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RESUME

La qualité esthétique d’une plante ornementale est conditionnée par de nombreux critéres, et notamment la forme globale de la
plante. Celle-ci est le résultat du fonctionnement des bourgeons le long des tiges et de la croissance des rameaux produits. Chez un
certain nombre de végétaux, les facteurs environnementaux ont un impact fort sur la construction architecturale de la plante, qui génére
cette forme. Ainsi, parmi ces facteurs, la lumiére tant en quantité que qualité, peut moduler la capacité des bourgeons a débourrer. Au
dela de cette constatation rapportée chez plusieurs especes, trés peu de travaux ont cherché a identifier les mécanismes par lesquels la
lumiére régule le processus de débourrement. Pour aborder cette question, nous avons lancé des recherches chez plusieurs variétés de
rosier-buisson (Rosa sp. L.), en couplant des approches morphologiques, histologiques, biochimiques et moléculaires. Les études ont
été menées sur des plantes expérimentales, défeuillées et décapitées au-dessus des trois bourgeons basaux de la tige principale, afin
de limiter l'impact des inhibitions corrélatives entre organes, pouvant masquer ou interagir avec les mécanismes du photocontréle.

Nos résultats démontrent un besoin absolu de lumiére pour le débourrement chez le rosier. En effet, aucun débourrement n’est
observé a I'obscurité chez les six variétés de rosiers étudiées, ce qui n'est pas le cas chez les espeéces modéles telles qu’Arabidopsis
thaliana, la tomate ou le peuplier. Des expériences de masquage ont permis de montrer que le bourgeon percevait directement le signal
lumineux requis pour le débourrement, soulignant ainsi une signalisation courte entre les organes récepteurs (écailles) et les sites de
croissance (méristtme apical, jeunes feuilles préformées). La lumiére, aussi bien en termes d'intensité que de qualité, module le
débourrement des bourgeons. Ainsi, de faibles intensités lumineuses (2 pmol.m2.s-") sont suffisantes pour permettre la croissance des
jeunes feuilles préformées mais pas l'activité organogénique du méristéme apical caulinaire. De méme, les raies spectrales bleue et
rouge clair permettent, contrairement a la lumiére rouge sombre, l'induction de ces deux processus.

On peut alors s'interroger sur le photocontrole des processus physiologiques-clés du débourrement. Deux de ces processus ont fait
I'objet d'une étude plus approfondie : le métabolisme glucidique et 'expansion cellulaire. Nos travaux montrent que le débourrement
obtenu a la lumiére est associé a un afflux d'eau et de sucres dans le bourgeon, ainsi qu'a une métabolisation du saccharose en sucres
simples : glucose et fructose. La lumiére agit en favorisant la transcription de génes et/ou les activités d’enzymes de dégradation du
saccharose que sont l'invertase acide vacuolaire et la saccharose synthase. L’élongation cellulaire est aussi stimulée a la lumiére
comme le montrent nos mesures en microscopie électronique a balayage. A I'obscurité, ces processus sont réduits ou inhibés n'offrant
ainsi pas les conditions de croissance nécessaires au débourrement. L'expression génique d’une expansine, protéine intervenant dans
le relachement de la paroi au cours de I'élongation cellulaire, est ainsi fortement réprimée. En réponse au stress provoqué par I'obscurité
permanente, la stimulation de la transcription d’une sorbitol déshydrogénase pourrait prendre le relais du métabolisme glucidique pour
contribuer a la survie cellulaire.

Nos travaux démontrent ainsi que le photocontrole du débourrement du bourgeon s'exerce au travers d’au moins deux processus
physiologiques: le métabolisme glucidique et I'élongation cellulaire. Au regard de nos résultats et de ceux de la bibliographie, nous
proposons un modele du contrdle par la lumiere du débourrement.

Mots-clés : Rosa sp. L., bourgeon, débourrement, lumiére, photocontrdle, métabolisme glucidique, invertase acide vacuolaire,
saccharose synthase, élongation cellulaire, expansine.

ABSTRACT

The aesthetic quality of ornamental plants is affected by several criterions, including the global shape of the plant. It is the result of
buds activity along stems and of the growth of the shoot produced. In many plants, environmental factors have a strong impact on plant
architecture, which generates this form. Among these factors, light, both in intensity or in quality, may modulate the ability of bud to burst.
Apart from this observation made in several species, only few studies have tried to identify the mechanisms involved in the light control
of this process. To address this issue, we have started works on many rose bush varieties. These works are based on morphological,
histological, biochemical and molecular studies. Our studies were carried out on experimental plants, defoliated and decapitated over the
three basal buds of the main stem. Working on such plant model allows to limit the impact of correlative inhibitions between organs,
which may block or interact with the mechanisms of photocontrol.

Our results demonstrate that light is absolutely required to trigger bud burst in rose. Indeed, no bud burst occurred under darkness
among the six varieties studied, which is not the case in most species like Arabidopsis thaliana, tomato or poplar. Shading experiments
have shown that bud directly perceives the light signal necessary for burst, thus indicating that a short-distance signalling takes place
between the receptive organ (bud scales) and the growing organs (shoot apical meristem, young leaves). Light, both in terms of intensity
and quality, modulates bud burst. Thus, low light intensities (2 umol.m2.s) are sufficient to allow the growth of preformed leaves but not
to trigger the shoot apical meristem organogenic activity. Blue and red lights, unlike far-red light, induce both these processes.

A question comes up then: what are the key physiological processes involved in bud burst that are under light control ? Two
physiological processes have been particularly studied : sugar metabolism and cell wall expansion. Our results show that, under light,
bud bursting is associated with an influx of water and sugars in the bud, and with sucrose degradation into fructose and glucose. Light
acts by promoting the transcription of genes and/or the activities of sucrose degradation enzymes such as vacuolar acid invertase and
sucrose synthase. Cell elongation is also stimulated in light conditions as shown by our scanning electron microscopy experiment. Under
darkness, these processes are reduced or inhibited and do not offer the optimal conditions necessary to bud burst. Thus, gene
expression of an expansin, a protein involved in cell wall loosening during cell elongation, is highly reduced. In response to the stress
caused by a long dark period, an increased transcription of a sorbitol dehydrogenase gene takes place, that could take over from sugar
metabolism for cell survival.

Thus, our study demonstrates that the photocontrol of bud burst occurs through at least two physiological processes : sugar
metabolism and cell elongation. Given our results and those of the literature, we propose a model of control of bud burst by light.

Key words : Rosa sp. L., bud, bursting, light, photocontrol, sugar metabolism, vacuolar acid invertase, sucrose synthase, cell elongation,
expansin.
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Ce travail de thése a été mené au sein de 'UMR SAGAH (Unité Mixte de Recherche
Sciences AGronomiques Appliquées a 1’Horticulture) A-462 INRA/Agrocampus-Ouest-
centre d’Angers/Université d’Angers, et plus particuliecrement au sein du laboratoire de
Morphogenese des Ligneux (UFR Sciences, Université d’Angers). Cette UMR s’organise
autour de trois axes— «la caractérisation de la qualité esthétique du rosier », «la
caractérisation de I’architecture du rosier-buisson » et « le déterminisme de 1’élaboration de
I’architecture » — dans le but de réaliser un modele dynamique de type structure-fonction de
I’élaboration de 1’architecture d’un rosier-buisson en fonction de I’environnement. C’est dans
le cadre du dernier axe que s’inscrit ce travail, encadré par le Dr Nathalie Leduc. Cette these a

bénéficié du soutien financier du Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche.

La qualité esthétique d’une plante ornementale est un critere commercial important auquel
les professionnels de I’horticulture s’intéressent tout particulicrement. Plusieurs criteres
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, etc... (Boumaza et al.,
2009). A cela s’ajoute la forme de la plante, caractérisée par 1’agencement dans ’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 1’horticulture
ornementale (Gudin, 2002) et dont les ventes ne cessent d’augmenter depuis ces dix dernieres
années (Promojardin, 2007), les producteurs cherchent a obtenir des plantes de structure
équilibrée, de port buissonnant, grimpant ou rampant. En ce qui concerne le port buissonnant,
la ramification basale est essentielle pour obtenir un buisson fourni. Les jeunes plantes
produites doivent ainsi porter plusieurs branches basales vigoureuses dont I’orientation dans
I’espace donnera a la plante une forme évasée. Cette ramification basale n’est pas toujours
facilement obtenue, et dépend du génotype de la plante, mais aussi de différentes techniques
de production horticole. La taille manuelle ou mécanique des plantes est le premier outil
permettant le contrdle de la ramification. A cela peut s’ajouter I’utilisation de molécules
nanifiantes, qui permettent de freiner ou de supprimer 1’élongation des tiges. Cependant, ces
molécules vont étre prochainement retirées du marché au vu de leur dangerosité pour
I’environnement et pour I’Homme. La recherche de nouveaux procédés permettant la
modification de 1’architecture de la plante dans un cadre respectueux de I’environnement

devient donc nécessaire.
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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 surle développement des plantes et leur
architecture (Rhododendron catawbiense L., Fustec & Beaujard, 2000 ; Petunia hybrida L.,
Bachman & McMahon, 2006 ; Hydrangea macrophylla L., Codarin et al., 2006). La lumicre
est un autre facteur, également important dans 1’élaboration de I’architecture de la plante : il a
en effet ét¢ montré dans la littérature qu’elle régulait 1’élongation des tiges mais aussi
modulait la fréquence de débourrement des bourgeons le long d’un axe chez certaines especes
(Muleo et al., 2001 ; Kawamura & Takeda, 2002, 2004 ; Niinemets & Lukjanova, 2003 ;
Muleo & Morini, 2006, 2008). Afin d’approfondir ’effet de la lumiere sur 1’élaboration de
I’architecture d’une plante et a terme proposer de nouveaux outils a la profession pour la
maitrise de la forme des végétaux, des recherches sont préalablement indispensables. En effet,
il est nécessaire de déterminer la nature des bandes du spectre lumineux actifs sur
I’architecture, de méme que leurs intensités, et de préciser sur quels processus du
développement la lumicre agit, afin de mieux cibler, notamment temporellement, les
traitements. Enfin, connaitre les processus physiologiques photorégulés au cours du
débourrement, ainsi que la chaine de transduction du signal lumineux, apportera des

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

Dans ce travail, nous abordons une partie de cette large problématique, qui fait I’objet de
tres peu de recherches dans la communauté internationale. Notre travail s’est concentré sur
I’impact de la lumiére sur le débourrement des bourgeons, processus premier de la
ramification. 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, les effets d’intensités et de
qualités lumineuses sur le débourrement des bourgeons et sur deux de ses composantes clés,
i.e. la croissance des jeunes feuilles préformées et ’activité organogénique du méristéme.

Dans les deuxiéme et troisiéme chapitres, I'impact de la lumiére sur le métabolisme
glucidique et sur I’expansion cellulaire, qui jouent un rdle primordial dans le débourrement,
est étudié par des approches biochimiques et moléculaires.

La derniere partie fait 1’objet d’une discussion générale, a 1’issue de laquelle un modele du
photocontréle du débourrement est proposé en regard de nos résultats et de ceux de la

bibliographie.



INTRODUCTION

Une partie des résultats présentés dans ce manuscrit est publiée et est présentée a la fin du

manuscrit :

Girault T, Bergougnoux V, Combes D, Viémont J-D, Leduc N (2008) Light controls
shoot meristem organogenic activity and leaf primordia growth during bud burst in Rosa

sp. Plant, Cell and Environment 31: 1534-1544
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1. Le genre Rosa : classification, historique et importance économique

1-1.  Classification du genre Rosa

Les rosiers appartiennent a la famille des Rosacées qui compte pres de 115 genres et 3200
especes. Ils sont répandus a travers toutes les régions froides et tempérées de 1’hémisphere
Nord, depuis le cercle arctique jusqu’aux sous-tropiques, principalement dans les régions
incluant les Etats-Unis, I’Iraq, 1’Ethiopie, le Bengale et le sud de la Chine (Gudin, 2000). Le
genre Rosa regroupe pres de 150 especes et pres de 20 000 cultivars commerciaux (Rajapakse
et al., 2001). La classification traditionnelle du genre Rosa est celle de Rehder (1947)
remaniée par Wissemann en 2003.

Le genre Rosa est divisé en quatre sous-genres : (1) Hulthemia, (2) Platyrhodon, (3)
Hesperhodos et (4) Eurosa ou Rosa. C’est ce dernier sous-genre, divisé en 10 sections, qui
regroupe plus de 120 espéces botaniques (Rajapakse er al., 2001). Malgré cette richesse
potentielle, seules sept a dix espeéces appartenant a trois sections ont été utilisées pour créer
les nombreux cultivars commerciaux qui constituent la rose moderne (Martin ef al., 2001 ;
Crespel et al., 2002).

Du fait de la complexité de plus en plus grande des hybridations entre especes, variétés et
cultivars, il est cependant devenu difficile d’utiliser seulement une classification botanique.
Aussi, de nombreuses classifications horticoles ont vu le jour pour permettre de caractériser et
de distinguer les formes modernes de rosiers. Un exemple de classification horticole basée sur
les criteres de remontée de floraison, de taille des fleurs et d’architecture de la plante est
présenté dans le Tableau 1. L’architecture y tient une place particulierement importante et des
rosiers aux ports différents (grimpant, buissonnant, nain...) sont ainsi proposés aux

consommateurs (Figure 1).

1-2.  Historique de la culture du genre Rosa
Il y a 5000 ans, les rosiers étaient déja cultivés en Chine, en Asie et en Afrique du Nord
(Sheperd, 1954). Des informations considérables sur les utilisations des rosiers dans
I’ Antiquité sont fournies par les écrits de 1’historien grec Hérodote (490 — 420 avant J.C.), du
philosophe grec Théophraste (372 — 387 avant J.C.) et du naturaliste romain Pline 1’ Ancien
(23 — 79 apres J.C.). Ce dernier relate que les romaines cultivaient des rosiers dans des serres

qui pouvaient étre chauffées par de I’eau chaude en hiver (Testu, 1984). En plus de leurs
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nombreuses significations, les roses étaient admirées pour leurs pétales, comme source de
parfum, et pour leurs fruits, les cynorhodons, en partie comestibles. Ainsi, plus de trente
remedes a base de différentes parties du rosier étaient utilisés par les romains (Gudin, 2000).
Cultivée comme plante médicinale et décorative pendant plusieurs siecles, le rosier devient
véritablement une plante horticole au 19°™ siécle, grace a I’intérét que lui porte I’Impératrice
Joséphine sous le 1° Empire. Les roses modernes, dont le processus de domestication s’est

9éme

développé des le 1 siecle, résultent des nombreux croisements et hybridations réalisés
entre les roses d’origine européenne et les roses d’origine chinoise (Martin et al., 2001). Ceci
a permis l’obtention d’une trés grande variabilité génétique et la création de nouveaux
cultivars aux caractéres horticoles intéressants : résistance au froid, résistance aux maladies,

duplicature florale et remontée de floraison (Maia & Venard, 1976).

1-3. Importance économique

Le genre Rosa est le genre économiquement le plus important de [’horticulture
ornementale (Gudin, 2000). Différents types de production peuvent é&tre distingués en
fonction du type de rosier cultivé : production pour fleurs coupées, rosier de jardin de pleine
terre, ou potées fleuries d’intérieur ou d’extérieur.

La rose est la fleur coupée dont la culture se développe le plus au plan mondial. Pendant
longtemps, compte tenu du niveau élevé des investissements et des difficultés techniques
(culture, manutention, transport...), la production était majoritairement localisée dans
I’hémispheére Nord. Aujourd’hui, I’amélioration des techniques de manutention et des moyens
de transport, ainsi que la création de variétés adaptées, permettent le développement de cette
culture dans des contextes géographiques élargis, permettant ainsi de bénéficier a la fois d’un
climat propice et de colts de production (notamment de main d’ceuvre) trés bas. Si la
production reste faible en Asie, elle se développe en Israél et dans certains pays africains
(Kenya) et d’Amérique Latine (Equateur). Face a la forte concurrence internationale, une
diminution des superficies produites est enregistrée en France depuis quelques années, et les
importations, notamment des Pays-Bas, plate-forme commerciale importante, voient leur
nombre augmenter (Oniflhor — TNS Sofres, 2004).

Les rosiers de jardin constituent le deuxieéme type de production. Destinés a agrémenter
les jardins, de nombreuses variétés ont vu le jour pour répondre aux besoins des
consommateurs, qui disposent dorénavant de toutes sortes de plantes aux ports différents

(Figure 1). Depuis une dizaine d’années, le marché du jardinage connait une santé florissante.
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Grace a I’augmentation du temps libre des Frangais, notamment sous ’effet des 35 heures, et
la multiplication des résidences individuelles, le marché a progressé de 8 % sur 5 ans et de 22
% sur les 10 dernieres années pour atteindre un chiffre d’affaires estimé a 6,1 milliards d’€
TTC (Promojardin, 2007). En 2007, une augmentation des quantités vendues de 18 % (soit
8,5 millions rosiers) et du chiffres d’affaires de 20 % (64,7 millions d’€ TTC) ont été
enregistrées (Viniflhor — TNS Sofres, 2008), signes de 1’intérét toujours croissant des Frangais
pour cette plante ornementale. Terre d’accueil de Jean-Pierre Vibert, premier horticulteur a se
consacrer exclusivement au rosier de jardin en 1839, I’Anjou a su, depuis le début du 19°™
siecle, faire prospérer la culture du rosier. Grace au climat et a ses terres fertiles, la région
Pays de la Loire constitue la 1 région horticole frangaise (SEM Pays de la Loire, 2008). La
réputation de Doué la Fontaine en terme de rosier de jardin n’est plus a faire : la production y
débuta dés la fin du 18°™ siecle et elle demeure la capitale de la production de rosiers de
pleine terre en Anjou. En 2007, plus de 60 rosiéristes y produisaient, sur une surface

supérieure a 200 hectares, 7 millions de rosiers de jardin appartenant a environ 500 variétés

(Substrats, 2007).

2. Qualité esthétique et architecture

La qualité esthétique d’un rosier est un critere commercial majeur, sur lequel les
sélectionneurs mais aussi les horticulteurs vont porter toute leur attention. Le port de la plante,
conditionné par son architecture, contribue fortement a I’esthétisme d’une plante ornementale.
Apres avoir défini les deux termes, qualité esthétique et architecture végétale, nous décrirons
comment les pratiques horticoles peuvent contribuer a moduler le port des plantes
ornementales et donc leur qualité esthétique, et en quoi des recherches fondamentales sont

nécessaires pour progresser dans nos connaissances dans ce domaine.

2-1.  Qualité esthétique
Selon Conover (1986), «la qualité d’un objet est un terme général applicable a tout

caractere incluant un grade, un classement, un choix dans un groupe, la supériorité du type, de
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la forme, de la couleur, de la taille, des potentiels de croissance et de développement, de la
longévité et du prix de vente ». Pour une plante, le terme « qualité » recouvre trois
composantes : (1) une composante visuelle, primordiale pour retenir I’attention du
consommateur et déclencher 1’acte d’achat, (2) une composante liée a 1’état physiologique de
la plante et (3) une composante économique. Ces trois composantes sont liées entre elles et
contribuent a la prise en compte de nombreux facteurs, plus ou moins objectifs, dans 1’étude
de la qualité des végétaux d’ornement (Liguori-Loiseau, 1991).

La qualité esthétique d’une plante ornementale dépend de nombreux critéres, comme par
exemple la couleur du feuillage et sa densité, la morphologie des feuilles et leur état sanitaire,
ainsi que différents aspects liés a la floraison : nombre de boutons floraux, couleur des fleurs,
nombre de pétales... (Boumaza et al., 2009). A ces criteres s’ajoutent ceux concernant
I’architecture globale de la plante : les consommateurs s’intéressent alors particulierement a la
ramification, la vigueur des axes, ainsi qu’a I’aspect compact de la plante (Boumaza et al.,
2009). En effet, le développement et ’agencement des axes constitutifs (branches, tiges...)
peuvent aboutir & un déséquilibre spatial de ’architecture et ainsi compromettre ’aspect
esthétique. Aussi ’architecture globale de la plante joue-t-elle un rdle essentiel dans la

définition de la qualité esthétique.

2-2.  Architecture végétale

2-2-1. Définition
L’architecture d’une plante représente 1’ensemble des formes structurales que 1’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 & Oldeman, 1970) et repose sur
la nature des ramifications (par exemple : axes floriféres ou végétatifs, axes courts ou
longs...) et leur agencement. Elle est, a tout moment, I’expression d’un équilibre entre la
régulation endogene des processus de croissance et les contraintes exercées par le milieu

extérieur (Edelin, 1984).

2-2-2. Architecture du rosier buisson

Le rosier est un buisson dont le modele architectural est celui de Champagnat (Figure 2,
Halle & Oldeman, 1970). Ce mod¢le est caractérisé par des axes d’ordre I a croissance

monopodiale, portant des ramifications orthotropes et acrotones. Ces ramifications sont, pour
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la plupart, proleptiques : le bourgeon axillaire observe 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 ['unité
architecturale (Barthélémy et al., 1989), c’est-a-dire la structure architecturale élémentaire.
Les travaux menés au sein de notre UMR ont montré que 1’unité architecturale du rosier
buisson était 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 ’ordre IV). En fonction de la variété étudiée, ’unité
architecturale s’achéve au bout du IV"™ ou VI*™ ordre de ramification (Morel ef al., 2009).
La forme buissonnante du rosier va alors étre donnée par le développement de réitérations
proleptiques, qui, dupliquant totalement ou partiellement 1’unité architecturale, donnent

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

2-3.  Apport des techniques horticoles dans la maitrise de ’architecture de la
plante

En ce qui concerne les rosiers de jardin, les producteurs cherchent a obtenir des rosiers
ayant une structure équilibrée de port buissonnant, rampant ou grimpant. Pour obtenir un port
buissonnant, la ramification basale est tres importante. Des plants de qualité supérieure
doivent donc porter plusieurs branches basales vigoureuses ayant un diameétre supérieur a 0,5
cm et dont l’orientation dans 1’espace donnera une forme évasée a la plante adulte.
L’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) a d’ailleurs crée trois catégories pour
classer les plants en fonction de ce critére : on sépare ainsi les plants qui ont deux (catégorie
1), trois (catégorie I) ou quatre branches basales (catégorie extra).

Ces criteres architecturaux basés sur la ramification basale vont dépendre du génotype de
la plante mais aussi des différentes techniques de production appliquées aux plantes. La taille
des plantes, manuelle ou mécanique, constitue le premier outil utilisé pour contrdler la
ramification. Parallelement, 'utilisation fréquente de nanifiants, molécules de synthése qui
freinent voire suppriment [’¢longation, permet de réguler la croissance des plantes en
diminuant la longueur de la tige par réduction des entrenceuds. Cependant, ces produits sont
de moins en moins utilisés en horticulture au regard des risques qu’ils engendrent pour

I’environnement et pour I’ Homme, et bon nombre vont étre retirés du marché prochainement.

10
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Pour la profession horticole, il est alors urgent de rechercher d’autres procédés pour modifier
I’architecture de la plante dans un cadre respectueux de I’environnement. Une alternative
intéressante qui se développe consiste a s’appuyer sur la modulation des facteurs de
I’environnement.

De nombreux travaux montrent en effet I’impact des facteurs de 1’environnement sur le
développement des plantes et leur architecture. La nutrition azotée est connue pour influencer
la croissance (Millard & Proe, 1991 ; Cabrera, 2003) et ainsi modifier ’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 & Beaujard,
2000). Chez I’hortensia (Hydrangea macrophylla L.), une forte diminution de 1’humidité
relative provoque un raccourcissement des tiges et permet ainsi la production de plantes plus
compactes (Codarin ef al., 2006). Plusieurs études ont également pu montrer I’importance de
la température pour la croissance et notamment 1’importance du différentiel de température
jour/nuit. Chez le pétunia (Petunia hybrida L.), un différentiel négatif entraine un
raccourcissement des entrenceuds (Bachman & McMahon, 2006). En ce qui concerne I’impact
de la lumiere sur la croissance et I’architecture, plusieurs études ont été réalisées et montrent
I’importance de ce facteur sur 1’élaboration de I’architecture de la plante : celles-ci seront
présentées dans le § 4.

Des outils appropriés ont été développés pour permettre de transférer ces résultats a des
conditions de production. Ainsi, en serre, la fertilisation, D’irrigation, la température,
I’hygrométrie et la lumiére peuvent étre régulées grace a différents systémes : cooling,
humidificateurs, dispositifs d’irrigation automatique, d’éclairages photosynthétiques et
photopériodiques, filtres et ombrieres. Cependant, encore trop peu d’itinéraires culturaux
s’appuient sur les travaux de recherche. Les connaissances sont en effet restreintes a trop peu
d’especes. Une analyse fine de 1’effet des facteurs de I’environnement sur la physiologie de la
plante et de ses conséquences sur l’architecture permettrait d’élargir nos connaissances,
d’augmenter leur généricité et d’offrir, a terme, un plus large panel de possibilités de maitrise
de I’environnement a la profession horticole. Les recherches développées dans cette thése

vont dans ce sens.
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3. Le débourrement des bourgeons

L’architecture d’une plante est en premier lieu la résultante du fonctionnement des
bourgeons axillaires le long des axes. Leurs débourrements vont produire un certain nombre
d’axes dont la longueur et I’orientation dans 1’espace vont ensuite conditionner le port de la
plante. Moduler I’architecture d’une plante peut donc consister a moduler la capacité de
débourrement des bourgeons.

Le bourgeon axillaire végétatif est une entité complexe constituée d’écailles, de jeunes
feuilles et de primordia foliaires recouvrant le méristeme apical caulinaire, I’ensemble étant
disposé sur un axe court constitué de I’empilement des entre-nceuds des feuilles préformées et
des écailles (Figure 3). Le débourrement d’un bourgeon va nécessiter la levée de dormance
dont il est fréquemment le sieége, puis la reprise de croissance des pieces préformées (jeunes
feuilles, entre-nceuds), ainsi que la reprise d’activité organogénétique du méristéme apical
caulinaire.

