétique a été ajustée pour étre similaire entre les différents traitements

lumineux.
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Figure 16: Cinétique d’allongement d’un métamére ajusté par la méthode des moindres carrés. Les
symboles représentent les mesures réelles, les lignes sont les droites obtenues par ajustement, t marque le
début d’élongation, T est la durée d’élongation et t+T marque la fin d’élongation, LF est la longueur finale
du métamére.
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Pour chaque traitement lumineux, les cinétiques d’allongement journalier des entre-nceuds des
axes primaires de 15 plantes ont été suivies, de fagon non destructive, jusqu'a la fin de leur
croissance. Plus précisément, les longueurs des entre-nceuds ont été mesurées chaque jour a la
méme heure (10h du matin) a P'aide d’un digitaliseur (Microscribe G2LX) relié a un

ordinateur de saisie. Trois répétitions biologiques ont ¢té conduites.

Les cinétiques d’allongement ont été exprimées en fonction du temps thermique (somme des
températures journaliéres recues par les plantes) pour s’affranchir des effets sur la croissance
de températures 1égerement différentes entre répétitions ou entre modalités.
Les cinétiques d’allongement ont été analysées comme une succession de phases disjointes a
I’aide du logiciel R (figure 16). Trois phases peuvent é&tre distinguées: une phase
exponentielle, une phase d’allongement linéaire et une phase d’arrét de croissance.
L’ajustement des cinétiques a été fait par la méthode des moindres carrés d’une fonction f(x):
Soit f(x) tel que : x <t; f(x) =0

t <x<t+T ; f(x)= (x-t)/T

x>t+T ; f(x)= LF
Avec t = temps de début d’¢longation; T= temps d’¢longation; t+T = temps de fin
d’élongation ; LF = Longueur finale du métamere.

La vitesse d’¢longation (V) est calculée selon la formule : V =LF/T

2.5  Mesure de la longueur des cellules épidermiques des
métameres

La longueur des cellules épidermiques des entre-nceuds a ét€¢ mesurée grace a la technique des
empreintes cellulaires sur 15 plantes des deux cultivars ‘Radrazz’ et ‘Old blush’, cultivées en
enceintes climatiques (modele KBW720 avec conditions climatiques constantes température:
25 ° C £ 3; humidité relative: 80% =+ 5; photopériode: 16h/24h) depuis le stade bouture
enracinée. Deux conditions lumineuses ont €té étudiées: (1) une lumiere blanche contenant de
la lumiére bleue (17.4 pmol.m™s” de flux de photons bleus), produite par des tubes
fluorescents Osram Fluora L 18W/77 et (ii) une lumiére dépourvue de raies bleues obtenue en
placant sur ces mémes tubes fluorescents des filtres Roscolux orange. Trois répétitions

biologiques ont été effectuées. A la fin de I’élongation de I’axe primaire, une goutte de vernis

52






CHAPITRE Il : Effet de I’absence spectre lumineux bleu sur la photosynthese et la morphogenése chez le

rosier

a ongle a été étalé sur une surface de 1 cm? sur deux métameéres de référence: un métamére de
la zone apicale (derniére feuille a 5 folioles) et le métamere médian de la tige (métamére a 7
folioles). Une fois le vernis sec, le bord de la couche de vernis a été soulevé a 1’aide d’une
aiguille et d’une pince fine puis déposé entre lame et lamelle dans une goutte d’eau. La face
qui était en contact avec les tissus épidermiques, a été orientée vers le haut. L observation des
cellules a été réalisée a I’aide d’un microscope (Axioskop 2 plus, Zeiss, GX 20) et la longueur

des cellules (20 par métamere) a été mesurée grace au logiciel AxioVision Zeiss.

2.6  Etude anatomique et histologique des feuilles

2.6.1. Fixation et déshydratation des fragments de feuilles
Sur les rosiers cultivar ‘Old Blush’, cultivés sous spectre lumineux blanches ou sous spectre

lumineux dépourvu de raies bleues, sur 15 plantes par modalité, la derniére feuille a cinq
folioles de 1’axe primaire a été récoltée une fois sa croissance achevée. Des segments de 1 cm”
des parties médianes des folioles terminales ont été fixés 2 heures sous vide dans 2 ml de
glutaraldéhyde sur glace. Le vide a été cassé trés progressivement plusieurs fois durant les 2
heures de traitement. Apres fixation, les échantillons ont été rincés dans 3 bains successifs
d’eau distillée puis déshydratés progressivement par des bains successifs (20 min) d’éthanol

de concentrations croissantes: 50, 70, puis 95 et enfin dans 4 bains d’éthanol absolu.

2.6.2. Inclusion en résine et coupes histologiques

Les échantillons fixés et déshydratés ont été orientés et inclus dans la résine Technovit 7100
(Technovit® by Kulzer) et séchés a 37°C. Ils ont été ensuite débités en coupes transversales
de 3 um d’épaisseur a 1’aide d’un microtome automatique Leica RM 2165 puis colorés au
bleu de toluidine (0.5% M/V) pendant 1min30. Les coupes ont été observées a 1’aide d’un
microscope Olympus BH-RFC couplé a une caméra 3CCD SONY. La mesure de I’épaisseur

des tissus a été effectuée grace au logiciel Scion Image.

2.6.3. Dénombrement des stomates foliaires

L’observation des stomates sur les échantillons fixés et déshydratés a été réalisée directement,
sans autre préparation, a I’aide d’un microscope électronique a balayage MEB JEOL-JSM-
63017au SCIAM (Service Commun d’Imagerie et d’Analyse Microscopique) de 1I’Université

d’Angers. Sur chaque feuille (15 par modalité), trois segments médians ont été analysés.
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2.7  Mesure de Pactivité photosynthétique foliaire
Les mesures d’assimilation nette ont été effectuées a 1’aide d’un systeme IRGA de type

CIRAS 1-PP Systems (Combined Infra-Red Gaz Analyser de PP Systems) a la fin de la
croissance des axes primaires sur la feuille a 5 folioles la plus apicale. Les mesures ont été
enregistrées au sein des chambres de culture sous les conditions lumineuses appliquées: une
lumiére blanche contenant de la lumiére bleue (17.4 pumol.m™.s™ de flux de photons bleus),
produite par des tubes fluorescents Osram Fluora L 18W/77 et une lumiére dépourvue de

raies bleues. Les mesures ont été réalisées sur 15 plantes par traitement lumineux

2.7.1. Principe du Ciras 1-PP Systems
Le CIRAS 1-PP System est un appareil permettant des mesures de flux de CO; et de flux de

vapeur d’eau dans des conditions naturelles ou contrdlées pour le CO; et le PAR. Cet appareil
est composé d’une unité centrale pour le controle, 1’analyse et I’enregistrement des mesures et
d’une chambre d’assimilation (pince) qui permet les mesures de flux a I’échelle de la feuille
grace a des tuyaux véhiculant les flux de gaz.

Quand une feuille est placée entre les deux machoires de la pince du Ciras (les joints en
caoutchouc mousse permettent 1’étanchéité au niveau de la pince), elle se trouve dans un
volume d’air fermé dans sa partie supérieure par une fenétre transparente laissant passer la
lumiére. La feuille délimite ainsi deux chambres indépendantes, 1’une en dessous de ’autre.
L’air qui arrive est réparti entre les deux chambres. L air qui sort des chambres est réuni et
envoyé¢ a I’analyseur différentiel qui mesure la variation des concentrations en vapeur d’eau et
en CO,. Ainsi I’assimilation nette va étre calculée par unité¢ de surface foliaire grace a la
formule suivante:

An= C iy W — C o (WHE) (umol.m-z.s'l) ou C i, et C ot sont les concentrations en CO; a
I’entrée et 4 la sortie de la chambre d’assimilation (ppm), W est le flux molaire (mol.m™.s™) et
E est la transpiration de la feuille (mmol.m-2.s™).

La mesure de la concentration de ’air en vapeur d’eau est utilisée pour 1’estimation de la
transpiration et de la conductance stomatique (gs) de la feuille qui vont étre utilisées pour

calculer la concentration intercellulaire en CO».
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2.7.2. Dosage des pigments chlorophylliens.
Les feuilles utilisées pour les mesures photosynthétiques ont aussi été utilisées pour le dosage

des pigments chlorophylliens. Les teneurs en pigments chlorophylliens ont été déterminées
par spectrophotométrie. Des fragments de feuilles (0.2g) ont été placés dans 5 ml d’acétone a
80%.pendant 72 h a 4°C. La teneur en pigments a ¢été déterminée par la mesure de
I’absorbance (DO) a 646.8, 663.2, et 470.0 nm a ’aide d’un spectrophotométre (Cary 100
scan). Les teneurs en chlorophylle et en caroténoides ont été déterminées selon la formule de
Torrecillas et al. (1984).

*Chl.a (mg.g" MF) = (12.25* DOgg32) — (2.79* DO g46.5)

*Chl.b (mggMF) = (215* DO 646.8) — (51* DO 663.2)

*Chl. totale (mg.g"' MF) =7.15 DOgg32+ 18.71 DOgs6.5
* Caroténoides (mg.g” MF) = (1000DO470-1.82*chla - 85.02*chlb)/198

2.8  Analyse de I’expression de génes candidats au sein des
métameéres

2.8.1. Choix des amorces et tests d’efficacité

Une condition primordiale pour la fiabilit¢ des résultats en RT-PCR quantitative est
I’utilisation d’un couple d’amorces efficace pour 1’amplification de la séquence cible. Un tel
couple d’amorces est un couple dont le comportement permet une amplification strictement
exponentielle de la séquence d’ADN cible, au moins pendant les premicres phases de la PCR.
Pour cela, plusieurs critéres ont guidé la sélection des amorces. Elles doivent avoir une
longueur comprise entre 18 et 25 nucléotides, présenter une Tm de 64 + 1°C d’apres le calcul
du logiciel Primer Express (utilisant la méthode du plus proche voisin) et générer un fragment
de 60 a 150 pb maximum. Les couples retenus ne doivent pas pouvoir générer plusieurs
amplicons. En effet, la compétition de fixation des oligonucléotides sur différents sites
perturbe ’équilibre de la réaction, qui n’est alors plus représentative de la population du
transcrit étudié.

Afin de déterminer [I’efficacit¢ de chaque couple d’amorces, ceux-ci sont testés

expérimentalement sur une gamme d’ADNc. Cinq dilutions différentes (de 1/50 a 1/2500)
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d’ADNc sont utilisées. Les ADNc sont isolés a partir de métameres, en cours d’élongation,

prélevés sous les deux conditions lumineuses.

2.8.2. Extraction d’ARN totaux
Des boutures enracinées de Rosa chinensis ‘Old blush’, ont été cultivées en enceintes

climatiques (modele KBW720 avec conditions climatiques constantes température: 25 ° C +
3; humidité relative: 80% =+ 5, photopériode: 16h/24h) sous deux conditions lumineuses: une
lumiére blanche contenant de la lumiére bleue (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus),
produite par des tubes fluorescents Osram Fluora L 18W/77 et une lumiére dépourvue de raies
bleues obtenue en plagant sur ces mémes tubes fluorescents des filtres Roscolux orange.
L’extraction des ARN totaux (ARNtx) est réalisée sur des métameres n°4 prélevés exactement
au milieu de leur élongation finale sur des axes primaires. Le matériel végétal (~100 pg) est
broyé dans 1’azote liquide en présence de PVP40 (10% w/v) puis transféré dans un tube
Eppendorf de 2 mL. La suite de I’extraction, comprenant un traitement a la DNAse, est
réalisée grace a un kit commercial (NucleoSpin RNA Plant, Macherey-Nagel), selon les
conditions définies par le protocole du fournisseur.

Deux fractions aliquotes sont prélevées de facon a estimer d’une part la concentration en
ARNtx par spectrophotométrie (DO 260 nm, Nanodrop Technologies), et d’autre part la
qualité des ARNtx par migration sur un gel a 1,1% d’agarose. Le gel d’agarose est alors mis
en présence d’une solution de bromure d’éthidium (0.5 pg.mL™, TAE 0,5X) pendant 15
minutes puis est observé sous lumiere UV.

Afin de vérifier I’efficacité du traitement a la DNAse, une PCR sur ARNtx est réalisée. Aux
1uL d’ARNtx sont ajoutés 19ul. de mélange réactionnel (10.2uL d’eau DEPC, 1 pL de dNTP
10 mM, 1.6 pL de MgCl,, 50 mM, 1 puL d’amorce eAO1A 10 uM, 1 puL. d’amorce eAO01B 10
uM, 0.2 pL de Platinum Taq DNA polymérase (5 U.uL-1, Invitrogen)) et 4 uL de tampon
10X de la Platinum Taq DNA polymérase (Tris-HCI 200 mM pH 8.4, KCl 500 mM). Les
amorces eAOlA et eAlB sont spécifiques du gene codant le facteur d’élongation efla et
encadre un intron, ce qui permet de déceler la présence d’ADN génomique dans la préparation
d’ARN (amplification d’un fragment de 800 pb). L’amplification de cDNA produit un
fragment de 200 pb.

Les réactions de PCR sont réalisées selon le programme suivant :

-4 min a 94°C,
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Tableau IX: Séquences nucléotidiques des expansine (EXP), des Xyloglucan transglycosylases/Hydrolases
(XTH), de xyloglucan endotransglycosylase (XET), de I’aquaporine (PIP), du glucosidase hydrolase (B-
glu), du sorbitol déshydrogénase (SOD), de ’invertase acide vacuolaire (IAV) et du saccharose synthase
(SUSY) utilisées pour les RT-PCR quantitatives en temps réel.

Denomination

GenBank Sequences nucléotidiques Efficacités

Expansine

Rh EXPAI

Rh EXPA?2

Rh EXPA3

Xyloglucan

transglycosylase/Hydrolases

Rh XTHI
Rh XTH2
Rh XTH3

Rh XTH4

xyloglucan
endotransglycosylase

Rc XET

Aquaporine
Rh PIP2.1

Glucosidase hydrolase

B-glu

Sorbitol déshvdrogénase

SDH

Invertase acide vacuolaire

4V

Sucrose Synthase

SUSY

AB370116.1 ;:-TGCTGAGACCATCAAAGCTCCTC- 1.03
AB370117.1 5’-CTTCGTCACCGCCACCAACT-3’ 1.13
AB370118.1 5’-CATGGCGAGGTCGAAGTGG-3’ 1.09

AB428378.1 i‘;AAACCACTCTCTCTGTGTTGCAC} ’ 1.02
AB428379.1 5’-GGAGCTGCCATTGTTGCAGA3’ 0.93
AB428380.1 5’-GGTTGGCTATCACAAGAGCTGGA3® 0.99
AB428381.1 5’-CCTACTGGGCCTCCGACCAT-3’ 0.98

5’-CCCTGCCGAGTGCAAGAGAG3’

GU320707.1 1.22

5’-AACGAATGGTCCGACCCAGA-3’

EU572717.1 0.92

EC588220.1

5’-TTGCAGCACCTTCGAACTGG-3’

0.88

EC588220.1 p

GTGCTACTCGTCCTGGTGGCAAAGT -
3

AIROq 5 5'- GGG TCA CGG AAA TCG GTG GTT

AAA -3

0.98

SUSYROq.6

S'AAAGACCCTTCTCACTGGGACAAGA
3

0.99
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- 40 cycles de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C,

-7min a 72°C.

Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1.1%. Apres migration €lectrophorétique, le
gel d’agarose est mis en présence d’une solution de bromure d’éthidium (0.5 pg.mL™", TAE
0.5X) pendant 15 minutes puis est observé sous lumi¢re UV. L’absence d’amplification est
significative de la pureté des ARNtx.

Les expériences de RT-PCR quantitative en temps réel sont réalisées en plaques de 96 puits
recouvertes d’un film plastique transparent prévu pour la détection optique (‘Multiplate
Lowprofile 96-well PCR plates’ et ‘Microseal B adhesive seals’, Bio-Rad).

Le protocole est une PCR a 2 températures ou 1’hybridation des amorces et 1’¢longation se
font a 60°C. La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

-2 min a 50°C,

- 10 min a 95°C,

-40 cycles de 15 s a 95°C, 60 s a 60°C,

- Réalisation de la courbe de fusion: montée en température de 50°C a 98°C 4 0.1°C.s™' (avec
lecture de la fluorescence tous les 0.5°C).

A chaque fin de PCR, une courbe de fusion est réalisée afin d’évaluer la température de fusion
du produit amplifié. Cette température de fusion dépend de la taille et de la séquence du
produit amplifié ; elle permet donc de contréler la présence d’un seul amplicon.

Au moment de I’analyse des résultats, les valeurs de Ct sont utilisées apres avoir fixé le seuil
de la ligne de base a 0.05.

A la fin de la PCR, la droite Ct = f (log ‘dilution relative entre deux points de la gamme’) est
réalisée. La régression linéaire est tracée et le coefficient de corrélation calculé (0.95 <r*< 1).
La pente de la droite correspond a I’expression : pente = -1/ log (1+E).

La pente de la gamme étalon permet de déduire 1’efficacité de la PCR selon I’équation
suivante :

E =10 (-1/pente) - 1

L’efficacité est acceptable lorsqu’elle est comprise entre 0.83 et 1.10. (Tab.IX).
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2.8.3. Réverse transcription (Production d’ADNc)
Un pg de chaque préparation d’ARNtx est soumis a la réaction de reverse transcription (RT).

Un png d’ARNtx est dilué¢ dans un volume final de 10 pL puis dénaturé 5 min a 65°C. Cette
¢tape permet d’éliminer les structures secondaires des ARNm qui pourraient géner la RT.
Neuf pL de mélange réactionnel sont alors ajoutés (4 uL de tampon 5X de la Superscript I11
Reverse Transcriptase (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KC1 375 mM, MgCl, 15 mM), 1 uL de
RNAse inhibiteur (40 U.uL", Promega), 1 pL de DTT 0.1M, 1 pL de dNTP 10 mM, 1 pL
d’oligo(dT)18 (0.5 mg.mL'l) et 1 uL d’eau DEPC)). Le mélange est ensuite incubé pendant 5
min a température ambiante pour permettre 1’accrochage des oligo(dT)18 sur les ARN. Puis 1
uL de Superscript III Reverse Transcriptase (200 U.uL™, Invitrogen) est ajouté au mélange
qui est alors incubé pendant 2 h a 45°C. L’enzyme est inactivée par une incubation de 5 min a

95°C.

2.84. RT-PCR quantitative en temps réel
La RT-PCR quantitative en temps réel est une technique qui permet de mesurer 1’expression

des geénes via I’amplification spécifique du gene étudié par PCR. En utilisant la fluorescence
comme systeme rapporteur, I’augmentation de la quantit¢ d’ADN au cours de la PCR est
enregistrée au fur et a mesure du temps. Aprés la PCR, les quantités d’ADN sont comparées
dans la partie exponentielle de la courbe, moment pendant lequel I’augmentation de la
quantité d’ADN est proportionnelle a la quantité initiale de matrice.