Dans ce chapitre, nous décrirons les processus physiologiques impliqués dans le
débourrement, en mettant 1’accent sur ceux qui ont fait I’objet de nos recherches, et sur
lesquels les facteurs de I’environnement doivent agir pour moduler la capacité de

débourrement des bourgeons.

3-1. Levée de dormance
Apres sa formation, un méristéme peut aussitot produire une tige (rameau sylleptique) ou
entrer en dormance au sein d’un bourgeon écailleux, avant de débourrer (rameau

proleptique).

3-1-1. Définition des dormances

La dormance est définie comme étant une suspension temporaire de la croissance visible
de toute structure végétale contenant un méristetme (Lang et al., 1987). Trois types de
dormance peuvent alors étre décrits selon les causes de 1’arrét de croissance et les besoins
spécifiques pour le rompre (Horvath et al., 2003):

- L’endodormance est induite par une inhibition de croissance dont 1’origine se situe
au sein méme du méristéme. Ainsi, aucune croissance ne peut étre induite méme
lorsque le bourgeon est isolé (absence de paradormance) ou lorsqu’il est placé

dans des conditions environnementales favorables (absence d’écodormance).
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- La paradormance décrit une dormance induite par des facteurs internes a la plante,
mais externes a 1’organe affecté, telles que les inhibitions corrélatives, exercées a
plus ou moins longue distance du méristeme considéré, par d’autres organes de la
plante. La dominance apicale, ou le bourgeon situé au sommet de la pousse
empéche le développement des bourgeons axillaires mis en place lors de la
croissance de la tige, est un exemple de paradormance.

- L’écodormance, ou dormance induite par des facteurs environnementaux
défavorables tels que les déficiences en nutriments, les stress hydriques, les
niveaux limitants en CO, et O,, les conditions extrémes de température ou de
lumiere. Le méristtme reprend son activité lorsque les conditions
environnementales redeviennent favorables.

Il est a noter que ces trois types de dormance peuvent se succéder et/ou se superposer au
cours du cycle annuel de la plante (Saure, 1985), ce qui rend difficile I’analyse des facteurs

responsables dans chacun des cas (Mc Steen & Leyser, 2005).

3-1-2. Levée de I’endo- et de I’écodormance

Il est tres difficile de séparer clairement les différents types de dormance entre eux
puisque les mémes facteurs environnementaux sont responsables chez de nombreuses especes
de I’induction et de la levée de I’endodormance, comme de I’écodormance (Horvath et al.,
2003). Ainsi, de nombreuses études portant sur I’effet des facteurs de I’environnement sur la
dormance des bourgeons ne précisent pas clairement les phases de dormance concernées
(endo- ou écodormance).

La température et la photopériode contrdlent a la fois I’induction et la levée de dormance.
Chez de nombreuses especes, la température est un facteur déterminant de la levée de
dormance (Battey, 2000 ; Welling et al., 2004). C’est par exemple le cas chez le bouleau
pubescent (Betula pubescens L.), ou 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 été suggéré que le froid pourrait agir en provoquant la déméthylation de
I’ADN observée lors de la dormance et la dé-répression de génes liés a la reprise du cycle
cellulaire des cellules méristématiques (Johnsen et al., 2003). La lumiére intervient également
dans I’induction et la levée de dormance. C’est I’influence de la photopériode qui a été plus
particuliérement étudiée. Il a pu étre montré que, dans de nombreux cas, la dormance était

induite par la diminution de la photopériode, associée ou non a la diminution des températures

13



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

(Thomas & Vince-Prue, 1997 ; Borchert, 2000). Au contraire, une photopériode longue a un
effet favorable sur la levée de dormance des bourgeons de diverses especes a feuilles
caduques des régions nordiques (Heide, 1993). La qualité et I’intensité¢ lumineuse vont
également jouer un role dans le controle du débourrement des bourgeons : ces données seront

présentées dans le § 4.

3-1-3. Levée de la paradormance

La paradormance est imposée au méristeme par d’autres organes de la plante, situés a plus
ou moins grande distance de ce méristeme. Aussi, la seule suppression de 1’organe inhibiteur
(feuilles, tiges, bourgeons...) suffit a libérer le méristéme de son inhibition et a provoquer le
débourrement (Stafstrom, 2000).

Parmi les cas de paradormance, la dominance apicale est celle pour laquelle I’implication
des hormones, notamment 1’auxine et les cytokinines, est la mieux caractérisée (Ongaro &
Leyser, 2008). L’ auxine, synthétisée abondamment au niveau de I’apex et des jeunes feuilles
(Ljung et al., 2001), inhibe le débourrement des bourgeons axillaires. Elle est transportée de
fagon basipcte le long des tiges (Blaskeslee et al., 2005) via des transporteurs (Feraru &
Friml, 2008), mais elle ne pénétre pas dans les bourgeons axillaires (Prasad et al., 1993).
L’auxine agit donc de fagon indirecte pour inhiber le débourrement des bourgeons axillaires.
Au contraire, les cytokinines ont une action directe et stimulent le débourrement (Cline,
1994). L’étude de mutants hyper-ramifiés appartenant a différentes espéces a permis
I’identification d’une nouvelle hormone impliquée dans la régulation du débourrement. Les
différents mutants max (more axillary growth) chez Arabidopsis thaliana (Booker et al.,
2004 ; Stirnberg et al., 2002, 2007), rms (ramosus) chez le pois (Pisum sativum L., Beveridge
et al., 2000) et dad (decreased apical dominance) chez le pétunia (Petunia sp. : Napoli, 1996 ;
Snowden & Napoli, 2003) ont contribué a la mise en évidence de la voie de signalisation
d’une nouvelle hormone dérivée des caroténoides, et inhibitrice du débourrement. Cette
hormone, la strigolactone, a récemment été identifiée chez le pois (Pisum sativum L., Gomez-
Roldan ez al., 2008). Les mutations de génes orthologues de cette voie de signalisation chez le
riz (Oryza sativa L.) ont permis ’augmentation du tallage (Ishikawa et al., 2005 ; Zou et al.,
2006), suggérant ainsi que cette voie de signalisation serait présente largement au sein du
regne végétal.

Plusieurs résultats laissent penser que ces trois hormones sont étroitement liées et agissent
en interaction dans le contréle du débourrement. L’auxine inhiberait la syntheése des

cytokinines au sein de la plante entiere (Nordstrom et al., 2004) et interviendrait également
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dans la régulation de certains génes MAX, notamment MAX4 (Bainbridge et al., 2005), qui
contrdlent la voie de biosynthese de la strigolactone. De plus, chez les mutants max/rms/dad,
on note une accumulation des transporteurs d’auxine PIN (Bennett ef al., 2006) mais
également une diminution des taux de cytokinines (Foo et al., 2007). Ceci suggere
I’implication des protéines MAX/RMS/DAD a la fois dans la régulation du transport de
I’auxine et dans la voie de biosynthése des cytokinines. Un modéle regroupant I’ensemble des
données existantes a ainsi €té propos¢ (Figure 4, Ongaro & Leyser, 2008) : il présente, au sein
du bourgeon, les différentes voies de régulation de 1’auxine, des cytokinines et de la

strigolactone intervenant dans le controle du débourrement des bourgeons.

3-2. Reprise de croissance

3-2-1. Reprise de activité organogénétique du méristéme apical caulinaire

Chez les végétaux supérieurs, le méristeme caulinaire de ’embryon génere 1I’ensemble des
parties adriennes de la plante. Ce méristtme est constitué d’une zone centrale, d’un
anneau initial, ou zone périphérique, et d’une zone médullaire (Figure 3B). Les cellules
souches de la zone centrale sont capables, tout au long de la vie de la plante, de produire a la
fois des cellules identiques a elles-mémes et des cellules destinées a se différencier pour
produire, dans les zones périphériques et médullaires, les organes et les tissus de 1’appareil
aérien (Beveridge et al., 2007).

Plusieurs processus interdépendants vont intervenir lors de la formation des organes : (1)
sélection du site d’initiation du futur organe foliaire au niveau du méristeme, (2) recrutement
des cellules méristématiques au site d’initiation du primordium, (3) croissance de 1’organe
puis (4) séparation des organes et détermination de leur identité. Bien qu’il soit difficile de
définir la succession exacte de ces événements au cours du développement d’un organe, 1’'un
des premiers processus observé est la séparation, au sein du méristtme, d’un groupe de
cellules destinées a former un initium, ce qui se traduit par un bombement au niveau de la
zone périphérique.

Chez les cellules végétales, la croissance est un phénomene biophysique impliquant un
équilibre entre la turgescence de la cellule et les forces externes s’exercant contre la paroi
(Cosgrove, 2000a). Tandis que la pression de turgescence interne reste généralement
constante durant la croissance, la paroi cellulaire subit des variations de son extensibilité

(Fleming, 2002). Ce sont ces changements qui permettent 1’augmentation de la taille des
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cellules. Plusieurs protéines sont impliquées dans le relachement des parois (Cosgrove, 2005),
notamment les expansines, décrites dans le § 3-2-3-2-2. Lorsque le relachement de la paroi
cellulaire est induit expérimentalement par 1’application localisée des ces protéines au niveau
de la zone périphérique du méristéme apical, un nouveau primordium est initié a cet endroit,

comme cela a été montré chez la tomate (Solanum lycopersicum, Fleming et al., 1997).

3-2-2. Reprise de croissance des primordia foliaires et des entre-nceuds

Lors du débourrement du bourgeon, la jeune tige grandit grace a 1’élongation de 1’entre-
nceud sous-jacent a chaque feuille préformée, ce qui laisse ainsi la place a ces derniéres pour
se développer.

La croissance des jeunes feuilles est le résultat de divisions et d’élongations cellulaires
(pour revue, Tsukaya, 2006). Ces processus sont en partie régulés par I’action de différentes
hormones. L’auxine, impliquée des la sélection du site de formation de I’initium foliaire
(Reinhardt et al., 2000 ; Fleming, 2005), régulerait I’expression de génes contribuant a la
croissance du primordium foliaire, notamment celle des geénes codant des expansines
(Reinhardt ef al., 1998). Les cytokinines jouent également un role dans la croissance foliaire
puisque la surexpression d’un geéne hydrolysant les cytokinines, AfCKX, conduit a une
diminution significative de la surface foliaire (Werner et al., 2003).

Les gibbérellines et les brassinostéroides sont impliqués dans la régulation de 1’élongation
des entre-nceuds. En effet, les mutants liés a ces deux hormones présentent un phénotype nain
attribuable a une élongation réduite des tiges (Talon et al., 1990 ; Fujioka & Yokota, 2003 ;
Sakamoto et al., 2004).

3-2-3. Divisions et élongations cellulaires au cours du débourrement

Le débourrement d’un bourgeon est la résultante de 1’élongation des entre-nceuds, de la
croissance des feuilles préformées et de la formation de nouveaux primordia foliaires par le
méristeme. Croissance et organogenese impliquent deux processus majeurs : les divisions et
les élongations cellulaires. Le lien entre ces deux processus a fait 1’objet de nombreux
travaux. Bien qu’ils soient souvent considérés comme un seul processus de croissance
cellulaire, la part relative de chaque mécanisme est mal connue (Fleming et al., 1999).
Néanmoins, plusieurs travaux suggerent que 1’¢élongation cellulaire, et non les divisions
cellulaires, constitue la force motrice nécessaire a la croissance et a I’organogenéese. En effet,
le blocage des divisions cellulaires, par irradiation ou par traitement chimique, n’empéche pas

I’initiation de nouveaux primordia (Foard, 1971 ; Grandjean et al., 2004).

16



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

3-2-3-1. Divisions cellulaires

Chez les bourgeons dormants, les divisions cellulaires sont bloquées et les cellules du
méristeme peuvent étre stoppées en différents points du cycle cellulaire : en phase Gy comme
chez la pomme de terre (Solanum tuberosum, Campbell ef al., 1996) ou en phase G, S ou G;
comme chez le pois (Pisum sativum L., Devitt & Stafstrom, 1995). Lors du débourrement, le
cycle cellulaire reprend de fagon synchronisée dans les cellules méristématiques.

La progression des différentes phases du cycle cellulaire est régulée par une famille de
protéines kinases cycline-dépendantes (CDK). La cycline constitue la sous-unité régulatrice,
tandis que la protéine kinase CDK constitue la sous-unité catalytique du complexe CDK-
cycline. Les différentes protéines kinases CDK et les différentes cyclines connues jusqu’a
présent sont regroupées en différentes classes selon leurs profils d’expression : certaines
protéines kinases CDK sont effectivement exprimées tout au long du cycle cellulaire alors que
d’autres sont exprimées a un moment donné du cycle cellulaire (pour revue, Dewitte &
Murray, 2003). L’expression de certaines cyclines semble bien refléter 1’état de croissance
d’un bourgeon : Devitt & Stafstrom (1995) ont montré une accumulation de transcrits cdc2
(protéine kinase cycline dépendante) et de cycline B au sein de bourgeons de pois (Pisum

sativum L.) sortant de dormance.

3-2-3-2. Elongation et croissance cellulaires

3-2-3-2-1.  La paroi pectocellulosique

La paroi pectocellulosique présente chez les plantes est un élément structural important
qui distinguent les cellules végétales de toutes les autres cellules eucaryotes. Ces parois, d’une
épaisseur d’environ 0,2 um, fournissent un support mécanique en entourant et en maintenant
la plupart des cellules végétales. Grace a leur élasticité et a leurs propriétés mécaniques, elles
sont associées au développement et a la croissance cellulaire. Les parois jouent également un
réle important en relayant les informations provenant de stimuli externes et en permettant la

communication symplastique (Pilling & Hofte, 2003).

3-2-3-2-1-1. Réle mécanique et composition de la paroi

pectocellulosique
Outre le fait que la paroi cellulaire définit la forme d’une cellule, une de ses fonctions

principales est de résister a la pression de turgescence de la cellule. La pression de

turgescence, plus ou moins constante pendant la croissance, fournit une force hydrostatique
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qui plaque la membrane plasmique contre la paroi cellulaire (Hopkins, 2003). Pour cette
raison, la paroi cellulaire est renforcée latéralement. Elle est organisée en feuillets de
microfibrilles de cellulose - des faisceaux de longs polymeres linéaires de glucose contenant
de nombreuses liaisons hydrogene, associés par des liaisons [-glycosidiques. Les
microfibrilles de cellulose sont enchdssées dans une matrice constituée de pectine (un
polymere d’acide D-galacturonique et d’autres monosaccharides) et d’hémicellulose (un court
polymere abondamment ramifié, constitu¢ de plusieurs monosaccharides a cinq ou six
carbones). La résistance mécanique de la paroi cellulaire repose sur les liaisons croisées entre
les microfibrilles et les chaines d’hémicellulose, qui empéchent la paroi cellulaire de s’étirer
latéralement.

Les parois cellulaires primaires de type I (retrouvées chez la majorité des plantes a fleurs)
et de type II (spécifique aux Poacées) contiennent 30 % de cellulose mais different
grandement au niveau de la composition de la matrice (Carpita & Gibeaut, 1993). Chez les
parois de type I, les matrices sont composées de xyloglucanes (25 %), de pectines (30 %) et
de protéines riches en hydroxyproline (5 a 10 %). Les parois de type Il possédent moins de
pectine (5 a 10 %), moins de protéines riches en hydroxyproline (0,5 a 1 %) et moins de
xyloglucanes (2 a 5 %). Elles sont par contre riches en glucuronoarabinoxylanes (30 %) et en

divers B-glucanes (25 %).

3-2-3-2-1-2. Mécanismes de relichement de la paroi

Puisque la paroi cellulaire entourant une cellule végétale empéche celle-ci de s’étendre, sa
structure doit se relacher lorsque la cellule grandit. L expansion cellulaire est un processus
complexe initié par I’augmentation de la pression de turgescence et suivi par un relachement
contrdlé de la paroi, concomitant a une nouvelle déposition d’éléments constitutifs de la paroi
(Cosgrove, 1993 ; Refrégier et al., 2004 ; Humphrey et al., 2007). Néanmoins, les signaux qui
permettent la déformation et I’extension de la paroi pendant la croissance ne sont pas
clairement identifiés.

L’acidification de la paroi (Rayle & Cleland, 1992) ainsi que son état d’hydratation
(Cosgrove, 1997) contribuent a I’augmentation rapide de I’extensibilité des parois. Aprés une
acidification du milieu de pH 6-7 a pH 4,5-5, les parois commencent & se relacher et leur
capacité d’étirement peut augmenter de cinq a dix fois (Cosgrove, 1993). Bien que des
protéines permettant I’extension des parois cellulaires et dont I’activité dépend du pH aient
été découvertes : les expansines (McQueen-Mason et al., 1992), les modes d’actions de ces

protéines restent incompris.
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Le relachement de la paroi nécessite la rupture d’interactions moléculaires entre les
différents composants de la paroi cellulaire. Il est généralement admis que I’extensibilité de la
paroi dépend du nombre de liaisons - ponts hydrogene - entre cellulose et hémicellulose ainsi
qu’entre hémicellulose et matrice extracellulaire (Cosgrove, 2000a). Le clivage des polymeres
de la matrice et l’affaiblissement des liaisons non-covalentes entre les polysaccharides
peuvent étre réalisés par plusieurs protéines, notamment les xyloglucan-
endotransglycosylases/hydrolases (XTH), les endo-(1,4)-B-d-glucanases ou les expansines. Il
semblerait donc que I’extension in vivo soit controlée par I’action combinée de ces différentes
protéines (Darley ef al., 2001 ; Cosgrove, 2005).

Lorsque ’expansion cellulaire est terminée, des liaisons de différents types - hydrogene,
calciques, de Van der Waals - sont établies entre les composants de la paroi afin de la
rigidifier (Passardi et al., 2004). Cette étape de rigidification fait intervenir différentes

enzymes, notamment des peroxydases et des extensines (Humphrey ef al., 2007).

3-2-3-2-2.  Implication des expansines dans [’élongation

cellulaire
Les expansines sont de petites protéines sécrétées en faible quantité au niveau de la paroi
cellulaire. Elles peuvent directement se lier a la cellulose et participeraient ainsi au
relachement de la paroi en interrompant les liaisons non-covalentes entre cellulose et

polymeres de la matrice extracellulaire (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995).

3-2-3-2-2-1. Classification des expansines

Les expansines appartiennent a une famille multigénique et sont présentes chez les
mousses, les fougeres, les gymnospermes et les angiospermes. Elles sont divisées en deux
groupes : les a-expansines (EXPA) et les B-expansines (EXPB) (Sampedro & Cosgrove,
2005 ; Choi et al., 2006 ; Sampedro ef al., 2006). Des génes présentant de fortes similarités
avec les genes d’expansines ont également été identifiés et classés parmi les expansines-like
A (EXLA) et les expansines-like B (EXLB); leur fonction biologique est cependant
inconnue.

Les a-expansines ont été les premiéres expansines découvertes. Elles ont tout d’abord été
isolées a partir de parois cellulaires d’hypocotyles de concombre (Cucumis sativus, McQueen-
Mason et al., 1992) puis a partir de parois cellulaires de coléoptiles d’avoine (4vena sativa, Li
et al., 1993). Des protéines caractérisées chez des grains de pollens de graminées présentant

entre 25 et 30 % d’homologie avec les a-expansines ont pu étre identifiées (Shcherban et al.,
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1995) et, aprés avoir montré leur activité sur 1’extensibilité des parois cellulaires, ont été
classées parmi les B-expansines (Cosgrove et al., 1997).

Pour une plante donnée, plusieurs genes codent des expansines (Sampedro & Cosgrove,
2005). Le génome complet d’Arabidopsis thaliana en compte 36 (26 EXPA, 6 EXPB, 3
EXLA, 1 EXLB) et on en dénombre 58 (34 EXPA, 19 EXPB, 4 EXLA, 1 EXLB) chez le riz
(Oryza sativa L.). La signification fonctionnelle de ces nombreux geénes d’expansines présents
dans le génome est encore mal comprise (Cosgrove, 1998). La raison principalement évoquée
est que la multiplicité de génes d’expansine refléte la nécessité d’un contrdle fin des activités

de ces protéines en fonction des tissus et des différents stades de développement des plantes.

3-2-3-2-2-2. Structure et régulation de [D’activité des

expansines
Les expansines sont des protéines alcalines (point isoélectrique = 9,1 — 9,5 chez une

expansine de mais, Li et al., 2003) composées de 250 a 270 acides aminés. Trois régions
peuvent étre distinguées : (1) le peptide signal, en position N terminale, composé de 20 a 30
acides aminés, permet le ciblage des protéines vers le réticulum endoplasmique, (2) le
domaine 1, adjacent au peptide signal est composé de 120 a 135 acides aminés et inclut une
série de résidus cystéine conservés (8 chez les a-expansines et 6 chez les B-expansines), un
motif conservé (His-Phe-Asp), et une petite région alcaline enrichie par des résidus lysine et
arginine, (3) le domaine 2, en position C terminale, comprend 90 a 120 acides aminés et est
caractérisé par la présence de 4 résidus tryptophane conservés. La structure tridimensionnelle
des expansines présente a la fois des similarités avec le domaine catalytique des
endoglucanases fongiques et le domaine de liaison a la cellulose des cellulases bactériennes
(Shcherban et al., 1995 ; Cosgrove et al., 1997 ; Cosgrove, 2000a,b ; Sampedro & Cosgrove,
2005).

Les expansines sont des protéines conservées. Par exemple, CSEXPAT1 (a-expansine 1 de
I’hypocotyle de concombre) est identique a plus de 80% avec PrEXPA1 (a-expansine 1 de
I’hypocotyle de pin). En général, les séquences protéiques des différentes a-expansines sont
identiques entre 60 et 90 % (Cosgrove, 1998). Les P-expansines sont caractérisées par une
plus grande diversité. Au sein de ce groupe, les homologies de séquences protéiques
atteignent 28 a 76 %. D’un point de vue de la structure tridimensionnelle, les a et les -

expansines sont similaires a 75% (Cosgrove et al., 1997).
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3-2-3-2-2-3. Mode d’action des expansines

Le site d’action de I’expansine est inconnu. Les résultats d’analyses immuno-
histochimiques suggérent que les expansines sont présentes au niveau de 1’ensemble de la
paroi cellulaire et en faibles quantités (Lee & Choi, 2005 ; Choi et al., 2006).

Le mécanisme d’action de I’expansine dans le relachement de la paroi cellulaire a été
principalement étudi¢ chez le concombre et le mais. Il a pu étre montré que 1’expansine
CsEXPAT1 ne possédait aucune activité de type endoglucanase, exoglucanase, pectinase et
xyloglucane-endotransglycosylase (McQueen-Mason et al., 1993 ; McQueen-Mason &
Cosgrove, 1995) et que I’expansine ZmEXP1B n’avait pas d’activité¢ hydrolytique (Yennawar
et al.,2000).

Plusieurs expériences ont été réalisées afin de déterminer les cibles des expansines. La
liaison de CsEXPAI1 a la cellulose, les xyloglucanes et I’hémicellulose (McQueen-Mason &
Cosgrove, 1995) suggere que les glucanes constituent les principales cibles des a-expansines.
Les expansines agiraient donc principalement au niveau de la force d’interaction entre
cellulose et xyloglucanes en clivant les liaisons hydrogene qui les relient (McQueen-Mason &
Cosgrove, 1994, 1995 ; Cosgrove, 2005). Ceci rendrait alors les polyméres carbonés plus
accessibles aux enzymes de dégradation (Brummell et al., 1999) ou de rigidification de la
paroi cellulaire (Zenoni et al., 2004). Cependant, aucune méthode physique n’a pu, a I’heure
actuelle, permettre 1’observation de 1’augmentation de la mobilité des chaines d’hémicellulose

suite a 1’action des expansines (Cosgrove, 2000a ; Marga ef al., 2005).

3-2-3-2-2-4. Réles des expansines

- Dans [’expansion cellulaire au cours de la maturation de différents organes

Chez la tomate (Solanum lycopersicum, Catala et al., 2000), la poire (Pyrus communis,
Hiwasa et al., 2003), la fraise (Fragaria ananassa, Harrison et al., 2001) et la péche (Prunus
persica L., Hayama et al., 2003), I’expansion cellulaire est accompagnée de 1’expression de
génes d’expansines et I’accumulation d’ARNm de certaines expansines (LeEXPAZ2 pour la
tomate et PpEXPAZ2 pour la péche) est corrélée avec la croissance.
La chute des feuilles, des fleurs et des fruits est permise par la formation d’une zone
d’abscission a la base des pétioles et des pédicelles. La formation de cette zone, controlée par
I’éthyléne, entraine une destruction des parois cellulaires sous I’action de plusieurs enzymes
et également sous ’action des expansines (Belfield ef al., 2005 ; Sharova, 2008). Chez le
rosier, I’augmentation de l’expression d’une a-expansine est corrélée a 1’abscission des

pétales (Rosa bourboniana, Sane et al., 2007).
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- Dans [’activité organogénique du méristeme

La plupart des études concernant les expansines ont été réalisées sur 1’hypocotyle, les
feuilles, les racines ou les coléoptiles. Toutefois, I’implication des expansines dans
I’organogenese a pu aussi étre mise en évidence par I’application localisée de ces protéines au
niveau du méristeme de tomate (Solanum lycopersicum, Fleming et al., 1997). Ce dépot d’a-
expansines au sein de ’apex a permis la formation ectopique d’un nouveau primordium et a
entrainé une modification de la phyllotaxie. L’initiation d’un primordium foliaire a également
pu étre observée apres application de tétracycline, au niveau de 1’apex de tabac transformé par
le géne CsEXPAI (a-expansine 1 de concombre) sous le contrdle d’un promoteur inductible
par cette molécule (Nicotiana tabacum, Pien et al., 2001). Ces résultats suggerent que les
expansines sont présentes au site méme d’initiation du primordium, et que la transcription et
la traduction ont également lieu a cet endroit du méristeme. Ceci a en partie été vérifié chez la
tomate (Solanum lycopersicum), ou les ARNm LeEXPA9 et LeEXPAIS, ainsi que la protéine
LeEXPA18, ont pu étre détectés au sein du méristeéme apical, majoritairement au niveau du

site d’initiation des primordia foliaires (Reinhardt ez al., 1998 ; Vogler ef al., 2003).

- Dans la morphogenése foliaire

Chez le tabac transformé avec le géne CsEXPAI sous contréle d’un promoteur inductible
par la tétracycline, la morphologie des feuilles a pu étre modifiée localement par I’application
de tétracycline chez un primordium en croissance, suggérant ainsi le role de I’expansine dans
la morphogenéese foliaire (Pien ef al., 2001). Ce résultat est corrélé avec ce qui avait été
précédemment observé chez Arabidopsis thaliana : 1’inhibition de 1’expression du gene
AtEXPAI10 conduit a la formation de feuilles naines a la morphologie altérée (Cho &
Cosgrove, 2000). Au contraire, la surexpression du géne AtEXPA10 permet I’augmentation de
la longueur des pétioles et de la surface foliaire (Cho & Cosgrove, 2000). Chez le peuplier
tremble (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx), un résultat similaire est observé lorsque
I’expansine P#tEXPAI est surexprimée (Gray-Mitsumune et al., 2008). Chez la fétuque
(Festuca pratensis, Reidy et al., 2001), le riz (Oryza sativa L., Lee & Kende, 2001) et le blé
(Triticum aestivum, Lin et al., 2005), il y a accumulation d’ARNm d’expansines dans les
feuilles en croissance, ce qui suggere I’implication de ces protéines lors de la morphogenese

foliaire.
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L’ensemble de ces résultats a permis de montrer la présence des expansines au sein du
méristéme apical caulinaire et des primordia foliaires, ainsi que leur role dans I’organogenese
et la croissance des jeunes feuilles. Le débourrement des bourgeons étant la résultante de ces
deux mécanismes et de I’élongation des entre-nceuds, ces résultats suggerent le role important

des expansines au cours de ce processus.

3-3.  Besoins en eau lors de la reprise de croissance

La croissance du bourgeon est régie par 1’évolution temporelle d’un ensemble de
processus d’inhibitions (dormances) et de stimulations qui conduisent ou non au
débourrement. Lorsque les inhibitions sont levées, le débourrement du bourgeon, organe
hétérotrophe, nécessite 1’apport ou la synthése de diverses molécules. C’est le cas de 1’eau.

Mclntyre (1987) postule que 1’eau est 1’élément principal de la régulation de tous les
processus de développement des plantes, I’eau étant le facteur qui limite le taux de croissance
et les activités métaboliques. L’eau pourrait donc intervenir dans le contréle du débourrement
des bourgeons. Il a ét¢ montré, dans les bourgeons dormants de fréne (Fraxinus excelsior L.),
qu’une teneur en eau inférieure a 60 % provoque le blocage des divisions cellulaires
(Cottignies, 1983, 1987). Juste avant le débourrement des bourgeons, une réhydratation
brusque du bourgeon est observée. L’augmentation de la teneur en eau serait alors nécessaire
aux activités enzymatiques et donc a la reprise du métabolisme cellulaire.

Chez le bouleau (Betula pubescens L.), la période de fin de dormance correspond aussi a
une augmentation rapide de la teneur en eau dans les bourgeons (Rinne et al., 1994). Une
augmentation similaire a été observée au sein des bourgeons végétatifs de pécher (Prunus

persica L.: Monet, 1983 ; Bonhomme, 1998).

3-4. Besoins en nutriments lors de la reprise de croissance
L’hypothése du contrdle trophique de la levée de dormance, initialement proposée chez le
topinambour (Helianthus tuberosus, Gendraud & Pétel, 1990), se base sur la capacité
d’importation et d’utilisation des nutriments carbonés par le méristétme et les ébauches
foliaires. Le bourgeon étant constitué d’organes hétérotrophes (Tort, 1996), sa croissance va
donc dépendre des réserves qu’il a accumulées et/ou de sa capacité a importer des nutriments

et a les utiliser.
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Chez les végétaux, il existe plusieurs formes de réserves : I’amidon, les sucres solubles
(saccharose, glucose, fructose, sorbitol, raffinose, stachyose...), les lipides et les composés
azotés (protéines et acides aminés). L’objet de ce travail ayant en partie porté sur les réserves

glucidiques, seules celles-ci seront présentées.

3-4-1. L’amidon

L’amidon constitue un produit de réserve trés abondant chez les végétaux. Composé de
molécules de glucose, I’amidon est hydrolysé sous 1’action d’amylases ou de phosphorylases
en maltose puis en glucose. En cas de forte demande en glucose, c’est par I’action des
amylases que I’amidon est dégradé.

Chez 1’érable sycomore (Acer pseudoplatanus L., Catesson, 1964), le fréne (Fraxinus
excelsior L., Cottignies, 1986) et le bouleau (Betula pubescens L., Rinne et al., 1994), les
réserves glucidiques sont essentiellement constituées d’amidon et la reprise d’activité des
bourgeons s’accompagne d’une forte diminution des réserves amylacées. Chez les bourgeons
de peuplier (Poplar sp., Bonicel et al., 1987) et de pommier (Malus domestica L. Borkh.,
Brunel, 2001), une hydrolyse de I’amidon a également été observée au cours du
débourrement. Chez la vigne (Vitis vinifera L.), il a été montré que I’hydrolyse débutait tout
d’abord au niveau du méristeme et qu’elle se propageait dans les autres régions du bourgeon
(Koussa et al., 2001). Les sucres solubles ainsi formés fournissent 1’énergie nécessaire a la
croissance du bourgeon.

Chez le rosier, les réserves carbonées au sein du bourgeon végétatif n’ont été que peu
étudiées. La majorité des travaux sont liés a 1’étude de I’amélioration de la qualité et de la
tenue en vase des fleurs et, par conséquent, portent sur les pétales. Le bouton floral en
croissance se comporte comme un organe puits (Kumar et al., 2008) et, lors de son ouverture,
une hydrolyse des réserves amylacées de ce bouton a pu étre constatée (Sood et al., 2006 ;

Kumar et al., 2007 ; Yamada et al., 2007).

3-4-2. Le sorbitol

Le sorbitol est un polyol acyclique (alditol) a six carbones, le groupement aldéhyde ou
cétone a été réduit en une fonction hydroxyle (-OH). Il est classiquement retrouvé chez
certaines especes de la famille des Rosacées (genres Prunus, Pyrus et Malus) et des
Plantaginacées (genres Plantago et Littorella). Outre son rdle de source de carbone, le

sorbitol est également décrit comme étant une molécule intervenant dans la régulation de
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I’osmolarité (Loescher, 1987) et dans le mécanisme de protection contre le froid (Bieleski,

1982).

3-4-2-1. Synthése

Les polyols sont des molécules dérivées des glucides (Figure 5) ; c’est la réduction du
glucose-6-phosphate par la sorbitol-6-phosphate déshydrogénase NADP-dépendante (NADP-
S6PDH, EC 1.1.1.200) et la sorbitol-6-phosphate phosphatase qui conduisent au sorbitol
(S6PP, EC 3.1.3.50) (Malus domestica : Negm & Loescher, 1981 ; Zhou et al., 2003). Cette
synthese de sorbitol est réalisée dans les organes sources. Chez le pommier (Malus domestica,
Hansen, 1970), le pécher (Prunus persica L., Moing et al., 1992) et 1’abricotier (Prunus
armeniaca, Bieleski & Redgwell, 1985), le sorbitol représente 60 a 90% du carbone exporté
par les feuilles via le phloéme. Le sorbitol peut également étre formé par réduction du
fructose sous l’action de la sorbitol déshydrogénase NAD-dépendante (NAD-SDH, EC
1.1.1.14) (Negm & Loescher, 1979). C’est ce qui a pu étre observé chez le mais (Zea mays,
Doehlert, 1987) et le soja (Glycine max, Kuo et al., 1990).

3-4-2-2. Dégradation

La dégradation du sorbitol est limitée aux organes puits tels que les bourgeons et les
jeunes feuilles. Elle dépend de ’activité de trois enzymes (Figure 5) : la sorbitol oxydase
(SOX, EC 1.1.3.-), la sorbitol déshydrogénase NAD-dépendante (NAD-SDH, EC 1.1.1.14) et
la sorbitol déshydrogénase NADP-dépendante (NADP-SDH, EC 1.1.1.14). La NAD-SDH,
enzyme cytoplasmique, est la seule a produire du fructose, les deux autres enzymes
produisant du glucose.

La NAD-SDH a été purifiée et caractérisée a partir de différents fruits (Malus domestica,
Yamaguchi et al., 1994 ; Pyrus serotina, Oura et al., 2000) et le clonage de I’ADNc chez
plusieurs espéces a révélé 1’existence d’un nombre variable d’isoformes en fonction de
I’espece. Une seule isoforme a été caractérisée chez le néflier du Japon (Eriobotrya japonica,
Bantog et al., 2000) et le pécher (Prunus persica L., Yamada et al., 2001). On en dénombre
quatre chez le pommier (Malus domestica, Park et al., 2002) et cinq chez le nachi (Pyrus
pyrifolia, Tto et al., 2005). Ces deux derniers travaux suggerent une répartition en deux
groupes des différentes isoformes : certaines ne seraient exprimées que dans les tissus puits et
d’autres seraient exprimées également au niveau des feuilles. Chez le pécher (Prunus persica
L.), la NAD-SDH est définie comme un marqueur de croissance des organes puits (Lo Bianco

et al., 1999a,b).
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3-4-2-3. Transport

Le sorbitol est transporté a longue distance des organes sources vers les organes puits par
I’intermédiaire de la seve phloémienne (Prunus persica L., Moing et al., 1992). Des travaux
montrent également un transport xylémien chez le pommier (Malus sylvestris), lors de la
période automno-hivernale (Williams & Raese, 1974) en relation avec les températures
froides.

Au niveau cellulaire, plusieurs transporteurs de sorbitol ont été caractérisés chez le cerisier
(Prunus cerasus, Gao et al., 2003) et le pommier (Malus domestica, Watari et al., 2004). La
protéine est constituée de onze segments transmembranaires, avec 1’extrémité N-terminale
intracellulaire et I’extrémité C-terminale extracellulaire (Gao et al., 2003). La mesure de
I’absorption de sorbitol sur fractions enrichies en vésicules de plasmalemme issues de feuilles
de pécher (Prunus persica L. Batsch.) suggerent que le transport de sorbitol est dépendant

d’un symport H'/sorbitol (Marquat ef al., 1997).

3-4-2-4. Implication du sorbitol dans le débourrement

La majorité des études concernant le sorbitol portent sur le role de ce sucre au sein des
fruits, lors de leur croissance ou de leur maturation (Prunus domestica, Usenik et al., 2008 ;
Prunus persica L., Morandi et al., 2008), ou dans les mécanismes concernant la régulation de
I’osmolarité (Loescher, 1987) ou de protection contre le froid (Bieleski, 1982). L’étude du
role du sorbitol au sein des bourgeons végétatifs n’a été réalisé que chez le pécher (Prunus
persica L. Batsch. : Marquat ef al., 1999 ; Maurel et al., 2004b) lors de la période précédent le
débourrement. Au cours de cette période, le sorbitol est fortement absorbé par les bourgeons.
I1 est alors dégradé en glucose et fructose, molécules nécessaires a la reprise de I’activité

méristématique.

3-4-3. Le saccharose

Le saccharose est, généralement, le glucide majoritaire issu de la photosynthese. 11 est le
seul disaccharide non-réducteur formé par I’association d’une molécule de fructose et d’une
molécule de glucose. Source de carbone et d’énergie produite par les organes sources, et
distribué dans les organes puits ou il servira a la croissance et a la formation de réserves, le

saccharose constitue également une molécule signal (Rolland et al., 2006).
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3-4-3-1. Synthése

Le saccharose est synthétisé dans les cellules des organes sources et il existe plusieurs
voies de synthése conduisant a sa formation (Figure 6). La principale voie implique la sucrose
phosphate synthase (SPS, EC 2.4.1.14), enzyme qui catalyse la condensation de 1’UDP-
glucose et du fructose-6-phosphate. Le saccharose-6-phosphate ainsi formé est alors
déphosphorylé par la sucrose phosphate phosphatase (SPP, EC 3.1.3.24). L’autre voie de
synthése implique la saccharose synthase (SUSY, EC 2.4.1.13), qui catalyse ’association de
I’UDP-glucose avec le fructose, produisant ainsi du saccharose et de 1’UDP, selon une

réaction réversible.

3-4-3-2. Dégradation

La dégradation du saccharose implique deux enzymes différentes, la saccharose synthase
(SUSY, EC 2.4.1.13) et les invertases (B-fructofuranosidases, EC 3.2.1.26) (Figure 6). Alors
que les invertases catalysent une réaction irréversible qui conduit a la formation de glucose et
de fructose, la réaction catalysée par la SUSY est réversible. Dans ce cas, le saccharose et de
I’UDP sont convertis en UDP-glucose et fructose. L’UDP-glucose participe a la formation des
composants de la paroi pectocellulosique tels que la cellulose et a la formation d’amidon
aprés conversion en glucose-1-phosphate par une UDP-glucose pyrophosphorylase (EC
2.7.7.9). Le fructose formé par dégradation du saccharose peut servir a la glycolyse ou étre

converti en UDP-glucose.

Plusieurs isoformes de SUSY, aux caractéristiques biochimiques voisines, ont été
caractérisées chez les végétaux. On dénombre six geénes putatifs codant des SUSY chez
Arabidopsis thaliana (Baud et al., 2004 ; Bieniawska et al., 2007), trois génes chez le pois
(Pisum sativum L., Barratt et al., 2001), deux genes chez le mais (Zea mays, Chourey et al.,
1998), la pomme de terre (Solanum tuberosum, Fu & Park, 1995), et la carotte (Daucus
carota, Sturm et al., 1999). Ces enzymes peuvent étre trouvées dans le cytosol, permettant
ainsi la formation des hexoses nécessaire au métabolisme cellulaire, mais également associées

a la membrane plasmique ou aux mitochondries (Koch, 2004 ; Subbaiah et al., 2006).

Les invertases sont divisées en trois classes en fonction de leur localisation cellulaire et de
leurs propriétés biochimiques (Sturm, 1999) : (1) les invertases cytosoliques ou neutres dont
le pH optimum est neutre ou légerement alcalin (pH 6,8 — 8,0), (2) les invertases vacuolaires

et (3) les invertases pariétales, extracellulaires. Les formes vacuolaires et pariétales présentent
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un pH optimum acide (pH 4,0 — 5,5). Le role des invertases vacuolaires semble primordial
dans les premiceres phases de croissance de la plante et plusieurs fonctions ont été proposées
(Figure 7): réle dans la fourniture d’énergie a la cellule via la glycolyse, role dans
I’ajustement osmotique et dans I’expansion tissulaire, et role de molécule signal (Sturm &
Tang, 1999). Les invertases pariétales joueraient un role dans le controle de la répartition des
assimilats en régulant le chargement phloémien apoplastique (Godt & Roitsch, 1997 ;
Roitsch, 1999). Les invertases neutres sont beaucoup moins étudiées que les deux autres
formes et sont donc encore assez mal connues. Des études récentes ont pu montrer la
présence, au niveau des feuilles, de ces enzymes au sein des chloroplastes (Oryza sativa L.,
Murayama & Handa, 2007 ; Arabidopsis thaliana, Vargas et al., 2008). Elles participeraient

ainsi au controle de la répartition du carbone entre les chloroplastes et le cytosol.

3-4-3-3. Transport

Le saccharose issu de la photosynthése est transporté des organes sources (feuilles) aux
organes puits par la seve phloémienne. Au niveau cellulaire, le transport du saccharose est
assuré par des protéines a douze segments transmembranaires et aux extrémités C- et N-
terminales cytoplasmiques. Ces protéines, localisées a la fois dans les organes sources et les
organes puits, sont impliquées dans le chargement phloémien, donc dans la répartition du
saccharose vers les organes puits. Ces transporteurs catalysent un co-transport H+/saccharose
et sont classés en différentes catégories selon leur localisation, leur affinité et leur capacité a

transporter le saccharose (pour revue, Sauer, 2007).

3-4-3-4. Implication du saccharose dans le débourrement

Le contenu en saccharose des bourgeons de végétaux ligneux évolue au cours de leur
croissance, de fagcon inverse au contenu en amidon (Prunus persica L. Batsch. : Marquat et
al., 1999, Aue et al., 2000 ; Malus domestica L. Borkh., Brunel, 2001). Ainsi, lors de la levée
de dormance et du débourrement, la quantité de saccharose augmente.

Plusieurs travaux se sont intéressés aux activités des enzymes de dégradation du
saccharose au cours du débourrement :

e [’activité invertase acide vacuolaire (IAV) est faible dans les organes sources
(Kingston-Smith et al., 1998), ce qui est en accord avec un export massif de saccharose vers
les organes puits, ou I’activité de I’enzyme est importante, notamment chez les jeunes feuilles
en croissance (Sokolova et al., 2002), les fruits (Zhang & Wang, 2002) et la tige en élongation
(Miyamoto ef al., 2000 ; Yun ef al., 2002). La fonction de I’enzyme est alors d’hydrolyser le
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saccharose pour fournir le carbone et 1’énergie nécessaire au maintien de la turgescence
cellulaire qui constitue la force motrice de 1’expansion cellulaire (Yun et al., 2002). Le
bourgeon végétatif en cours de débourrement constitue également un puits fort (Tort, 1996). 11
a pu étre montré qu’au sein du bourgeon, chez le chéne pédonculé (Quercus robur L.),
I’activit¢ de 1’enzyme suivait les variations de I’activité organogénique du méristéme
(Parmentier, 1993 ; Le Hir, 2005).

e [’activité invertase acide pariétale (IAP) au sein des organes puits a été
démontrée chez plusieurs especes (Zea mays, Cheng et al., 1996 ; Solanum lycopersicum,
Godt & Roitsch, 1997 ; Arabidopsis thaliana, Sherson et al., 2003). Cependant, il n’existe que
peu de travaux en rapport avec les bourgeons. Une forte augmentation de 1’activité IAP au
sien des bourgeons de pécher a été mesurée a I’approche du débourrement (Prunus persica L.
Batsch., Maurel et al., 2004a).

e Aucune information concernant I’implication de I’invertase neutre dans le
débourrement n’est disponible a ce jour, cette enzyme étant beaucoup moins étudiée que
I’IAP et I'IAV du fait des faibles valeurs d’activité et taux d’expression de I’enzyme (Roitsch
& Gonzalez, 2004). Sa présence a cependant pu étre mise en évidence chez le pécher (Prunus
persica L.) au sein des organes puits accumulant le saccharose (Lo Bianco ef al., 1999a,b,
2000).

e Tres peu d’études portent sur I’implication de la SUSY dans le débourrement.
Son r6le dans les mécanismes responsables de I’établissement des forces de puits (Winter &
Huber, 2000) suggére une possible activité de I’enzyme lors du débourrement. Chez le chéne
pédonculé (Quercus robur L.), une augmentation de 1’activité¢ de la SUSY est mesurée juste

apres le débourrement au sein de 1’apex (Le Hir ef al., 2005).

Chez le rosier, la plupart des études portent sur les fleurs, ou les molécules carbonées sont
considérées comme le facteur principal de régulation de leur développement et de leur
sénescence (Khayat & Zieslin, 1989). Lors de ’ouverture de la fleur, une augmentation de
I’activité IAV a pu étre mesurée ainsi qu’une augmentation de la quantité de sucres réducteurs

au sein des pétales (Sood et al., 2006 ; Yamada et al., 2007).

3-4-4. Les hexoses, glucose et fructose

Le glucose et le fructose sont les premiers glucides formés a partir du cycle de Calvin qui

sont par la suite convertis sous forme d’¢léments de stockage ou de transport. Le transport de
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ces molécules est réalisé par des symporteurs H+/monosaccharide, la plupart localisés au

niveau des organes puits (pour revue, Biittner, 2007).

3-4-4-1. Métabolisation des hexoses

Chez les végétaux, la métabolisation du glucose débute par I’action de 1’hexokinase (EC
2.7.1.1) ou de la glucokinase (2.7.1.63) qui produisent, respectivement, des hexoses
phosphorylés (fructose- et mannose-6-phosphate) ou uniquement du glucose-6-phosphate.
Ces deux types d’enzymes interviennent dans la phosphorylation du glucose lors de la
premiere étape du processus de la glycolyse. L’hexokinase est également impliquée dans le
mécanisme de « sugar-sensing » ou le glucose joue alors le réle de molécule signal dans la
régulation de I’expression de certains génes (Rolland et al., 2006). Le fructose peut, quant a
lui, étre catalysé par 1’hexokinase et par la fructokinase, spécifique du fructose (Solanum
lycopersicum, Kanayama et al., 1998). La phosphorylation du fructose en fructose-6-
phosphate, puis sa conversion en glucose-6-phosphate, permettent I’entrée de la molécule

dans la glycolyse.

3-4-4-2. Implication des hexoses dans le débourrement

Chez le pommier (Malus domestica L. Borkh.), une augmentation des sucres solubles au
sein des bourgeons est observée lors de la période précédent le débourrement (Brunel, 2001).
Chez le chéne pédonculé (Quercus robur L.), les teneurs en glucose et fructose au sein de
I’apex restent stables au cours du débourrement (Le Hir, 2005). Chez les bourgeons végétatifs
de pécher (Prunus persica L. Batsch.), les hexoses, et particulierement le glucose, pourraient
jouer un rdle inducteur du débourrement (Maurel ef al., 2004a). Plus précisément, le glucose
agirait comme un sucre signal et régulerait 1’augmentation de sorbitol, responsable du
débourrement des bourgeons de pécher, en utilisant une voie de transduction du signal

dépendante des hexokinases (Maurel et al., 2004b).

3-4-5. Le raffinose et le stachyose

Le raffinose et le stachyose sont des glucides formés d’une molécule de saccharose liée
respectivement a un ou deux résidus galactosyl. Bien que leurs rdles respectifs soient moins
¢tudiés que les autres sucres, des résultats ont montré leur implication, au sein du bourgeon,
lors de la période qui précede le débourrement. En effet, pendant cette période, une
augmentation des teneurs en raffinose et en sucres solubles a pu étre mesurée chez le peuplier
(Populus trichocarpa x Populus deltoides, Bonicel & Vercosa de Médeiros Raposo, 1990).

Chez le pécher (Prunus persica L. Batsch.), les potentiels d’absorption pour le stachyose et le
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raffinose augmentent également (Marquat et al, 1999), rendant ces sucres facilement

utilisables pour fournir les hexoses nécessaires a la croissance.

4. Role de la lumiére dans la photomorphogenése et le débourrement

Pour les plantes, la lumicére est sans conteste le parametre environnemental le plus
important puisqu’elle constitue leur plus précieuse source d’énergie: les mécanismes
photosynthétiques permettent aux plantes de convertir 1’énergie radiative, solaire ou
artificielle, en énergie potentielle chimique pour produire la matiere organique nécessaire a
leur croissance. La lumiére est également une grande source d’informations concernant
I’environnement local de la plante et notamment la présence d’autres plantes a proximité.
Cette capacité a percevoir I’environnement va ainsi leur permettre de moduler leur croissance

et leur développement.

4-1. La lumiére : définition et mécanismes de perception

Le rayonnement solaire parvenant a la Terre s’étend de 200 a 3000 nm (Figure 8) et
recouvre les radiations ultraviolettes (UV-A, UV-B et UV-C < 400 nm), le rayonnement
visible (400 — 700 nm) et les rayonnements infrarouges (proche PIR et moyen MIR > 700
nm). Les longueurs d’ondes inférieures a 2500 nm représentent 98,8 % de 1’énergie du spectre
lumineux (de Berranger ef al., 2005).

Le rayonnement visible (entre 400 et 700 nm) est qualifié de rayonnement utile pour la
photosyntheése (PAR, Photosynthetically Active Radiation), il est exprimé en nombre de
photons de la gamme 400 — 700 nm regus par unité de surface réceptrice et de temps (umol de
photons.m™.s™). Cette partie du spectre solaire est absorbée par les chlorophylles et convertie
en énergie potentielle chimique lors de la photosynthese (Kendrick & Kronenberg, 1994). En
dehors de ce processus, d’autres radiations vont étre actives sur le développement des plantes.
Parmi elles, on retrouve les UV-B (de 280 a 320 nm), le bleu associ¢ aux UV-A (de 350 a 500
nm), le rouge clair (Rc, autour de 660 nm) et le rouge sombre (Rs, autour de 730 nm). Ces
radiations sont responsables de nombreuses réponses morphogénétiques des plantes

(photomorphogeneése) et contrdlent la germination, I’évitement de 1’ombre, la floraison et le
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phototropisme (Jiao et al., 2007). Ces mécanismes dépendent de la composition spectrale du
rayonnement incident et plus particulieérement de la perception de certaines longueurs d’ondes
par I’intermédiaire de photorécepteurs autres que les chlorophylles. Dans ce cas, I’énergie
mise en jeu dans la photoperception est tres faible puisque la lumiére est percue comme un
signal et non comme une source d’énergie (cas du processus photosynthétique). Les différents
photorécepteurs impliqués dans ces mécanismes sont décrits dans le paragraphe suivant.

Il existe d’autres pigments capables d’absorber la lumiere (flavonoides, anthocyanes,
bétacyanines, caroténoides, phycobilines) mais ils ne participent pas a la photomorphogenese
ou au phototropisme (Kendrick & Kronenberg, 1994). Par conséquent, ils ne seront pas

présentés dans ce mémoire.