Le dispositif expérimental disponible au laboratoire est un Chromo4 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). I est composé¢ d’un thermocycleur classique associé a un
systtme d’intégration des données de fluorescence, interfacé sur un ordinateur PC qui
controle le fonctionnement de 1’ensemble. Une diode ¢lectroluminescente produit une lumicre
monochromatique centrée a 485 nm et transmise optiquement jusqu’a la plaque de PCR. Le
SYBR® Green, fluorophore présent dans le mélange réactionnel, est excité a cette longueur
d’onde et émet une fluorescence verte a 520 nm. Le rayonnement émis est capté par une
photodiode (systeme de détection) et enregistré dans la mémoire de 1’ordinateur. Le SYBR®
Green est une molécule qui se fixe dans le petit sillon de 1’hélice de I’ADN. Son rendement
quantique de fluorescence (intensit¢é du rayonnement émis) augmente significativement

lorsqu’il est fixé a I’ADN double-brin. Ainsi, grice a cette molécule et au systéme

58






CHAPITRE Il : Effet de I’absence spectre lumineux bleu sur la photosynthese et la morphogenése chez le

rosier

d’intégration des données de fluorescence, la progression de I’amplification est suivie a
chaque cycle et en temps réel. Un puits contréle ne contenant pas d’ADN mais de 1’eau

permet de visualiser la fluorescence propre du SYBR® Green non fixé.

Principe

Le logiciel Opticon Monitor™ permet d’une part de programmer et de contrdler le
déroulement des expériences et d’autre part, de stocker les données et de les exploiter. A la fin
de la PCR, le logiciel représente graphiquement 1’augmentation de la fluorescence de chaque
puits au cours des cycles successifs. Le nombre de cycles étant placé en abscisse et le
logarithme de I’intensité de la fluorescence en ordonnée, les amplifications suivent une courbe
sigmoidale en trois phases. Pendant la premicre phase (pouvant durer de 15 a 25 cycles), la
fluorescence du puits contenant de I’ADN ne se démarque pas du bruit de fond. Puis
I’augmentation de la fluorescence passe par une phase exponentielle (deuxieéme phase, 5
cycles environ) avant de ralentir et atteindre un plateau (derniére phase). Le cycle-seuil ou Ct
(threshold cycle) correspond au cycle au cours duquel la fluorescence d’un échantillon
devient significativement différente du bruit de fond. Cette ligne de base, déterminée par
I’utilisateur apreés analyse des profils de fluorescence lors des cycles précédents la phase
exponentielle, permet de comparer toutes les amplifications lors de la phase exponentielle. 11
existe une réaction linéaire entre le nombre de copies d’un géne présent initialement dans le
puits et le cycle-seuil. Si N est le nombre de copies du geéne au cycle Ct de la PCR et NO le
nombre de copies présentes au départ dans le tube, le nombre de copies du géne au cycle Ct
peut étre exprimé par la formule :

N=N0. (1 + E).Ct ou E est I’efficacité de la PCR

Grace a cette formule, il est possible de connaitre la quantité d’ADNc pour chaque valeur de
Ct. Des comparaisons de valeurs de Ct permettent d’analyser les résultats et d’obtenir un ratio

d’expression de chaque gene d’intérét.

Conditions expérimentales

Les expériences RT-PCR quantitative en temps réel sont réalisées en plaques de 96 puits
recouvertes d’un film plastique transparent prévu pour la détection optique (‘Multiplate Low-
profile 96-well PCR plates’ et ‘Microseal B adhesive seals’, Bio-Rad). Le mélange
réactionnel contient, dans un volume final de 25 pL, 12.5 pL de iQ SYBR® Green Supermix
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2X (Tris-HC1 40 mM pH 8.4, KCI 100 mM, 0.4 mM de chaque dNTP, 50 U.mL™" d’iTaq
DNA polymérase, MgCl, 6 mM, SYBR® Green I, fluorescéine 20 nM, stabilisants), 0.75 puL
d’amorce sens 10 uM, 0.75 uL d’amorce antisens 10 uM, 6 pL. d’eau DEPC et 5 ul. d’ADNc
purifiés et dilués au 1/100°™.

Le protocole est une PCR a 2 températures ou I’hybridation des amorces et 1’élongation se
font a 60°C. La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

*2 min a 50°C,

*10 min a 95°C,

*40 cycles de 15 s a2 95°C, 60 s a 60°C,

*Réalisation de la courbe de fusion : montée en température de 50°C a 98°C a 0.1°C/s (avec
lecture de la fluorescence tous les 0.5°C).

A chaque fin de PCR, une courbe de fusion est réalisée afin d’évaluer la température de fusion
du produit amplifié. Cette température de fusion dépend de la taille et de la séquence du
produit amplifié ; elle permet donc de controler la présence d’un seul amplicon

Pour chaque condition testée, 3 répétitions techniques et 3 répétitions biologiques sont
réalisées. Au moment de 1’analyse des résultats, les valeurs de Ct sont utilisées aprés avoir

fix¢é le seuil de la ligne de base a 0.05

Analyse des résultats

La méthode choisie pour analyser les résultats de RT-PCR quantitative en temps réel est la
méthode des Delta-Delta de Ct (2*“"), mise au point par Livak et Schmittgen (2001). C’est
une méthode de quantification relative qui consiste en la comparaison directe de deux
conditions données, i.e. en la détermination du ratio de la quantité de transcrits entre deux
conditions (par exemple, le ratio de la quantité de transcrits d’un géne d’intérét juste apres
décapitation et 24 h aprés décapitation).

Cette approche nécessite la quantification en paralléle, pour chaque condition, de la quantité
de transcrits d’un géne de référence. L’expression de celui-ci ne doit pas varier entre les deux
conditions comparées. Les genes les plus souvent utilisés comme références sont des genes
dits «de ménage» comme, par exemple EF-Ia (facteur d’élongation) ou encore GAPDH
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Chez Arabidopsis thaliana, une étude menée
par Czechowski ef al. (2005) a permis la mise en évidence de plusieurs génes aux expressions

stables dans plusieurs conditions et d’établir un classement des meilleurs génes de référence.
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Tableau X: Caractéristiques morphologiques des axes primaires de rosiers, cultivars ‘Radrazz et ‘Old
blush’, cultivés sous spectre lumineux complet et spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Chaque
valeur représente la moyenne de 45 plantes (***P< 0.001 **P<0.01 * <0.05).

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’
Traitement Spectre lumineux  Spectre lumineux Spectre lumineux Spectre lumineux
lumineux complet dépourvu des raies complet dépourvu des raies
bleues bleues
- Diameétre (mm) 2.3 (£0.2) 2.5 (£0.2) 2.4 (£0.2) 2.3 (£0.2)
- Longueur des axes 186(£53) 209 (75) 143 (£39) 209 (£33) ***
(mm)
- Nombre d’entre- 11.4 (£0.8) 11.9 (+1.8) 8.7 (£1.6) 9.4 (£1.6)
nceuds
-Longueur des 16.0 (£3.4) 14.7 (+4.2) 16.7 (£2.0) 23.9 (£2.9) ***
entre- nceuds (mm)
-Masse linéaire des 2.2 (£0.6) 1.9 (£0.4) 1.2 (£0.6) 1.6 (£0.4)
métameéres apicaux
(mg.mm™)
-Masse linéaire des 2.7 (£0.9) 2.7 (£0.7) 0.9 (#0.3) 2.5 (£0.7) ***
métameres médians
(mg.mm™)
-Masse linéaire des 3.2 (£0.2) 4.5 (£0.2) 1.8 (£0.9) 4.5 (£0.9) ***

métameres basaux
(mg.mm™)
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Plusieurs de ces génes de référence ont été testés: EF-la, GAPDH, UBC (Ubiquitine-C) et
18S (sous-unité ribosomique). Un classement de ces genes a ¢été réalisé grace au logiciel
geNorm (Vandesompele et al., 2002), logiciel composé de macros Microsoft Excel permettant
de déterminer le géne de référence le plus stable parmi un ensemble de génes testés. Les deux
meilleurs génes de référence dans nos conditions sont EF-1a et GAPDH (Girault e al., 2010).
La normalisation de nos données de RT-PCR quantitative en temps réel a été réalisée avec le
gene EF-1a.

Les efficacités de chacune des réactions PCR (gene cible et géne de référence) sont prises en
compte lors de ’analyse des résultats. Les résultats présentent la moyenne de 1’expression

relative de chaque géne d’intérét + erreur standard de 3 lots différents de matériel végétal.

2.9 Analyse statistique
Le nombre de plantes utilisées dans chaque expérimentation ainsi que le nombre de

répétitions est indiqué dans la légende des figures. Les analyses statistiques entre les
traitements ont été effectuées avec le test de Student, aprés avoir vérifié la normalité¢ de la

distribution de la variable.

3. Résultats

31 Effets de ’absence du spectre bleu sur le développement
du rosier-buisson

Cette ¢tude avait pour objectif de déterminer I’effet de 1’absence du spectre bleu de la lumiére
d’éclairement sur la croissance de deux cultivars de rosiers de jardin a port buissonnant : Rosa
hybrida ‘Radrazz’ (Knock out®), et Rosa chinensis ‘Old blush’.

Nos résultats montrent que chez le cultivar ‘Old blush’, la suppression du spectre bleu dans la
lumieére d’éclairement stimule significativement 1’¢longation des axes primaires. Cette
stimulation est de I’ordre de 46% par rapport aux plantes soumises a un spectre lumineux
complet (Tab. X). L’¢longation plus importante des axes primaires en absence des raies
bleues est associée a une plus grande masse linéaire séche des métameres basaux et médians
(Tab. X).Sous les deux conditions lumineuses, les axes primaires présentent le méme nombre
de métameéres, la longueur moyenne des métaméres médians et basaux est par contre

significativement plus grande en I’absence des raies bleues (Tab. X).
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Tableau XI: Caractéristiques morphologiques des axes secondaires de rosiers, cultivars ‘Radrazz et ‘Old
blush’, cultivés sous spectre lumineux complet et spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Chaque
valeur représente la moyenne de 45 plantes (***P< 0.001 **P<0.01 * <0.05).

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’
Traitement Spectre lumineux  Spectre lumineux Spectre lumineux Spectre lumineux
lumineux complet dépourvu des raies complet dépourvu des raies
bleues bleues
- Nombre d’axes 2.0 (£0.6) 2.4 (£0.6) 3.2 (20.8) 3.8 (£0.8)
- Longueur des axes 111(£33) 95 (£29) 125 (£32) 168 (+48) **
(mm)
- Nombre des entre- 7.5 (x1.2) 7.3 (£1.0) 7.4 (£0.2) 8.2 (£0.3) *
nceuds
-Longueur des 14.7 (£3.5) 12.9 (£3.5) 16.9 (£3.2) 20.6 (£3.3) *

entre- nceuds (mm)

04 Poids sec des racines: Old blush Poids sec des racines: Radrazz
4 04 -

03 1 03 |- [
02 - '|'

01 -

Poids (g)

02

Poids (g)

Spectre lumineux complet Spectre lumineux (-bleue)

spectre lumineux complet spectre lumineux (-bleue)
Traitement lumineux

Traitement lumineux

Figure 17: Poids sec des racines de rosier, cultivars Old blush et Radrazz, cultivés sous spectre lumineux
complet et spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Chaque valeur représente la moyenne de 30
plantes. Aucune différence statistique entre les deux traitements lumineux n’a été enregistrée.
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Il est & noter qu’aucune différence de longueur n’a été observée sur les métameres apicaux
pour les deux traitements lumineux (Tab. X). La stimulation de 1’élongation des axes en
I’absence du spectre bleu est donc due uniquement a une stimulation de 1’élongation des
entre-nceuds, aucun effet significatif n’ayant été constaté sur 1’organogenése, en particulier sur

la formation des entre-nceuds.

La ramification des axes primaires n’est pas affectée chez le cultivar ‘Old blush’ par I’absence
des raies bleues. En effet, aucune différence significative n’est observée entre les deux
traitements lumineux sur le nombre d’axes secondaires produits (Tab. XI). L’élongation des
axes secondaires, comme celle des axes primaires, est stimulée en absence du spectre bleu
(+35%) (Tab. XI). Contrairement a ce qui a été observé pour les axes primaires, la plus forte
¢longation des axes secondaires est due a la fois a une élongation plus importante des entre-
nceuds qui les composent mais aussi @ une organogenese plus importante (Tab. XI). En
moyenne, prés d’un métamere supplémentaire est observé sur les axes secondaires de plantes
cultivées en 1’absence de raies bleues (Tab. XI).

De maniére étonnante, les mémes conditions d’éclairement et de culture appliquées au
cultivar ‘Radrazz’ n’induisent aucune modulation des caractéristiques morphologiques des

axes primaires et des axes secondaires chez ce cultivar (Tab. X et XI).

Chez les deux cultivars de rosiers, la suppression du spectre bleu de la lumicre d’éclairement,
ne semble pas modifier le développement racinaire. En effet, aucune différence significative
n’a été observée entre les poids secs de racines de plantes cultivées sous les deux traitements

lumineux (Fig. 17).
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Tableau XII : Développement floral et caractéristiques des fleurs de rosier, cultivars ‘Radrazz’ et ‘Old
blush’, cultivés sous spectre lumineux complet et spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Chaque
valeur représente la moyenne de 30 plantes.

Genotype ‘Radrazz’ ‘Old blush’
Traitement Spectre lumineux  Spectre lumineux Spectre lumineux Spectre lumineux
lumineux complet dépourvu des raies complet dépourvu des raies
bleues bleues
- Temps thermique 375 (£53) 372 (£67) 330 (=64) 350 (=61)
pour atteindre la
floraison (°C.J)
- Diamétre du 7.3 (£1.6) 7.6 (0.3) 7.7 (£0.5) 7.6 (£0.3)
bouton floral (mm)
- Diamétre de la 59.5 (£6.3) 59.3 (£5.2) 53.8 (£5.8) 58.7 (+£5.8)
fleur (mm)
-Nombre de pétales 10.1 (£0.6) 10.3 (£0.7) 31.4 (£2.7) 31.1 (£2.9)
-Nombre de sépales 5(£0.) 5 (£0) 5 (+0) 5 (x0)

Epiderme supérieur

Parenchyme palissadique

Parenchyme lacuneux

Epiderme inférieur

Figure 18: Observations microscopiques de coupes transversales des feuilles de rosiers, cultivar ‘Old
blush’, cultivés sous spectre lumineux complet (A) ou sous spectre lumineux -bleue (B). Grossissement x20
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De la méme maniére, et comme le montre le tableau XII, le temps thermique nécessaire pour
atteindre le stade bouton floral visible ainsi que la morphologie de la fleur (diametre du
bouton floral, diametre de la fleur épanouie et nombres moyens de pétales et de sépales par
fleur) ne sont pas modifiés, chez les deux cultivars étudiés, par la suppression du spectre bleu

de la lumiére d’éclairement.

3.2 Impact de la lumiére bleue sur ’anatomie des feuilles de
rosier.

La figure 18 représente des coupes histologiques de feuilles de rosiers ‘Old blush’ cultivés
sous spectre lumineux complet et sous spectre lumineux dépourvu des raies bleues. L’absence
du spectre bleu dans la lumiére d’éclairement modifie 1’anatomie des feuilles. En effet les
feuilles produites en I’absence de raies bleues sont plus fines, du fait en particulier d’un
développement moindre du parenchyme lacuneux et d’un épiderme supérieur (adaxial) moins

¢épais (Tab.XIII).
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Tableau XIII: Effet de la qualité de la lumiére sur I’épaisseur de différents tissus et sur le nombre de
stomates des feuilles chez le rosier, cultivar ‘Old blush’, cultivé sous spectre lumineux complet ou sous
spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Significativité des différences entre traitements lumineux : *

P<0.05.

Genotype ‘Old blush’
Traitement lumineux Spectre lumineux Spectre lumineux
complet dépourvu des raies bleues
-Epiderme supérieur (um) 4.58 (+£0.88) 3.08 (£0.96) *
-Parenchyme Palissadiques (pum) 11.38 (£0.51) 11.98 (+0.81)
- Parenchyme lacuneux (um) 12.08 (+1.44) 10.99 (£1.72) *
- Epiderme inférieur (um) 3.05 (£0.91) 2.95 (+0.98)
- Epaisseur totale des feuilles (um) 32.89 (x1.52) 28.22 (£1.81) *
- Nombre de stomate / cm® 8490 (£1251) 9157(+1531)

> o ™ 4
10 pm EMT=1500kV  VPSE G3 1.00 KX 00° 10 pm EHT=1500kV  VPSEG3 1.01KX 00°
— WD=160mm  Photo N’ = 1125 50 Pa — WD=115mm  Photo N° = 1043 70 Pa

Figure 19: Observation a ’aide d’un microscope (grossissement X 20) de la face inférieure des feuilles de
rosiers ‘Old blush’ cultivés sous spectre lumineux complet (A) ou sous spectre lumineux -bleu (B).
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Par contre, et comme le montre la figure 19 et le tableau XIII, I’absence du spectre bleu dans
la lumiére d’éclairement n’a pas d’influence sur la densité des stomates au niveau de la face

inférieure des feuilles de rosiers.

33 Impact de la lumieére bleue sur ’activité
photosynthétique des rosiers

L’¢longation plus importante des métameéres provoquée par I’absence des photons bleus dans
la lumicre d’éclairement est associée a une stimulation du taux d’assimilation
photosynthétique (A) des feuilles matures qui passe de 1.4 pmol.m™.s™ sous spectre lumineux
complet & 2.2 pmol.m™s™ en absence du spectre bleu (tab. XIV). Ceci est corrélé a des
teneurs en pigments chlorophylliens (chlorophylles et caroténoides) plus élevées en I’absence
du spectre lumineux bleu (Tab. XIV). L’absence du spectre lumineux bleue de la lumiére
d’éclairement stimule aussi la conductance stomatique au niveau des feuilles de rosier Rosa
chinensis ‘Old blush’, mais aucun effet n’a été enregistré sur la concentration intracellulaire

de CO; (Tab. XIV).
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Tableau XIV: Effet la qualité de la lumiére sur les paramétres photosynthétiques et les teneurs en

pigments chlorophylliens des feuilles de rosiers, cultivar ‘Old blush’, cultivés sous spectre lumineux

complet ou sous spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Les résultats présentés sont les moyennes de

45 plantes (£ écart-type). Significativité des différences entre traitements lumineux : ***P<0.001, **P<

0.01, * P<0.05.
Genotype ‘Old blush’
Traitement lumineux Spectre lumineux Spectre lumineux
complet dépourvu des raies bleues
Parameétres photosynthétiques
-Taux d’assimilation photosynthétique (umol m?s™) 1.40 (£0.38) 2.24 (£0.39)***
-Conductance stomatique (mmol H,O m?s™) 76.28 (£24.84) 125.13 (F25.15)***
- Concentration de CO?2 intracellulaire (umol CO, mol™) 316 (£21) 321 (£17)
Teneurs en pigments (mg g™)
- Chlorophylle a 138,52 (£13.40) 190.14 (£23.67)%**
- Chlorophylle b 75.02 (£11.33)* 61.75 (£14.20)
- chlorophylle totale 218.68 (£22.47) 258.76 (£34.85)***
- Caroténoides 46.72 (+4.70) 54.45 (£7.20) ***
o longueur finale des métaméres g:;(l, t:z::;zi Z:::
3.25 umol.m-2.s-1 bleu
o | O 17.4 pmol.m-2.s-1 bleu

40 -

30

Longueur (M)

7

7

N
NN

A 7

|

o
N
®

rang des métameéres

Figure 20: Longueur finale des métameéres des axes primaires de rosiers, cultivar ‘Old blush’, cultivés sous

différentes quantités de photons bleus dans la lumiére d’éclairement (0.11, 2.9, 3.25 et 17.4 pmol.m™.s™).