4-2. Les photorécepteurs de la photomorphogenése et leurs voies de
signalisation
En conditions naturelles, les végétaux sont soumis a des variations trés importantes
d’éclairement (niveau, direction, durée, composition spectrale) aussi bien au cours de la
journée que de I’année et en fonction de leur situation géographique (latitude, altitude...).
Acquérir des informations sur 1’environnement est crucial pour leur survie. Les plantes ont
donc mis en place une série de mécanismes pour détecter constamment les changements
d’environnement et pour y répondre de fagon appropriée. Elles peuvent ainsi détecter la
présence, 1’absence, la qualité (longueur d’ondes), I’intensité, la direction et la durée des
signaux lumineux (Chen et al., 2004 ; Schifer & Nagy, 2006 ; Whitelam & Halliday, 2007).
Cette perception se fait grace a différents photorécepteurs. Chez les végétaux, il en existe
plusieurs types :
- les phytochromes qui absorbent les lumieres rouge clair et rouge sombre
(Smith, 2000 ; Quail, 2002 ; Wang & Deng, 2004),
- les cryptochromes et les phototropines qui absorbent la lumicre bleue et les
UV-A (Cashmore et al., 1999 ; Lin, 2002). Récemment, une nouvelle famille de
récepteurs de la lumiere bleue a été identifiée chez Arabidopsis thaliana :
ZTL/FKF1/LPK2 (Imaizumi et al., 2003). Cependant, les données
bibliographiques concernant la caractérisation de ces photorécepteurs sont
encore limitées.
- un récepteur des UV-B encore non identifié¢ (Ulm et al., 2005) et dont le rdle

exact dans la photomorphogenéese n’a pas encore €té totalement établi.
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4-2-1. Les phytochromes

Les phytochromes ont été identifiés chez des cyanobactéries (Fremyella sp., Kehoe &
Grossmann, 1996), des algues vertes (Mesotaenium sp., Lagarias et al., 1995) et des végétaux
supérieurs comme le mais (Zea mays, Christensen & Quail, 1989), la tomate (Solanum
lycopersicum, Hauser et al., 1995) ou encore le riz (Oryza sativa L., Mathews & Sharrock,

1996). De nombreux travaux portent sur leur caractérisation et leur mode de fonctionnement.

4-2-1-1. Structure des phytochromes

Les phytochromes sont des chromoprotéines solubles dimériques. Chaque monomere est
un polypeptide d’environ 125 kDa possédant un chromophore li¢ de facon covalente (Figure
9). 1ls existent sous deux formes inter-convertibles : la forme Pr inactive qui absorbe la
lumiere rouge clair (Rc, maximum d’absorption autour de 660 nm) et la forme Pfr active qui
absorbe la lumiere rouge sombre (Rs, maximum d’absorption autour de 730 nm) (Rockwell et
al., 2006). Les spectres d’absorption des deux formes sont représentés Figure 10A. La
transformation réversible entre les deux formes est fondamentale pour la fonction biologique
des phytochromes, agissant comme un interrupteur pour favoriser ou réguler les réponses
induites par les phytochromes (Kendrick & Kronenberg, 1994).

Chez Arabidopsis thaliana, les phytochromes sont codés par une petite famille de cinq
genes, PHYA a PHYE (Sharrock & Quail, 1989). La protéine PHYA est labile a la lumicre
alors que les protéines PHYB a PHYE sont plus stables (Hirschfeld et al., 1998 ; Hennig et
al., 1999a). Des études réalisées sur des mutants d’un ou plusieurs phytochromes ont permis
de montrer que les phytochromes entrainaient des réponses morphogéniques telles que la
germination, le dé-étiolement, 1’évitement de I’ombre et la floraison (Quail, 1998 ; Schifer &
Nagy, 2006 ; Whitelam & Halliday, 2007).

Parmi les phytochromes, PHYA et PHYB semblent avoir des fonctions prépondérantes :
PHYA est le seul responsable du dé-étiolement de I’hypocotyle observé en réponse a une
lumiére rouge sombre continue (Nagatani ef al., 1993 ; Whitelam et al., 1993) et PHYB est le
phytochrome principal permettant la régulation de la croissance de 1’hypocotyle sous une
lumiére rouge clair continue (Somers ef al., 1991 ; Reed ef al., 1993). Le phytochrome C est
un faible senseur de lumiére rouge clair avec un rdle dans le dé-étiolement sous cette qualité
lumineuse, en complément du roéle de PHYB (Franklin ez al., 2003 ; Monte et al., 2003). Les

phytochromes D et E sont redondants avec le phytochrome B dans le controle de plusieurs
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réponses physiologiques liées a 1’évitement de 1’ombre (Aukerman et al., 1997 ; Devlin et al.,

1998).

4-2-1-2. Voies de signalisation des phytochromes

De nombreux travaux ont été et sont toujours menés pour comprendre le mécanisme de
transduction de I’information pergue par les phytochromes.

Il a été montré que les phytochromes, présents sous la forme Pr dans le cytoplasme,
migraient dans le noyau suite a la conversion par la lumiere en forme Pfr (Nagatani, 2004). La
localisation nucléaire des phytochromes entraine alors une cascade de signalisation
aboutissant, en quelques minutes, a des modifications de I’expression de geénes cibles et par
conséquent a des réponses biologiques (Quail, 2002 ; Jiao et al., 2007). Chez Arabidopsis
thaliana, des analyses par puces a ADN ont révélé que les phytochromes régulaient
I’expression de plus de 10 % des genes, en réponse a des lumieres rouge clair ou rouge
sombre continues (Tepperman et al., 2001, 2004).

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 & Fankhauser, 2005). PIF3 (Phytochrome-Interacting Factor 3) a été
le premier membre de cette famille dont I’interaction avec PHY A et PHYB a pu étre montrée
(Ni et al., 1998). 1l 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 génes de réponse a 1’obscurité (skotomorphogenése), induisant ainsi
leur transcription (Martinez-Garcia et al., 2000). Chez Arabidopsis thaliana, la famille des
facteurs de transcription de type bHLH est composée de plus de 160 membres (Toledo-Ortiz
et al., 2003). En se basant sur le domaine bHLH, il a pu étre établi que PIF3 appartenait a une
sous famille de 15 membres (Toledo-Ortiz ef al., 2003). Six de ces facteurs (PIF1/PILS, PIF4,
PIF5/PIL6, PIL1, HFR1 et SPT) ont également ¢ét¢ mis en évidence dans la voie de
signalisation du phytochrome (Duek & Fankhauser, 2005 ; Penfield et al., 2005). Parmi eux,
HFR1 (long Hypocotyl in Far-Red 1) et PIL1 (PIF3-Like Factor 1) n’interagissent pas
directement avec les phytochromes alors que PIF1, PIF4 et PIFS interagissent de facon
préférentielle avec la forme Pfr du phytochrome, tout comme PIF3 (Khanna et al., 2004 ;
Monte et al., 2007). Récemment, un lien entre les voies de signalisation de la lumiere et des
gibbérellines, hormones intervenant dans la régulation de la croissance cellulaire
(Golovatskaya, 2008), a pu étre identifié chez Arabidopsis thaliana (de Lucas et al., 2008).
Ce lien fait intervenir le facteur de transcription PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING
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FACTOR 4). Ce facteur est a la fois inhibé en présence de lumiére suite a I’activation de
PHYB (Quail, 2002) et activé suite a la dégradation des protéines DELLA par la présence des
gibbérellines (Sun & Gubler, 2004).

Des résultats récents indiquent que ’interaction PHY-PIF3 in vivo entraine une rapide (2 a
5 minutes) phosphorylation de PIF3, nécessaire a la dégradation par le protéasome (Al-Sady
et al., 2006). Shen et al. (2007) ont observé une phosphorylation et une dégradation similaire
lors de 1’étude de PIFS. Ceci suggere que la phosphorylation de ces facteurs constitue le
signal de dégradation par le protéasome, empéchant ainsi ’association de ces facteurs avec
leurs geénes cibles et donc leur activation (Figure 11). L’identité de la kinase responsable de

cette phosphorylation est encore inconnue.

4-2-1-3. Implication des phytochromes selon [’intensité lumineuse
Au-dela d’une sensibilité commune aux longueurs d’ondes spécifiques du phytochrome,
les différentes formes de phytochromes (PHY A — PHY E) se distinguent par leur réponse a
différentes intensités lumineuses. Ainsi, la grande variabilité des signaux lumineux que
peuvent percevoir les phytochromes entraine trois modes d’action différents (Casal et al.,
1998 ; Josse et al., 2008) :

- les réponses de type VLFR (Very Low Fluence Response), permises par PHY A suite a
la perception de radiations de faible intensité (de I’ordre de 107 a 107 mol.m™,
Batschauer, 1999) et dont les longueurs d’ondes sont comprises entre 300 et 780 nm,

- les réponses de type LFR (Low Fluence Response), permises par PHYB-E, sont
photoréversibles et induites par des intensités lumineuses comprises entre 10° et 107
mol.m™ (Batschauer, 1999),

- les réponses de type HIR (High Irradiance Response), permises par PHY A lors d’une
exposition prolongée sous une lumiere rouge clair ou rouge sombre.

Ainsi, les phytochromes permettent une réponse adaptée aux différentes intensités lumineuses
pergues par les plantes et semblent agir en synergie les uns avec les autres dans la régulation
de ces réponses. Néanmoins, ces classifications basées sur des réponses physiologiques sont
de moins en moins utilisées. En effet, les nombreux mutants des photorécepteurs que nous
avons a notre disposition nous permettent dorénavant d’identifier le ou les photorécepteurs

impliqués dans le mécanisme étudié.

35



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

4-2-1-4. Perception de la lumiére bleue par les phytochromes

Un autre processus, beaucoup moins étudié, est celui de la perception de la lumiére bleue
par les deux formes de phytochromes. L’étude des spectres d’absorption des formes Pr et Pfr
(Figure 10A) montre qu’il existe un pic commun aux deux formes a 280 nm (dans ’UV) et
aussi deux autres pics différenciés, mais de moindre importance, dans le bleu (2 380 nm pour
Pr et a 410 nm pour Pfr). Il a ét¢ montré que la lumiere bleue pouvait activer les
phytochromes (Lin, 2002) et il a longtemps été suspecté que ces derniers pouvaient également
fonctionner comme des récepteurs de la lumiere bleue (Kendrick & Kronenberg, 1994). C’est
notamment le cas de PHYA (Neff & Chory, 1998) qui, sous lumicre bleue, participe a
I’inhibition de la croissance de I’hypocotyle, I’ouverture et I’expansion des cotylédons et a la
régulation de I’horloge circadienne (Neff & Chory, 1998 ; Somers et al., 1998). Plus
récemment, il a ét¢ montré que, lorsque les racines d’Arabidopsis thaliana étaient éclairées
par une lumicre bleue, PHYA et/ou PHYB étaient absolument nécessaires, en association
avec CRY1, pour permettre 1’augmentation des taux de chlorophylle au sein des racines
(Usami et al., 2004). En effet, que ce soit chez le mutant cry/ ou chez le double mutant

phyAphyB, aucune augmentation des taux de chlorophylle n’est enregistrée.

4-2-2. Les cryptochromes

Les cryptochromes percoivent la lumicre bleue et les UV-A. IIs ont été découverts chez
Arabidopsis thaliana et Sinapis alba en 1993 (Ahmad & Cashmore, 1993 ; Batschauer, 1993).
Puis ils ont été identifiés chez de nombreuses autres espeéces végétales, des bactéries, des
champignons, des animaux et chez ’Homme. Les cryptochromes peuvent é&tre ainsi
considérés comme la famille de photorécepteurs la plus largement représentée dans le monde
vivant. Depuis leur découverte, une large quantité de données sur leurs fonctions biologiques,
leurs voies de signalisation et leur structure ont été¢ accumulées (Lin & Shalitin,
2003 ; Banerjee & Batschauer, 2005 ; Partch & Sancar, 2005). Ils permettent la régulation de
I’expression de plusieurs geénes impliqués dans la photomorphogenése et la régulation de

I’horloge circadienne (Lin & Todo, 2005).

4-2-2-1. Structure des cryptochromes

Les cryptochromes sont des protéines d’environ 75 kDa composées de deux domaines
(Figure 9) : (1) la région N terminale (domaine PHR), semblable a une photolyase (Sancar,

2003), permettant la liaison de deux chromophores une flavine adénine dinucléotide (FAD) et
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une ptérine (5,10-methenyltetrahydrofolate ou MTHF), et (2) la région C terminale, dont la
taille peut varier.

Le spectre d’absorption de la flavine, chromophore des cryptochromes, est présenté
Figure 10B. Les pics d’activité des photorécepteurs étant relativement peu prononcés dans
cette gamme de longueurs d’onde, le rayonnement actif est caractérisé par 1’ensemble de la
bande spectrale située entre 320 et 520 nm. Contrairement aux phytochromes qui pergoivent
la lumiere rouge et la lumiere bleue, les cryptochromes n’absorbent pas la lumiere rouge (Lin
et al., 1995).

La plupart des plantes semblent posséder plus d’un cryptochrome. Arabidopsis thaliana
présente deux cryptochromes clairement identifiés, CRY1 et CRY2 (Ahmad & Cashmore,
1993 ; Hoffman et al., 1996 ; Lin ef al., 1996), et un troisie¢me (CRY3 ou AtcryDASH, 60,7
kDa au lieu de 75 kDa pour CRY1 et CRY2)' pour lequel la fonction biologique n’est pas
encore clairement établie (Kleine ef al., 2003 ; Brudler et al., 2003 ). La tomate et le riz
possedent trois cryptochromes (Solanum lycopersicum, Perrotta et al., 2000 ; Oryza sativa L.,
Matsumoto et al., 2003). Chez la tomate (Solanum lycopersicum), un quatrieme cryptochrome
de type cryDASH existerait (G. Giuliano, non publié, reporté par Whitelam & Halliday,
2007).

4-2-2-2. Voies de signalisation des cryptochromes

A T’obscurité, les protéines CRY1 et CRY2 sont situées dans le noyau. La lumiere bleue
provoque une rapide phosphorylation, nécessaire a leur activité biologique (Shalitin et al.,
2002, 2003). Bien que la transduction du signal lumineux par les cryptochromes n’ait pas
encore été totalement €lucidée, il semble que le déclenchement de la voie de signalisation
serait di & un changement de conformation de la protéine : I’extrémité C terminale du
cryptochrome pourrait alors interagir avec d’autres protéines telles que COP1, un répresseur
majeur de la photomorphogenése (Lin & Shalitin, 2003). COP1 agit comme une ubiquitine-
ligase et participe a la dégradation de plusieurs facteurs favorisant la photomorphogenése
comme HYS, HYH, LAF1 et HFR1 (Ang et al., 1998 ; Osterlund et al., 2000 ; Holm ef al.,
2002 ; Yang et al., 2005).

4-2-3. Les phototropines
Mises en évidence chez Arabidopsis thaliana (Liscum & Briggs, 1995 ; Huala et al.,

1997), les phototropines interviennent dans plusieurs processus, notamment le phototropisme

' Les protéines de type cryDASH ne possédent que le domaine photolyase du cryptochrome et leur fonction est
toujours inconnue (Lin & Todo, 2005).
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(Briggs & Christie, 2002), les mouvements chloroplastiques (Kagawa et al, 2001),
I’ouverture des stomates (Kinoshita ez al., 2001) et I’expansion foliaire (Sakamoto & Briggs,
2002). Leur role dans la photomorphogenése n’a jamais été¢ réellement démontré mais
quelques ¢études laissent penser qu’elles participent a ce processus, et notamment a
I’expansion des cotylédons (Folta & Spalding, 2001 ; Ohgishi et al., 2004 ).

I existe deux phototropines chez Arabidopsis thaliana : PHOT1 et PHOT2. Ce 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 (Figure 9). A
I’obscurité, chaque domaine LOV lie de fagon non covalente un chromophore FMN (Flavin
MonoNucleotide). Apres irradiation par la lumiere bleue, un changement de conformation
permet 1’autophosphorylation de la protéine et déclenche la cascade de signalisation (Briggs
& Christie, 2002 ; Salomon et al., 2003). Celle-ci fait intervenir deux protéines, NPH3 et
RPT2, qui peuvent se lier a PHOT1 (Motchoulski & Liscum, 1999 ; Inada ef al., 2004) pour
former un complexe qui interviendrait dans la régulation du phototropisme (Esmon et al.,

2006).

4-2-4. Points communs aux différentes voies de signalisation des photorécepteurs

De nombreux travaux portent sur 1’approfondissement des voies de signalisation des
différents photorécepteurs (Figure 12). Il en ressort qu’il existe des points de convergence
entre les différentes cascades de signalisation, ce qui laisse entrevoir la grande complexité de

la transduction du signal lumineux chez les végétaux (Gyula et al., 2003).

4-2-4-1. Phytochromes et cryptochromes

Le facteur de transcription PIF3 intervient dans la cascade de signalisation des
phytochromes (Ni et al., 1999) et peut se lier a d’autres facteurs de transcription, notamment
HFR1 (Fairchild et al., 2000). 1l a été¢ montré que HFR1 participait également a la voie de
transduction du signal par CRY 1 (Duek & Fankhauser, 2003).

Des interactions physiques entre les phytochromes et les cryptochromes ont également été
reportées : PHYA et CRY1 peuvent se lier par leurs domaines C terminaux (Ahmad et al.,
1998). En ce qui concerne PHYB, aucune interaction avec CRY1 n’a pu étre démontrée mais
il est intéressant de noter que CRY1 et I’extrémité C terminale de PHYB peuvent se lier avec

COP1 et ZTL (Jarillo et al., 2001 ; Yang et al., 2001).
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4-2-4-2. Phytochromes et phototropines

Récemment, les résultats de Lariguet et al. (2006) ont pu montrer que les phytochromes
jouaient également un réle dans le phototropisme. La protéine PKS1 (Phytochrome Kinase
Substrate 1), un élément de la cascade de signalisation de PHY A (Fankhauser et al., 1999),
est localisée dans la membrane plasmique et peut former un complexe avec PHOT1 et NPH3.
Ainsi, les protéines PKS représentent un lien entre les voies de signalisation des

phytochromes et des phototropines.

4-2-4-3. Cryptochromes et phototropines
Plusieurs résultats laissent penser que chacun de ces photorécepteurs participent a la fois a
la photomorphogenése et au phototropisme (Folta & Spalding, 2001 ; Ohgishi et al., 2004;
Mao et al., 2005 ; Kang et al., 2008). Cependant, a 1’heure actuelle, le ou les points de

convergence entre les deux voies de signalisation n’ont pu étre identifiés (Kang et al., 2008).

4-3. Effet de la lumiere sur I’architecture et le débourrement
Les effets de ’intensité et de la qualité lumineuse sur le débourrement des bourgeons, la
croissance et I’orientation des tiges ont été étudiés chez plusieurs especes, et certains résultats
ont été obtenus chez le rosier. A ces travaux s’ajoutent les données obtenues dans le cadre de
I’étude de I’évitement de I’ombre, processus dii aux changements de qualité et d’intensité
lumineuse provoqués par la présence de plantes a proximité (Neff et al, 2000). Un

récapitulatif des travaux répertoriés ici est présenté dans le Tableau II.

4-3-1. Effet de ’intensité lumineuse

Chez plusieurs especes, la ramification est favorisée par de fortes intensités lumineuses.
C’est ce qui est observé chez 1airelle (Vaccinium bracteatum et Vaccinium hirtum,
Kawamura & Takeda, 2002, 2004), ainsi que chez différentes especes (Litsea acuminata,
Takenaka, 2000 ; le sapin baumier (4bies balsamea L.), I’épicéa (Picea abies L.) et le pin
sylvestre (Pinus sylvestris), Niinemets & Lukjanova, 2003). Au contraire, des intensités
lumineuses faibles entrainent une diminution de la ramification chez le fréne de Pennsylvanie
(Fraxinus pennsylvanica, Bartlett & Remphrey, 1998), principalement en diminuant le
nombre et la longueur des tiges.

L’influence de D’intensité lumineuse sur le tallage de plusieurs monocotylédones a

également été étudiée : chez le blé (Triticum aestivum, Evers et al., 2006) et le ray-grass
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anglais (Lolium perenne L., Bahmani et al., 2000), les bourgeons restent dormants lorsque
I’intensité lumineuse est faible.

Chez le rosier, la majorité des travaux concernant 1’influence de la lumicre, que ce soit
I’intensité ou la qualité, ont été réalisés sur des rosiers destinés a la production de fleurs
coupées, ces travaux ayant pour but d’améliorer la quantité et la qualité de tiges florales
produites. Les travaux de Khayat & Zieslin (1982) sont particulierement intéressants
puisqu’ils montrent que les bourgeons basaux de la tige, une fois la dominance apicale levée,
par décapitation de la partie distale de la tige, ont un besoin absolu de lumiére pour débourrer
alors que les bourgeons en position plus distale débourrent méme a I’obscurité. Le
débourrement des bourgeons axillaires basaux semble donc étre un mécanisme fortement sous
photocontrdle. Cependant, les travaux sur la réponse méme du bourgeon de rosier a la lumiere
sont peu nombreux. Bredmose (1997) a montré que les fortes intensités lumineuses
accéléraient le débourrement (une diminution du temps entre bouturage et débourrement du
bourgeon de la bouture) et augmentaient légerement le pourcentage de bourgeons débourrés.
Ces travaux ont également mis en évidence I’impact de la lumiere sur la croissance des
rameaux chez le rosier : les fortes intensités lumineuses accélérent la vitesse de croissance du
rameau apres le débourrement (Bredmose, 1997), augmente le diamétre des tiges et
I’accumulation de matieres seches (Bredmose, 1998 ; Kim & Lee, 2002). On note également
la formation de tiges plus courtes et une diminution du nombre de feuilles a cinq folioles

(Bredmose, 1998).

4-3-2. Effet de la qualité lumineuse

L’effet de la qualit¢é lumineuse sur le débourrement et 1’architecture concerne
principalement 1’étude de I’impact de la lumicre rouge. Chez le disanthus a feuilles de cercis
(Disanthus cercidifolius), 1’aubépine (Crataegus oxyacantha) et différents cultivars de
rhododendrons (Rhododendron sp.), la lumiére rouge clair stimule le débourrement des
bourgeons axillaires et 1’élongation des tiges (Marks & Simpson, 1999). Chez le prunier
(Prunus cerasifera), D’effet contraire est observé : la lumiére rouge clair provoque une
diminution du taux de débourrement des bourgeons axillaires (Muleo et al., 2001). Chez le
bouleau (Betula pubescens L.), le saule (Salix pentandra L.), 1’épicéa (Picea abies L.) et le
pin sylvestre (Pinus sylvestris L.), la présence de rouge lointain est nécessaire pour maintenir
la croissance des axes caulinaires (Clapham ef al., 1998, 2002).

Chez les monocotylédones, le ratio lumiére rouge clair/lumiére rouge sombre (Rc/Rs) a

également un impact sur la ramification : celle-ci est réduite chez le ray-grass d’Italie (Lolium
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multiflorum), la paspale dilatée (Paspalum dilatatum) (Casal et al., 1985, 1986), I’orge
(Hordeum vulgare, Skinner & Simmons, 1993) et une graminée (Eragrostis curvula, Wan &
Sosebee, 1998) lorsque le ratio Rc/Rs est faible. Un résultat similaire a été observé chez une
dicotylédone : le tréfle blanc (7Trifolium repens L., Robin et al., 1994).

Quelques travaux ont porté sur I'impact de la lumicre bleue. Chez le sapin (Picea abies
L.), la lumiere bleue ne permet pas le maintien de la croissance des tiges alors qu’elle est
favorisée par la lumiere rouge (Molmann et al., 2006). Chez le ray-grass anglais (Lolium
perenne L.), la lumicre bleue ne semble pas impliquée dans la régulation du tallage (Gautier et
al., 1999). Au contraire, elle permet le débourrement des bourgeons axillaires chez le prunier
(Prunus cerasifera, Muleo et al., 2001) et le tallage chez le blé (Triticum aestivum, Barnes &
Bugbee, 1992). Chez des jeunes tiges de pommier (Malus domestica) cultivées in vitro, la
lumicre bleue favorise la croissance mais celle-ci est moins importante que sous lumicre
rouge : la ramification est alors moins importante et les entre-nceuds sont plus courts (Muleo
& Morini, 2006, 2008). On note une observation similaire chez le stolon du tréfle
blanc (Trifolium repens L.) : celui-ci est plus court lorsque la lumiere bleue est réduite
(Gautier et al., 1998).

Chez le rosier (Rosa hybrida L.), le rapport Rc/Rs joue également un role prépondérant
dans la réponse du débourrement a la lumiére. Ainsi, il a été montré que 'utilisation de la
lumicre fluorescente (ratio Rc/Rs élevé) augmentait le pourcentage de débourrement des
bourgeons distaux (Mor ef al., 1980 ; Zieslin & Mor, 1990). L’effet contraire est observé lors
de l’utilisation d’une lumiére incandescente (ratio Rc/Rs faible). La qualité lumineuse
influence également la croissance des tiges : un mélange de lumicre fluorescente et de lumicre
incandescente entraine une augmentation significative de la vitesse de croissance de la tige
par rapport a la lumiére fluorescente seule (Mor et al., 1980). L’effet inhibiteur de la lumicre
rouge sombre sur le débourrement a également été mis en évidence chez le rosier par Healy &
Wilkins (1980). Aucune étude concernant I’impact de la lumicre bleue n’a été réalisée chez le

rosier.

4-4. Effet de la lumiére sur les composantes physiologiques du débourrement
Comme nous ’avons vu précédemment, le débourrement des bourgeons fait intervenir
plusieurs processus physiologiques, notamment le flux d’eau et I’apport de sucres permettant
la croissance. Plusieurs travaux montrent que la lumicre agit directement sur ces mécanismes

pour réguler la croissance des plantes.
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4-4-1. Influence sur les flux hydriques

L’eau est un élément nécessaire a la croissance des cellules (Zeuthen, 2001). Son transport

a travers la plante est en partie régulé par la lumiére. En effet, ce facteur environnemental va
controler I’ouverture des stomates pour moduler la transpiration foliaire (Sack et al., 2002) et
va également avoir un impact sur la conductivité hydraulique (Tyree et al., 2005).
La circulation de 1’eau de cellule en cellule est facilitée par les aquaporines, des protéines
transmembranaires (pour revue, Maurel, 2008). Les travaux menés dans le cadre de 1’étude de
la conductivité hydraulique foliaire ont pu mettre en évidence I’impact de la lumiere sur ces
protéines (Juglans regia L., Cochard et al., 2007) : I’expression des genes JrPIP2,1 et
JrPIP2,2, codant des aquaporines, est stimulée par la lumicre. Cet effet est réversible
puisqu’un retour a 1’obscurité entraine une diminution a un niveau basal de 1’expression
génique.