Les résultats présentés sont les moyennes de 45 plantes. Significativité des différences entre traitements

lumineux (0.11 versus 17.4 pmol.m™.s™” de photons bleus): ***P<0.001
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34 Effets de la quantité de flux de photons bleus sur
I’élongation des entre-nceuds des axes primaires du
rosier-buisson.

Une étude de dynamique de croissance a été menée sur des rosiers soumis a 4 intensités
différentes de lumiere bleue dans la lumicre blanche. Cette étude a été réalisée uniquement sur
le cultivar ‘Old blush’ puisque les résultats précédents ont montré que chez ce cultivar la
suppression du spectre bleu de la lumiére d’éclairement stimulait 1’élongation des métameres
des axes primaires et par conséquent accroissait la longueur finale des axes d’ordre primaire
seulement sur ce cultivar. Quatre intensités de flux de photons bleus dans la lumicre
d’éclairement ont été testées: 0.11, 2.9, 3.25 et 17.4 pmol.m’z.s'l. Les intensités extrémes
(0.11 et 17.4) étant celles utilisées dans les expériences précédentes. Comme le montre la
figure 20, la stimulation de I’élongation des métameéres est d’autant plus forte que la quantité
de photons bleus recus par la plante est faible. Cette réponse concerne essentiellement les
métameres basaux et médians (3 a 5). Cette réponse est rapidement saturée puisque sous
I’intensité 2.9 umol. m™.s™ de photons bleus, on n’observe plus d’accroissement par rapport a
la lumiére blanche qui contient 17.4 pmol. m™2.s™. Pour les métaméres plus distaux, aucun
effet significatif de la diminution du flux de photons bleus sur leur élongation n’a été

enregistré (Fig. 20).
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Figure 21: Temps thermique nécessaire pour I’élongation des métameéres des axes primaires de rosiers,
cultivar ‘Old blush’, cultivés sous différentes quantités de photons bleus dans la lumiére.d’éclairement
(0.11, 2.9, 3.25 et 17.4 pmol. m™.s™). Les résultats présentés sont les moyennes de 45 plantes. Significativité
des différences entre traitements lumineux (0.11 versus 17.4 pmol.m™.s™ de photons bleus):: **P< 0.01, *
P<0.05
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Figure 22: Vitesse d’élongation des métaméres des axes primaires de rosiers, cultivar ‘Old blush’, cultivés
sous différentes quantités de photons bleus dans la lumiére d’éclairement (0.11, 2.9, 3.25 et 17.4 pmol. m’
2sT). Les résultats présentés sont les moyennes de 45 plantes. Significativité des différences entre

traitements lumineux (0.11 versus 17.4 pmol.m™s' de photons bleus):: ***P< 0.001, * P<0.05.
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Le temps thermique nécessaire a 1’élongation des métameres est réduit lorsqu’on diminue
I’intensité de la lumiére bleue dans la lumicre d’éclairement (Fig. 21). Cet effet est plus
marqué au niveau des métameres médians (5 a 7) (Fig. 21). L’analyse des cinétiques et
I’ajustement des courbes par la méthode des moindres carrés a permis de calculer une vitesse
moyenne d’allongement pour chaque métamere. La figure 22 montre que la vitesse
d’élongation des métameres 5 a 7 est effectivement significativement plus élevée lorsque

I’intensité de la lumiére bleue est réduite.
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Figure 23 : Observation au microscope optique des cellules de la zone médiane (métamére n°4) de I’axe

primaire de rosier, de cultivar ‘Old Blush’, cultivé en ’absence de raies bleues (A) et sous spectre

lumineux complet (B). Grossissement x 20.
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Figure 24: Longueur (um) des cellules de la zone basale (métamére n°3) et de la zone médiane (métamére

n°4) des axes primaires de rosiers, cultivar ‘Old blush’, cultivés sous spectre lumineux complet et sous

spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Chaque valeur représente la moyenne de 30 plantes.

Significativité des différences entre traitements lumineux : ***P< 0.001, * P<0.05.
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Figure 25: Activité transcriptionnelle du géne codant pour la sorbitol déshydrogénase et pour la B-

glucosidase au niveau du métameére n°4 de rosiers ‘Old blush’ cultivés sous spectre lumineux complet et

sous spectre lumineux dépourvu de raies bleues. Significativité des différences entre traitements

lumineux : **P<0.01.
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35 Impact de la lumiére bleue sur I’élongation cellulaire des
entre-nceuds

L’observation des empreintes cellulaires des entre-nceuds des axes primaires du cultivar ‘Old
Blush’ montre que la suppression du spectre bleu de la lumiére d’éclairement stimule
significativement 1’¢longation des cellules épidermiques des entre-nceuds basaux et médians
Cette stimulation est de I’ordre de 20% dans la zone médiane et de 12 % dans la zone basale

par rapport aux cellules des plantes soumises a un spectre lumineux complet (Fig. 23 et 24).

3.6 Impact de la lumiére bleue sur ’activité
transcriptionnelle de génes candidats

Pour mieux comprendre I’effet de la lumiére bleue sur 1’¢longation des métameres, nous
avons ¢étudié I’expression de genes potentiellement impliqués dans 1’¢longation cellulaire.
L’activité transcriptionnelle des genes présentés dans le tableau IX, dont les séquences de
rosier étaient disponibles dans les banques de données publiques, a ét¢ mesurée par PCR
quantitative en temps réel au cours de 1’¢longation des métameres n°® 4, des plantes cultivées
sous lumiére blanche (17.4 pmol.m™.s™ de photons bleus) ou sous lumiére blanche dépourvue
de raies bleues (0.11 pmol.m™.s" de photons bleus). Les expressions ont été normalisées en
prenant le facteur EF-1o, comme geéne de référence. Les résultats sont présentés sous forme
d’expression relative par rapport a la condition de culture sous lumiére blanche. Nos résultats
montrent que 1’absence de raies bleues dans la lumicre d’éclairement stimule 1’expression de

la B-glucosidase et de la sorbitol déshydrogénase de maniere tres forte (Fig.25),
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Figure 26 : Activité transcriptionnelle des génes codant pour I’Invertase acide vacuolaire (Rh IAV) et le
xyloglucan endotransglycosylase (RC XET) au niveau des métaméres n°4 de rosiers ‘Old blush’ cultivés
sous spectre lumineux complet et sous spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Significativité des
différences entre traitements lumineux : **P< 0.01.

Expression relative des expansines
14 4
121 Rh EXPA1 Rh EXPA2
1+ Rh EXPA3
z
=0.8 4
St
=
2
2 0.6 4
@
bl
=%
]
=04 4
0.2
0
Spectre lumineux complet Spectre lumineux (-bleue) Spectre lumineux (-bleue) Spectre lumineux (-bleue)
Traitement lumineux

Figure 28 : Activité transcriptionnelle de génes codant pour I’expansine (Rh EXPA1, Rh EXPA2et Rh
EXPA3) au niveau des métameres n°4 de rosiers Old blush cultivés sous spectre lumineux complet et sous
spectre lumineux dépourvu des raies bleues.
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alors que les expressions des Xyloglucan Endotransglycosylase/Hydrolases (XET) et de
I’invertase Acide vacuolaire sont réprimées dans cette méme condition (Fig.26). L absence de
lumiére bleue dans la lumiére d’éclairement n’affecte par contre pas I’expression des
expansines (Rh EXPAI, Rh EXPA2 et Rh EXPA3) (Fig.27) des Xyloglucan
transglycosylase/Hydrolases (Rh XTH1, Rh XTH2, Rh XTH3 et Rh XTH4) (Fig.28) et de
I’aquaporine (RhPIP2.1). (Fig. 29).
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Figure 29 : Activité transcriptionnelle des génes codant pour des Xyloglucans
transglycosylases/Hydrolases (Rh XTH1, Rh XTH2, Rh XTH3 et Rh XTH4) au niveau des métaméres n° 4
de rosiers ‘Old blush’ cultivés sous spectre lumineux complet et sous spectre lumineux dépourvu des raies

bleues. Aucun effet significatif du traitement lumineux au seuil P<0.05.
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Figure 29 : Activité transcriptionnelle des génes codant pour une aquaporine (Rh PIP2.1) et la saccharose
Synthase (RhSUSY) au niveau des métameéres n°4 de rosiers ‘Old blush’ cultivés sous spectre lumineux

complet et sous spectre lumineux dépourvu des raies bleues.
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4. Discussion

Nos travaux ont montré que chez le rosier du jardin cultivar ‘Old blush’, la diminution de
I’intensité du spectre bleu dans la lumiére d’éclairement stimule 1’¢longation des axes
principaux. Cela avait été aussi observé chez les rosiers a fleur coupée Rosa hybrida
‘Mercedes’et Rosa hybrida ‘Meijikatar’ (Maas et Bakx, 1995), la pomme de terre (Yorio et
al., 1995), la laitue (Wheeler ef al., 1994), le soja (Dougher et al., 1997) et le haricot (Maas et
al., 1995a). De telles ¢élongations de tige ont aussi été observées sous conditions d’ombrage
artificiel (Morgan et al., 1983, Warrington et al., 1988). L’¢élongation des plantes sous des
conditions lumineuses appauvries du spectre bleu pourrait-elle étre alors considérée comme
un syndrome d’évitement de 1’ombre?

Une telle stimulation de croissance pourrait étre due a une stimulation de la croissance
racinaire comme cela a été observé chez le riz (Ohno et Fujiwara, 1967) mais nous avons pu
montrer que I’absence de raies bleues ne modifiait pas la masse racinaire, ce qui semble
exclure cette hypothése. Notre étude a permis de mettre en évidence que la plus forte
¢longation des axes primaires en [’absence de raies bleues est due uniquement a une plus forte
croissance des métameres qui les composent. Les informations concernant les mécanismes de
I’inhibition rapide de 1’¢longation des tiges par la lumicre bleue sont encore rares, mais
Cosgrove et Green (1981) ont montré que les tiges de plantules de concombre cultivé en
présence de lumiére bleue deviennent plus rigides et que cette rigidit¢ est due a

I’augmentation de la pression de turgescence au niveau des cellules de I’hypocotyle.

I1 est aussi intéressant de noter qu’au début du traitement lumineux les métameres basaux sont
sensibles a la lumiére bleue alors que cette sensibilité diminue au cours de la croissance des
plantes puisque I’¢longation des métaméres apicaux n’est pas stimulée par 1’absence du
spectre bleu dans la lumiere d’éclairement. Ce résultat pourrait étre expliqué par 1’adaptation
rapide des plantes a leur environnement lumineux au cours de leur croissance. En effet, les
métameres basaux qui se sont formés en premier ont été sensibles a la lumicre bleue alors que
les entre-nceuds distaux qui se sont formés en dernier ne I’étaient pas. Chez le concombre, la

réponse a la lumicre bleue est méme plus rapide que chez le rosier, puisque 5 min
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d’éclairement avec une lumiere riche en spectre bleu sont suffisantes pour inhiber la
croissance des tiges mais au dela les plantes retrouvent leur croissance normale (Cosgrove,
1980)

Nos résultats ont révélé aussi que I’absence du spectre bleue stimulait 1’¢longation des axes
secondaires chez le rosier ‘Old blush’ en partie par I’augmentation du nombre des métameres.
Ceci suggere que sous cette condition d’éclairement, 1’activité organogénique du méristéme

apical des bourgeons axillaires est stimulée au sein des bourgeons.

La stimulation de la croissance des axes du rosier cultivar ‘Old Blush’ en 1’absence de la
lumicre bleue dans la lumicre d’éclairement pourrait étre liée en partie a I’augmentation trés
forte (64 %) de 1’assimilation photosynthétique que nous avons mesurée dans cette condition.
Une telle augmentation de 1’activité photosynthétique des plantes lorsque I’intensité¢ de la
lumiére bleue diminue a été rapportée précédemment chez d’autres végétaux comme le radis
(Raphanus sativus L. cv. Cherriette), la laitue (Lactuca sativa L. cv. Waldmann’s Green) et
I’épinard (Spinacea oleracea L. cv. Nordic 1V) (Yorio et al, 2001) et confirme nos
observations précédentes sur la sensibilité des rosiers a cette qualit¢ de lumiére puisque
lorsqu’ils sont soumis a un éclairement exclusivement de lumiére bleue, une forte diminution
de I’assimilation chlorophyllienne est en effet mesurée (Abidi et al., 2012)

Nos analyses des tissus foliaires de feuilles matures de rosier suggerent que la diminution de
I’éclairement bleu agit sur différents facteurs pouvant contribuer a l’augmentation de
I’assimilation chlorophyllienne: une augmentation des teneurs en pigments chlorophylliens et
en caroténoides, une augmentation de la conductance stomatique, une diminution de
I’épaisseur des feuilles, en particulier de I’épiderme supérieur et du parenchyme
chlorophyllien lacuneux. L’augmentation des teneurs en pigments chlorophylliens pourrait
étre en partie le résultat d’une densité plus €levée des cellules chlorophylliennes au sein de la
feuille du fait de la diminution des lacunes du parenchyme lacuneux. Ces résultats sont en
accord avec ceux de McMahon et Kelly (1995) qui ont mis en évidence que, chez le
chrysanthéme, 1’utilisation des filtres pour réduire I’intensit¢ de la lumicre bleue et
ultraviolette diminue les espaces intracellulaires au niveau du mésophylle (parenchyme
lacuneux). La diminution de I’épaisseur de I’épiderme supérieur pourrait aussi contribuer a

une meilleure captation de la lumicre par les cellules chlorophylliennes sous-jacentes. La
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réduction de la photosynthése en présence de spectre bleu pourrait aussi étre due au
mouvement des chloroplastes (Loreto et al., 2009). En effet, les travaux de Wada et al. (2003)
ont mis en évidence que les phototropines, qui sont responsables du mouvement des
chloroplastes, sont activées par la lumicre bleue. La réponse d’évitement des chloroplastes
induite par la lumicre bleue affecte la conductance du mésophylle et par la suite le transfert de
CO; des espaces intracellulaires vers les chloroplastes (Evans et Loreto, 2000).

Bien que la densité des stomates n’ait pas été modifiée par la diminution de la quantité de
photons bleus dans la lumiére d’éclairement, la conductance stomatique a €té stimulée. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Barriot et al. (2010) qui montrent que la diminution de
la lumiére bleue provoque d’abord une baisse considérable et instantanée de la conductance
stomatique chez Festuca arundinacea , suivie ensuite de son augmentation progressive 20
min aprés le début du traitement lumineux. Cette réaction s’accompagne aussi d’une
augmentation de l’ouverture des stomates résultant, comme chez le rosier, en une
augmentation de I’assimilation chlorophyllienne.

La plus forte croissance des axes de rosiers sous moindre intensité¢ de lumicre bleue pourrait
aussi étre due a un impact sur 1’extensibilité des parois cellulaires et donc sur I’élongation des
cellules des tiges. En effet, notre étude a 1’échelle cellulaire, par la technique des empreintes,
nous a permis de montrer que les cellules épidermiques des plantes soumises a une intensité
de bleu réduite s’allongeaient significativement plus que les cellules sous condition témoin.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Cosgrove (1980) qui montre que la lumiére bleue
induit un effet dépressif sur 1’¢élongation des cellules de 1’hypocotyle chez le concombre.
Cette diminution de I’élongation cellulaire est due a une diminution de 1’extensibilité de la
paroi cellulaire provoquée par ’action des photorécepteurs de la lumicre bleue (Cosgrove,
1980). L’¢longation des tiges exige des changements accrus de 1’extensibilité de la paroi
cellulaire (Cosgrove, 2005). Ces changements sont rendus possibles surtout grace a 1’activité
des expansines, endotransglycosylase xyloglucane/hydrolases (XTH), xyloglucan
endotransglycosylases (XET) et B-glucosidases (Yokoyama et Nishitani, 2004). Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence I’existence d’une forte corrélation entre I’¢longation des tiges et
I’activité transcriptionnelle des geénes codant ces protéines (Cosgrove, 2000, Fry et al., 1992;
Rose et al., 2002). Cependant, les études portant sur la régulation de I’élongation cellulaire

via le contréle de I’activité de ces protéines ou de leurs geénes en réponse a des signaux
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lumineux sont rares. Notre étude moléculaire a mis en évidence que l’augmentation de
I’extensibilité des parois cellulaires en 1’absence de raies bleues est corrélée a I’activité
transcriptionnelle du géne codant la B-glucosidase. En effet, une trés forte (25 fois plus qu’en
lumiere blanche) accumulation de transcrits de ce géne est observée en absence des raies
bleues. Ceci suggere un fort photo-controle exercé sur la transcription de ce géne et une action
plus particuliere des mécanismes de signalisation de la lumiére bleue sur I’activation du
promoteur de ce géne. S’agit-il d’une plus forte stimulation ou d’une moindre répression de la
transcription en 1’absence de lumicre bleue ? Une étude des boites de régulation par la lumiére
au sein de ce promoteur sera nécessaire pour conclure.

Notre étude moléculaire montre aussi que le controle de la croissance des axes de rosiers par
la lumiére bleue est corrélé a I’activité transcriptionnelle des geénes codant pour la sorbitol
déshydrogénase (SDH) qui est stimulée (x3) par I’absence de raies bleues Nos travaux
précédents sur le photo-contrdle du débourrement avaient déja montré un fort photo-controle
de P’activité de ce gene dans les bourgeons (Girault et al., 2010), avec en particulier, une forte
stimulation (x9) de sa transcription par 1’obscurité et une capacit¢ de la lumiére bleue
monochromatique a induire seule sa transcription. Il apparait donc bien que 1’activité
transcriptionnelle du geéne codant la SDH est régulée par la lumiere bleue et plus
particulierement de manicre négative puisque la diminution de I’intensité de lumiére bleue
voir sa suppression totale provoque une accumulation plus importante de transcripts. Chez les
rosacées, le sorbitol représente le produit majeur de la photosynthése (Beileski, 1982) et la
sorbitol-déshydrogenase, qui est accumulée dans les organes puits, est la principale enzyme
oxydant le sorbitol fournissant le carbone nécessaire a la croissance (Lo Bianco et al., 1999).
I1 semble donc que la plus forte élongation des axes en 1’absence de lumiére bleue puisse étre
corrélée a la plus forte activité transcriptionnelle du géne codant la SDH se traduisant par une
plus forte dégradation du sorbitol en sucres simples (fructose) permettant une croissance
cellulaire accrue.

En I’absence de raies bleues, 1’accumulation de transcripts du géne codant I’Invertase acide
vacuolaire (AIV) est moindre qu’en culture sous lumiére blanche. . Une situation comparable
a été observée dans le cas des bourgeons exposés a 1I’obscurité (Girault et al., 2010), a savoir
une diminution de I’activité transcriptionnelle du gene codant I’AIV et une stimulation de

celle du géne codant la SDH, situation observée pour les entre-nceuds de tiges de rosiers
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soumis a une absence de lumiére bleue. Il semblerait donc que le métabolisme glucidique du
rosier soit fortement sensible aux conditions de lumiére et s’adapte en fonction de celles-ci en
favorisant soit la voie de dégradation du saccharose via I’AIV, soit celle du sorbitol via la
SDH.

L’¢longation des métameres en absence du spectre lumineux bleu ne semble pas étre régulée
par I’activité¢ des expansines (RhEXPA1, RhEXPA2, RhEXPA3), des endotransglycosylase
xyloglucane/hydrolases (RhXTHI1, RhXTH2, RhXTH3, RhXTH4), de la xyloglucan
endotransglycosylase (Rc XET) et de I’aquaporine (RhPIP2.1). En effet, aucune différence
significative de 1’activité transcriptionnelle de ces geénes n’a été enregistrée entre les plantes
cultivées sous un spectre lumineux complet et un spectre lumineux dépourvu des raies bleues.
Ceci laisse suggérer que I’activité des génes codant ces protéines n’est pas régulée par la
lumicére bleue. Ces résultats peuvent peut-étre aussi étre expliqués par le fait que les
expansines, les endotransglycosylases xyloglucanes/hydrolases, les xyloglucans
endotransglycosylases et les aquaporines forment des familles multi-géniques, dont les
membres peuvent avoir des activités redondantes ou spécifiques. Il est ainsi possible que
d’autres isoformes que celles que nous avons testées soient régulées par la lumicre bleue. Leur
séquengage permettra de tester cette hypothése. Toutefois, d’autres travaux ont aussi montré
une absence de corrélation positive entre 1’activité de ces geénes et le taux d’élongation
cellulaire. Par exemple, chez la tomate, Caderas et al. (2000) ont mis en évidence qu’il n’y a
aucune corrélation entre le taux d’expression de I’expansine (EXPAL1) et le taux de croissance
des tiges. De méme chez Arabidopsis, il a ét€ montré qu’il n’existe pas de corrélation positive
entre le taux d’expression de 1’expanine et le taux d’allongement (Jiao et al., 2007). Pritchard
et al. (1993), Palmer et Davies (1996) et Sasidharan et al. (2008) ont mis en évidence qu’il
n’y a pas de corrélation entre 1’expression de I’XTH] et la croissance chez Arabidopsis.

Grace a cette ¢tude, nous avons mis en exergue 1’effet de la lumiere bleue sur la croissance et
le développement du rosier. En effet nous avons montré que I’absence de la lumicre bleue
dans la lumiére d’éclairement stimulait 1’élongation des tiges au travers de différents
processus physiologiques : stimulation de la photosynthése, source principale d’énergie et
stimulation de 1’activité transcriptionnelle de certains geénes responsables de I’élongation des

cellules.
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Nos conditions de culture avec un éclairement appauvri en spectre bleu sont prohces de
conditions naturelles d’ombrage pour lesquelles les modifications spectrales consistent non
seulement a une diminution du rapport Rc/Rs mais aussi a une diminution considérable de
I’intensité de lumiére bleue (Franklin et Whitelam, 2005; Vandenbussche et al., 2005;
Franklin, 2008). Lors de la compétition pour la lumiere entre plantes en culture dense, les
plantes développent une réponse a I’évitement de I’ombre portée par ses concurrentes, en
produisant des tiges et des pétioles plus longs permettant d’amener les organes
photosynthétiques au-dessus de la canopée (Ballaré 2009). Dans cette réponse, le premier
signal qui a été identifi¢ et considéré longtemps comme le signal prédominant est la réduction
du rapport Rc/Rs dans la lumiére, due a 1’absorption du Rc par les plantes avoisinantes, et
percue par les phytochromes B (Smith, 2000). Plus récemment, le role-signal de I’intensité de
la lumiere bleue (B) ainsi que de la concentration en éthyléne dans cette réponse a été
démontré chez le tabac (Pierik et al ; 2004). La transduction des signaux lumineux (Rc/Rs, B)
conduit chez la stellaire a 1’augmentation de ’extensibilit¢ des parois cellulaires via le
contrle de la transcription de geénes d’expansines (Sasidharan et al., 2008). Chez
Arabidopsis, 1’¢longation accrue des hypocotyles de plantules en conditions d’évitement de
I’ombre est causée par la perception de la réduction de I’intensité de la lumiére bleue. Celle-ci
provoque la surexpression de deux groupes de génes codant des XTHs, via la stimulation
simultanée de la voie de signalisation des auxines contrdlant I'un des groupes, et de celle des

brassinostéroides contrélant I’autre groupe (Keuskamp et al., 2011).

La réaction de nos rosiers a la diminution de bleue peut étre considérée, a la fois, comme une
réaction d’évitement et de tolérance aux conditions d’ombrage. En effet, la diminution de
I’intensité de la lumiére bleue stimule (i) la synthése de chlorophylles et la photosynthése : il
s’agit d’une réponse de tolérance (Evan et al., 2001), et (ii) la croissance et I’allongement des
axes pour maximiser la capture de 1’énergie par les feuilles (Ballaré, 1999): il s’agit d’une
réponse d’évitement. Chez les dicotylédones, I’allongement des tiges sous ces conditions
d’ombrage est souvent accompagné de réductions de la surface foliaire, de la ramification et
de la production de biomasse (Ballaré, 1999; Morelli et Ruberti, 2000). Ces réponses n’ont

pas été observées chez le rosier ce qui valide I’hypothése de la forte adaptation des rosiers a
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leur environnement lumineux que nous avons formulée précédemment concernant la réaction

a la lumieére monochromatique (Abidi et al., 2012).
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1. Introduction
Les plantes utilisent la lumiere non seulement comme une source d’énergie pour la

photosynthése, mais aussi comme un signal pour moduler leur croissance et leur
développement. En effet, la croissance des plantes est fortement affectée par la composition
spectrale de la lumicre a laquelle elles sont exposées. Ainsi, 1’¢longation des tiges est-elle
fortement influencée par le rapport Rouge clair/ Rouge sombre (Rc/Rs) et I'intensité de la
lumiere bleue (B) dans la lumiere incidente (Mortensen et Stromme, 1987; Kigel et Cosgrove,
1991, Smith, 2000 ; Pierik et al ; 2004 ; Keuskamp et al., 2011). En effet sous une culture
dense, la lumiére transmise a travers le couvert végétal est riche en lumiere rouge sombre (Rs)
alors qu’elle est pauvre en lumiére rouge clair (Rc) et en lumicre bleue (B). L’allongement
des tiges qui est observé dans ce syndrome d’évitement de I’ombre et qui vise a maximiser la
capture d’énergie en apportant les feuilles au plus prés de la lumiére, constitue 1’une des

principales réponses a ces conditions d’éclairement (Ballaré, 2009).

Plusieurs études portant soit sur le phénomene de dé-étiolement de 1’hypocotyle lors de la
transition obscurité-lumiere au moment de la levée, soit sur le phénomeéne d’évitement de
I’ombre ont mis évidence que la photo-modulation de I’élongation des axes est controlée a la
fois par les phytochromes et les photorécepteurs de la lumicre bleue (Thomas et Dickinson,
1979 ; Kigel et Cosgrove, 1991; Tepperman et al., 2001; 2004 ; Weller et al. 2001 ; Platten et
al., 2005 ; de Lucas et al., 2008 ; Jang et al., 2010).

Dans nos expériences sur le rosier, nous avons constaté que 1’absence de spectre bleu dans la
lumiére incidente induisait une stimulation de 1I’¢longation des axes primaires. Ce phénomene
peut-il s’apparenter a la réponse a la diminution de lumiére bleue observée dans le syndrome
de I’évitement de I’ombre ? Peut-on aller plus loin dans la compréhension de ce phénoméene
en étudiant notamment quels photorécepteurs et génes participent a cette réponse ?

Répondre a ces questions chez le rosier est a I’heure actuelle difficile du fait de I’absence de
mutants de photorécepteurs chez ce genre, d’'un manque d’information sur les séquences
géniques des photorécepteurs et de la difficulté a manipuler génétiquement le rosier. Aussi,
nous avons mené cette étude chez le pois (Pisum sativum, Fabacées, cultivar ‘Torsdag’). En

effet, nos travaux précédents ont démontré chez cette espece, une méme exigence de lumiére
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pour le débourrement des bourgeons que chez le rosier (Girault et al., 2008). De plus, des
mutants de photorécepteurs de pois, dont nous avons pu obtenir des graines, ont été
parfaitement décrits dans la littérature (Weller et al., 1997). Enfin, une sensibilité¢ du
développement des axes caulinaires a la lumiére bleue a été rapportée chez cette espéce. Plus
précisément, une inhibition d’élongation du troisiéme entre-nceud de [’épicotyle a été
observée apreés un pulse de 30 secondes de lumiére bleue chez le cultivar de pois Pisum
sativum ‘Alaska’ (Laskowski et Briggs, 1988). De plus, par 1’é¢tude des mutants de
photorécepteurs du cultivar ‘Tordag’ de pois, Platten et al. (2005) ont pu préciser le role des
photorécepteurs dans la réponse des hypocotyles et des tiges de plantes adultes a la lumicre
bleue monochromatique. Il s’avere ainsi que chez le pois, les trois photorécepteurs PHYA,
PHYB et CRY1 participent a la perception de la lumiére bleue entrainant la répression de
I’¢longation de I’hypocotyle. Ils agissent tous trois sous forte irradiance de bleue (4 a 20 uE)
alors que PHY A est aussi capable de percevoir et d’entrainer une photo-réaction sous faible
(0.2 a 2 uE) irradiance de bleue (Platten et al., 2005). Sur plante adulte, CRY1 et PHYA
jouent des roles antagonistes dans lesquels PHYA promeut 1’¢longation des entre-noeuds
alors que CRY1 Ia réprime. Toutefois, 1’action de CRY1 n’est observé que chez le double
mutant PHYACRY1 et pas chez le simple mutant CRY/ (Weller et al ;, 2001 ; Platten et al.,
2005).

Pour établir un parallele entre la réponse du rosier et du pois a I’absence de raies bleues dans
la lumiere blanche incidente, une étude préalable a été menée pour étudier la réaction des
entre-nceuds de pois a ces conditions d’éclairement. Dans un deuxi¢me temps, I’allongement
des entre-nceuds de pois a été mesuré et comparé chez les mutants phyA, phyB et cryl de pois,
sous spectre lumineux complet et sous spectre dépourvu de raies bleues, afin d’identifier les
photorécepteurs impliqués dans cette réponse. Enfin, 1’expression relative de deux geénes
participant a 1’expansion cellulaire : PSEXGT1 et PsAIV a été mesurée afin d’analyser
I’impact des raies bleues sur leur expression ainsi que le role potentiel des photorécepteurs

PHYA, PHYB et CRY1 dans leur photo-régulation.

2.  Matériel et Méthodes
2.1 Matériel végétal et modalités de culture
Tous les mutants de pois utilisés dérivent du génotype sauvage Pisum sativum L. cv Torsdag.
Les mutants phyA, phyB et cryl ont été décrits par Weller et al. (1997; 2001) et Platten et al.

(2005) et obtenus aupres de ces auteurs. Les graines ont été semées dans des pots de 500 ml
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contenant un substrat drainant (tourbe, perlite, fibre de coco (50/40/10, v/v/v)) et transférées
dans des enceintes (modele KBW720 avec régulation de I’intensité lumineuse, Binder). Le
traitement lumineux a été appliqué depuis le semis jusqu’au stade de floraison de 1’axe

primaire.

2.2 Traitements lumineux

Pour chaque génotype, 20 plantes ont été soumises a une lumiére blanche contenant de la
lumiére bleue (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus), produite par des tubes fluorescents
Osram Fluora L 18W/77 alors que 20 autres plantes ont été soumises a une lumicre dépourvue
de raies bleues obtenue en placant des filtres Roscolux orange sur les mémes tubes
fluorescents Osram Fluora L 18W/77. Le flux de photons photosynthétiques ainsi que
I’efficience photosynthétique ont été calculés selon la formule proposée par Sager et al.
(1988) a partir du spectre lumineux mesuré par un spectroradiometre calibré (Avantes). Les
caractéristiques des traitements lumineux sont similaires a celles utilisées dans le chapitre n°2
consacré aux rosiers.

23 Etude de la photo-modulation de la croissance des axes
chez le pois

Les plantes ont été soumises aux traitements lumineux jusqu'a la floraison des axes primaires.

A ce stade, les parameétres suivants ont été¢ mesurés :

2.3.1.  Longueur des axes et des métameéres
Les axes primaires entiers de pois, ainsi que les longueurs individuelles des métameéres basaux

n°l (le plus proximal) a 6 ont été mesurés a I’aide d’un digitaliseur (Microscribe G2LX) relié

a un ordinateur de saisie.

23.2.  Poids frais et sec des métameres des axes primaires
Chaque entre-nceud a été pesé au moment de la récolte pour déterminer son poids frais puis

mis a sécher dans une étuve (60°C pendant 72h) avant d’étre a nouveau pesé pour déterminer
son poids sec. La méme opération a été¢ conduite sur les feuilles mais en regroupant

I’ensemble des feuilles d’une méme plante.

23.3.  Longueur des cellules épidermiques
Cing entre-nceuds n°4 en fin d’expansion ont été prélevés sur des plantes différentes puis fixés

immédiatement dans une solution de glutaraldéhyde (mélange au 1/6 de glutaraldéhyde a 4%

dans du tampon phosphate (200 mM ) pH 7.2. Aprés fixation, les fragments tissulaires ont été
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stockés dans le méme tampon phosphate jusqu'a l'observation. Afin d’éliminer une grande
partie de cires a la surface des tissus, un traitement a I'éthanol 80% pendant 2 a 3 heures avant
l'observation a été nécessaire. Les entre-nceuds, trop longs pour une observation directe, ont
€té coupés en trois parties et les parties observées a 1’aide d’un microscope ¢€lectronique a
balayage environnemental (Carl Zeiss Evo LS10). Les mesures ont été effectuées avec une
tension d'accélération de 20KeV a une pression de 670Pa en maintenant 98% d'humidité dans
la chambre. Les images enti¢res des cellules ont été reconstruites a 1’aide du logiciel GIMP2
(version 2.8.0) et les mesures de longueur ont été effectuées par le logiciel Image J (version

1.43).

2.4  Analyse de D’expression de génes au sein de métaméres
de pois

Des plantes sauvages et des mutants phyA, phyB et cryl ont été cultivés sous lumicre blanche
contenant de la lumiére bleue (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus), produite par des
tubes fluorescents Osram Fluora L 18W/77 ainsi que sous une lumiére dépourvue de raies
bleues obtenue en plagant des filtres Roscolux orange sur les mémes tubes fluorescents Osram
Fluora L 18W/77. Les métaméres n°4 ont été prélevés en cours d’expansion, alors qu’ils

atteignaient la moitié¢ de la longueur finale attendue et déterminée dans la partie précédente.

Les méthodes de biologie moléculaire employées sur le pois concernant I’extraction d’ARN,
leur transcription réverse etl’ analyse par RT-PCR quantitative en temps réel sont les mémes
que celles utilisées pour le rosier et décrites dans la partie Matériels et méthodes du chapitre 2

de la theése.

Des séquences géniques de pois ont été recherchées dans les banques publiques de pois et
celles potentiellement impliquées dans I’expansion cellulaire, ont été retenues : invertase
acide vacuolaire PsAIV] (AY112702.1), xyloglucan endotransglycosylase PsEXT
(AB042531.1), endoxyloglucan transferase EXGT1 (AB015428.1), endo-1,4-beta-glucanase
EGL1(L41046.1). Plusieurs couples d’amorces ont été dessinés a partir de ces séquences en
privilégiant les zones discriminantes entre isoformes pour les génes appartenant a des familles
multigéniques. L’étude d’efficacité des amorces n’a permis de retenir qu'un couple pour le
géne codant I’invertase acide vacuolaire: UqlPsAIVI-1 CGCGGTGCCTTAGGACCTTT ;
Lg2PsAIVI-1 TGAGTTTTCCATTGCTTCCCTTT ; et le géne codant 1I’endoxyloglucan
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Tableau XV : Caractéristiques morphologiques des axes primaires du pois sauvage (Pisum sativum L. cv
Torsdag) cultivé sous spectre lumineux complet (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus) et sous spectre
lumineux dépourvu de raies bleues. Chaque valeur représente la moyenne de 20 plantes (£ écart-type).
Significativité des différences entre traitements lumineux: ***P<0.001, **P< (.01, * P<0.05, selon test de
Student.

(Pisum sativum L. ¢v Torsdag)

Traitement lumineux Spectre lumineux complet Spectre lumineux dépourvu des
raies bleues

- Nombre de métaméres 15.0 (£1.5) 15.5 (£3.1)
-Longueur des entre- nceuds (mm) 47.6 (+4.3) 54.2 (£4.4) -
- Longueur des axes (mm) 707 (£53) 864 (75) o
-Pois sec des axes (mg) 104.9 (£12.3) 126. 9 (x15.3)*

-Pois sec des feuilles (mg) 173.1 (£10.5) 174.9 (£6.5)
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transferase EXGTI1 :UqlPsEXGTI AGACAATTCCATATCTCATTGTATCGTA ;
Lq2PsEXGT1 TCAAAATGGAACAATAGTGGCAATAA.

L’étude de I’expression relative de ces genes rapportée a celle du géne codant le facteur
d’élongation PsEF1-a (X96555.1, amorces UqlPsEFla TGGTGTTGTGAAGCCCGGTA et
Lg2PsEF1a CTCGGTGAGAGCCTCGTGGT) a été effectuée par PCR quantitative en temps
réel dans les mémes conditions que celles décrites pour le rosier et pour 3 lots biologiques

contenant chacun 10 entre-nceuds n°4 en expansion et issus de 10 plantes distinctes.

2.5 Analyse statistique
Le nombre de plantes utilisées dans chaque expérimentation est indiqué dans la 1égende des

figures. Les analyses statistiques entre les traitements ont été effectuées avec le test t de

Student, apres avoir vérifié la normalité de la distribution de la variable.

3. Résultats et discussion

3.1 Etude de ’effet de I’absence de raies bleues dans la
lumiére blanche sur la croissance du pois sauvage
(Pisum sativum L. cv Torsdag)

Comme nous 1’avons constaté chez le rosier, 1’absence de raies bleues dans la lumiére
d’éclairement stimule nettement (14%) I’élongation des axes primaires chez le phénotype
sauvage de pois (Tab. XV). Cette stimulation est la conséquence d’une plus grande croissance
des métaméres et non pas d’une augmentation de leur nombre (Tab. XV). Comme chez le
rosier, I’absence des raies bleues accroit aussi 1’accumulation de biomasse dans les axes de

pois sauvage mais n’a pas d’effet sur celle des feuilles (Tab. XV).
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Tableau XVI: Longueur des cellules de I’entre-nceud 4 du cultivar sauvage ‘Torsdag’ de pois prélevés au
stade de fin d’élongation de ’axe et aprés culture sous spectre lumineux complet (17.4 pmol.m™.s™ de flux
de photons bleus) et sous spectre lumineux dépourvu des raies bleues. Significativité des différences entre
traitements lumineux: ***P<0.001, **P< 0.01, * P<0.05, selon le test t de Student.