Il n’existe que peu de travaux portant sur les aquaporines et les bourgeons. Récemment,
Yooyongwech et al. (2008) ont pu mettre en évidence 1’implication de deux aquaporines dans
la levée d’endormance chez les bourgeons de pécher (Prunus persica L.): 1’expression
génique de PpTIPI et PpPIP2, deux genes codant des aquaporines, est fortement stimulée
lors de la levée d’endodormance. Néanmoins, aucune étude n’a pu montrer, au sein du

bourgeon, I’impact de la lumiere sur I’expression génique des aquaporines.

4-4-2. Influence sur le métabolisme glucidique

Pour plusieurs auteurs (Mor & Halevy, 1984 ; Maas & Bakx, 1995), le rapport Rc/Rs
agirait, chez le rosier, sur les relations source/puits et la répartition des assimilats. Des travaux
menés chez le rosier ont mis en évidence que la lumiére rouge clair favorisait le transport des
sucres vers 1’apex en croissance en augmentant sa force de puits alors que le rouge lointain ne
serait pas capable, seul, de stimuler cette translocation (Mor & Halevy, 1980 ; Mor et al.,
1980).

Des mesures des contenus glucidiques réalisés chez plusieurs espéces sous différentes
conditions d’éclairement ont été réalisées. C’est principalement 1’impact de la variation de
I’intensité lumineuse qui a été étudié. Chez le nectarinier (Prunus persica L. var. nectarina),
la diminution de I’intensité lumineuse entraine une diminution de la teneur en saccharose au
niveau des feuilles (Wang et al., 2005). Au sein d’un organe puits comme le fruit du caféier

(Coffea arabica L.), la diminution de I’intensité lumineuse entraine une diminution de la
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concentration en saccharose, ainsi qu’une augmentation de la quantité de sucres réducteurs
(Geromel et al., 2008).

Les activités des enzymes liés a la dégradation du saccharose montrent, pour certaines,
une régulation par I’intensité¢ lumineuse. Sous une faible intensité lumineuse, la SUSY
présente une activité plus faible chez les feuilles de nectarinier (Prunus persica L. var.
nectarina, Wang et al., 2005) et, au contraire, plus forte chez les drupes du caféier (Coffea
arabica L., Geromel et al., 2008). Chez le tubercule de pomme de terre (Solanum tuberosum
L.), Pactivité IAV est réduite sous une faible intensité lumineuse, alors que 1’activité [AP
reste inchangée (Chen & Setter, 2003).

Au niveau génique, les enzymes liées a la dégradation de ’amidon semblent faire I’objet
d’une régulation par la lumicre. Ainsi, 1’analyse du promoteur d’un géne codant une -
amylase de riz (Oryza sativa L.) a mis en évidence la présence d’une séquence de type Gbox,
un élément de réponse a la lumicre, suggérant que le gene pourrait étre soumis a un controle
exercé par la lumiere (Lu ef al., 1998). Une B-amylase apparait également comme étant un
gene tres rapidement induit par la lumiere rouge clair au sein de I’hypocotyle chez

Arabidopsis thaliana (Tepperman et al., 2004).

4-4-3. Régulation de la croissance cellulaire

La lumiere joue un rdle dans la régulation des divisions et des expansions cellulaires.
Chez I’hypocotyle de concombre (Cucumis sativus), une intensité lumineuse moyenne (de
’ordre de 40 pmol.m™.s™) favorise I’élongation cellulaire mais pas les divisions cellulaires.
Sous des intensités lumineuses plus fortes, les deux processus sont stimulés (Lopez-Juez et
al., 1995). L’impact de la lumicre sur les protéines intervenant dans ces processus a été étudié
chez plusieurs espéces, et notamment celui sur les expansines. Ainsi, deux types de régulation
ont pu étre distingués. La lumiere peut réguler directement 1’expression des expansines,
protéines impliquées dans la croissance cellulaire. Chez Arabidopsis thaliana, des expériences
de puces a ADN ayant pour but d’identifier des génes régulés par la lumiere (Ma et al., 2005)
ont permis I’identification de 1’a-expansine 10, dont le rdle central dans la morphogenese
foliaire a pu étre montré (Cho & Cosgrove, 2000). Chez la tomate (Solanum lycopersicum),
au niveau de I’hypocotyle, I’expression génique des a-expansines LeEXPA2 et LeEXPAIS est
fortement stimulée en présence de lumiere (Caderas ef al., 2000). L’analyse, par puce a ADN,
des genes régulés par la lumiere au niveau de ’apex et des primordia foliaires d’Arabidopsis
thaliana a également mis en évidence une stimulation de plusieurs genes d’expansines

(Lopez-Juez et al., 2008) et laisse penser que 1’expression génique est sous photocontrole.
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L’analyse de la séquence promotrice du gene LeEXPA2 révele la présence d’éléments cis-
régulateurs de la réponse a la lumiere (Solanum lycopersicum, Caderas et al., 2000). L’action
de la lumiére sur les expansines peut également étre indirecte. En entrainant une diminution
du pH intracellulaire, associée au pompage de protons dans la matrice extracellulaire (Van
Volkenburgh & Cleland, 1980), la lumicre régule 1’activité des a- et des P-expansines,

protéines stimulées par les pH acides (McQueen-Mason ef al., 1992 ; Li et al., 2003).
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Matériels et Méthodes
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1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué¢ principalement de jeunes plants de rosier, mais

¢galement d’Arabidopsis, de tomate et de peuplier.

1-1. Variétés de rosiers
Six variétés de rosiers de jardin appartenant a trois especes différentes sont utilisées lors
des expérimentations : Rosa hybrida ‘Radrazz’ (Knock out®), Rosa hybrida ‘Meiprille’
(Sangria®), Rosa hybrida ‘Meichibon’ (Tchaikovski®), Rosa hybrida ‘Meiratcan’ (Lovely
Meilland®), Rosa chinensis ‘Old blush’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’ (Figure 13).
Ces six cultivars présentent un port buissonnant, a 1’exception de Rosa wichurana ‘Basye’s

thornless’ qui présente un port rampant.

1-1-1. Modalités de culture

Des boutures « simple noeud » sont réalisées a partir de tiges de pieds-meres (un seul
génotype par variété) cultivés en serre. Les nceuds portant des feuilles a cinq ou sept folioles
sur la partie médiane des tiges sont prélevés et placés dans des mottes FERTISS (FERTIL).
L’enracinement a lieu apreés quatre a cinq semaines de culture sous un fort degré
hygrométrique.

Les boutures enracinées sont transférées dans des pots de 500 mL contenant un mélange
de tourbe, de fibres de coco et de perlite (70%/20%/10%, v/v/v) et placées en serre a 25°C +
5°C. Un éclairage additionnel est délivré par des lampes a vapeur de sodium haute pression

lorsque le rayonnement solaire global est inférieur a 200 W/m?.

1-1-2. Description de la plante expérimentale et du prélévement du matériel végétal

Pour Rosa hybrida ‘Radrazz’ et Rosa chinensis ‘Old blush’, lorsque le bouton floral est
visible a environ 0,5 cm au dessus de la feuille terminale, les plantes sont décapitées 0,5 cm
au dessus de la 3™ feuille & cinq folioles basale. Pour Rosa hybrida ‘Meiprille’, ‘Meichibon’
et ‘Meiratcan’, caractérisées par un développement végétatif plus long, et pour Rosa
wichurana ‘Basye’s thornless’, qui ne fleurit pas sous nos conditions de culture en serre, les
plantes sont décapitées 0,5 cm au dessus de la 3™ feuille & cinq folioles basale lorsque sept &
huit feuilles foliolées sont épanouies le long de la tige. Puisque le développement des
bourgeons est corrélé avec les feuilles, et notamment la surface de ces derniéres (Le Hir ef al.,

20006), les feuilles sont enlevées juste apres la décapitation afin d’homogénéiser le matériel
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végétal utilisé (Figure 14). Le débourrement des 3 bourgeons restants le long de la tige,
appelés respectivement bourgeon distal, médian et proximal, est étudié.

Pour les expérimentations de biologie moléculaire et de biochimie, les bourgeons distaux
des plantes expérimentales sont prélevés et placés dans 1’azote liquide, puis conservés a -
80°C. Dans certains cas, les nceuds portant ces bourgeons sont également prélevés (Figure
15). Pour les plantes placées a 1’obscurité, les prélévements sont réalisés rapidement en
présence de lumiere verte.

Afin de limiter les variations dues aux rythmes circadiens, les décapitations sont toujours

réalisées entre 10h et 12h.

1-1-3. Caractérisation visuelle du débourrement

La caractérisation du débourrement est basée sur la croissance des primordia foliaires hors
des écailles du bourgeon. Ces écailles, au nombre de quatre, s’écartent pour laisser sortir les
jeunes feuilles. Lorsque 1’extrémité de la premiére feuille est visible hors des €cailles, alors le
bourgeon est considéré comme débourré (Figure 16, 48h).

Dans le cas de notre plante expérimentale placée a la lumicére, le bourgeon distal n’est plus
soumis a la dominance apicale (suite a la décapitation) et aux inhibitions corrélatives dues aux
feuilles (les feuilles axillantes ont été enlevées). Le bourgeon distal est apte a débourrer des la
décapitation. Trés rapidement, des 24 h apres décapitation, un gonflement du bourgeon est
observé (Figure 16) et les écailles s’écartent. L’allongement du bourgeon se poursuit et, en
moyenne 72 h apres décapitation, I’extrémité de la premicre feuille est visible hors des

écailles. Quatre jours apres décapitation, le bourgeon est débourré (Figure 16, 96h).

1-2. Jeunes plantes d’Arabidopsis thaliana, de tomate et de peuplier
La réponse a la lumicere du débourrement est étudiée chez trois genres différents:
Arabidopsis thaliana L. ‘Columbia’, la tomate (Solanum Ilycopersicum L. ‘Tresor’ hybrid F1)

et le peuplier (Populus tremula x Populus tremuloides L.).

1-2-1. Modalités de culture

Pour Arabidopsis thaliana, les plantes sont obtenues apres germination des graines dans
des mini-mottes de tourbe et cultivées en présence de lumiére blanche (200 pmol.m™s™,

16h/24h). Pour la tomate, des graines sont mises a germer dans des pots contenants de la
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tourbe et sont cultivées en serre. Les peupliers sont obtenus a partir de vitro-plants acclimatés

en serre (fourni par G. Pilate, INRA Orléans) et cultivés en pots contenant de la tourbe.

1-2-2. Plantes expérimentales

Les hampes florales des plantes d’Arabidopsis thaliana sont décapitées et les
débourrements des bourgeons situés a 1’aisselle des feuilles de rosette sont étudiés. Pour les
tomates et les peupliers, les tiges sont coupées dans leur partie basale et toutes les feuilles sont

enlevées ; le débourrement des bourgeons basaux est suivi.

2. Traitements lumineux

Apres décapitation, les plantes sont placées dans une enceinte de culture (modele
KBW720 avec régulation de Ilintensité¢ lumineuse, Binder) et soumises a différents
traitements lumineux, en maintenant la température constante a 23°C.

La lumiére blanche (2, 20 et 200 pmol.m™.s™) est produite par des tubes fluorescents
Osram Fluora L 18W/77, la lumiére bleue (20 et 200 pmol.m™.s™) par des tubes fluorescents
Philips TL-D 18W/18 et la lumiére rouge clair (Rc, 20 pmol.m?s") par des tubes
fluorescents Philips TL-D 18W/15. 1l est a noter que ces derniers ne peuvent fournir une
lumiére rouge clair ayant une intensité supérieure a 20 pmol.m™.s™". La lumiére rouge sombre
(Rs, 2,7 pmol.m™.s™") est obtenue en plagant des filtres Roscolux rouge (#27) et bleu (#83) sur
des tubes fluorescents Osram Fluora L 18 W/77 (lumiere blanche).

Les distributions spectrales et les flux de photons des différentes sources lumineuses sont
mesurés avec un spectroradiometre calibré UV/VIS (RAMSES, Trios GmbH). Les
distributions spectrales sont présentées Figure 17. Les pourcentages de lumicre rouge clair et
de lumicre bleue des sources lumineuses blanches, rouge clair et bleue sont présentées Figure
18. Les ratios Rc/Rs sont mesurés et sont les suivants : 4,39 pour la lumiere blanche, 0,78
pour la lumiére bleue, 20,27 pour la lumiere Re et 0,25 pour la lumiére Rs.

Les plantes mises en condition d’obscurité sont recouvertes d’un sac plastique opaque.
Une expérience préliminaire réalisée avec un sac plastique transparent a démontré que la
présence du sac n’empéchait pas le débourrement des bourgeons des plantes expérimentales :
un débourrement identique en terme de fréquence et de durée est obtenu avec ou sans un sac

transparent.
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Une lumiére verte (3,6 pmol.m™.s™) est utilisée lors des prélévements des bourgeons
distaux des plantes placées a 1’obscurité. Cette lumicre est fournie par une ampoule a iodures
métalliques de couleur verte (Artcolour MH-T Pro 400W Green E4N SLV, Philips)
recouverte de trois épaisseurs de filtre Roscolux vert (#90); la distribution spectrale est
présentée Figure 17.

Pour toutes les expériences, sauf mention contraire, les plantes ont été soumises a une

photopériode 16h/24h (avec une période d’éclairement quotidienne réglée de 7h a 23h).

3. Etude morphologique du débourrement

3-1. Evaluation du débourrement et de la croissance foliaire

Le débourrement et la croissance des feuilles hors des bourgeons sont évalués 12 jours
apres décapitation, chez les six variétés de rosiers étudiées. Selon les conditions lumineuses
appliquées pendant les 12 jours de culture, les bourgeons débourrés présentent soit (i)
plusieurs feuilles épanouies hors des écailles, (i1) I’extrémité de la premicre feuille sortant des
écailles. Les bourgeons dont seule I'extrémité de la premicre feuille est visible hors des
écailles sont considérés comme des bourgeons débourrés.

Le nombre de feuilles visibles hors des bourgeons est compté aprés 12 jours de culture
sous des conditions lumineuses différentes. Une note de 0,5 a été attribuée aux bourgeons
dont seule I’extrémité de la premicre feuille est visible hors des écailles. Une note de 1, 2 ou 3
est donnée aux bourgeons débourrés présentant respectivement 1, 2 ou 3 feuilles totalement
épanouies hors des écailles.

La croissance des primordia foliaires au sein du bourgeon est étudiée au cours du temps
(0, 24, 48, 72, 96 h apres décapitation) en conditions de lumicre et d’obscurité, chez Rosa
hybrida ‘Radrazz’. Les quatre premicres picces foliaires, correspondant a quatre écailles, sont
enlevées et les longueurs des trois premieres feuilles assimilatrices sont mesurées sous loupe

binoculaire, a I’aide d’un oculaire gradué.
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3-2. Evaluation de P’activité organogénique au sein du méristéme apical

3-2-1. Observation macroscopique

Le nombre de picces foliaires (€cailles, jeunes feuilles préformées et primordia foliaires)
dans les bourgeons distaux est déterminé pour trois variétés, Rosa wichurana ‘Basye’s
thornless’, Rosa hybrida ‘Radrazz’ et ‘Meiprille’, 7 jours aprés décapitation, sous différentes
conditions lumineuses. Chaque bourgeon distal est disséqué sous loupe binoculaire, les pieces
foliaires sont enlevées et comptées jusqu’a ce que le méristeéme apical soit totalement mis a

nu.

3-2-2. Analyse histologique
L’activité organogénique du méristéme est également étudide grace a des observations
histologiques de bourgeons de Rosa hybrida ‘Radrazz’ prélevés 3 jours apreés décapitation.
Les bourgeons sont fixés et inclus en résine Technovit 7100, comme décrit par Le Hir et al.
(2006). Des coupes transversales de 10 um sont réalisées au microtome (RM2165, Leica) puis

colorées au bleu de toluidine et observées au microscope (Axioskop 2 plus, Zeiss).

3-3. Evaluation de la croissance des cellules des primordia foliaires

Les bourgeons distaux de plantes expérimentales (Rosa hybrida ‘Radrazz’) placées
pendant 7 jours a la lumiére blanche (200 pmol.m™.s1, 16h/24h) ou a I’obscurité sont
prélevés et placés dans une solution de fixation (1 volume de glutaraldéhyde 25% (v/v), 5
volumes de solution tampon (Annexe 1)). Les quatre premicres pie¢ces foliaires sont enlevées
sous loupe binoculaire puis la premiere feuille assimilatrice (F1) de chaque bourgeon est
placée sous vide pendant 2 h et a température ambiante. Le fixateur est alors remplacé par la
solution tampon et les échantillons sont conservés a 4°C. La suite du protocole est effectuée
par les personnels du Service Commun d’Imageries et d’ Analyses Microscopiques (SCIAM)
de la Faculté de Médecine de 1’Université d’Angers, afin de préparer les échantillons a
I‘observation au microscope électronique a balayage. La longueur des quinze cellules les plus
grandes dans un champ d’observation (x500) de deux zones de la 1% feuille assimilatrice sont

mesurées.
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4. Techniques de biologie moléculaire

4-1. Extraction d’acides nucléiques

4-1-1. Extraction d’ARN totaux a partir de matériel végétal

L’extraction des ARN totaux de rosiers est réalisée sur des bourgeons de Rosa hybrida
‘Radrazz’ prélevés sous différentes conditions d’éclairement, au cours du temps.

Le matériel végétal (~100 pg, soit en moyenne 50 bourgeons) est broyé dans 1’azote
liquide en présence de PVP40 (10% ; p/p) 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 1,5% 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.

4-1-2. Minipréparation d’ADN plasmidique d’Escherichia coli

Les minipréparations d’ADN plasmidique sont réalisées a partir de 3 mL de culture
bactérienne suivant le protocole du kit commercial utilisé (NucleoSpin Plasmid, Macherey-

Nagel).

4-2. Obtention d’ADN complémentaire

4-2-1. Réaction de Reverse Transcription (RT)

Un pg de chaque préparation d’ARNtx est soumis a la réaction de reverse transcription
(RT). Un pg d’ARNtx est dilu¢ dans un volume final de 10 pL puis dénaturés 5 min a 65°C.
Cette étape permet d’éliminer les structures secondaires des ARNm qui pourraient géner la
RT. Neuf pL de mélange réactionnel sont alors ajoutés (4 pL de tampon 5X de la Superscript
IIT 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
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d’oligo(dT);s (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);s 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.

4-2-2. Purification des ADNc¢

Apreés la reverse transcription, les ADNc sont purifiés avec le kit ‘QIAquick PCR
Purification’ (Qiagen), selon le protocole donné par le fournisseur. Cette étape permet
d’éliminer les ANTP, les amorces, le reste d’enzyme et les sels. Cette purification entraine la

dilution au % des ADNec.

4-2-3. Vérification de la qualité des ADNc

Afin de vérifier la qualité des ADNc obtenus, une PCR (ou amplification par réaction de
polymérisation en chaine) est réalisée sur les ADNc dilués avec des amorces permettant
I’amplification d’un fragment du geéne codant la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH). Ce gene a ¢été isolé chez Rosa chinensis ‘Old blush’, a partir d’une banque d’ESTs
(Channeliere et al., 2002).

Le mélange PCR est composé de 2 uL de tampon 10X de la GoTaq Flexi DNA
polymérase, 2 uL de dNTP 1 mM, 4 uL de MgCl, 25 mM, 2 pL d’amorce sens 10 uM
(eAO1A, Annexe 2), 2 uL d’amorces antisens 10 uM (eA01B, Annexe 2), 0,2 pL de GoTaq
Flexi DNA polymérase (5 U.uL", Promega) et de 2 pL d’ADNc dilué ; le volume est ajusté a
20 pL avec de I’eau DEPC.

Le programme d’amplification PCR est le suivant :

- 4 mina 94°C,

- 30cyclesde 30 s 2a94°C, 45 s a 55°C, 45 s a 72°C,

- Smina 72°C.

Les produits PCR sont alors déposés sur un gel a 1,5% d’agarose. Aprés migration
¢lectrophorétique, le gel d’agarose est mis en présence d’une solution de bromure d’éthidium

(0,5 ug.mL'l, TAE 0,5X) pendant 15 minutes puis est observé sous lumiére UV.
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4-3. Techniques d’amplification d’ADN par PCR

La technique de PCR est une méthode permettant d’amplifier in vifro des fragments
d’ADN. Elle nécessite 1’utilisation d’une paire d’oligonucléotides capables de s hybrider sur
I’ADN matrice de facon antiparallele. Ces oligonucléotides sont utilisés comme amorce par
une ADN polymérase thermostable qui synthétise le brin complémentaire. Les cycles
d’amplification sont composés de 3 étapes : la dénaturation de ’ADN matrice, [’hybridation
des amorces et la polymérisation a partir des amorces.

Les séquences des oligonucléotides utilisés pour les amplifications PCR sont données

dans 1I’Annexe 2.

4-3-1. Amplification par oligonucléotides dégénérés

La recherche d’un géne impliqué dans I’expansion cellulaire est réalisée suivant une
stratégie PCR basée sur des homologies de séquences. Ainsi, pour le gene RAEXPI0, des
séquences connues chez d’autres espeéces sont recherchées dans les bases de données et
alignées de fagon a définir des oligonucléotides dégénérés dans les zones les plus conservées.

Le mélange servant a la réaction de PCR est composé de 5 pL de tampon 10X de la
GoTaq Flexi DNA polymérase, 4 uL de dANTP 2,5 mM, 3 pL de MgCl, 25 mM, 0,75 puL
d’amorce sens 100 uM (Uexp10.3), 0,75 pL d’amorce antisens 100 uM (Lexp10.4), 0,9 uL
de GoTaq Flexi DNA polymérase (5 U.uL", Promega) et 2 uL d’ADNc dilués au 1/10°™; le
volume est ajusté a 20 uL avec de I’eau DEPC.

La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

- 4 min a94°C,

- 35cyclesde 30 sa94°C, 30 s a 50°C, 45 s a 72°C,

- S5mina 72°C.

La conformité de la taille attendue des produits PCR est ensuite vérifiée par comparaison
de la migration électrophorétique des échantillons avec une échelle de poids moléculaire
(Smart Ladder, Eurogentec). Deux pL de tampon de charge (Orange Loading Dye 6X,
Promega) sont additionnés a 10 pL. de produit PCR avant la migration sur gel d’agarose 1,5%
en présence de tampon TAE 0,5X (Tris-HCl1 40 mM pH 8,0, acétate de sodium 20 mM,
EDTA 1 mM) a voltage constant (100V) durant 15 a 20 minutes. 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.
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4-3-2. RACE-PCR

Les réactions de RACE-PCR utilisent comme matrice une banque d’ADNc. Celle-ci est
obtenue en utilisant le kit GenomeWalker® (Clontech), en suivant les recommandations du
constructeur. De manicre synthétique, les ARNm de bourgeons de rosier sont purifiés a partir
d’ARNtx puis le premier brin d’ADNc est synthétisé par I’AMV reverse transcriptase en
présence d’amorces oligodT. L’ARN est dégradé et parallelement le deuxiéme brin d’ADNc
est obtenu grace a un mélange d’ADN polymérase I, de RNAse H et d’ADN ligase. L’enzyme
T4 DNA polymérase permet ensuite d’obtenir un ADNc double brin aux extrémités franches.
Des adaptateurs de séquence connue sont ligués aux ADNc double brin grace a la T4 DNA
ligase. Ce mélange est ensuite dilué pour étre utilisé dans les réactions de RACE-PCR.

L’obtention de I’extrémité 3’ des genes se fait par une succession de deux PCR. Lors de la
premi¢re PCR, un oligonucléotide (AP1, fourni avec le kit) reconnaissant 1’adaptateur est
associ¢ a un oligonucléotide spécifique du gene. La deuxiéme PCR est réalisée avec des
oligonucléotides plus internes dans la séquence de 1’adaptateur (oligonucléotide AP2) et dans
la séquence du gene.

Le mélange PCR est composé de 5 pL de tampon de réaction (Tricine-KOH 400 mM pH
8,7, KOAc 150 mM, Mg(OAc)235 mM, BSA 37,5 ug.mL™", Tween 20 0,05 %, Nonidet-P40
0,05 %), 1 pL de ANTP 10 mM, 1 pL d’amorce AP1 ou AP2 10 uM, 1 pL de Taq Polymérase
Advantage 2 (Clontech) et 1 pL de matrice (banque d’ADNCc) diluée au 1/ 100°™. Le volume
est ajusté a 50 pL avec de 1’eau DEPC.

La réaction d’amplification se fait dans les conditions suivantes :

- S5 mina94°C,

- Tcycles de 25 s a94°C, 3 min a 72°C,

- 32cycles de 25 s 24 94°C, 3 min a 67°C,

- 7mina67°C.

Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%, aprés une incubation de 15 min
dans une solution de bromure d’éthidium (0,5 ug.mL'l, TAE 0,5X) et observation sous

lumiére UV.

4-3-3. PCR sur primordia foliaires et méristémes

Afin d’étudier I’expression du gene codant une expansine de rosier (RZEXP) au sein du
méristéme et des primordia foliaires, des prélévements ont été réalisés sur des plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’, aprés 72 h de culture sous lumicre blanche (16h/24h,

2 -1 (o x . . . IR .
200 pmol.m™.s™). Deux lots ont été constitués : I'un composé de dix méristémes sensu stricto
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et I’autre composé de deux jeunes feuilles préformées d’un méme bourgeon. L’extraction
d’ARNtx et la réaction de reverse transcription ont ¢été réalisées a la suite, dans les tubes
eppendorf contenant chaque échantillon.

L’extraction d’ARNtx a débuté par ’ajout de 8 uL d’eau DEPC a chaque échantillon et
par leur broyage dans I’azote liquide. Puis, les échantillons ont été incubés pendant 10 min a
75°C. Le traitement a la DNAse est réalisé¢ directement dans le tube en ajoutant 1 pL
d’enzyme DNAse RQ1 (1 U.uL", Promega) et 1 puL de tampon 10X de I’enzyme (Tris-HCl
400 mM pH 8,0, MgSO4 100 mM, CaCl, 10 mM). Apres une incubation pendant 30 min a
37°C, les échantillons sont placés sur glace et 1 pL de solution stop (EGTA 20mM pH 8,0)
est ajouté. Une incubation de 10 min a 65°C est alors réalisée.