Traitement lumineux Zone de I’entre-nceud 4 | Nombre de cellules Taille moyenne des
mesurées cellules

Spectre lumineux complet | Tiers apical 117 651 (£ 178)
Tiers médian 110 643 (£201)
Tiers basal 114 465 (+208)
Toutes zones 341 586 (+213)

Spectre lumineux dépourvu | Tiers apical 87 704 (£ 255)

de raies bleues Tiers médian 105 649 (£ 230)
Tiers basal 107 571 (£ 218) ***
Toutes zones 299 637 (£ 249) **

Figure 30 : Cellules épidermiques de I’entre-noeud n° 4 de pois sauvage (Pism sativum L. cv
observées au MEB environnemental

Torsdag),
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Enfin, I’observation, par microscopie électroniciue a balayage environnemental, des cellules
épidermiques des entre-nceuds sous ces deux conditions de lumiere révéle que, comme chez le
rosier, I’absence de lumiére bleue permet une expansion plus forte de ces cellules (Tab. X VI,
Fig.30). L’augmentation mesurée est de 13% et du méme ordre de grandeur que celle mesurée
chez le rosier (12% dans la partie médiane et 20% dans la partie basale de la tige).

On note que ce sont les cellules de la partie basale de I’entre-nceud 4 qui répondent
essentiellement a I’absence des raies bleues, puisque c’est dans cette zone de 1’entre-nceud
que les cellules sont significativement plus longues en comparaison du traitement en lumiére

blanche (Tab. XVI).
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Figure 31: Longueur moyenne des entre-nceuds (1-6) des axes primaires du pois (sauvage, phyA, phyB, et
cryl) cultivé sous spectre lumineux complet comprenant 17.4 pmol.m™>s” de flux de photons bleus.
Chaque valeur représente la moyenne de 20 plantes. phyB présente des entre-nceuds significativement plus
grands que les autres génotypes au seuil P< 0.01 (**), selon test de Student.



CHAPITRE 11l : Etude des photorécepteurs impliqués dans la photo-modulation de I’élongation des entre-
nceuds en I’absence de raies bleues

Ainsi, nos expériences confirment que le pois comme le rosier présente une sensibilité a la
lumiere bleue et que, comme chez le rosier, cette sensibilité s’exprime au travers d’une plus
forte élongation des cellules des entre-nceuds en 1’absence de lumiére bleue. L’étude de
I’implication des différents photorécepteurs dans cette réponse a I’absence de lumiere bleue

apparait donc pertinente a mener chez le pois.

3.2 Identification des photorécepteurs impliqués dans la
photo-modulation de la croissance des entre-nceuds de
pois par D’absence de raies bleues dans la lumiére
blanche

Pour identifier les photorécepteurs impliqués dans cette réponse, nous avons étudi¢ la
croissance des axes de trois mutants phyA, phyB et cryl en absence ou en présence du spectre
lumineux bleu dans la lumicre blanche. La figure 31 montre que sous un spectre lumineux
complet, 1’¢longation des axes chez les mutants cry! et phyA est similaire a celle des axes du
génotype sauvage. Ce résultat suggere que les photorécepteurs CRY1 et PHYA dans ces
conditions d’éclairement ne participent pas ou peu au controle de 1’élongation des tiges. Au
contraire, le mutant phyB présente des axes significativement plus allongés que les axes des
trois autres génotypes (Fig.31). PHYB semble donc contribuer a I’inhibition de 1’élongation
des axes sous lumiére blanche. Ce résultat va dans le sens des travaux de Weller et al. (2001)
montrant I’importance de ce photorécepteur dans la perception et I’inhibition des entre-noeuds
par la lumiere rouge contenue dans le spectre blanc, ainsi qu’une part d’activit¢ de PHYB
dans la perception de la lumiére bleue et I’inhibition d’¢élongation résultante (Weller et al.

2001).
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Figure32: Longueur moyenne des entre-nceuds (1-6) des axes primaires du pois (sauvage, phyA, phyB, et
cryl) cultivé sous spectre lumineux complet (17.4 pmol.m™s” de flux de photons bleus) et sous spectre
lumineux dépourvu des raies bleues (-bleu). Chaque valeur représente la moyenne de 20 plantes.
Significativité des différences entre traitements lumineux: ***P<0.001, * P<0.05, selon test de Student.
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Figure 33: Pois sec de feuilles des axes primaires du pois (sauvage, phyA, phyB, et cryl) cultivé sous spectre
lumineux complet (17.4 pmol.m™.s” de flux de photons bleus) et sous spectre lumineux dépourvu des raies
bleues. Chaque valeur représente la moyenne de 20 plantes. Significativité des différences entre
traitements lumineux: ***P<0.001, selon test de student. Des lettres différences (a,b) indiquent des
différences significatives entre génotypes pour un méme flux de photons bleus (P<0.05, test de Student)



CHAPITRE 11l : Etude des photorécepteurs impliqués dans la photo-modulation de I’élongation des entre-
nceuds en I’absence de raies bleues

Pour étudier la contribution relative des photorécepteurs dans le controle de la photo-
modulation de 1’¢longation des axes en absence de lumiére bleue, les différents mutants ont
été cultivés sous spectre lumineux complet (17.4 umol.m™.s™ de flux de photons bleus) et
sous spectre lumineux dépourvu de raies bleues, comme précédemment décrit chez le rosier.
Comme chez le génotype sauvage, on enregistre chez les mutants phyA4 et chez les mutants
cryl des réductions hautement significatives de la longueur des axes des plantes cultivées en
présence de lumiére bleue par rapport aux plantes cultivées en 1’absence du spectre bleu (Fig.
32). Ceci indique que chez ces mutants, des photorécepteurs différents de CRY1 ou de
PHYA sont actifs et inhibent 1’¢longation des axes aprés perception de la lumicre bleue. Au
contraire, chez le mutant phyB, aucune différence significative entre les longueurs des axes en
I’absence ou en présence de lumicre bleue n’est observée (Fig. 32). Ceci démontre que PHYB
est le photorécepteur majoritairement responsable de 1’inhibition de I’allongement des axes
par les raies bleues. Ce résultat rejoint les observations de Weller et al. (1997) sur le role de
PHYB dans la réaction de dé-étiolement de I’hypocotyle de pois sous lumicre bleue, et met en

avant le role prépondérant de PHYB dans la réponse a la lumicére bleue chez la plante adulte.

Nos résultats montrent par ailleurs que chez le génotype sauvage, les poids secs des feuilles
ne sont pas modifiés par la présence ou 1’absence de lumicre bleue (Fig.33). Ce résultat est
similaire a celui observé chez le rosier. Ceci suggére que la croissance des feuilles de pois est
essentiellement stimulée par le spectre rouge. Lorsque 1’on compare les poids secs des feuilles
des plantes sauvages et des mutants sous lumiere blanche, on constate que seul le mutant
phyB présente une réduction significative du poids sec des feuilles par rapport au sauvage
(Fig. 33). Ce résultat suggere que la croissance des feuilles est stimulée par la lumiére rouge
au travers de sa perception par le phytochrome B. La réduction de poids sec en présence de
lumiére bleue chez les mutant phyA (non significative toutefois) et cryl (significative) par
rapport au poids sec de feuilles produites par les mémes mutants sous spectre dépourvu de
raies bleues pourraient suggérer un léger effet répresseur de la lumicre bleue sur le

développement des feuilles via I’action de PHY A et CRY 1.
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Figure 34: Activité transcriptionnelle du geéne codant pour I’invertase acide vacuolaire (A) et du géne
codant pour I’endoxyloglucan transferase (B) au niveau du métamére n°4 de pois sauvage (Pisum sativum
L. cv Torsdag) cultivé sous spectre lumineux complet (17.4 pmol.m™.s™ de flux de photons bleus) et sous
spectre lumineux dépourvu de raies bleues. Significativité des différences entre traitements lumineux :
*P<0.05 (test de Student).



CHAPITRE 11l : Etude des photorécepteurs impliqués dans la photo-modulation de I’élongation des entre-
nceuds en I’absence de raies bleues

3.3  Photo-régulation par la lumiére bleue de génes
impliqués dans la régulation de I’expansion cellulaire
des entre-nceuds de pois

L’obtention d’amorces efficaces pour le géne codant I’invertase acide vacuolaire PsAIVI-1 et
I’endoxyloglucan transferase PSEXGT1 de pois nous a permis d’étudier leurs expressions
relatives en présence et en absence des raies bleues dans la lumiére incidente. La figure 34
montre que 1’absence de raies bleues produit une diminution forte de I’accumulation des
transcripts de ’invertase acide vacuolaire, comme nous 1’avions observé pour le rosier. De
manicre intéressante, on constate que cette diminution est de méme ordre chez les deux
especes et d’environ de la moitié¢ des transcripts accumulés sous spectre complet. Il semble
donc que pour ces deux espéces, ’activité transcriptionnelle de ’invertase acide vacuolaire
dans les entre-nceuds soit régulée et stimulée de maniére identique par la lumiére bleue.
L’absence de séquence codante pour le géne codant la sorbitol déshydrogénase de pois dans
les banques publiques ne nous a pas permis de vérifier si, comme chez le rosier, la diminution
de Dactivité transcriptionnelle de 1’invertase acide vacuolaire était compensée par une
stimulation de la transcription de ce géne. La méme analyse effectuée pour le géne codant
I’endoxyloglucan transferase PSEXGT1 montre que I’absence de raies bleues n’a aucun effet
sur I’accumulation de ses transcripts (Fig. 34). Il semble donc que ce gene ne soit pas photo-
régulé par la lumicre bleue. La non-disponibilité d’autres séquences géniques de génes codant
pour des protéines impliquées dans le remaniement des parois chez le pois et la difficulté a
générer des amorces efficaces, ne nous a pas permis de mesurer I’activité d’autres genes. Ce
résultat limit¢é & un gene chez le pois rejoint toutefois ce que nous avons observé
précédemment chez le rosier, a savoir I’absence de photo-controle par la lumiére bleue sur
I’activité transcriptionnelle de plusieurs geénes impliqués dans 1’expansion pariétale
(RhEXPAL,2,3 et RhXTH1,2,3,4). Si bien d’autres génes de paroi restent encore a tester, il est
possible que la réponse que nous observons de répression de 1’¢longation des entre-nceuds par
la lumiére bleue passe par d’autres processus de régulation. La régulation du métabolisme et
de la sensibilité¢ aux gibbérellines intervient ainsi probablement. En effet, il a ét€ montré chez
le pois, que le dé-étiolement de 1’hypocotyle par la lumicre bleue impliquait la répression de
genes de synthése et ’activation de génes de dégradation de ces hormones (Foo et al., 2006).
Une étude de ces genes dans nos conditions de culture et sur la tige permettrait de vérifier

cette hypothese.
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Figure35: Activité transcriptionnelle du géne codant pour ’Invertase Acide Vacuolaire (IAV) au niveau
des métameéres n°4 du pois (sauvage, phyA, phyB, et cryl) cultivés sous spectre lumineux complet. cryl
présente ’activité transcriptionnelle significativement la plus faible parmi les génotypes au seuil P< 0.001
(¥*%), selon test de Student.



CHAPITRE 11l : Etude des photorécepteurs impliqués dans la photo-modulation de I’élongation des entre-
nceuds en I’absence de raies bleues

Pour aller plus loin dans la compréhension de la régulation de la transcription du géne codant
I’invertase acide vacuolaire, nous avons mesuré son activité relative au sein d’entre-noeuds
des mutants de photorécepteurs a notre disposition et cultivés sous lumiére blanche. Les
résultats présentés dans la figure 35 montrent que 1’accumulation de transcripts dans le mutant
cryl est significativement réduite par rapport au sauvage. Il n’y a par contre pas d’effet des
mutations phyA et phyB sur I’activité transcriptionnelle de ce méme géne. Ce résultat suggere
que la photo-régulation de 1’activité de I’invertase acide vacuolaire passe par la voie de

signalisation du cryptochrome 1, et non pas par celle des phytochromes A et B.

4. Conclusion
Nos ¢tudes menées chez le pois et le rosier, nous permettent de proposer un modele de

travail quant a D’action de la lumiére bleue sur 1’¢longation des entre-noeuds (Figure 36).
Certains points de ce modele n’ont été étudiés que sur une des espéces uniquement et devront
étre validés sur 1’autre espece. Toutefois, ce modele permet d’ores et déja, de dégager des

pistes intéressantes de compréhension de la réponse a la lumiére bleue.

Nos travaux suggeérent ainsi que la répression de I’élongation des entre-noeuds par la lumicre
bleue, passe par une réduction de 1’élongation cellulaire, comme nous I’avons montrée pour
les cellules épidermiques. La signalisation de la lumiére bleue emprunterait a la fois les voies
de signalisation du phytochrome B et celles du cryptochrome 1. La perception de la lumiére
bleue par le phytochrome B déclencherait une cascade de signalisation aboutissant a une
répression de 1’¢longation cellulaire. Ces cascades de signalisation réprimeraient la
transcription de certains génes majeurs de I’expansion de la paroi cellulaire tels Rh -
Glucosidase alors qu’elles n’auraient pas d’action sur la transcription d’autres geénes (Ps
EXGT1, RhEXPAL1,2,3,4 et RhXTHI,2,3,4). Parallélement, et seclon les données
bibliographiques, la perception de la lumiére bleue par le cryptochrome 1 contribuerait a la
répression de 1’¢longation cellulaire via la régulation du métabolisme et de la sensibilité aux
gibbéréllines (Foo et al. 2006). De plus, la perception de la lumiere bleue par le cryptochrome
1 permettrait de moduler le métabolisme glucidique, au travers de la régulation
transcriptionnelle de deux geénes codant les enzymes de dégradation des sucres, I’invertase

acide vacuolaire et la sorbitol déshydrogénase. En présence de lumicre bleue, CRY1
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CHAPITRE 11l : Etude des photorécepteurs impliqués dans la photo-modulation de I’élongation des entre-
nceuds en I’absence de raies bleues

stimulerait préférentiellement I’action de I’invertase vacuolaire pour la dégradation du
saccharose. En 1’absence des raies bleues, le métabolisme du sorbitol prendrait le relais et la
transcription de la sorbitol déshydrogénase serait trés fortement accrue. Chez le plantain
(Plantago major L.), un tel basculement entre le métabolisme du saccharose et le métabolisme
du sorbitol a été observé en condition de stress salin (Pommerrenig et al., 2007). Ce
basculement permettrait a la plante de maintenir sa turgescence cellulaire dans ces conditions.
Nous avions préalablement montré dans les bourgeons de rosiers une pareille aptitude de cette
espéce a modifier son métabolisme glucidique, en conditions d’obscurité¢ (Girault et al.,
2010). Nos résultats sur ’impact de la lumiere bleue suggerent que cette aptitude s’exprime
dans d’autres conditions lumineuses chez le rosier, et peut-étre aussi chez le pois. Le role,
suggéré par Pommerrenig et al. (2007), du métabolisme du sorbitol dans le contréle de la
turgescence cellulaire en condition de stress pourrait aussi étre suggéré dans le modele de
régulation de I’expansion cellulaire des entre-nceuds par la lumiere bleue. En effet, la trés
forte stimulation de la transcription de la sorbitol déshydrogénase en absence de raies bleues
pourrait se traduire par une augmentation de la dégradation du sorbitol en sucres simples dans
les cellules provoquant une forte augmentation de la pression osmotique des cellules,

contribuant au relachement pariétal nécessaire a son expansion.

87









Discussion générale et perspectives

88






Discussion générale et perspectives

1. Discussion générale

La lumiére joue un réle prépondérant dans les processus fondamentaux du développement des
plantes, depuis la germination de la graine jusqu'a la floraison en passant par 1’¢laboration des
architectures aérienne et racinaire. Pour assurer le bon déroulement de ces processus, les
végétaux chlorophylliens ont développé, non seulement des mécanismes de conversion de
I'énergie solaire (photosynthése), mais également des systemes multiples d'information sur
leurs conditions d'éclairement (Smith, 1982; Aphalo et al., 1999). En effet la lumiére peut
moduler leur croissance soit par le biais de réponses morphogénétiques soit en agissant
directement sur la photosyntheése.

En conditions naturelles, les végétaux sont soumis a des variations trés importantes de la
composition spectrale de leur environnement lumineux. Plusieurs facteurs peuvent é&tre
responsables de ces variations tels que la situation géographique, la saison, la période
journaliére et la densité des cultures. Les modifications de I’environnement lumineux des
plantes concernent non seulement des modifications du spectre, mais aussi des modifications
considérables de I’intensité de lumiére incidente. D’une maniere étonnante, la majorité des
travaux portant sur I’étude des réponses des végétaux aux changements qualitatifs de leur
environnement lumineux se sont surtout intéressés a l’effet de la lumiére rouge sur la
croissance des végétaux, et relativement peu a ’effet de la lumiere bleue. Les réponses des
végétaux au rapport Rc/Rs, les chaines de transduction du signal lumineux rouge ainsi que les
interactions entre les voies de signalisation dans ces conditions de lumiere sont, bien
qu’encore incompletes, relativement bien documentées, au regard des connaissances sur les
réponses ainsi que les mécanismes induits par la lumiere bleue (Nagashima et al., 2008).

Par ailleurs, les connaissances sur les processus moléculaires impliqués dans les voies de
transduction de la lumiére concernent essentiellement les processus de dé-étiolement de
I’hypocotyle lors de la germination et ceux de la floraison. Trés peu de données existent sur
les processus impliqués dans le photocontrdle de 1’élaboration des axes. Celles acquises

concernent les conditions particuliéres d’évitement de 1’ombre.
C’est dans ce cadre de connaissances que se sont inscrits nos travaux de thése. Les objectifs

de ces travaux ont été d’une part, d’étudier I’effet du spectre lumineux bleu sur le

développement des axes aériens du rosier-buisson et d’autre part, d’identifier et d’étudier
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Tableau XVII: Bilan des effets de la lumiére bleue observés dans ces recherches, sur le développement du

rosier Rosa chinensis c¢v ‘Old Blush’.

Conditions de culture

Absence des raies bleues

Lumiére bleue
monochromatique

Caractéres morphologiques :

- Longueur des axes d’ordre I (mm)
- Longueur des entre-nceuds (e.n., mm)

- Masse séche des entre-nceuds
- Vitesse d’¢élongation des entre-nceuds (um/°CJ)
- Longueur des cellules épidermiques des e.n.
-Activité organogénique du méristéme des axes
d’ordre I (OI)
-% Débourrement et cartographie sur axe OI
-Longueur des axes d’ordre II (OIl, mm)
-Longueur des entre-nceuds des axes OII (mm)
- Activité organogénique du méristéme des OII
-Développement foliaire :
eForme, surface et type foliaire
eEpaisseur

eDensité de stomates
- Développement floral

-Développement racinaire

+++ (143 2 209)

+++ (16.7 a 23.9) e.n. médians et
basaux)

+ (e.n. médians et basaux)

+ (148 a 198 chez e.n. médians)
+(20%)

Aucun effet

Aucun effet

+(de 125 a 168)

+(de 17 a21)

+ (1 métamere supplémentaire)

Aucun effet

Feuille plus fine (épiderme
adaxial et parenchyme lacuneux
- épais)

Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet
Non mesuré
Non mesuré
Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet (LMA
identique)

Non mesuré

Pédoncule floral + court
et développement floral
+ lent (+ 3 jours)

Non mesuré

Activité photosynthétique :

-Assimilation chlorophylienne A (umol.m>.s™")
-Teneur en pigments photosynthétiques (mg.g™")
e Chlorophylle a
e Chlorophylle b
e Chlorophylle a/ Chlorophylle b
e  Caroténoides
-Conductance stomatique (mmolH,0.m?.s™")
-Concentration en CO, intercellulaire
(umol CO,.mol™)

+++ (de 1.40 2 2.24)

++ (de 138 a 190)
- (de 75 a 62)
+(de 1.84 a 3)

+ (de 47 a 54)
+++ (de76 a 25)
Aucun effet

--- (de 2.87 a 1.2)Publi¢

Aucun effet
Aucun effet
+(de2.2a2.7)
Aucun effet

+++ (de 105 a 178)
+ (de 342 2 392)

Activités transcriptionnelles :

-B-Glucosidase +++ (x 25)
-Sorbitol déshydrogénase + (x3)
-Invertase acide vacuolaire -(de12a0.6)
-Xyloglucan Endotransglycosylase/Hydrolases - (de 1 a 0.4)

XET

-Sucrose Synthase

-Expansines EXPAI, 2,3 et 4

- Xyloglucan transglycosylase/Hydrolases
XTH]1, 2,3, et4

-Aquaporine PIP2.1

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet

Activités non mesurées
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certains des mécanismes modulés par la lumiére bleue qui permettent aux rosiers de s’adapter
a ce changement d’environnement lumineux.