Afin de vérifier I’efficacité du traitement a la DNAse, une PCR sur ARNtx est réalisée.
Aux 2 pLL d’ARNtx sont ajoutés 48 pLL de mélange réactionnel (38,5 uL d’eau DEPC, 1 pL de
dNTP 10 mM, 1,1 pL de MgCl, 50 mM, 1 pL d’amorce eAO1A 10 uM, 1 pL d’amorce
eA01B 10 uM, 0,4 pL de Platinum Taq DNA polymérase (5 U.uL™, Invitrogen)) et 5 pL de
tampon 10X de la Platinum Taq DNA polymérase (Tris-HC1 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM))).
Les réactions de PCR sont réalisées selon le programme suivant :

- 4 mina94°C,

- 40 cycles de 30 s 2 94°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C,

- 7mina 72°C.

Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Aprés 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 lumiére UV. L’absence
d’une bande a 800 pb est significative de la pureté des ARNtx.

Apres vérification du traitement a la DNAse, la réaction de Reverse Transcription est
réalisée. Aux 9 uL d’ARNtx sont ajoutés 6 uL. d’eau DEPC, 5 uL d’oligo(dT),o 20 uM et 1
uL de dNTP 10 mM. Les échantillons sont alors incubés pendant 5 min a 70°C puis sont
placés sur glace pendant 2 min. Neuf pL de mélange réactionnel sont alors ajoutés (6 nL de
tampon 5X de la Superscript III Reverse Transcriptase (Tris-HCl 250 mM pH 8,3, KC1 375
mM, MgCl, 15 mM), 1 uL de RNAse inhibiteur (40 U.uL", Promega), 1 uL de DTT 0,1M et
1 pL de Superscript III Reverse Transcriptase (200 U.uL’, Invitrogen)) et les échantillons
sont incubés pendant 50 min & 50°C puis pendant 5 min a 85°C.

Le mélange d’amplification PCR est alors composé de 38,1 pL d’eau DEPC, 5 pL de
tampon 10X de la GoTaq Flexi DNA polymérase, 1 pL de dNTP 10 mM, 1,5 pL de MgCl, 25
mM, 1 puL d’amorce sens 10 uM (URhExp20 ou eA01A), 1 uL d’amorce antisens 10 uM
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(LRhEXP21 ou eA01B), 0,4 pL de GoTaq Flexi DNA polymérase (5 U.uL”, Promega) et 2
uL d’ADNCc. La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

- 2 min a 94°C,

- 40cycles de 30 s 294°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C,

- 10 min a 72°C.
Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Aprés migration électrophorétique, 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 lumiere UV. La taille attendue du fragment

amplifié est de 205 pb pour RhEXP.

4-3-4. RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR quantitative en temps réel est une technique qui permet de mesurer
I’expression des genes via 1’amplification spécifique du gene étudié par PCR. En utilisant la
fluorescence comme systéme rapporteur, I’augmentation de la quantité 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, moment pendant lequel I’augmentation de la quantité

d’ADN est proportionnelle a la quantité initiale de matrice.

4-3-4-1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental disponible au laboratoire est un Chromo4 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). Il est composé d’un thermocycleur classique associé a un
systetme d’intégration des données de fluorescence, interfacé sur un ordinateur PC qui
contrdle le fonctionnement de I’ensemble.

Une diode électroluminescente produit une lumiere 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 (systetme de détection) et
enregistré dans la mémoire de I’ordinateur.

Le SYBR® Green est une molécule qui se fixe dans le petit sillon de 1’hélice de ’ADN.
Son rendement quantique de fluorescence (intensit¢ du rayonnement émis) augmente
significativement lorsqu’il est fixé a I’ADN double-brin. Ainsi, grace a cette molécule et au
systéme d’intégration des données de fluorescence, la progression de I’amplification est suivie
a chaque cycle et en temps réel. Un puits contrdle ne contenant pas d’ADN mais de 1’eau

permet de visualiser la fluorescence propre du SYBR® Green non fixé.
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4-3-4-2. Principe

Le logiciel Opticon Monitor™ permet d’une part de programmer et de contrdler le
déroulement des expériences et d’autre part, d’en stocker et d’exploiter les données. A la fin
de la PCR, le logiciel représente graphiquement 1’augmentation de la fluorescence de chaque
puits au cours des cycles successifs (Figure 19). 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 premiére 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 (derni¢re 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 apres analyse des profils de fluorescence lors des cycles précédents la phase
exponentielle, permet de comparer toutes les amplifications lors de la phase exponentielle.

Il existe une réaction linéaire entre le nombre de copies d’un gene présent initialement
dans le puits et le cycle-seuil. Si N est le nombre de copies du gene au cycle Ct de la PCR et
Nole 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=No.(1+E)“
ou E est I’efficacité de la PCR (avec 0,83 < E < 1,10, § 4-3-3-3).

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 (§ 4-3-4-5) et

d’obtenir un ratio d’expression de chaque gene d’intérét.

4-3-4-3. Choix des amorces et tests d’efficacité

Une condition primordiale pour la fiabilité des résultats en RT-PCR quantitative est
I’utilisation d’un couple d’amorces efficace a 100%. 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’aprées le calcul du logiciel Primer Express®
(utilisant la méthode du plus proche voisin) et générer un fragment de 60 a 150 pb maximum

pour assurer une amplification efficace. Les couples retenus ne doivent pas pouvoir générer
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plusieurs amplifiats. En effet, la compétition de fixation des oligonucléotides sur différents
sites perturbe 1’équilibre de la réaction, qui n’est alors plus représentative de la population du
transcrit étudié.

Afin de déterminer 1’efficacité de chaque couple d’amorces, ceux-ci sont testés
expérimentalement sur une gamme d’ADNc. Cinq dilutions différentes (de 1/50 a 1/1500)
d’ADNc sont utilisées. Des bourgeons distaux de Rosa hybrida ‘Radrazz’ prélevés sous
différentes conditions lumineuses sont regroupés et les ARNtx sont extraits comme décrit
dans le § 4-1-1. La transcription inverse est réalisée (§ 4-2-1), les ADNc sont purifiés (§ 4-2-
2) et leur qualité est vérifice (§ 4-2-3). Les dilutions sont réalisées dans de I’eau DEPC. Il
n’est pas nécessaire de connaitre la quantité de matrice utilisée pour la réalisation de la
gamme, seule la dilution relative entre chaque point de la gamme est utilisée.

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 ¢talon permet de déduire I’efficacité de la PCR selon 1’équation
suivante :

E=10 (-1/pente) _ 1
L’efficacité est acceptable lorsqu’elle est comprise entre 0,83 et 1,10.

L’ensemble des amorces retenues pour les expériences de RT-PCR quantitative en temps

réel est présenté dans 1I’Annexe 2.

4-3-4-4. 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
2X (Tris-HCI 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 pL
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 I’élongation se
font a 60°C. La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

- 2mina 50°C,

- 10 mina95°C,
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- 40 cycles de 15 s a95°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 amplifiat.

Pour chaque condition testée, trois réactions PCR sont réalisées. 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.

4-3-4-5. 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 (27*°“"), mise au point par Livak & 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 apres décapitation).

Cette approche nécessite la quantification en parallele, 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 génes les plus souvent utilisés comme références sont des
genes dits « de ménage » comme, par exemple EF-Ila (facteur d’élongation) ou encore
GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Chez Arabidopsis thaliana, une
¢tude menée par Czechowski ef al. (2005) a permis la mise en évidence de plusieurs genes
aux expressions stables dans plusieurs conditions et d’établir un classement des meilleurs
genes de référence. Plusieurs de ces genes de référence ont été testés dans nos conditions :
EF-1a, GAPDH, UBC (Ubiquitine-C) et /8S (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 genes testés. Les deux meilleurs génes de référence dans nos conditions sont EF-
lo et GAPDH. La normalisation de nos données de RT-PCR quantitative en temps réel a été
réalisée avec le géne EF-1a.

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

relative de chaque géne d’intérét + erreur standard de trois lots différents de matériel végétal.
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4-4. Techniques de clonage

4-4-1. Souche bactérienne et plasmide utilisés

4-4-1-1. Souche bactérienne

La souche JM109 d’Escherichia coli (Promega) sert au clonage. Ses caractéristiques se
trouvent dans le Tableau III.
Les bactéries sont cultivées dans du milieu SOC (Annexe 1) a 37°C sous agitation (190

rpm) en présence d’ampicilline (50 pg.mL™).

4-4-1-2. Plasmide

Le plasmide pGEM®-T Easy (Promega) est utilisé pour le séquencage, la multiplication et
la conservation des génes et fragments de genes isolés tout au longe de 1’étude (Figure 20).

Le vecteur est linéaire et porte une thymidine terminale en 3° de ses bornes franches, ce
qui facilite le clonage du produit PCR. En effet, les produits issus de la PCR possedent
souvent une désoxyadénosine en 3°, ajoutée par les polymérases thermostables. Les
marqueurs de sélection sont le gene de résistance a I’ampicilline et le géne /acZ, codant la 3-

galactosidase.

4-4-2. Purification sur gel des fragments PCR

Les produits d’amplification sont déposés sur gel d’agarose 1,5%. Aprés migration
¢électrophorétique, le gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure
d’éthidium (0,5 pg.mL™", TAE 0,5X) et est observé sous lumiére UV.

Le fragment d’ADN est excisé du gel d’agarose a I’aide d’un scalpel, placé dans un tube
Eppendorf et pesé. La purification est alors réalisée en suivant les instructions du kit de
purification sur gel ‘Nucleotrap Gel extraction’ (Macherey-Nagel).

Le produit purifié est alors dosé par spectrophotométrie (DO 260 nm, Nanodrop

Technologies).

4-4-3. Clonage des fragments dans le vecteur pPGEM®-T Easy
4-4-3-1. Ligature

La ligature dans le vecteur pPGEM®-T Easy (Promega) peut se faire pendant une nuit a

4°C ou pendant 2 h a température ambiante. Afin de s’assurer d’une bonne efficacité de la
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ligature, I’insert est concentré en respectant un rapport insert/vecteur de 3/1, en accord avec
les instructions du kit.

Le mélange de ligature est composé de 2,5 pL de tampon 2X de la T4 DNA Ligase (Tris-
HCI 60 mM pH 7,8, MgCl, 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM, PEG 10%), 0,5 pL de vecteur
pGEM®-T Easy, 0,5 pL de T4 DNA Ligase (3 U.uL") et de 1,5 pL d’insert.

4-4-3-2. Transformation de bactéries compétentes par choc thermique

Cent pL de bactéries compétentes JIM109 (Promega) sont mises a décongeler lentement
dans la glace afin de fragiliser la membrane. Cinq pL de produit de ligature sont alors ajoutés
et le mélange est conservé sur glace pendant 30 min. Un choc thermique a 42°C pendant 45 s
perméabilise la membrane et permet ’entrée du plasmide. Apres un passage de 5 min dans la
glace, 800 pL de milieu de culture SOC et 100 pL de glucose 2M stérile sont ajoutés. Apres
incubation pendant 90 min a 37°C sous agitation (190 rpm), une centrifugation a 3000 rpm
pendant 5 minutes est réalisée et 900 pL de surnageant sont enlevés. Le culot bactérien est
alors repris dans les 100 pL restants. Ce mélange est étalé sur des boites de Pétri contenant du
milieu LB-Agar (Annexe 1) additionné d’IPTG (0,5 mM), de X-Gal (50 ug.mL’l) et
d’ampicilline (50 pg.mL™). Les boites sont mises a incuber 4 37°C pendant 16 h; une
sélection blanc/bleu des bactéries est alors effectuée et les colonies sont testées par des

expériences de PCR sur bactérie.

4-4-4. Vérification des produits de clonage par PCR sur bactérie

La vérification des produits de clonage par PCR sur bactérie utilise des amorces
spécifiques du vecteur pPGEM®-T Easy (Promega). Celles-ci (PUC1 et PUC2, Annexe 2) sont
placées de part et d’autre du site multiple de clonage et permettent 1’amplification d’un
fragment d’environ 200 pb lorsque le vecteur est vide. Lorsque I’insert est introduit dans le
vecteur, la taille du fragment amplifié par PCR sur bactérie est la somme de la taille de
I’insert et des 200 pb amplifiées du vecteur.

Le mélange d’amplification PCR est composé de 8 puL. de tampon 10X de la GoTaq Flexi
DNA polymérase, 1 pL de ANTP 10 mM, 3,2 pL de MgCl, 25 mM, 1 pL d’amorce sens 10
uM (PUC1), 1 pL d’amorce antisens 10 uM (PUC2), 0,2 pL de GoTaq Flexi DNA
polymérase (5 U.uL™”, Promega) et 25,6 uL d’eau DEPC. A ce mélange est ajouté un peu de
la colonie bactérienne a tester.

La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

- 4 mina 94°C,
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- 35cyclesde 30 s a294°C, 45 sa 50°C, 45 s a 72°C,

- 7mina 72°C.
Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Apres migration électrophorétique, le
gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium (0,5

pg.mL”, TAE 0,5X) et est observé sous lumiére UV.

4-5. Technique de cDNA-AFLP

Cette technique d’analyse sans a priori permet de caractériser le profil d’expression
transcriptionnelle d’un ensemble de génes a 1’échelle du génome entier. Elle est basée sur le
polymorphisme de la longueur de fragments d’ADN amplifiés par PCR. L’analyse de
I’intensité des bandes dans les gels permet de quantifier ’expression. Chaque bande est
identifiée par un séquengage ultérieur.

Lors de cette expérience, deux couples d’enzymes de restriction sont utilisés :
EcoRI/Mspl et EcoRI/Msel. La procédure cDNA-AFLP est représentée Figure 21 et est
décrite ci-dessous pour le couple EcoRI/Msel. Elle est réalisée a partir d’ARNtx extraits de
bourgeons de Rosa hybrida ‘Radrazz’ placés pendant 1, 6 ou 10 h aprés décapitation a la
lumiere ou a I’obscurité. Le protocole d’extraction des d’ARNtx est décrit dans le § 4-1-1.

Les séquences des oligonucléotides utilisés pour les amplifications PCR sont données
dans I’ Annexe 3.

Ce travail a été réalisé au sein de ’'UMR PIAF de Clermont-Ferrand, ou la méthode a été

optimisée par Khaoula Ben Baaziz et Jean-Stéphane Venisse.

4-5-1. Synthése des ADNc double brin

Le premier brin est reverse-transcrit a partir de 2 pg d’ARNtx dans un volume final de 25
uL contenant 1 pL d’oligo(dT)s;-AFLP (1 pg.uL™), 2,5 uL de dNTP 10 mM, 1,25 pL de
pyrophosphate de sodium 40 mM préalablement chauffé a 42°C, 1 pL de RNasine (40 U.uL™,
Promega), 5 pL de tampon 5X de ’AMV-RTase (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCl 250 mM,
MgCl, 50 mM, spermidine 2,5 mM, DTT 50 mM) et 3 uL d’AMV-RTase (10 U.uL’,
Promega). Le mélange réactionnel est incubé a 42°C pendant 2 h.

Pour la syntheése du brin complémentaire, un mélange réactionnel contenant 10 pL de
tampon 10X de la DNA polymérase I (Tris-HCI 500 mM pH 7,2, MgSO4 100mM, DTT 1
mM), 2 uL de dNTP 10 mM, 0,2 pL de RNase H (5 U.uL", New England BioLabs) et 2,75
uL de DNA polymérase I (9 U.uL", Promega) est ajouté aux 25 pL précédents. Le volume
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final de la réaction est ajusté a 100 uL avec de I’eau DEPC. Le mélange réactionnel est incubé
2 ha 12°C, puis placé a 70°C pendant 10 min. Un volume de 0,75 pL de T4 DNA polymérase
(5~10 U.uL™", Promega) est alors ajouté et le mélange réactionnel est incubé a 37°C pendant
15 min, puis a 75°C pendant 10 min.

Les ADNc sont ensuite transvasés dans un tube Eppendorf 1,5 mL afin d’étre purifiés.
Cent pL de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1 ; v/v/v) y sont ajoutés. Les tubes
sont agités doucement puis centrifugés pendant 10 min a 10000 rpm a 20°C. Le surnageant
est placé dans un nouveau tube Eppendorf et 100 pL de chloroforme/alcool isoamylique
(24/1 ; v/v) sont ajoutés. Les tubes sont agités doucement et centrifugés pendant 10 min a
10000 rpm a 20°C. Le surnageant est placé dans un nouveau tube Eppendorf et les ADNc sont
précipités en ajoutant 0,1 volume d’acétate d’ammonium 3M et 2,5 volumes d’éthanol 100%.
Apres agitation, les tubes sont placés sur glace pendant 10 min puis centrifugés pendant 45
min a 14000 rpm a 4°C. Les culots récupérés sont lavés 2 fois avec de 1’éthanol 80% puis
dissouts dans 20 uL d’eau DEPC et stockés a -80°C pour les analyses. Les quantités et les
puretés des échantillons sont analysées par dosage spectrophotométrique (DO 260 nm,

Nanodrop Technologies).

4-5-2. Restriction et ligation des ADNc

L’étape de restriction est réalisée a partir d’1 pg d’ADNc dans un mélange réactionnel
constitué de 2 pL. de tampon 10X des enzymes de restriction (Tris-HC1 100 mM pH 7,9, NaCl
500 mM, MgCl, 100 mM, DTT 10 mM), 0,5 p d’enzyme EcoRI (20 U.uL", New England
BioLabs), 2 pL d’enzyme Msel (5 U.uL", New England BioLabs). Le volume final de la
réaction est ajusté a 20 uL avec de I’eau DEPC. Les échantillons sont incubés pendant 3 h a
37°C.

Aux 20 pL de produits de restriction, 10 uL de mélange réactionnel de ligation (3,5 puL
d’eau DEPC, 1 pL de tampon 10X de la T4 DNA Ligase (Tris-HCI 100 mM pH 7,9, NaCl
500 mM, MgCl, 100 mM, DTT 10 mM), 2,5 uL d’ATP 10 mM, 1 pL d’adaptateur EcoRI 10
uM (AEcoRI), 1 uL d’adaptateur Msel 50 uM (AMsel), 1 uL de T4 DNA Ligase (400 U.uL

! Promega)) sont ajoutés. Puis les échantillons sont incubés a 16°C pendant 6 h.

4-5-3. Pré-amplification PCR non sélective

Les pré-amplifications sont réalisées dans un volume réactionnel de 40 pL contenant 4 pL
de produits de restriction-ligation dilués au 1/ 10°™ dans de I’eau DEPC, 25,2 pL d’eau
DEPC, 1 pL de dNTP 10 mM, 2 uL d’amorces Eco+0 20 uM, 2 pL d’amorces Mse+0 20
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uM, 4 pL de tampon 10X de la Red Goldstar Taq Polymérase (Tris-HCI 750 mM pH 8,8,
(NH4),SO4 200 mM, Tween 20 0,1% (v/v)), 1,6 pL de MgCl, 50 mM et 0,2 pL. de Red
Goldstar Taq Polymérase (5 U.uL", Eurogentec). Les réactions de PCR sont réalisées selon le
programme suivant :

- 4 mina 94°C,

- 28 cycles de 30 s 2 94°C, 60 s a 55°C, 90 s a 72°C,

- 15mina 72°C.
Les amplifiats sont contr6lés sur un gel d’agarose 1,5%. Apres migration électrophorétique, le
gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium (0,5

pg.mL”, TAE 0,5X) et est observé sous lumiére UV.

4-5-4. Amplification PCR sélective

Les amplifiats obtenus lors de la PCR non sélective sont dilués au 1/20°™ dans de ’eau
DEPC. Les amplifications sont réalisées dans un volume réactionnel de 30 pL contenant 4 uL
d’amplifiats diluées au 1/20°™, 19,35 pL d’eau DEPC, 0,75 pL de dNTP 10 mM, 0,75 pL
d’amorces Eco+1 20 uM, 0,75 pL d’amorces Mse+2 20 uM, 3 pL de tampon 10X de la Red
Goldstar Taq Polymérase (Tris-HCI 750 mM pH 8,8, (NH4)>,SO4 200 mM, Tween 20 0,1%
(v/v)), 1,2 uL de MgCl, 50 mM et 0,2 pL de Red Goldstar Taq Polymérase (5 U.uL”,
Eurogentec). Les réactions de PCR sont réalisées selon le programme suivant :

- 4 mina 94°C,

- lcyclede30sa94°C,30sa65°C,90sa72°C,

- 14 cycles de 30 s a 94°C, 30 s a 65°C avec une diminution de 0,7°C par cycle, 90 s a

72°C,

- 23 cyclesde 30 s 294°C, 30 s a 56°C, 90 s a 72°C,

- Smina 72°C.

Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Aprés migration électrophorétique, le
gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium (0,5

ug.mL’l, TAE 0,5X) et est observé sous lumiere UV.

4-5-5. Migration des amplifiats et révélation

Les produits PCR sont dénaturés et séparés par électrophorése verticale sur un gel
dénaturant d’acrylamide-bisacrylamide (29/1, v/v) 5% (dimension 380 x 500 x 0,4 mm, cuve
Bio-Rad). Le gel est composé de 84 mL d’une solution filtrée (0,22 pm) contenant 10 mL de
TBE 10X (Tris-HC1 900 mM pH 8,3, acide borique 900 mM, EDTA 20 mM), 50 g d’urée
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(gsp 84 mL), 16 mL d’acrylamide-bisacrylamide (29/1, v/v), 500 pL de persulfate
d’ammonium (10%) et 75 uL de TEMED. La polymérisation s’effectue en 1 h a température
ambiante. Le tampon de migration est du TBE 1X. Un courant d’intensité constante de 45 mA
est appliqué.

La révélation des bandes est assurée par une coloration au nitrate d’argent. Toutes les
solutions utilisées lors de la révélation sont conservées a 4°C. Le gel est fixé pendant 20 min
et sous légere agitation dans 3 L d’une solution d’acide acétique a 10%. Apreés 4 lavages
successifs de 3 min sous légere agitation dans 3 L d’eau milliQ, le gel est coloré pendant 30
min 4 I’obscurité et sous légére agitation dans 3 L d’une solution de nitrate d’argent (1 g.L™)
contenant 4,5 mL de formaldéhyde a 35%. Puis, aprés un bref ringage de 5 s dans de 1’eau
milliQ, le gel est développé a ’obscurité dans 3 L d’une solution de carbonate de sodium (30
g.L") contenant 600 pL de thiosulfate de sodium a 1% et 4,5 mL de formaldéhyde a 35%. La
révélation est stoppée en versant la solution d’acide acétique a 10% utilisée préalablement
pour la fixation. Enfin, le gel est rincé dans 3 L d’eau milliQ pendant 15 min et est séché

pendant 1 a 2 h, a température ambiante. Les bandes d’ADNc sont alors récupérées.
4-5-6. Récupération et clonage des bandes

4-5-6-1. Récupération des bandes
Les bandes de gel contenant I’ADNc sont réhydratées, découpées et placées dans 20 pL
d’eau DEPC. Elles subissent alors le traitement suivant : 3 min a 94°C, 10 min a 65°C, 10 min
a 37°C et 60 min a température ambiante, ceci dans le but de permettre la diffusion des ADNc

du gel vers I’eau. Elles sont ensuite stockées a -20°C.

4-5-6-2. Amplification des ADNc récupérés

Les tubes contenant les bandes de gel réhydratées sont mis a décongeler sur glace.
L’ADNCc contenu dans les bandes est amplifié par PCR en utilisant les amorces Eco+0 et
Mse+0 (ou Msp+0), ayant permis 1’amplification non sélective réalisée auparavant (§ 4-5-3).
A 10 pL d’eau DEPC contenant I’ADNc sont ajoutés 22,3 pL d’eau DEPC, 0,5 pL d’amorce
Eco+0 10 uM, 0,5 pL. d’amorce Mse+0 10 uM (ou Msp+0 10 uM), 1,6 uL de MgCl, 50 mM,
1 uL de ANTP 10 mM, 4 pL de tampon 10X de la Platinum Taq DNA polymérase (Tris-HCl
200 mM pH 8,4, KCl 500 mM) et 0,1 pL de Platinum Taq DNA polymérase (5 UL,
Invitrogen). Les réactions de PCR sont réalisées selon le programme suivant :

- 4 mina94°C,
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- 40 cycles de 40 s 2 94°C, 40 s a 55°C, 30 s a 72°C,

- 7mina 72°C.
Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Aprés migration électrophorétique, le
gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium (0,5

ng.mL”, TAE 0,5X) et est observé sous lumiére UV.

4-5-6-3. Clonage des fragments amplifiés

La ligature des fragments amplifiés dans le vecteur pGEM®-T Easy (Promega) est
réalisée directement a partir du produit de PCR. Puis la transformation des bactéries
compétentes est effectuée et les bactéries sont cultivées en boite de Pétri pendant 16 h
minimum a 37°C (§ 4-4-2). Trois colonies transformées sont alors choisies et vérifiées par
PCR sur bactérie. Le mélange d’amplification PCR est composé de 8 pL de tampon 10X de la
GoTaq Flexi DNA polymérase, 1 pL de dNTP 10 mM, 3,2 uL. de MgCl, 25 mM, 1 pL
d’amorce Eco+0 10 uM, 1 pL d’amorce Mse+0 10 uM (ou Msp+0 10 uM), 0,2 uL de GoTaq
Flexi DNA polymérase (5 U. ;,LL'I, Promega) et 25,6 uL d’eau DEPC. A ce mélange est ajouté
un peu de la colonie bactérienne a tester.