Le choix du rosier a ét¢ motivé par le fait qu’il représente une plante majeure pour la filiére
d’ornement pour laquelle les applications de nos résultats pourraient a terme permettre de
développer des techniques culturales innovantes capables de moduler leurs architectures et
qualités esthétiques.

Le rosier est un buisson dont le modele architectural est celui de Champagnat (Halle et
Oldeman, 1970). Ce modele est caractérisé par des axes d’ordre I & croissance monopodiale,
portant des ramifications orthotropes et acrotones. Ces axes sont a croissance déterminée et
peuvent former des fleurs (axes floriféres) ou bien des axes avortés suite a 1’avortement des
organes floraux a un stade précoce de développement (Maas et al., 1995b). Chez les rosiers
fleurs coupées, la longueur finale des axes floriféres est un caractére commercial majeur.
Maas et Barks (1995) ont mis en évidence que la lumiére bleue a un effet négatif sur
I’¢longation des axes du cultivar Rosa hybrida ‘Mercedes’. La lumicre bleue a-t-elle le méme
effet sur I’élongation des axes d’autres cultivars notamment ceux de rosiers de jardin ?
Inversement, la diminution de la lumiére bleue dans la lumiére d’éclairement peut-elle
stimuler I’¢longation des axes chez le rosier comme cela a été observé chez d’autres especes ?
L’effet de la lumiére bleue porte-t-il sur d’autres processus de développement chez le rosier :
débourrement des bourgeons, activité organogénétique des méristémes, morphogeneses
foliaire et florale ? Par ailleurs, quels sont les processus physiologiques, cellulaires et
moléculaires modulés par la lumiere bleue ? Enfin, peut-on déterminer quels photorécepteurs
participent a ces réponses a la lumiére bleue ? C’est a toutes ces questions que nous avons
essay¢ de répondre au cours des ces recherches.

Les résultats majeurs que nous avons obtenus au cours de ce travail sont présentés sous forme

synthétique dans les tableaux X VII et XVIII pour les deux cultivars.
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Tableau XVIII: Bilan des effets de la lumiére bleue observés dans ces recherches, sur le développement du

rosier Rosa hybrida cv ‘Radrazz’.

Conditions de culture

Absence des raies
bleues

Lumiére bleue
monochromatique

- Longueur des axes d’ordre I
- Longueur des entre-nceuds (e.n.)
- Masse séche des entre-noeuds

- Vitesse d’élongation des entre-nceuds

(wm/°CT)

- Longueur des cellules épidermiques des e.n.
-Activité organogénique du méristéme des axes

d’ordre I (OI)

-% Débourrement et cartographie sur O1

d’ordre I
-Longueur des axes d’ordre II (OII

-Longueur des entre-nceuds des axes OII
- Activité organogénique du méristéme des

axes OII
-Développement foliaire :

eForme, surface et type foliaire

e Epaisseur
e Densité de stomates
- Développement floral

-Développement racinaire

Caracteres morphologiques :

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet
Non mesuré

Non mesuré
Aucun effet

Aucun effet

Aucun effet
Aucun effet
Aucun effet

Aucun effet

+ (LMA supérieure)

Non mesuré

Pédoncule floral plus court et
développement floral plus lent (+
3 jours)

Non mesuré

-Assimilation chlorophylienne A(umol.m™.s™)
-Teneur en pigments photosynthétiques(mg.g™)

e Chlorophylle a
e  Chlorophylle b

e Chlorophylle a/Chlorophylle b

e  Caroténoides

-Conductance stomatique (mmolH,0.m?.s™)
-Concentration en CO, intercellulaire

Activité photosynthétique :

Activité

photosynthétique non

mesurée

--- (de 1.71 a 1.27) Publié

- (de 229 a 194)
-(de 99 a 67)
+(de2.622.9)
-(de32a19)
+(de 115 a 166)
Aucun effet

-B-Glucosidase
-Sorbitol déshydrogénase
-Invertase acide vacuolaire

-Xyloglucan Endotransglycosylase/Hydrolases

XET
-Expansines EXPAI, 2,3 et 4

- Xyloglucan transglycosylase/Hydrolases

XTHI, 2,3, et4
-Aquaporine PIP2.1

Activités transcriptionnelles :

Non mesurées

Non mesurées
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1.1 Effets du spectre lumineux bleu sur la croissance du
rosier

Nos travaux ont montré que lorsque des boutures enracinées de rosier sont cultivées sous
lumiére bleue monochromatique, celles-ci présentent des développements végétatif et floral
normaux et similaires a ceux obtenus sous un spectre lumineux complet. Ce résultat est
original puisqu’aucun travail jusqu’alors n’avait montré que la lumicre bleue
monochromatique était capable d’induire tous les processus morphogénétiques (élongation
des feuilles et des entre-nceuds, organogenese au sein des méristeémes végétatifs et floraux,
morphogenése florale) nécessaires au développement des axes aériens de rosiers. En effet,
chez la plupart des especes étudiées comme la tomate (Wilson et al., 1993), le pin (Sarala et
al, 2007) ou le concombre (Cosgrove, 1981), la lumiére bleue est connue pour son effet
inhibiteur sur ces processus. Ce résultat indique que le rosier est capable d’induire et d’ajuster
quantitativement et qualitativement les mécanismes qui assurent son développement en
fonction de la qualité du spectre lumineux incident. Le rosier est donc une plante qui présente

de fortes capacités d’adaptation a son environnement lumineux.

Cette forte capacité d’adaptation a la lumiere bleue du rosier a toutefois résulté en une
absence d’effet de cette condition lumineuse sur les caractéres architecturaux des plantes
cultivées. Ainsi donc, dans une stratégie visant a moduler la forme d’une plante ornementale
par les conditions d’éclairement, il semble, en tout cas pour le rosier, que le choix d’une
lumiére bleue monochromatique ne soit pas efficace.

La suppression de la lumiére bleue de la lumiére d’éclairement permet-elle d’atteindre en
revanche cet objectif ? C’est a cette deuxiéme question que nous avons cherché a répondre.
Dans ce but, des boutures de rosiers ont été cultivées sous spectre lumineux complet ou sous
spectre lumineux dépourvu de photons bleus. Nos travaux ont démontré que, comme sous
lumiére bleue monochromatique, sous un spectre lumineux dépourvu de photons bleus, les
plantes de rosiers étaient capables de produire un développement végétatif complet et une
floraison normale. Ceci confirme a nouveau les fortes propriétés d’adaptation des rosiers a
leur environnement lumineux. L’impact morphologique le plus intéressant que nous ayons
observé, est celui d’une stimulation significative de I’¢longation des axes primaires chez le
cultivar ‘Old blush’, sans que cela n’affecte le développement foliaire ou floral. Des résultats
similaires ont été observés chez le rosier fleur coupé ‘Mercedes’(Maas et Barks, 1995), mais

aussi la pomme de terre (Yorio ef al., 1995), la laitue (Wheeler et al., 1994), le soja (Dougher
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et al., 1997) et le haricot (Maas et al.,1995a). Le caractére morphologique ‘longueur des axes’
est un critére commercial majeur chez les rosiers fleurs coupées. Nos résultats montrent que la
suppression de la lumiére bleue de la lumicre d’éclairement agit chez plusieurs cultivars de
rosier. Elle pourrait alors apporter une solution pour les horticulteurs qui cherchent a avoir des
axes floraux longs tout en respectant I’environnement et la sant¢ des consommateurs.
L’absence d’effet sur 1’¢longation des axes de Rosa hybrida ‘Raddrazz’ indique toutefois que
des essais préliminaires nécessitent d’étre menés chez chacun des cultivars de rosier pour

vérifier 1’intérét de cette méthode de conduite.

1.2 La lumiére bleue agit-elle sur le développement des
rosiers au travers d’une modulation de I’activité
photosynthétique des plantes ?

Les plantes sont des organismes capables de moduler leur croissance en fonction de leur
environnement lumineux. Cette adaptation peut s’effectuer au travers d’une modulation de
I’assimilation chlorophyllienne et/ou de mécanismes morphogénétiques (Smith, 1982). La ou
lesquelles de ces voies sont-elles utilisées par les rosiers pour répondre au spectre lumineux

bleu ?

Nos expérimentations conduites chez les deux cultivars de rosiers ‘Radrazz’ et ‘Old Blush’
ont permis de démontrer que la lumiere bleue affecte significativement 1’assimilation
photosynthétique du rosier. Une réduction de 1’assimilation chlorophyllienne de I’ordre de
25% chez ‘Radrazz’ et 58% chez ‘Old blush’ a ainsi été mesurée sous lumiere bleue
monochromatique en comparaison de celle mesurée sous lumiere blanche. Inversement et
logiquement, lorsque les raies bleues sont supprimées du spectre lumineux, 1’assimilation
chlorophyllienne augmente de plus de 64%, comme nous 1’avons montré chez le cultivar ‘Old
Blush’. Une telle augmentation de I’activité photosynthétique lorsque I’intensité de la lumiére
bleue diminue a été rapportée précédemment chez d’autres végétaux comme le radis
(Raphanus sativus L. cv. ‘Cherriette’), la laitue (Lactuca sativa L. cv. “Waldmann’s Green’)
et I’épinard (Spinacea oleracea L. cv. ‘Nordic IV’) (Yorio et al., 2001). Nous avons montré
que cet effet de la lumiere bleue sur la photosynthése du rosier pouvait impliquer plusieurs
mécanismes : d’une part, un effet sur les teneurs en pigments chlorophylliens (chlorophylles
et caroténoides), qui diminuent en présence de lumicre bleue monochromatique et augmentent
lorsque 1’on supprime les raies bleues ; d’autre part, un effet sur la conductance stomatique,
qui augmente chez le cultivar ‘Old Blush’ lorsque les raies bleues sont supprimées mais aussi

un effet sur le développement histologique des feuilles : celles-ci sont plus fines en I’absence
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de raies bleues, avec notamment un épiderme adaxial moins épais, ce qui pourrait favoriser la
perception du flux de photons vers les chloroplastes, et inversement plus épaisse en conditions

de lumiére bleue monochromatique.

Ainsi donc, nous pouvons conclure que I’effet de la lumicre bleue sur le développement
aérien du rosier passe bien par une modulation de 1’activité photosynthétique de ces plantes.
Est-ce la seule voie de controle de la lumiere bleue ? Par 1’étude fine de processus impliqués
dans I’¢longation des axes, nous avons cherché a savoir si la lumiére bleue agissait aussi au

travers d’un photocontrdle de processus morphogénétiques.

1.3 Identification de processus morphogénétiques impliqués
dans le photo-controéle de I’élongation des axes par la
lumiére bleue

A Taide de la technique des empreintes cellulaires, nous avons mis ¢€vidence que la
suppression de la lumiére bleue de la lumiere d’éclairement stimulait significativement
I’¢longation des cellules des axes aériens. Or, cette ¢longation exige des changements accrus
de D’extensibilité de la paroi cellulaire (Cosgrove, 2005). La B-Glucosidase est une des
enzymes qui intervient dans ce relachement pariétal (Cosgrove, 1999). Notre étude
moléculaire a montré que I’activité transcriptionnelle du geéne codant cette enzyme était tres
fortement (x25) accrue en absence de lumiére bleue. Ceci suggére un fort photo-controle
exercé sur la transcription de ce geéne et une action plus particuliere des mécanismes de
signalisation de la lumiere bleue sur I’activation du promoteur de ce gene. Ce résultat est
original car aucun travail de recherche n’a jusqu’a ce jour rapporté un effet de la lumiére sur
la transcription de ce gene. Au regard des résultats obtenus sur d’autres génes contrdlant
I’expansion  pariétale:  expansines (RAEXPA1l,  RAEXPA2, RhEXPA3), et
endotransglycosylase xyloglucane/hydrolases (RAXTHI1, RhXTH2, RhXTH3, RhXTH4) et
exprimés au cours de 1’¢longation des axes de rosiers, il apparait que la lumiére bleue agit de
maniere trés différenciée sur uniquement certains des acteurs de I’expansion pariétale. Cette
répression ciblée suffit toutefois a une réduction globale de I’expansion cellulaire.

Nos résultats suggerent aussi qu’au c6té de ce controle sur le relachement pariétal, les raies
bleues agissent en modulant le métabolisme glucidique. En effet, en absence de lumiére bleue,
I’accumulation de transcripts de la sorbitol déshydrogénase triple alors que celle des
transcripts de 1’invertase acide vacuolaire diminue. Une telle modulation du métabolisme
glucidique avait précédemment été observée au sein de bourgeons de rosiers cultivés a

I’obscurité (Girault et al., 2010). Pour ses bourgeons, 1’absence de lumicre bloque totalement
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le débourrement et donc tous les phénoménes d’expansion que ce soit d’axes ou de primordia
foliaires (Girault, 2009). Il semble donc que la sorbitol déshydrogénase et I’invertase acide
vacuolaire jouent un role clé dans le photocontrole de 1’expansion chez le rosier. Comment
agissent-elles ? Via le contréle de la turgescence cellulaire participant ainsi directement au
contrdle de I’expansion cellulaire comme le suggére Pommerrenig et al. (2007), via la
production de briques ¢lémentaires glucidiques des parois ou via 1’apport énergétique fourni
par la dégradation de ces sucres. Une étude approfondie sera nécessaire pour répondre a ces
questions.

En conclusion, il résulte de cette étude qu’au moins un processus cellulaire fondamental :
I’expansion soit sous photocontrdle et donc que la lumiére bleue agisse sur le développement
du rosier a la fois via le contréle de son assimilation chlorophyllienne et via sa

photomorphogénése.

14 Quels sont les photorécepteurs qui sont impliqués dans
la photo-modulation de 1’élongation des tiges ?

Pour approfondir notre étude, il était intéressant d’identifier les photorécepteurs impliqués
dans la réponse d’¢longation des axes a la lumiére bleue. L’absence de mutants de
photorécepteurs chez le rosier, le manque d’information sur les séquences géniques de ces
photorécepteurs et la difficult¢ de manipuler génétiquement le rosier ont rendu impossible
d’effectuer ce travail chez le rosier. Pour réaliser cette étude, il était alors important de choisir
une plante ayant les mémes réponses que les rosiers vis a vis de la qualité de la lumiére ce qui
pourrait permettre a I’avenir d’étendre les résultats au rosier.

Les travaux réalisés précédemment par Girault ez al. (2008) ont mis en évidence que, comme
les rosiers et contrairement a d’autres especes, le pois (Pisum sativum L.) a un besoin absolu
de lumiére pour débourrer. De plus, des mutants de photorécepteurs ont été parfaitement
décrits dans la littérature (Weller et al., 1997). Nous avons donc choisi cette espéce pour
¢tudier les photorécepteurs impliqués dans le photo-contrdle de la croissance des axes aériens.
Pour conforter le choix du pois dans la réalisation cette étude, il était nécessaire d’étudier
préalablement la réponse des axes caulinaires de pois a 1’absence de raies bleues. Comme
nous 1’avions constaté chez le rosier, 1’absence de lumiére bleue dans la lumiére d’éclairement
stimule 1’¢longation des axes primaires chez le phénotype sauvage du pois. Comme pour les
axes | de rosier, cette stimulation de 1’¢longation des axes est la conséquence d’une
stimulation de I’¢longation des métameéres et non pas d’une augmentation de leur nombre. De

méme, 1’absence de lumiére bleue stimule aussi la production de la biomasse des entre-nceuds.
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chez le pois et n’a aucun effet sur le développement des feuilles. Ainsi, cette expérience
préliminaire a démontré que les axes aériens de pois comme ceux du rosier présentaient une
méme sensibilit¢ a la lumiére bleue qui affecte leur capacité d’élongation. L’étude des
photorécepteurs participant a la réponse des axes a la lumiére bleue pouvait donc de manicre
pertinente étre conduite chez le pois.

Trois mutants de photorécepteurs phyA, phyB et cryl de pois ont été cultivés en absence ou en
présence du spectre lumineux bleu dans la lumiere blanche. Nous avons démontré que chez le
mutant phyB, le spectre lumineux bleu n’inhibait plus I’¢longation des métameres. Le
phytochrome B semble donc contribuer majoritairement a la photo-modulation de
I’¢longation des axes par la lumiere bleue. Chez les mutants phyA, et cryl, le spectre
lumineux bleu continue a réprimer I’élongation des axes. Ceci suggere que le phytochrome A
et le cryptochromel ne participent pas ou peu a I’inhibition de I’¢longation des axes chez le
pois par le spectre bleu. D’autres photorécepteurs, que nous n’avons pu étudiés, pourraient
participer au photo-controle de I’élongation des tiges par la lumiére bleue : PHYC (Franklin et
al., 2003), PHYD (Aukerman et al., 1997) PHYE (Devlin et al., 1998), mais aussi CRY 2,
pour lequel des travaux chez Arabidopsis thaliana, ont montré son rdle dans le contrdle du dé-
étiolement de 1’hypocotyle par les raies bleues (Lin et al., 1998). Toutefois, ces mutants ne
sont pas disponibles chez le pois, et ce travail nécessiterait de développer I’approche chez une
autre espece (Arabidopsis ou la tomate).