La réaction de PCR est réalisée selon les conditions suivantes :

- 4 min a94°C,

- 35cyclesde 30 sa294°C, 45 s a 55°C, 45 s a 72°C,

- 7mina 72°C.
Les amplifiats sont contrdlés sur un gel d’agarose 1,5%. Apres migration électrophorétique, le
gel d’agarose est incubé pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium (0,5
ng.mL™", TAE 0,5X) et est observé sous lumiére UV. Les colonies sont alors repiquées dans 1
mL de milieu LB liquide contenant de I"ampicilline (50 pg.mL™) et cultivées sous agitation
(190 rpm) a 37°C. Apres 16 h d’incubation, 500 pL de glycérol sont ajoutés a 500 uL de
culture bactérienne, et les clones bactériens sont conservés a -80°C en attendant le

séquencage.

4-5-6-4. Séquencgage des clones bactériens

Le séquencage est réalisé par la plate-forme de séquencage génotypage OUEST-
génopole” de Roscoff. Les bactéries sont mises en culture dans des plaques deep well 96
puits, a 37°C, dans 1 mL de LB 2X, pendant 20 a 24 h sous agitation (190 rpm). La plaque est

alors centrifugée a 1500 g pendant 15 min. Les surnageants sont éliminés par retournement, la
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plaque est scellée par un film aluminium et conservée a -20°C pendant 24 h avant d’étre

envoyées a séquencer. Le séquencage est réalisé avec I’amorce M13 (Annexe 3).

4-5-6-5. Validation des genes différentiellement exprimés

Parmi les différents ADNc différentiellement exprimés obtenus, certains ont €té retenus
pour la validation de I’expérience de cDNA-AFLP. Des amorces ont été¢ définies et
I’expression des genes va étre étudiée par RT-PCR semi quantitative sur les mémes

¢chantillons biologiques que ceux utilisés lors de 1’expérience de cDNA-AFLP.

5. Dosage des sucres solubles et mesures d’activités enzymatiques

Les dosages des sucres solubles et les mesures d’activités enzymatiques sont réalisés sur
les bourgeons distaux et les nceuds de Rosa hybrida ‘Radrazz’, sous différentes conditions
lumineuses. Les résultats présentent la moyenne + erreur standard de trois lots différents de

matériel végétal.

5-1. Dosage des sucres solubles

5-1-1. Mesure des poids frais moyens d’un bourgeon et d’un neeud

Pour chaque lot de bourgeons, le poids du lot est déterminé et le nombre de bourgeons
connu. Ainsi, il est possible d’obtenir le poids moyen d’un bourgeon pour chaque lot. Ces
valeurs sont également calculées pour les lots de nceuds.

Grace a ces valeurs, les résultats des dosages de sucres sont exprimés en quantité de sucre

par organe.

5-1-2. Extraction préalable
Le matériel végétal, conservé a -80°C, est broy¢é dans 1’azote liquide dans un mortier en
présence d’une pincée de sable de Fontainebleau. Le broyage est poursuivi en présence de 2
mL pour les bourgeons et de 4 mL pour les nceuds de tampon de broyage (Hepes-NaOH 50
mM pH 7, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,6 mM, éthylene glycol 10% (v/v), Triton

X100 0,02% (v/v)) jusqu’a ce qu’aucune particule ne soit visible.
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Le broyat est transféré dans un tube de volume adapté. Les échantillons sont laissés dans
la glace pendant 30 min, en homogénéisant de temps en temps au vortex. Les échantillons
sont alors centrifugés pendant 3 min a 12000 g et a 4°C. Les surnageants sont récupérés et
séparés en 4 fractions (Figure 22) :

- fraction n°l: dosage du glucose, du fructose et du saccharose par voie
enzymatique (§ 5-1-3),
- fraction n°2 : dosage du sorbitol par HPLC (§ 5-1-4),
- fraction n°3 : dosage protéique (selon la méthode de Bradford (1976)),
- fraction n°4 : dosage de I’activité invertase acide vacuolaire (IAV, § 5-3-2).
Les culots sont conservés dans la glace et servent aux dosages de I’amidon (§ 5-2) et de

I’activité invertase acide pariétale (IAP, § 5-3-2).

5-1-3. Glucose, Fructose et Saccharose

5-1-3-1. Principe du dosage

Le dosage de ces sucres solubles est réalis€¢ par voie enzymatique selon la méthode
initialement décrite par Bergmeyer & Bernt (1974) puis adaptée par Pelleschi e al. (1997). Ce
dosage est basé sur une suite de réactions enzymatiques couplées qui permettent de
transformer, lors de [’étape finale, le glucose-6-phosphate en gluconate-6-phosphate,
permettant ainsi la réduction du NAD" (Figure 23). Contrairement a la forme oxydée, le
composé réduit possede une bande d’absorption a 340 nm. La quantité d’hexoses est donc
mesurée indirectement grace a la quantité proportionnelle de NADH produit et a son

absorption a 340 nm.

5-1-3-2. Dosage du saccharose et des hexoses

Pour le dosage de la totalit¢ des sucres solubles (Figure 24), 10 pL d’un mélange
d’invertase & 5 mg.mL" dans du tampon citrate de sodium 0,32 M (pH 4,6) sont ajoutés a 10
uL d’extrait brut directement dans une microcuve. L hydrolyse du saccharose se déroule ainsi
a 30°C pendant 30 min. Un volume de 750 pL de cocktail enzymatique (NaOH-
triéthanolamine 235 mM pH 7,6, MgSO4 3 mM, NAD" 0,4 mM, ATP 2,6 mM) est alors
ajouté. L’absorbance est lue une premieére fois a 340 nm. Puis un volume de 10 pL de
mélange enzymatique contenant 3 enzymes (HK 4,2 U, PGI 3,5 U et G6PDH 2 U) est ajouté
et une seconde incubation a 30°C pendant 30 min a lieu. La réduction du NAD" est lue a 340

nm. La valeur de I’absorbance obtenue est alors 6tée de la premi¢re valeur d’absorbance
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obtenue précédemment. La variation d’absorbance permet d’obtenir la concentration en
NADH formé au cours de la seconde incubation, et donc d’obtenir la concentration en
glucides solubles totaux.

Le dosage des hexoses libres est réalisé simultanément en remplagant les 10 pL de
solution contenant I’invertase par 10 pL d’eau distillée. La teneur en saccharose peut alors
étre déterminée par différence entre les contenus en glucides totaux et en hexoses libres.

Pour doser séparément le glucose et le fructose, un troisieme dosage est réalisé
simultanément. L’invertase est une nouvelle fois remplacée par de 1’eau distillée et le mélange
enzymatique ne contient que deux enzymes : HK et GO6PDH. Ainsi, le fructose-6P ne peut étre
transformé par la PGI en glucose-6P. La variation d’absorbance mesurée lors de ce dosage
permet d’obtenir la concentration en glucose. La concentration de fructose est déterminée par
différence entre les contenus en hexoses libres et en glucose.

Le calcul des différentes concentrations se fait grace a la loi de Beer-Lambert. Les
résultats sont exprimés en quantité de sucres par organe (poids d’un organe déterminé au § 5-

1-1).

5-1-4. Sorbitol

Le protocole de dosage du sorbitol par HPLC et les étapes préliminaires a ce dosage sont
représentés Figure 25.

Cent pL d’extrait, obtenus par extraction (§ 5-1-2), sont tout d’abord purifiés en étant
passés sur deux colonnes successives : une colonne échangeuse de cations (Sephadex, Sigma)
et une colonne échangeuse d’anions (QAE, Sigma). De 1’eau osmosée est ajoutée afin
d’atteindre un volume élué¢ de 10 mL. Les 10 mL d’éluat sont mis a évaporer sous vide
pendant 2 h et I’extrait sec est repris dans 200 pL d’eau osmosée.

Puis, 20 pL d’échantillon sont chargés sur une colonne polymére échange de ligand
permettant le dosage des monosaccharides et des sucres alcools (chaine HPLC Thermo
Separation Products, colonne Bio-Rad Aminex HP87C 300 x 7,8 mm) placée a 80°C et
équilibrée avec de 1’eau osmosée, a un débit de 0,5 mL.min"". Les molécules carbonées sont
totalement ¢luées en 30 min par de I’eau osmosée. A la sortie de la colonne, la détection se
fait par réfractométrie (RI 71, Shodex). L’analyse des données est réalisée avec le logiciel
Borwin®.

Une étape d’identification des temps de rétention des différentes molécules carbonées est
réalisée en injectant 20 pL d’une solution étalon (sucre dilué dans de I’eau osmosée). Les

différents temps de rétention obtenus sont présentés dans le Tableau IV.
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5-2. Dosage de ’amidon

5-2-1. Principe du dosage
Le dosage de I’amidon est réalisé par voie enzymatique. Il est dosé a partir du culot
obtenu apres extraction des sucres solubles (§ 5-1-2). Ce dosage est également basé sur une
suite de réactions enzymatiques couplées qui permettent, lors de 1’étape finale, la réduction du
NAD" (Figure 26). Ici, la quantité de glucose est mesurée et la quantité d’amidon en est

déduite.

5-2-2. Dosage de ’amidon

Les culots sont mis a dissoudre dans 900 pL. de NaOH 0,02 N pendant 1 h a 100°C, avant
d’étre refroidis dans un bain glacé. Cent pL d’un mélange d’amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) a
25 mg.mL" dans du tampon citrate de sodium 0,32 M (pH 4,6) sont alors ajoutés. Aprés 1 h
d’incubation a 50°C, les échantillons sont centrifugés pendant 10 min a 10000 g a température
ambiante. Cent pL de surnageant sont prélevés et 750 pL de cocktail enzymatique (NaOH-
triéthanolamine 235 mM pH 7,6, MgSO4 3 mM, NAD" 0,4 mM, ATP 2.6 mM) sont ajoutés.
L’absorbance est lue une premicre fois a 340 nm. Dix pL de mélange enzymatique (HK 4,2 U
et G6PDH 2 U) sont ajoutés et les échantillons sont mis a incuber pendant 30 min a 30°C.
L’absorbance est lue une deuxi¢me fois a 340 nm. La variation d’absorbance permet d’obtenir
la concentration en glucose d’aprées la loi de Beer-Lambert et d’en déduire la concentration en

amidon. Les résultats sont exprimés en quantité d’amidon par organe (bourgeon ou nceud, § 5-

1-1).

5-3. Mesure des activités enzymatiques

5-3-1. Dosage protéique
Une fraction du surnageant est conservée pour le dosage protéique de chaque échantillon.
La concentration protéique totale de chaque échantillon est déterminée selon la méthode de
Bradford (1976) (Bio-Rad Protein Assay) et permet I’expression des résultats des activités

enzymatiques en fonction de la concentration de protéines totale.
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5-3-2. Dosages des activités invertases acides vacuolaires et pariétales

Le protocole est schématisé sur la Figure 27.

5-3-2-1. Extraction des enzymes

Le protocole d’extraction des enzymes est identique au protocole utilisé pour I’extraction
des sucres solubles (§ 5-1-2). Le culot obtenu apres centrifugation est conservé dans la glace
pour la mesure de I’activité de I’enzyme invertase acide pariétale (IAP). Trois cents pL de
surnageant sont déposés sur une colonne Sephadex G25 superfine selon le protocole de
Helmerhorst & Stockes (1980) afin d’éliminer les petites molécules pouvant servir de substrat
ou d’effecteur aux réactions enzymatiques. Puis ils sont centrifugés pendant 3 min a 12000 g

et a 4°C. Le filtrat est récupéré pour le dosage de I’invertase acide vacuolaire (IAV).

5-3-2-2. Activités des invertases acides vacuolaires et pariétales

Le dosage repose sur la mesure du glucose et du fructose produits a partir du saccharose
exogene fourni dans le milieu réactionnel.

La mesure de I’invertase acide vacuolaire se fait sur 25 pL de filtrat en présence de 25 pL
d’acétate de sodium 0,2 M (pH 4,8). Apres addition de 10 uL de saccharose 0,6 M, la réaction
se déroule a 30°C pendant 20 min. L’ajout de 50 pL de tampon d’arrét (NaH,PO4 0,5 M pH
7) stoppe la réaction en augmentant le pH du milieu réactionnel. Les échantillons sont ensuite
passés pendant 3 min a 100°C afin de dénaturer les enzymes, puis refroidis rapidement dans
de I’eau glacée. L’ajout de 750 pL de cocktail enzymatique, composé de 740 pL de milieu
réactionnel (Hepes-NaOH 50 mM pH 7, MgCl, 2 mM, EDTA 1 mM, ATP 1 mM, NAD 0,5
mM) et de 10 pL de mélange réactionnel (HK 4,2 U, PGI 3,5 U et G6PDH 2U), permet la
transformation du glucose et du fructose en gluconate-6-phosphate (Figure 23). La réaction se
poursuit pendant 20 min a 30°C. Apres centrifugation des échantillons pendant 3 min a 12000
g, le NADH formé est mesuré a 340 nm.

Dans le cas du dosage de I’invertase acide pariétale, le culot obtenu (§ 5-1-2) est rincé
avec 2 mL d’acétate de sodium 0,2 M (pH 4,8) par centrifugation (12000 g, 3 min, 4°C), puis
remis en suspension dans un mélange de 350 pL d’acétate de sodium 0,2 M (pH 4,8) et 350
uL d’eau distillée. Apres addition de 10 pnL de saccharose 0,6 M a 25 pL de culot resuspendu,
la réaction se déroule a 30°C pendant 20 min. L’ajout de 50 uL de tampon d’arrét (NaH,POj4
0,5 M pH 7) stoppe la réaction en augmentant le pH du milieu réactionnel. Les échantillons

sont ensuite passés pendant 3 min a 100°C afin de dénaturer les enzymes, puis refroidis
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rapidement dans de 1’eau glacée. Un volume de 750 pL de cocktail enzymatique (milieu
réactionnel + mélange enzymatique) est additionné et les échantillons sont mis a incuber
pendant 20 min a 30°C. Apres centrifugation pendant 3 min a 12000 g, le NADH formé est
mesuré a 340 nm.

Les résultats, obtenus apres calcul utilisant la loi de Beer-Lambert, sont rapportés en
activité enzymatique correspondant a la quantité de saccharose dégradé en fonction du temps
d’incubation et de la concentration protéique totale (§ 5-3-1).

Apres ce dosage, les culots sont centrifugés pendant 3 min a 12000 g et a 4°C. Les
surnageants sont éliminés et les culots sont conservés a -20°C en attendant le dosage de

I’amidon (§ 5-2).

5-3-3. Dosage de ’activité de la Sorbitol déshydrogénase NAD-dépendante
La sorbitol déshydrogénase NAD-dépendante (NAD-SDH, EC 1.1.1.14) permet la

formation de fructose a partir de sorbitol (Figure 28). La conversion du sorbitol en fructose
par la NAD-SDH s’accompagne de la réduction du coenzyme NAD en NADH, H'. Ainsi, il
est possible de mesurer spécifiquement 1’activité enzymatique en dosant le NADH produit a
340 nm.

Le protocole d’extraction et de dosage de 1’activité de la utilisé est celui proposé par Lo
Bianco et al. (1998), testé¢ sur des méristetmes apicaux et des rameaux de pécher (Prunus
persica L.), auquel ont été apportées quelques modifications (Figure 29).

L’expérience débute par le broyage d’environ 50 mg de bourgeons frais dans 500 uL de
tampon d’extraction (Tris-HCl 100 mM pH 9, Glycérol 8% (v/v), Tween 20 0,1% (v/v),
PVPP 1% (p/v)), suivi d’une centrifugation a 5000 g pendant 15 min et a 4°C permettant
I’obtention du surnageant contenant la fraction soluble. Aprés avoir déterminé la
concentration protéique (Bio-Rad Protein Assay) selon la méthode de Bradford (1976), le
dosage de I’activité NAD-SDH requiert 1’incubation de 20 pg de protéines dans 1 mL de
milieu réactionnel (Tris-HC1 100 mM pH 9,5, NAD 1 mM, sorbitol 300 mM) a 25°C pendant
5 min au bout desquelles 1’activité est mesurée a température ambiante a 340 nm.

Les résultats, obtenus apres calcul utilisant la loi de Beer-Lambert, sont rapportés en
activité enzymatique correspondant a la quantité de sorbitol dégradé en fonction du temps

d’incubation et de la quantité de protéines.
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6. Analyses statistiques

Afin de ne pas surcharger les figures, les résultats des tests statistiques sont présentés dans

I’ Annexe 4.

6-1. Etude morphologique du débourrement
Les résultats présentent les moyennes + erreur-standard d’au moins deux expériences
différentes. Le nombre de plantes utilisées pour chaque expérience est indiqué dans les
figures. Les différences significatives entre les différents traitements sont évaluées avec un

test t de Student (p<<0,001 *** p<0,01 **, p<0,05 *).

6-2. RT-PCR quantitative et analyses biochimiques
Pour ces expériences, les résultats présentent les moyennes + erreur-standard de trois lots
biologiques différents pour chaque condition testée. Les différences significatives entre les
différents traitements sont évaluées avec un test t de Student (p<0,001*** p<0,01%*,

p<0,05%).
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Résultats et Discussions
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Chapitre 1

Etude morphologique de ["impact de la [umiére sur le débourrement chez le rosier
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Chapitre 1. Etude morphologique de ’impact de la lumiére sur le

débourrement chez le rosier

1. Etude du besoin de lumiere lors du débourrement chez différentes

especes et différentes variétés de rosier

Une étude menée chez le rosier fleurs coupées Rosa hybrida ‘Baccara’ a mis en évidence
un besoin absolu de lumiére pour le débourrement des bourgeons basaux chez cette variété
(Khayat & Zieslin, 1982). Cette variété étant destinée a la production de fleurs coupées,
I’étude de la réponse a la lumiere de rosiers de jardin a été effectuée afin d’évaluer la
spécificité de cette réponse.

Des plantes expérimentales de Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées sous lumiere blanche (200
umol.m™.s™', 16h/24h) pendant 4 jours présentent des bourgeons axillaires distaux débourrés
(Figure 30). Au contraire, aprés un traitement de 4 jours a ’obscurité, aucun débourrement
n’est observé. Sous cette condition, un léger gonflement des bourgeons est cependant
observable mais aucune extrémité de feuille n’est visible hors des écailles. Aprés 12 jours de
culture, les résultats obtenus sont identiques : les bourgeons des plantes placées a I’obscurité
ne débourrent pas (Figure 31).

Cette méme expérience a été réalisée chez cinq autres variétés de rosiers de jardin
appartenant a trois especes différentes : Rosa hybrida ‘Meichibon’, ‘Meiprille’ et ‘Meiratcan’,
Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’ et Rosa chinensis ‘Old blush’. Apres 12 jours de culture
sous lumiere blanche, les bourgeons distaux et médians des plantes expérimentales sont tous
débourrés et produisent des jeunes tiges en croissance, quelles que soient I’espece et la variété
(Tableau V). Au contraire, aprés 12 jours d’obscurité, aucun débourrement n’est observé,
pour aucune des variétés et especes ¢tudiées, que 1’on considere le bourgeon distal ou le

médian.

2. Etude de la généricité du besoin de lumiére
Les bourgeons axillaires des six variétés de rosier testées, appartenant a trois especes

différentes du genre Rosa, présentent un besoin absolu de lumiére pour le débourrement.
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Afin de tester la généricité de ce résultat, des expériences ont été réalisées chez des jeunes
plantes décapitées d’Arabidopsis thaliana, de tomate (Solanum lycopersicum L. ‘Tresor’
hybrid F1) et de peuplier (Populus tremula x Populus tremuloides L.). Chez les jeunes plantes
d’Arabidopsis thaliana, ce sont les débourrements des bourgeons axillaires des feuilles de
rosette qui ont été observés suite a la décapitation de la hampe florale. Chez les jeunes plantes
de tomate (Solanum Ilycopersicum L. ‘Tresor’ hybrid F1) et de peuplier (Populus tremula x
Populus tremuloides L.), 1’étude a porté sur les bourgeons axillaires aprés décapitation de la
partie la plus distale des tiges. Les plantes expérimentales ont été cultivées sous lumiere
blanche (200 pmol.m?s™), a I’exception des plantes de tomate et de peuplier cultivées en
serre (lumiere naturelle et éclairage additionnel lorsque le rayonnement solaire global est
inférieur a 200 W/m?) ou a I’obscurité¢ pendant 12 jours. Pour les trois especes étudiées, et
contrairement a ce qui est observé chez les six variétés de rosier, le débourrement des
bourgeons est observé, tout le long des tiges, aussi bien a I’obscurité qu’en présence de

lumiére blanche (Figure 31).

3. Site impliqué dans la perception de la lumiére nécessaire au

débourrement

Les expériences précédentes ont démontré un besoin absolu de lumiére pour le
débourrement chez le rosier. On peut se demander quel est I’organe de la plante qui pergoit la
lumiere nécessaire au débourrement. L’application de papier aluminium sur différentes parties
de la plante (tige ou bourgeon) a permis de répondre a cette question.

Chez des plantes expérimentales de Rosa hybrida ‘Radrazz’, la tige a été recouverte de
papier aluminium, a 1’exception du bourgeon axillaire distal. Aprés 7 jours de culture sous
lumiére blanche (200 pmol.m™.s™), ce bourgeon a débourré (Figure 32 A-B ; n = 20 plantes).
La jeune tige issue de ce bourgeon présente une croissance normale et se développe jusqu’a
floraison (Figure 32 C-D).

Au contraire, lorsque seul le bourgeon distal de la plante expérimentale est placé a
I’obscurité et que la tige est éclairée, aucun débourrement de ce bourgeon n’est observé apres
7 jours de culture (Figure 32 E-F ; n = 16 plantes). L’expérience témoin, réalisée en placant le
bourgeon distal dans un film plastique transparent, montre que 1’absence de débourrement

observée lorsque le bourgeon est enveloppé n’est pas due a une réduction du volume d’air
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disponible mais bien a 1’absence de lumicre. En effet, sous cette condition, les bourgeons
distaux débourrent et présentent des feuilles €panouies hors des écailles (Figure 32 G-H).
Le bourgeon axillaire percoit donc directement la lumiere nécessaire au débourrement. La

tige ne semble pas, quant a elle, impliquée dans ce processus.

4. Impact de la lumiere sur le débourrement et ses composantes

Le débourrement est un ensemble de trois processus physiologiques : la croissance des
primordia foliaires préformés, la mise en place par le méristeme apical de nouveaux primordia
foliaires et 1’élongation des entre-nceuds. Ce dernier processus étant difficilement estimable a
ce stade d’observation, nous nous sommes attachés a décrire ’impact de la lumiére sur les

deux premiers processus.

4-1. [Etude de P’organogenése au sein du bourgeon axillaire au cours du
débourrement en conditions permissives

Apres décapitation (TO), un bourgeon distal de Rosa hybrida ‘Radrazz’ est constitué en
moyenne de 8,47 £ 0,74 picces foliaires (primordia, feuilles préformées et écailles, Figure
33). En conditions permissives du débourrement (lumiere blanche 200 umol.m'z.s'l, 16h/24h),
I’organogenese est rapidement induite suite a la décapitation : aprés 24 h de culture, le
nombre moyen de picces foliaires par bourgeon a, en effet, significativement augmenté
(Figure 33). L’organogenese se poursuit et, au bout de 72 h, trois nouveaux primordia
foliaires sont généralement produits, comme on peut I’observer sur des coupes transversales
de bourgeons distaux (Figure 34A). Apres 7 jours de culture sous lumicre blanche, on
dénombre en moyenne 12,10 + 1,12 pieces foliaires par bourgeon (Figure 33, T7). Un mois
apres la décapitation, I’axe issu du débourrement du bourgeon distal fleurit et sa croissance
est terminée. Le nombre de piéces foliaires (€cailles et feuilles) le long de cet axe est alors en
moyenne de 12,44 + 1,15 (Figure 35). Cette valeur n’est pas statistiquement différente de
celle observée au sein du bourgeon distal 7 jours apres décapitation. Ainsi, apres décapitation,
I’activité organogénique du méristétme est rapidement induite et 1’ensemble des pieces

foliaires est totalement mis en place dans les 7 jours suivants.
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4-2. Effet de I’intensité lumineuse
L’impact de différentes intensités lumineuses sur les composantes du débourrement a été
étudié afin d’observer s’il existait un seuil d’intensité lumineuse minimal nécessaire au
débourrement et s’il existait une variabilité génétique au sein des six variétés de rosiers

étudiées.

4-2-1. Sur le débourrement

Pour les six cultivars testés, les pourcentages de débourrement des bourgeons distaux
augmentent avec I’intensité lumineuse (Figure 36) et atteignent la valeur de 100% pour la
valeur de flux de photons la plus élevée (200 pmol.m™.s™). Il est intéressant d’observer que
les valeurs les plus faibles de flux de photons testés (2 pmol.m™?.s™) permettent le
débourrement des bourgeons distaux, pour tous les cultivars, alors qu’aucun débourrement
n’est observé a I’obscurité.

La variabilité génotypique entre les six variétés est mise en évidence lors des expériences
réalisées sous les faibles flux de photons. Ainsi, Rosa hybrida ‘Radrazz’ et ‘Meiprille’
constituent les deux variétés les plus sensibles aux conditions lumineuses puisque seulement
50% des bourgeons sont aptes a débourrer sous une lumicre blanche d’une intensité de 2
umol.m™s™, alors que des valeurs supérieures & 80% sont obtenues pour les quatre autres

cultivars sous cette méme condition lumineuse (Figure 36).

4-2-2. Sur la croissance des feuilles préformées

Aprés 12 jours de culture sous une forte valeur de flux de photons (200 pmol.m™.s™), en
moyenne deux a quatre feuilles se sont épanouies hors des écailles des bourgeons axillaires
distaux (Figure 37). Au contraire, aprés 12 jours de culture sous des valeurs de flux de
photons plus faibles (2 et 20 pmol.m™.s™), seule une feuille, en moyenne, a pu étre observée
hors des €cailles (Figure 37). Ce profil est observé pour tous les cultivars.

Rosa hybrida ‘Meiprille’ apparait une nouvelle fois comme la variété la plus sensible aux
conditions lumineuses : elle présente un nombre de feuilles visibles hors des écailles (2,26 +
0,81 ; Figure 37) significativement inférieur a celui observé chez les autres cultivars (plus de

trois feuilles visibles).
4-2-3.  Sur Pactivité organogénique du méristéme apical caulinaire

L’influence de I’intensité lumineuse sur 1’activité organogénique du méristeme apical des

bourgeons distaux a été étudiée chez trois variétés (Rosa hybrida ‘Radrazz’, Rosa hybrida
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‘Meiprille’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’) sous des valeurs croissantes de flux de
photons (0, 2, 20 et 200 pmol.m™.s™).