Le role important que semble jouer le phytochrome B dans la perception de la lumicre bleue
et la transduction de son signal pourrait expliquer 1’absence d’impact de la lumiére
monochromatique bleue sur le développement du rosier. En effet, I’on pouvait attendre que
dans les expérimentations sous lumiere bleue seule, I’absence de raies rouges, fondamentales
pour la photosynthése mais aussi pour de nombreux processus de photomorphogenése, ait un
effet majeur sur le développement des rosiers. Or nos expériences chez le pois semblent
montrer que la lumiére bleue emprunte -au moins pour 1’¢longation des axes- la voie de
perception de la lumicre rouge (phytochrome), et ’on peut supposer les mémes voies de
signalisation induites par ces photorécepteurs. Ainsi donc le stimulus lumineux qu’il
provienne de photons bleus ou rouges pourrait indifféremment déclencher la méme voie de
transduction de la lumiere pour le contrdle de la croissance des axes. Ceci expliquerait la forte
adaptabilité des plantes et en particulier du rosier a son environnement lumineux. L’ensemble
des effets de la lumicre bleue sur I’¢longation des axes de rosier et de pois, observés dans nos

recherches et dans la bibliographie, est synthétisé dans la figure 37
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Ces deux especes présentent une forte sensibilité a la lumicre bleue avec une stimulation de
I’¢longation des axes en I’absence de raies bleues dans la lumicre d’éclairement. Plusieurs
photorécepteurs sont impliqués dans la réponse des plantes adultes au bleu: le phytochrome A
(PHYA) promeut I’élongation des entre-noeuds alors que le cryptochrome 1 (CRY1) (Weller
et al., 2001 ; Platten et al., 2005) et le phytochrome B (PHYB) la répriment. PHYB est le
photorécepteur majoritairement responsable de 1’inhibition de 1’allongement des axes par les
raies bleues (nos résultats). La stimulation de I’¢élongation des axes d’ordre I en I’absence de
raies bleues est due a une croissance plus forte des entre-nceuds seulement alors que celle des
axes d’ordre II résulte aussi d’une stimulation de 1’organogenése des bourgeons axillaires.
L’allongement plus fort des entre-nceuds en 1’absence de raies bleues résulterait d’effets
complémentaires sur plusieurs processus : activité photosynthétique, métabolisme glucidique
et expansion pariétale, métabolisme hormonal. Une augmentation de 1’assimilation
chlorophyllienne, promue par une plus grande teneur en pigments chlorophylliens et une plus
grande conductance stomatique, associée a une moindre épaisseur des feuilles pouvant
contribuer a un meilleur transfert énergétique vers les chloroplastes, apporterait 1’énergie
supplémentaire ainsi que les sucres nécessaires a cette croissance accrue. De plus, le
basculement du métabolisme du saccharose vers celui du sorbitol traduit par la stimulation de
la transcription du géne codant la Sorbitol déshydrogénase (SDH), constatée en absence de
lumiére bleue, pourrait participer & ’augmentation de turgescence nécessaire a I’expansion
cellulaire observée dans ces conditions (Pommerrenig et al., 2007). Parallélement, une
stimulation de 1’expansion des parois cellulaires au travers du relachement pariétal a lieu au
travers de 1’augmentation de 1’activité transcriptionnelle de geénes-cibles tels la f-Glucosidase,
alors que ’activité d’autres genes majeurs de 1’expansion des parois n’est pas modifiée par
I’absence des raies Dbleues (expansines (RAEXPA1, RKEXPA2, RhEXPA3),
endotransglycosylase xyloglucane/hydrolases (RAXTH1, RAXTH2, RhXTH3, RhXTH4) et
endoxyloglucan transferase (PsEXGTI1). Cette action des raies bleues sur 1’expression de
genes impliqués dans ’expansion pariétale pourrait étre complétée par leur action sur le

métabolisme et la sensibilité des cellules aux gibbéréllines (Foo et al ; 2006).
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2. Perspectives

Les perspectives de notre travail sont nombreuses et a plusieurs échelles:

Au niveau moléculaire et comme il vient d’€tre dit, les connaissances que nous avons acquises
sur les deux especes rosier et pois, vont nous permettre d’étudier une voie de transduction du
signal lumineux dans un processus trés peu abordé dans la littérature : I’élongation des axes
caulinaires. Si comme précisé dans I’introduction, des travaux nombreux ont été conduits sur
un type particulier d’axe : I’hypocotyle, ici il s’agit de s’intéresser a des tiges adultes,
matures. Un parallele intéressant pourra d’ailleurs étre fait entre les deux types de modeles
biologiques afin d’évaluer les similarités et différences dans les voies de perception de la

lumiére.

Un questionnement aussi trés intéressant a aborder est celui de 1’identification du site de
perception de la lumiére participant au photocontrole de 1’élongation des axes. Dans le
modele de dé-étiolement de 1’hypocotyle, il a été élégamment montré 1) par 1’utilisation
d’éclairage tres localisé sur les organes, 2) mais aussi la production de greffes entre mutants
de photorécepteurs et plante sauvage, ainsi que 3) par I’utilisation de constructions géniques
entre promoteurs de genes photorégulés et la partie codante de la luciférase, que la lumiére
contrdlant le dé-étiolement de I’hypocotyle était percue non pas par cet organe lui-méme mais
par les cotylédons (Bou-Torrent et al., 2008). Le message lumineux est ensuite transporté de
cellules en cellules vers la base du cotylédon puis vers ’hypocotyle. Qu’en est-il du role des
autres organes de la plante adulte, notamment des feuilles matures dans la transduction du
signal lumineux vers les entre-nceuds ? Des expériences similaires a celles conduites dans le
modele de dé-étiolement de 1’hypocotyle pourraient étre conduites sur nos plantes adultes.
Ces travaux contribueraient ainsi a davantage de connaissances des signalisations inter-
cellulaires et inter-organes qui ont été relativement peu travaillées en biologie végétale
jusqu’ici (Montgomery, 2008) et qui ont permis d’identifier le florigéne (Corbesier et

Coupland, 2006).

Par ailleurs, il serait intéressant d’identifier les différences entre cultivars de rosier, voir entre

especes qui expliquent les différences de sensibilités aux conditions de lumiere bleue. Ainsi
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dans nos travaux, nous avons montré que la suppression des raies bleues dans la lumiére
d’éclairement ne provoquait pas chez le cultivar ‘Raddrazz’ d’¢élongation des axes comme
celle observée chez le cultivar ‘Old Blush’. Des différences alléliques entre geénes impliqués
dans les voies de signalisation de la lumiére bleue peuvent-elles en étre la cause ? Identifier de
telles différences pourrait a terme contribuer a la sélection de génotypes assistée par

marqueurs moléculaires
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INTRODUCTION

ABSTRACT

Through its impact on photosynthesis and morphogenesis, light is the environmen-
tal factor that most affects plant architecture. Using light rather than chemicals to
manage plant architecture could reduce the impact on the environment. However,
the understanding of how light modulates plant architecture is still poor and fur-
ther research is needed. To address this question, we examined the development of
two rose cultivars, Rosa hybrida ‘Radrazz’ and Rosa chinensis ‘Old Blush’, cultivated
under two light qualities. Plants were grown from one-node cuttings for 6 weeks
under white or blue light at equal photosynthetic efficiencies. While plant develop-
ment was totally inhibited in darkness, blue light could sustain full development
from bud burst until flowering. Blue light reduced the net CO, assimilation rate of
fully expanded leaves in both cultivars, despite increasing stomatal conductance and
intercellular CO, concentrations. In ‘Radrazz’, the reduction in CO, assimilation
under blue light was related to a decrease in photosynthetic pigment content, while
in both cultivars, the chl a/b ratio increased. Surprisingly, blue light could induce
the same organogenetic activity of the shoot apical meristem, growth of the meta-
mers and flower development as white light. The normal development of rose plants
under blue light reveals the strong adaptive properties of rose plants to their light
environment. It also indicates that photomorphogenetic processes can all be trig-
gered by blue wavelengths and that despite a lower assimilation rate, blue light can
provide sufficient energy via photosynthesis to sustain normal growth and develop-
ment in roses.

tribute to the production of new plant shapes and improved
aesthetic quality (Boumaza et al. 2009) or to better control of

Light is one of the key environmental factors that have a
major impact on plant architecture. In terms of light quality,
both red and blue light have been shown to alter plant archi-
tectural development. Plant response to blue light is less con-
stant than that to red light (Rajapakse & Kelly 1995; Khattak
et al. 2004) and depends on the species. For example, under
blue light, bud burst is stimulated in Triticum aestivum
(Barnes & Bugbee 1992) and Prunus cerasifera (Muleo et al.
2001), whereas it is reduced in Solanum tuberosum (Wilson
et al. 1993). Similarly, shoot elongation is increased under
blue light in pepper (Brown et al. 1995) and cucumber (Pis-
zczek & Glowacka 2008), whereas it is repressed in Pinus
(Sarala et al. 2007) and in S. tuberosum (Wilson et al. 1993).
Even within a single species, plant response to blue light can
differ among varieties, as shown in tomato (Glowacka 2006).
As an ornamental plant, the rose could benefit from light
treatments that could modify its architecture. This could con-

® 2012 Université d'Angers, France

plant diseases (Gontijo et al. 2010). This reasoning has
already been applied to other ornamental species such as
Antirrhinum, Zinnia and Dendranthema (Rajapakse et al.
1992; Cremer et al. 1998; McMahon et al. 1991; Cerny et al.
2003). So far, very few attempts have been made to modulate
rose architecture through qualitative light treatments. In the
miniature rose (Rosa hybrida), assays to reduce plant height
using far-red light-absorbing filters failed (Cerny et al. 2003),
while some success was achieved in increasing stem length
and dry weight of Rosa hybrida *Mercedes’ shoots by reduc-
ing the amount of blue light in the white fluorescent light
(Maas & Bakx 1995).

The effects of light on plant architecture can be mediated
either through photomorphogenic responses or through the
direct impact of light on plant photosynthesis. However, the
respective contribution of each process to the elaboration of
plant architecture is poorly understood, In photomorphogenic
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responses, light can affect meristem activity, organ differenti-
ation and growth through control of genetic activities other
than those involved in photosynthesis (McIntyre 1987; Ben-
son & Kelly 1990; Brown et al. 1995; Li et al. 2000; Parks et
al. 2001; Fukuda et al. 2008). In rose, where we showed that
bud burst and shoot meristem organogenic activity are totally
inhibited in the absence of light, we demonstrated that blue
light was able to induce both of these processes (Girault et al.
2008) and stimulated the transcription of an acid vacuolar
invertase gene, required for hexose supply during bud burst
(Girault et al. 2010). To date, apart from the above-men-
tioned studies, no other close examination of the effect of
blue light on the components of vegetative and floral devel-
opments of rose has been reported.

Concerning photosynthesis, blue light is known to have
both positive and negative effects, depending on the dose and
duration of the treatment. For example, blue light stimulates
photosynthesis by inducing stomatal opening (Sharkey &
Raschke 1981; Zeiger & Zhu 1998; Kinoshita et al. 2001),
increasing stomatal conductance and intercellular CO, con-
centrations (Karlsson & Assmann 1990), or increases leaf
mass area (LMA), nitrogen and chlorophyll content (Hogew-
oning et al. 2010). Under very high blue irradiance, photo-
synthetic efficiency can however be reduced through a
decrease in mesophyll conductance (Loreto et al. 2009) or by
a chloroplast avoidance response that preserves the photosyn-
thetic apparatus from photodamage (Brugnoli & Bjorkman
1992; Wada et al. 2003). Little is known of the mechanisms
that allow the adjustment of rose photosynthetic activity to
qualitative light conditions. Most research have so far focused
on the impact of white light irradiance on rose assimilation
rate and plant production (Zieslin & Mor 1990; Maas et al.
1995b; Bredmose 1997). In roses, the photosynthetic rate has
been reported as being mainly influenced by PAR (Pasian &
Lieth 1994) and modulated by temperature (Ueda et al. 2000;
Ushio et al. 2008) and atmospheric CO, level (Urban et al.
2002).

In order to understand the respective contribution of pho-
tosynthesis and photomorphogenesis on the elaboration of
rose architecture, we monitored the effect of blue light
throughout the development of plants derived from single
node cuttings until the flowering stage in two rose cultivars,
Rosa hybrida ‘Radrazz’ and R. chinensis “Old Blush’. Photom-
orphogenic responses to blue light were studied by measuring
the main components of vegetative and floral developments
of the first- and second-order axes. Photosynthesis during
light treatment was assessed through measurement of CO,
assimilation rate, stomatal conductance, intercellular CO,
concentration and pigment content.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Metamers (comprising a node bearing a leaf with five or
seven leaflets, its axillary bud and the underlying internode)
from Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out™) and R. chinensis
‘Old Blush® were harvested from the medial part of mother
plant stems and used as single-node cuttings. Cuttings were
inserted into FERTISS peat plugs (FERTIL, Le Syndicat,
France) and rooting was achieved after 4-5 weeks of culture
under high humidity. Well-rooted cuttings were transferred

Abidi, Girault, Douillet, Guillernain, Sintes, Laffaire, Ahmed, Smiti, Huché-Thélier & Leduc

into 500-ml pots containing a 70/20/10 mixture (v/v/v) of
neutral peat, coco fibre and perlite, and grown in a green-
house at 25 + 5 °C. Extra lighting was supplied with high-
pressure sodium-vapour lamps below 200 W-m™  After
4 days of acclimation in the greenhouse, well-rooted cuttings
were transferred to growth chambers for the light treatments.
Plants were grown until all secondary axes, derived from the
first wave of bud burst (Huche-Thelier et al. 2011), had
reached the flowering stage ‘petal colour visible’ (PCV) or
stopped their growth without flowering. On primary axes,
three flowering stages were considered: (i) the ‘flower bud
visible” stage (FBV) corresponding to the time at which the
floral bud can be seen but the peduncle is not yet fully elon-
gated; (ii) the PCV corresponding to the moment at which
the sepals begin to open, revealing the colour of the petals
(red for ‘Radrazz’, pink for ‘Old Blush’); and (iii) the ‘open
flower’ (OF) stage corresponding to the time at which
stamens are visible.

Climate conditions in growth chambers

Plants were grown in growth chambers under constant condi-
tions (temperature: 25 + 3 °C; relative humidity: 80 + 5%;
photoperiod: 16-h light/8-h dark) and irrigated with a nutri-
ent solution prepared from fertilizer Peter Exel (1 g1™'; pH
5.6; EC: 1.77 ms'em™'). Plants were subjected to white or
blue light treatments. White light was produced from white
neon tubes (Mastec 36 W, white/33 cool), while blue light
was produced with blue neon tubes (Philips TL-D 36 W/18
blue) (Fig. 1). The photosynthetic photon flux density
(PPFD) and yield photon flux (YPF) were calculated using
the formula of Sager ef al. (1988) from the light spectrum
measured with a calibrated spectrometer (AvaSpec-2048-6-
RM). The photosynthetic efficiency was adjusted to 110 pmo-
I'm™*s™!, by changing the distance between the plant apex
and the light source, and was similar in the two light treat-
ments. The height of the neon tubes was adjusted once every
2 weeks to maintain a constant PPFD at the plant apex level.
The characteristics of light treatments are presented in the
inset of Fig. 1.

Photosynthetic parameters

Gas exchange measurements

Gas exchange measurements were performed using a portable
infrared gas analyser (IRGA; LI-6400; Li-Cor Inc., Lincoln,
NE, USA) within a narrow leaf chamber (236 cm?; LI-6400-
11). Stomatal conductance (gs), net CO, assimilation (A) and
intercellular concentration of CO, (Ci) were then monitored
under the two light conditions: on plants at the end of the
flowering period of the primary axis (OF stage) and in the
fully expanded last five-leaflet leaf of this axis.

Pigment analysis

Chlorophyll (a and b) and carotenoid contents were deter-
mined spectrophotometrically. Fresh leaf tissue (0.2 g) was
extracted in 5 ml 80% acetone at 4 °C for 72 h, as described
in Torrecillas et al. (1984). The absorbance of the extract was
measured using a UV-visible spectrophotometer (Cary 100
scan) at 470.0, 646.8 and 663.2 nm. Pigment content was cal-
culated according to the equations of Torrecillas et al. (1984):
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Spectral distribution (pmol m-2, s°1)
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Fig. 1. Distribution of spectral photon fluence rate of the white and blue light treatments.

Chla(mgg '"FW) = (12.25 * ODgg3) — (2.79 + ODgy5)
Chlb (mgg '"FW) = (21.5 % ODgse5) — (5.1 % ODgg32)

Carotenoids (mg g "FW) = 1000 + ODyz5 — (1.82 + Chla)
— (85.02 « Chlb)/198

Organogenic activity and bursting of axillary buds

Evaluation of shoot apical meristem (SAM) organogenesis

The number of leaf-like organs (scales, young preformed
leaves and leaf primordia) in the buds of the single-node cut-
tings was evaluated in the two genotypes: on the day of har-
vest from the mother shoots (T0), upon rooting (T1}, just
before transfer to light treatment (T2), and at the FBV stage,
when the first axes produced after the burst of the single node
cutting buds had reached their final length and entered flow-
ering (T3). Buds were dissected under a stereomicroscope and
leaf-like organs were removed and counted until only the
SAM remained, as described previously (Girault et al. 2008).

Evaluation and cartography of bud burst
An axillary bud was considered as burst when its length was
at least 1 cm and when at least the tip of the first leaf was
visible outside the scales (Girault et al. 2008). For each culti-
var, bud burst on the primary axis was recorded three times
a week from the stage where the FBV at the apex of the pri-
mary axis until the first wave of secondary axes had flowered.
For cartography, since the two genotypes of rose showed
very pronounced leaf polymorphism along the stem, the pri-
mary axis could be easily divided into three distinct zones:
(i) the basal zone extending from the base of the stem to the
first node bearing the first five-leaflet leaf, (ii) the apical zone
extending from the node bearing the last apical five-leaflet
leaf to the floral bud (not included), (iii) the medial zone
including all the metamers located between the basal and the
apical zone. In this medial zone, the leaves had between five
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and seven leaflets. The percentage bud burst was determined
for each zone.

Morphological characterisation of primary and secondary axes

Length and diameter

At the end of the experiments, the number of secondary axes
with at least three internodes was determined. The length of pri-
mary and secondary axes and their stem diameter at 1 cm from
the basis of the axis were measured. The leaf sequences (succes-
sion of nodes and number of leaflets per leaf) were also recorded.

Mass production and water content (WC)

Fresh (FW) and dry (DW) weight of stems was determined
at the end of the experiments. Dry mass was determined after
drying for 72 h in a drying oven (60 °C). Linear mass (LM)
was calculated using the formula: LM = DW/length of axis.
Water content (WC) was calculated using the formula:
WC = (FW — DW/FW) % 100,

Leaf area (LA) and leaf mass area (LMA)

Total leaf area and leaf dry mass were measured on each plant
at the end of the experiments. Leaf area was determined using
Image] software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) and leaf dry mass was determined after drying for 72 h
in an oven (60 °C). Leaf mass area (LMA) was determined
using the formula: LMA = leaf dry mass/leaf area.

Statistical analysis

Experiments were replicated at least three times. The number
of treated plants in each experiment is stated in the figures.
Statistical analyses were carried out using StatBox 6.6 soft-
ware (Grimmersoft, France). Analyses focused on a compari-
son using Student’s t-test between means measured under
blue light and white light. Asterisks (*), (**) and (***) indi-
cate significant differences between light treatments at the
0.05, 0.01 and 0.001 levels, respectively.
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Table 1. Effect of light quality on photosynthetic

parameters and pigment content in leaves of Rosa genotype

‘Radrazz’ ‘Old Blush’

hybrida 'Radrazz’ and R. chinensis 'Old Blush' after

e light treatment
6 weeks of culture under white light (WL: 110 pmol-

WL BL WL BL

m~%s7") or blue light (BL: 110 pmolm™2s7"),

photosynthetic parameters
CO; assimilation rate
(pmalm 25"
stomatal conductance

1.71 (£0.45) 1.27 (+0.35)* 2.87 (+0.89) 1.20 (+0.59)***

(mmolH;0-m™2s7")

intercellular CO, concentration
(umol-CO,mol™")

pigment content (mg g~ ")

chlorophyll a
chlerophyll b
chlorophyll a/b
carotenoids

115 (+25) 166 (31)*** 105 (+37) 178 (£20)**
383 (£30) 398 (x10) 342 (£25) 392 (£10)***
229 (£32) 194 (£25)* 199 (53) 210 (£51)
99 (£15) 67 (z10)** 89 (x18) 80 (£31)
26(x0.1) 29(£0.2)*** 22(+05) 2.7 (£03)*
32 (x7) 19 (2d)*** 43 (+8) 41 («8)

Values in brackets represent SE with 20 plants. *, ** and ***significant differences between
white and blue light treatments at 0.05, 0.01 and 0.001 levels, respectively,

RESULTS
Effect of blue light on photosynthesis in Rosa

Under white light, CO, assimilation (A) of mature leaves
from 6-week-old plants of cv. ‘Radrazz’” and cv. 'Old Blush’
was, respectively, 1.71 and 2.87 umol-COym™s™'., When
plants were grown under blue light, A dropped significantly
to, respectively, 1.27 and 1.20 umol-CO:-m‘z-s_‘ {Table 1).
This was concomitant with a reduction in photosynthetic
pigment (chl a and b and carotenoids) content in ‘Radrazz’
and with an increase of the chl a/b ratio in both cultivars
(Table 1). Blue light also increased the stomatal conduc-
tance (gs) of leaves of both cultivars (Table 1), as well as
the intercellular CO, content of leaves of ‘Old Blush’
{Table 1).

Effect of blue light on rose development

Morphological characteristics of the primary axes

While the organogenic activity of SAM in cutting buds was
totally inhibited in darkness (data not shown) and as previ-
ously demonstrated in beheaded rose plants (Girault et al.
2008), white light induced organogenesis in cuttings buds
(Table 2). Interestingly, when cuttings were grown under
blue light, the same amount of organogenic activity was
produced in both cultivars, as shown by the number of
foliar organs and internodes on first axes upon growth
arrest and flowering (Tables 2 and 3). Growth of these axes
was as efficiently stimulated by blue as by white light, since
no significant difference was observed in any of the six
studied morphological characteristics (diameter and length,
number and average length of internodes, linear mass and
water content). Blue light also induced the same morphoge-
netic pattern of development in leaf primordia as similar
compound leaves were obtained under both this light qual-
ity and under white light, and there was no difference in
total leaf area (Table 3) or pattern of leaflet distribution
(Fig. 2) compared to white light. The single significant dif-
ference was an increase in LMA under blue light in ‘Rad-
razz’ (Table 3).

Table 2. Mean number of leaf-like organs (primordia, young leaves and
scales) within cutting buds on the day of stem severing (T0), in rooted cut-
tings (T1), at the beginning of the light treatment (T2) and average num-
ber of leaves and scales on the primary axis at the ‘floral bud visible’ stage
(T3) under white light (WL: 110 pmolm™s") or blue light (BL: 110
mol-m™2s7") in Rosa hybrida ‘Radrazz' and R. chinensis ‘Old Blush'.

stage T0 T T2 T3

light WL WL WL WL BL
treatment

Cv. '‘Radrazz’ 8.2 (x0.8) 9.4 (20.7) 10.5(£0.8) 11.4 (x0.8 11.8(x0.9)

Cv. 'Old Blush® 8.1 (x0.8) 8.2 (+0.8) 9.3 (£0.9) 10.1 (x0.7) 10.2 (£0.8)

Walues in brackets represent SE with n = 40 plants.

Table 3. Effect of light quality on morphological characteristics of the pri-
mary axes of Rosa hybrida 'Radrazz’ and Rosa chinensis 'Old Blush' after
6 weeks of culture under white light (WL: 110 pmolm™?s~") or blue light
(BL: 110 pmalm 2s7").

genotype ‘Radrazz’ 'Old Blush'
light treatment WL BL WL BL
axis diameter (mm) 3.2 (x0.4) 32(x0.2) 28(x0.2) 2.5(z0.4)
axis length (mm) 186 (£53) 179 (£75) 176 (+B7) 168 (£71)
average number  11.4 (x0.8) 11.9(£1.8) 10.0(£1.6) 10.2 (£1.4)
of internodes
average length of  16.0 (£3.4) 14.7 (x4.2) 17.0 (6.0) 15.8 (24.7)
internodes (mm)
linear mass of 17.6 (24.0) 18.0 (x4.8) 12,5 (x2.4) 11.6(x2.9)
primary stem
(mgem™)
water content (%) 70 (£3) 68 (x2) 71 (£3) 70 (x1)
leaf area (cm?) 251 (£52) 215 (x45) 118 (x37) 122 (£35)
leaf mass area 3.6 (x0.6)*** 4.5(x0.5) 3.6(£0.5 35(z086)

(mgem™)

Values in brackets represent SE with 40 plants. ***Significant difference
between white and blue light treatments at 0.001 level,
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Fig. 2. Effect of light quality on the number of leaflets per leaf along the primary axis of Rosa hybrida ‘Radrazz’ (A) and R. chinensis ‘Old Blush' (B) after

6 weeks of culture under white light (110 pmol-m ™2

s™1) or blue light (110 pmolm™s™"). Only nodes bearing at least one leaflet leaf were considered for

the identification of internode rank. Error bars represent SE with n =40 plants. No significant difference was noted between white and blue light

treatments.
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Fig. 3. Bud burst per zone along the primary axis of cultivars Rosa hybrida 'Radrazz’ (A) and R. chinensis ‘Old Blush’ (B) after 6 weeks of culture under
white or blue light. nm = number of buds per zone. Error bars represent SE with n = 40 plants. No significant difference was noted between white and

blue light treatments.

Growth and development of secondary axes

Blue light induced the same amount of bud burst on primary
axes of ‘Radrazz’ and ‘Old Blush’ (24 + 13%, 46 + 18%, respec-
tively) as white light (27 + 9%, 59 + 18%, respectively), with no
change in the cartography of bud burst along the primary axes
(Fig. 3). The strong acrotonic bud burst pattern characterising
‘Radrazz’ under white light was similarly expressed under blue
light (Fig. 3). Under blue light, the secondary axes derived from
the burst buds were as long and composed of as many inter-
nodes as those produced under white light (Table 4).

Flower development

As well as vegetative development, blue light could sustain
full reproductive development in both rose cultivars and as
efficiently as white light. Hence, there was a similar percent-
age of flowering axes under both light conditions (Table 5)
and normal development of floral organs was observed under
blue light in both cultivars (Fig. 4). Only flower peduncles

@ 2012 Université d"Angers, France

Table 4. Effect of light quality on morphological characteristics of the
secondary axes of Rosa hybrida 'Radrazz’ and Rosa chinensis 'Old Blush’
after 6 weeks of culture under white light (WL: 110 pmol-m™?s") or blue
light (BL: 110 pmolm 257"},

genotype ‘Radrazz’ 'Old Blush’

light WL BL WL BL

treatment

average number 3.0(x0.5) 2.9(x0.5) 5.0(x04) 4.6 (+0.9)
of axes

axis length (mm) 107 (£10) 104 (£11) 107 (z24) 122 (£5)

average number of 8.3(+0.3) B8.0(x06) 7.4(x0.8) 85 (x05)

internodes
average length of
internodes {mm)

13.0 (+£0.8) 13.0 (£0.2) 14.1 (£1.6) 14.2 (£1.3)

Values in brackets represent SE with 40 plants. No significant difference
was noted between white and blue light treatments.
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Table 5. Effect of light quality on percentage flowering of primary axes
and on flower characteristics in Rosa hybrida ‘Radrazz’ and R. chinensis
‘Old Blush'.

genotype ‘Radrazz’ ‘Old Blush’
light treatment WL BL WL BL
percentage 90.8 (£2.3) 90.7 (£6.4) B80.8(£6.3) 78.6 (£4.6)
flowering of
primary axes
flower diameter 83 (x10) 80 (+8) 57 (+8) 61 (+8)
(mm}
petal number 9.1 (x1.3) 9.9 (£2.3) 243(+5.7) 27.3(+88)
peduncle length 49 (£5)*** 35 (£5) 70 (£8)*** 58 (£7)
(mm)

Values in brackets represent SE with n = 20 plants. ***Significant differ-
ence between white light (WL: 110 pmolm™s™") and blue light (BL:
110 gmolm™s™") treatments at 0.001 level.

A Rosa hybrida *Radrazz’

B Rosa chinensis *Oldblush’

White light

Blue light White light Blue light
Fig. 4. Open flowers produced by Rosa hybrida ‘Radrazz’ (A) and R. chin-
ensis 'Old Blush' (B) plants after 6 weeks of culture under white light

(110 pmolm™?s7") or blue light (110 pmakm™2s7"),

appeared shorter under blue light (Table 5). Under blue light,
and in both cultivars, the rate of floral development was
slower by 3 days (Fig. 5).

DISCUSSION

The objective of this study was to measure the effects of blue
light on both the photosynthetic activity and morphogenesis of
two rose cultivars, R. hybrida ‘Radrazz’ and R. chinensis ‘Old

A Radrazz
1000 -
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oy
g
3 600 -
E
=400+
E
-
=
=
= 200 -

Floral bud visible Petal color visible Open flower

[ White light (110 pmol m2 51
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Blush’, and to evaluate whether such light treatment could
modify plant architecture. Unlike most studies published to
date on the impact of blue light on plants (Wilson er al. 1993;
Maas et al. 1995a; Sarala et al. 2007), we examined the effects
of blue light throughout the full development of the plants,
starting from one single bud through to the entire vegetative
development of second order axes and their flowering. This
allowed precise evaluation of the impact of blue light on the
most important morphogenetic events (SAM organogenesis,
metamer and leaf growth and development, flower induction
and organogenesis). We demonstrated that under blue light,
the two rose genotypes had normal and similar vegetative and
floral development to those observed under white light. In fact,
blue light did not affect organogenetic activity of the SAM or
growth capacity of the metamers. Nevertheless, photosynthesis
was affected by blue light treatment.

Our measurements indeed revealed a strong reduction
(=25% in ‘Radrazz’ and —=58% in ‘Old Blush’) in leaf CO,
assimilation in both cultivars under blue light. Since plants
were grown under same photosynthetic efficiency (110 pmol-
m s ') in both light treatments, the observed reduction in
CO, assimilation rate under blue light could not be explained
by the reduced photosynthetic quantum yield of blue pho-
tons (McCree 1972), nor by a decrease in LMA, stomatal
conductance or intercellular CO, concentrations under blue
light. LMA, which is known to correlate positively with the
photosynthetic capacity of leaves (Oguchi et al. 2003), was at
least similar (‘Old Blush’) or higher (‘Radrazz’) under blue
light as under white light. Similarly, blue light stimulated sto-
matal conductance in both cultivars, as well as intercellular
CO, concentrations in ‘Old Blush’, thus reducing stomatal
limitation to photosynthesis (Lawson et al. 2008). The
increased values of these two parameters (stomatal conduc-
tance and intracellular CO, concentration) in roses are in
accordance with the reported effect of blue light on stomatal
opening in other plants (Karlsson & Assmann 1990; Hogew-
oning et al. 2010). In contrast, the reduction in photosyn-
thetic pigment content (chl a and b, as well as carotenoids)
in leaves of ‘Radrazz’ under blue light could contribute to a
decrease in CO, assimilation, as found in bean (Barreiro et
al. 1992). However, since no such reduction was observed in

B 0ld blush
1000 -
= 800 |
o
g
= 600t
E
T 400}
E
B
£ ol

n i
Floral bud visible Petal color visible  Open flower

[ Biue light (110 pmol m2 571

Fig. 5. Thermal time required for the primary axis of Rosa hybrida ‘Radrazz’ and R. chinensis 'Old Blush' cultivated under white or blue light to reach dif-
ferent flower stages. Error bars represent SE with n = 20 plants. *P = 0.05 and **P = 0.01 indicate significant differences between white and blue light

treatments.
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‘Old Blush’, other mechanisms, such as a reduction in meso-
phyll conductance (Brugnoli & Bjorkman 1992; Flexas et al.
2008; Loreto et al. 2009) or a change in chloroplast distribu-
tion (Wada et al. 2003) probably regulated carbon assimila-
tion under blue light in rose.

The reduced CO, assimilation rates under blue light had
surprisingly little impact on the growth of the two rose culti-
vars. Features such as shoot or internode length, diameter,
dry weights of primary and secondary axes and leaf area were
identical under both light treatments. The rate of develop-
ment was only slowed by 3 days under blue light. Such a lack
of effect of reduced assimilation rate on plant growth and
biomass has also been reported in Lindera melissifolia under
increasing irradiance (Aleric & Kirkman 2005). This may
reflect modified carbon partitioning between roots and aerial
organs (Aleric & Kirkman 2005), although no obvious differ-
ence in root system development was observed under either
light regime in our rose genotypes (data not shown). Alterna-
tively, it may reflect the impact of other environmental
factors affecting our culture system.

The only effect of blue light on growth was observed in ‘Rad-
razz', with an increase in LMA. Such an increase, together with
a higher chl a/b ratio observed under blue light, may contrib-
ute to plant acclimation, as reported for other species under
various blue light treatments (Rajapakse & Kelly 1993; Hogew-
oning et al. 2010; Macedo et al, 2011). The absence of a change
in LMA in ‘Old Blush’ may reflect different strategies of adap-
tation to this particular light environment and could partly
explain the difference in intensity of the impact of blue light on
CO, assimilation between the two cultivars.

Concerning rose photomorphogenesis, while the absence of
light completely abolished morphogenesis and bud burst in
rose (Girault et al. 2008), our experiments demonstrate that
blue light is able to induce full, normal vegetative and floral
development in these same buds. More precisely, our mor-
phometric data show that neither organogenetic activity of
the apical shoot and axillary meristems nor the growth capac-
ity of the metamers is affected by blue light. As such, there
was a non-significant difference in number of internodes pro-
duced by the SAM on the first- and second-order shoots
when grown under white or blue light. While most of the
first-order shoot internodes were already formed within the
cutting bud upon initiation of the light treatments (Table 2),
it is striking that a reduced light spectrum, lacking important
morphogenetically active wavelengths (MAR; Varlet-Grancher
et al. 1993) such as red and far-red light, had no impact on
differentiation of the axillary buds on the primary axis, nor
on their capacity to produce normal metamers in similar
numbers to those under white light. Moreover, the branching

Blue light and rose development

pattern along the first-order shoots was not modified by blue
light treatment. Observation of the leaves that developed on
the axes of both ranks revealed no difference in leaf shape
between the two light conditions, and no change in the dis-
tribution of the three-, five- and seven-foliate leaves along
the axis. Similarly, the SAMs were as efficiently induced to
flower and were able to differentiate normal and as many flo-
ral organs under blue light as under white light. Even though
flower initiation is an autonomous process in Hosa (Bred-
mose & Hansen 1996), which does not require a specific light
regime, it is well known that in this plant, unfavourable light
conditions such as too low irradiance (Nell & Rasmussen
1979; Maas et al. 1995b) can cause the arrest or abortion of
flower buds, leading to blind shoots (Dambre et al. 2000).

Overall, the results indicate that unlike numerous other
plants, the development of which is affected by blue light
(Mortensen & Stromme 1987; Rajapakse & Kelly 1993; Brown
et al. 1995; Li et al. 2000), Rosa is capable of quantitatively
and qualitatively adjusting the mechanisms that sustain its
growth under a modified light spectrum. This reflects the
strong adaptive properties of this plant to its light environ-
ment. At the molecular level, this suggests that in rose, blue
light can trigger all of the photomorphogenic processes
induced by white light. For example, sink activity of rose
shoot apices, which was shown to be modulated by red light
(Mor et al. 1980), was likely induced by blue light in our
experiments, since plant development, which requires strong
control of sink/source allocations, was identical under both
white and blue light conditions. This highlights the redun-
dancy of the light signalling pathways involved in photom-
orphogenic responses in rose, as previously suggested for bud
burst (Girault et al. 2008, 2010), and our results converge
well with recent observations on the quintuple phytochrome
mutant of Arabidospsis thaliana, where exposure to blue light
could bypass several developmental arrests related to the lack
of red light photomorphogenic signals (Strasser et al. 2010).

Our work thus confirms that blue light photoreceptors,
mainly cryptochromes, phytochromes and phototropins
(Whitelam & Halliday 2007) play important roles in the reg-
ulation of morphogenetic responses to light quality in rose.
Their respective roles should be studied further.
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Résumé

La forme globale d'une plante ornementale est un des ses critéres esthétiques majeurs. Celle-ci est
conditionnée par son architecture, en particulier par le débourrement des bourgeons et I’élongation des
axes. Les facteurs environnementaux et notamment la lumiére, ont un impact fort sur ces deux
processus. Manipuler les conditions d’éclairement des jeunes plantes en culture pourrait permettre de
produire des plantes de formes innovantes, avec des pratiques respectueuses de I’environnement. Il
existe toutefois un déficit important de connaissances sur les mécanismes de régulation du
développement des plantes par la lumiére. Dans cette thése, nous avons étudié 'impact de la lumiére
bleue sur le développement architectural de deux variétés de rosier-buisson en couplant des approches
morphologiques, histologiques et moléculaires. Nos résultats montrent que la lumiére bleue
monochromatique a un effet dépressif sur I’assimilation photosynthétique des rosiers mais induit chez
les deux cultivars, une activité organogénétique du méristéme, une croissance des métameéres et un
développement floral similaires a ceux induits par un spectre lumineux complet. Au contraire, la
suppression du spectre bleu de la lumiére blanche stimule I’élongation des axes d’ordre I chez I’'un des
cultivars. Cette stimulation résulte de I’augmentation de I’assimilation chlorophyllienne et de
’élongation cellulaire au sein des entre-noeuds. Ce photo-contréle s’exerce sur I’expression de génes du
métabolisme glucidique et du relichement pariétal. Notre étude sur mutants de photorécepteurs de pois
suggére que le phytochrome B est le photorécepteur majeur impliqué dans cette réponse a la lumiére
bleue.

Abstract

The global shape of an ornamental plant is one of its major aesthetic criteria. It is controled by its
architecture, particularly by bud bursting and shoot elongation. Environmental factors including light
have a strong impact on both processes. The management of the lighting conditions during plant culture
could help to produce plants with innovative shapes, using environmentally-friendly practices. However,
there is a significant lack of knowledge about the mechanisms involved in the regulation of plant
development by light. In this thesis, we studied the effect of blue light on the architectural development
of two varieties of rose bushes coupling morphological, histological and molecular approaches. Our
results show that monochromatic blue light has a depressive effect on the photosynthetic assimilation of
roses but induces in both cultivars, same meristem organogenetic activity, internodes growth and floral
development than full spectrum light. On the contrary, the removal of blue raies from white light
stimulates the elongation of the first order axis in one of the two studied cultivars. This stimulation
results from the increase of leaf photosynthetic assimilation and internode cell elongation. This photo-
control is exerted on the expression of genes involved in sugar metabolism and cell wall loosening. Our
study of photoreceptor mutants in pea suggests that phytochrome B is the major photoreceptor involved
in this response to blue light.
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