Apres 7 jours de culture a I’obscurité ou sous une faible valeur de flux de photons (2
umol.m?.s™), Porganogenése est inhibée pour deux des trois cultivars étudiés (Rosa hybrida
‘Radrazz’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’) (Figure 38). L’absence d’organogencse au
sein du bourgeon peut étre observée des 3 jours apres décapitation (Figure 34B) ou,
contrairement a ce qui est observé sous lumiere blanche (Figure 34A), aucun nouveau
primordium n’est visible.

Sous de plus fortes valeurs de flux de photons, I’activité organogénique du méristeme
apical caulinaire s’accroit avec I’intensité¢ lumineuse et le plus grand nombre de primordia
foliaires produits est observé lorsque les plantes sont cultivées sous une valeur de flux de

photons de 200 pumol.m™.s™ (Figure 38).

4-2-4. Sur D’état hydrique du bourgeon axillaire et du ncecud associé¢ au cours du

débourrement

4-2-4-1. Variation du poids frais des bourgeons axillaires distaux et des

neeuds associés

Chez Rosa hybrida ‘Radrazz’, le poids frais moyen d’un bourgeon distal a été mesuré
juste apres décapitation (TO) et apres 24, 48, 72 et 96 h de culture sous lumiere blanche (200
umol.m™.s”, 16h/24h) ou a I’obscurité. Les résultats sont présentés Figure 39. A la lumiére,
une augmentation significative du poids frais moyen d’un bourgeon est observée dés 72 h
apres décapitation. Cette augmentation s’intensifie et le poids du bourgeon a, en moyenne,
triplé 96 h apres décapitation. Ce résultat est en adéquation avec la croissance importante des
feuilles hors du bourgeon. Au contraire, a 1’obscurité, seule une légere augmentation du poids
frais moyen a lieu aprés décapitation et peut étre corrélée au 1éger gonflement visible suite a
la décapitation. Le poids frais du bourgeon augmente trés peu tout au cours du traitement, ce
qui est en accord avec 1’absence d’organogenése au sein du méristéme et avec la croissance
réduite des primordia foliaires a 1’obscurité.

Des mesures du poids frais ont également été conduites sur la portion de nceud portant ce
bourgeon axillaire distal. Le poids frais moyen d’un nceud est relativement stable au cours du
temps, que ce soit en condition d’éclairement ou d’obscurité : il est, en moyenne, de 84,38 +
10,58 mg. La lumicre ne semble donc pas provoquer une augmentation de matiere fraiche au

sein du nceud au cours du débourrement, comme c’est le cas pour le bourgeon.
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4-2-4-2. Estimation de la matiére séche et de la quantité d’eau

La lyophilisation de bourgeons et de nceuds a permis d’estimer le poids de matiere séche
et la quantit¢ d’eau par organe. Ainsi, I’impact de la lumicre sur la croissance et 1’état
d’hydratation des organes a pu étre étudié. Bien que I’expérience n’ait été réalisée que sur un
seul lot biologique, les fortes variations observées fournissent de bonnes indications quant a
I’état d’hydratation de 1’organe étudié.

Apres 24 h de culture a la lumicre, le poids sec d’un bourgeon axillaire distal augmente
rapidement et est multiplié par cinq des 96 h apres décapitation (Figure 40A), ce qui est
corrélé a la croissance visible des premiers primordia foliaires. Au contraire, a 1’obscurité,
seule une légere variation du poids sec du bourgeon est observée pendant la méme période.
Concernant le nceud, son poids sec varie trés peu au cours du temps et de fagon similaire a la
lumicre et a I’obscurité (Figure 40B).

Si I’on considere la quantité d’eau par organe, on observe qu’au moment de la
décapitation, le bourgeon ne contient qu’une tres faible quantité d’eau (Figure 41). Suite a la
décapitation et en présence de lumiére, une forte augmentation de la quantité¢ d’eau par
bourgeon a lieu. A 1’obscurité, au contraire, la quantité d’eau augmente légerement apres la
décapitation et reste stable, méme apres 96 h de traitement (Figure 41). Au niveau du nceud,

aucune variation de la quantité d’eau n’a été mesurée, que ce soit a la lumiere ou a I’obscurité.

4-3. Effet de la qualité de la lumiére

4-3-1. Sur le débourrement

Lorsque les plantes expérimentales sont cultivées pendant 12 jours sous lumicre bleue ou
rouge clair, des débourrements des bourgeons distaux sont observés chez les six cultivars
testés (Tableau VI).

La lumiére bleue est aussi efficace que la lumiere blanche, a flux de photons égal (200
umol.m?s™), pour promouvoir le débourrement. Pour les deux conditions, le taux de
débourrement atteint 100% pour chacune des variétés étudiées.

La lumiére rouge clair semble moins efficace que la lumiére blanche, a flux de photons
égal (20 pmol.m™.s™). Quelle que soit la variété considérée, des taux de débourrement plus
faibles sont observés en lumiere rouge clair. Une nouvelle fois, la variabilité génotypique

existante entre les six variétés est mise en évidence : Rosa hybrida ‘Meiprille’ se révele étre la
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variété la plus exigeante en terme de qualité de la lumiere. En effet, cette variété est la seule a
présenter, sous lumicre rouge clair, un taux de débourrement avoisinant les 50 % alors que les
autres variétés présentent des taux de débourrement tous supérieurs a 70 %.

Des plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ ont été exposées a la lumiere rouge
sombre (2,7 pmol.m™.s™) pendant 12 jours (Tableau VII). Alors que sous lumiére blanche,
pour une valeur de flux de photons égale, le débourrement des bourgeons distaux est observé,
aucun débourrement n’a lieu en présence de lumiere rouge sombre. Néanmoins, un

gonflement des bourgeons similaire a celui observé apres 12 jours d’obscurité se produit.

4-3-2. Sur la croissance des feuilles préformées

Apres 12 jours de culture en présence de lumicre bleue ou de lumicre rouge clair, les
bourgeons axillaires distaux des plantes expérimentales appartenant aux six variétés
présentent des feuilles visibles hors des écailles. Ceci met en évidence la capacité de ces
qualités lumineuses a permettre, seules, la croissance des jeunes feuilles (Figure 42). Le
nombre de feuilles visibles hors des écailles des bourgeons distaux a été déterminé pour
chaque condition lumineuse et comparé au développement foliaire observé en lumicre
blanche, a flux de photons égal.

Pour quatre des six cultivars, la lumicre bleue est aussi efficace que la lumiere blanche.
Pour Rosa hybrida ‘Meiprille’ et ‘Meichibon’, une croissance moins importante des primordia
foliaires est observée sous lumiere bleue (Figure 42A).

La croissance des primordia foliaires observée sous lumicre rouge est identique a celle

observée en lumiere blanche, pour cinq des six cultivars. Chez Rosa chinensis ‘Old blush’,

cette croissance est méme plus importante sous lumiere rouge clair (Figure 42B).

4-3-3. Sur Pactivité organogénique du méristéme apical caulinaire

L’influence de trois qualités lumineuses, i.e. lumiére bleue (200 pmol.m™.s™), lumiére
rouge clair (20 pmol.m?s™) et lumiére rouge sombre (2,7 pmol.m?s™), sur Dactivité
organogénique du méristéme a été mesurée chez trois variétés (Rosa hybrida ‘Radrazz’, Rosa
hybrida ‘Meiprille’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’).

Le nombre de pieces foliaires (primordia, feuilles préformées et écailles) apres 7 jours de
culture sous lumicre bleue est significativement supérieur a celui mesuré juste apres
décapitation (TO) (Figure 43A). La lumicre bleue favorise donc I’organogenése et ceci de

maniere aussi efficace que la lumiére blanche, a flux de photons égal. Chez Rosa wichurana
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‘Basye’s thornless’, la lumi¢re bleue est méme plus efficace que la lumiére blanche pour
promouvoir I’activité organogénique du méristéme.

La lumiere rouge clair favorise également 1’organogenese (Figure 43B), mais seulement
pour deux des trois cultivars. Chez Rosa hybrida Radrazz’, la lumiere rouge clair est aussi
efficace, pour une méme valeur de flux de photons, que la lumieére blanche. Chez Rosa
wichurana ‘Basye’s thornless’, la lumicre rouge clair apparait moins efficace que la lumicre
blanche. Enfin, chez Rosa hybrida ‘Meiprille’, la lumiére rouge clair ne semble pas permettre
I’organogenese.

De maniére étonnante, la lumiére rouge sombre (Figure 43C) stimule I’organogenése chez
Rosa hybrida ‘Radrazz’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’, alors qu’elle n’est pas
observée en lumicre blanche pour un méme flux de photons. Rosa hybrida ‘Meiprille’ se
comporte différemment des deux cultivars précédents puisque 1’organogenése n’est pas

favorisée par la lumicre rouge sombre.

4-4. Efficacités relatives des lumiéres bleue et rouge clair

Les expériences précédentes montrent que la lumicre bleue et la lumiere rouge clair
favorisent le débourrement. Cependant, aucune comparaison directe ne peut étre réalisée entre
les deux qualités lumineuses, les expériences ayant ¢té réalisées sous deux intensités
lumineuses distinctes (200 et 20 pmol.m™s"). Aussi, afin de pouvoir réaliser cette
comparaison, 1’influence sur le débourrement et ses composantes de la lumiere bleue a 20
umol.m?s™ (16h/24h) a été étudiée chez Rosa hybrida ‘Radrazz’. Les résultats ont alors été
comparés a ceux obtenus en lumiere blanche et en lumiére rouge clair a cette méme intensité

lumineuse.

4-4-1. Sur le débourrement

Aprés 12 jours de culture 2 20 pmol.m™s”, les trois qualités lumineuses testées
permettent le débourrement des bourgeons distaux des plantes expérimentales (Tableau VIII).

Le pourcentage de débourrement le plus €levé est obtenu sous lumiere blanche, ou 100%
des plantes expérimentales ont un bourgeon distal débourré. La lumiére bleue est, quant a elle,
moins efficace que la lumiére rouge clair pour permettre le débourrement.

Il est intéressant de noter que le débourrement sous lumiére bleue est, tout comme sous

lumiére blanche, fonction de I’intensité lumineuse. En effet, le pourcentage de débourrement
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sous lumicre bleue a 20 umol.m’z.s'1 (Tableau VIII) est inférieur a celui observé sous lumiére

bleue 4 200 pmol.m™.s™ (Tableau VI).

4-4-2. Sur la croissance des feuilles préformées

Les trois qualités lumineuses testées permettent, seules, 2 20 pmol.m™.s™, la croissance
des primordia foliaires (Figure 44). Apres 12 jours de culture, des feuilles sont visibles hors
des écailles des bourgeons axillaires distaux des plantes expérimentales. L’analyse statistique
montre que les croissances des primordia foliaires sont identiques quelle que soit la qualité

lumineuse considérée.

4-4-3. Sur Pactivité organogénique du méristéme apical caulinaire
Apres 7 jours de culture sous I’'une ou I’autre des trois qualités lumineuses testées, a 20
umol.m™s™, I’activité organogénique du méristéme est favorisée (Figure 45). Le nombre de
pieces foliaires (primordia, feuilles préformées et écailles) au sein du bourgeon distal est alors
significativement différent de celui mesuré juste apres décapitation (T0), et ceci quelque soit
la qualité lumineuse considérée. La lumicre bleue est plus efficace que les deux autres qualités
lumineuses pour favoriser I’organogenéese. La lumiére blanche et la lumiére rouge clair sont,

quant a elles, aussi efficaces I’une que I’autre.

5. Discussion

5-1. Le besoin absolu de lumiére pour le débourrement n’est pas une régle
générale chez les plantes

La lumiére est un des facteurs environnementaux qui régulent le débourrement des
bourgeons axillaires chez plusieurs espéces (especes ligneuses, Niinemets & Lukjanova,
2003 ; Vaccinium hirtum, Kawamura & Takeda, 2004 ; Triticum aestivum, Evers et al., 2006)
dont le rosier (Healy & Wilkins, 1980 ; Mor & Halevy, 1980 ; Mor et al., 1980 ; Khayat &
Zieslin, 1982 ; Bredmose, 1997). Chez Rosa hybrida ‘Baccara’, la lumiére est absolument
nécessaire au débourrement des bourgeons axillaires situés dans la partie basale des plantes
(Zieslin & Mor, 1981). Nos résultats confirment cette observation chez six autres variétés de
rosier, appartenant a trois espeéces différentes, pour lesquelles aucun débourrement n’a été

observé a 1’obscurité (Figure 30, Tableau V). Bien que 1’observation n’ait été faite que chez
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trois especes (sept variétés au total), ce qui est peu puisque le genre Rosa comporte pres de
cent cinquante espeéces, on peut tout de méme penser que le besoin de lumiere pour le
débourrement chez le rosier caractérise ce genre. Le besoin absolu de lumicre pour le
débourrement des bourgeons ne constitue toutefois pas une regle générale chez les plantes,
comme nous avons pu le montrer. En effet, les expériences réalisées chez la tomate (Solanum
lycopersicum L. ‘Tresor’ hybrid F1), le peuplier (Populus tremula x Populus tremuloides L.)
ou Arabidopsis thaliana, plantes appartenant a des genres différents, montrent que le
débourrement des bourgeons axillaires a lieu a I’obscurité (Figure 31), tout comme la
croissance de la tige issue du bourgeon. Ainsi, le controle par la lumicere du débourrement
serait différent en fonction du genre. De par son besoin absolu de lumicre, le rosier constitue

donc un modele tres intéressant pour 1’étude des voies de signalisation de la lumicre

conduisant au débourrement des bourgeons.

5-2. Les bourgeons sont les organes percepteurs de la lumiére utile au
débourrement
Lorsque seul le bourgeon axillaire distal de nos plantes expérimentales est exposé a la
lumicre, le débourrement a lieu ainsi que la croissance de la tige (jusqu’a floraison).
Inversement, lorsque ce bourgeon est placé a 1’obscurité et que le reste de la plante est
illuminé, le bourgeon ne débourre pas (Figure 32). Ces résultats mettent en évidence que la
tige ne contribue pas a la perception ni a la transduction du signal lumineux utiles au
débourrement. La lumiere est percue par le bourgeon lui-méme et la voie de signalisation de
la lumiere permettant le débourrement semble étre localisée au sein de cette entité.
Néanmoins, on peut se demander comment le méristétme et les primordia foliaires
peuvent, alors qu’ils sont enfouis sous les écailles, percevoir le signal lumineux. Des analyses
immunochimiques réalisées sur les différents territoires du bourgeon (écailles, primordia
foliaires et méristéme), comme celles conduites chez les graines ou les jeunes tiges d’avoine
(Avena sativa L.: Tokuhisa et al., 1985 ; Cordonnier et al., 1986), permettraient de
comprendre la distribution spatiale des photorécepteurs au sein du bourgeon et de faire un
premier pas dans la compréhension de la transmission du signal lumineux vers le méristéme et

les pieces foliaires préformées.
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5-3. L’intensité du photocontrole du débourrement chez Rosa sp. varie avec le
génotype

En comparant les comportements des especes de rosier sous les différentes conditions
lumineuses testées, nous avons pu montrer que le débourrement dépendait de I’intensité et de
la qualité lumineuse, pour chacune des trois especes de rosiers €tudiées (Tableaux V et VI,
Figures 33 et 34).

L’ensemble des six variétés étudiées réagissent de la méme facon sous les différentes
conditions lumineuses testées. Néanmoins, parmi ces six variétés, Rosa hybrida ‘Meiprille’
apparait comme le cultivar le plus exigeant en intensité¢ lumineuse, notamment pour ce qui
concerne la croissance des feuilles préformées (Figure 34). C’est également la variété la plus
sensible a la qualité lumineuse : sous lumiere rouge clair, le taux de débourrement est
inférieur a celui observé chez les autres especes (Tableau VI) et il n’y a aucune activité
organogénique au sein du méristéme sous ces longueurs d’ondes (Figure 43B). Ces résultats
suggerent ’existence d’une variabilité génétique au sein des loci impliqués dans le
photocontréle du débourrement chez le rosier. Aucune étude de variabilité génétique n’a
encore été réalisée sur ce processus. Une telle étude pourrait mettre en évidence I’implication
relative de loci et d’alleles différents en réponse a des intensités et des qualités lumineuses
différentes. Cela a été récemment étudié chez les graines d’Arabidopsis thaliana ou la
germination, contrdlée par la lumicre, peut étre induite par deux voies de signalisation
différentes en fonction du type d’exposition lumineuse pergue par les graines (Laserna et al.,
2008). Or, une variabilité génétique entre différentes accessions a été mise en évidence au
sein des loci impliqués dans chacune de ces voies de signalisation. Une telle stratégie pourrait
ainsi contribuer a la sélection de génotypes de rosier, plus ou moins sensibles aux conditions

lumineuses.

5-4. L’afflux d’eau et la croissance des tissus au cours du débourrement sont

sous controle lumineux
Chez Rosa hybrida ‘Radrazz’, la forte augmentation du poids frais du bourgeon, aussitot
la décapitation de la tige, mesurée en présence de lumicre (Figure 39) est le résultat de
plusieurs processus : la croissance des tissus préformés et 1’organogenése (Figures 33 et 34),
provoquant une forte et rapide augmentation du poids sec du bourgeon (Figure 40A). A cela
s’ajoute 1’augmentation rapide de la quantité d’eau au sein du bourgeon (Figure 41), eau

nécessaire a ces processus de croissance. Au contraire, a I’obscurité, seules de faibles
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augmentations du poids sec du bourgeon et de la quantité d’eau sont mesurées dans les
premicres 24 h suivant la décapitation (Figures 39 et 40A). Ceci se traduit par un léger
gonflement du bourgeon visible a I’ceil nu. Dans les jours qui suivent, aucune variation n’est
enregistrée, suggérant que ’absence de lumicére provoque un blocage de I’afflux d’eau
nécessaire a la croissance.

Ainsi, il semble qu’il existe une bonne corrélation entre le niveau d’hydratation du
bourgeon et sa capacité de croissance. Il est vraisemblable qu’un état d’hydratation plus élevé
confeére au bourgeon un état biologique favorable a la croissance, notamment en régulant la
turgescence cellulaire. Plusieurs travaux ont pu mettre en évidence une telle augmentation
d’eau au sein des bourgeons juste avant le débourrement. Cottignies (1983, 1987) a ainsi pu
mesurer, dans les bourgeons de fréne (Fraxinus excelsior L.), une augmentation de plus de
15% de la teneur en eau juste avant le débourrement. Bien que notre modele d’étude soit
différent, on peut toutefois observer une telle augmentation de la teneur en eau. Lors des
vingt-quatre premicres heures et en présence de lumiére, une augmentation de 14,5% de la
teneur en eau est mesurée au sein du bourgeon. Aprés 96 h de lumicre, lorsque le bourgeon
est débourré, cette augmentation est alors supérieure a 800%. Ollier (1993) a également pu
observer une augmentation d’eau au sein des bourgeons de noyer (Juglans regia L.) et en a
conclut que les bourgeons qui débourraient étaient toujours les bourgeons les plus hydratés.
Les observations faites sur rosiers vont dans ce sens, et révelent I’impact des conditions de
lumiére sur cet afflux d’eau.

Deux hypothéses peuvent étre envisagées sur l’origine de 1’eau arrivant jusqu’au
bourgeon. Selon la premiére, 1’eau proviendrait des réserves hydriques des noeuds supportant
les bourgeons distaux. Nos expériences, réalisées au niveau des nceuds portant les bourgeons
axillaires distaux, indiquent que les poids frais et secs (Figure 40B) ainsi que la quantité d’eau
par nceud sont sensiblement identiques pendant toute la durée du traitement, que ce soit a la
lumiere ou a I’obscurité. Ceci suggere qu’il n’y a pas de diminution des teneurs en eau dans
les noeuds au profit des bourgeons pendant le débourrement, et que ces nceuds ne constituent
pas la source en eau nécessaire au débourrement. Ces nceuds ne constitueraient donc qu’un
lieu de transit de 1’eau vers les bourgeons. Selon la seconde hypothése, un flux d’eau
provenant des parties basales de la plante grace a la poussée racinaire, alimenterait la partie
distale de la tige décapitée: ceci se traduit par la formation d’une goutte de seéve sur la surface
coupée de la tige. La présence de lumicre autoriserait alors I’afflux d’eau vers le bourgeon au

travers de mécanismes sous photocontrole.
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5-5. Le débourrement est fonction de ’intensité lumineuse mais est permis par
des intensités lumineuses faibles

Pour les six variétés de rosier étudiées, le débourrement est corrélé a 1’intensité lumineuse
(Figure 33) : plus les valeurs de flux de photons pergues sont élevées, plus le pourcentage de
débourrement est élevé. Ce résultat est en accord avec les observations faites par Zieslin &
Mor (1981) chez des rosiers Rosa hybrida ‘Mercedes’ soumis a des valeurs décroissantes de
flux de photons (de 430 4 90 pmol.m™.s™).

I1 est également intéressant de noter que, bien que le besoin de lumicre soit absolu pour
observer le débourrement des bourgeons axillaires, une faible intensité (2 pmol.m?.s™) est
suffisante pour permettre le débourrement. Les processus clés du débourrement apparaissent
donc étre tres sensibles aux conditions lumineuses.

Dans notre cas, on peut s’interroger sur le type de réponse induite par les
photorécepteurs : s’agit-il d’'une VLFR (Very Low Fluence Response), d’une LFR (Low
Fluence Response) ou d’une HIR (High Irradiance Response) ? Bien qu’une intensité
lumineuse de 2 pmol.m™.s" puisse paraitre faible, il semblerait qu’elle soit suffisante pour
induire une réponse de type HIR (Casal ef al., 1998). En effet, les deux premiers types de
réponses sont observés lors de flashs lumineux courts, répétés ou non, a des intensités
lumineuses inférieures a 1 pmol.m™ (Furuya & Schifer, 1996 ; Batschauer, 1999). Toutefois,
sur de longues durées d’éclairement comme dans notre cas (16h/24h), la réponse engendrée
est généralement considérée comme une réponse de type HIR, et ceci quelle que soit

I’intensité de I’éclairement (Casal et al., 1998).

5-6. Les lumiéres rouge clair et bleue déclenchent le débourrement,
contrairement a la lumiére rouge sombre

Des débourrements ont été observés sous lumiere rouge clair (ratio Re/Rs = 20,27) pour

les six cultivars étudiés (Tableau VI). Chez Rosa hybrida ‘Radrazz’, aucun débourrement
n’est observé sous lumiere rouge sombre (ratio Rc/Rs = 0,25) (Tableau VII). Chez le blé, la
production de tiges axillaires est inhibée pour des ratios Rc/Rs inférieurs a 0,35 (Evers et al.,
2006). La lumiere rouge clair seule serait donc suffisante chez le rosier pour permettre le
débourrement, comme chez 1’aubépine (Crateagus oxyacantha) et différents cultivars de

rhododendrons (Rhododendron sp., Marks & Simpson, 1990). La lumicre rouge sombre,
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quand a elle, inhibe le débourrement. Ce processus avait été précédemment observé chez un
autre cultivar de rosier (Rosa hybrida ‘Baccara’, Healy & Wilkins, 1980).

Nos résultats montrent, pour la premiere fois chez le rosier, que la lumiere bleue permet le
débourrement des bourgeons axillaires (Tableau VI). L’impact de la lumiére bleue sur le
débourrement n’a été que treés peu €tudié et, a notre connaissance, une seule étude traite ce
sujet. Cette étude porte sur une autre Rosacée, Prunus cerasifera L., chez laquelle la lumiere
bleue favorise également le débourrement (Muleo ef al., 2001). On peut également noter
I’étude de I’'impact positif de la lumiere bleue sur le tallage du blé (Barnes & Bugbee, 1992).
Cependant, chez Rosa hybrida ‘Radrazz’, nos résultats montrent que, pour une méme
intensité lumineuse (20 pmol.m™s™), la lumiére rouge clair est plus efficace que la lumiére

bleue pour favoriser le débourrement (Tableau VIII).

5-7. L’activité organogénique du méristéme et la croissance des feuilles
préformées sont régulées par I’intensité et la qualité lumineuses

Le débourrement est le résultat de trois processus physiologiques : I’organogenése au sein
du méristéme apical, la croissance des feuilles préformées et 1’élongation des entre-nceuds.
Deux de ces processus, organogenese et croissance des feuilles préformées, ont été étudiés
afin de déterminer s’ils étaient sous controle lumineux.

Concernant I’impact de I’intensité¢ lumineuse, il a été montré que des débourrements
étaient observés sous de faibles et moyennes valeurs de flux de photons (2 et 20 pmol.m™s™,
Figure 33). Cependant, nous avons pu noter que les débourrements observés sous ces deux
intensités lumineuses n’étaient pas équivalents. Ainsi, sous une faible intensité lumineuse, le
débourrement implique principalement la croissance des primordia puisque seule une faible,
voire nulle chez Rosa hybrida ‘Radrazz’, activité organogénique au sein du méristéme a été
mesurée (Figures 34 et 38). Sous une intensité lumineuse moyenne, organogenese et
croissance des primordia foliaires ont lieu et contribuent au débourrement (Figures 34 et 38).
Ainsi, ces deux composantes du débourrement ne requi¢rent pas les mémes seuils d’intensité
lumineuse : I’induction de 1’organogenése nécessite des flux de photons plus importants que
ceux permettant la croissance des feuilles préformées.

Dans la bibliographie, aucune étude n’a été menée sur I’impact de la lumiere sur 1’activité
organogénique du méristétme ou la croissance des feuilles préformées a I’intérieur des
bourgeons. La grande majorité des études concernant 1’activité organogénétique du méristéme

apical caulinaire porte sur le déroulement méme de ce processus, et non sur I’impact d’un
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facteur environnemental (Fleming, 2006). Nos résultats montrent pour la premiére fois que
I’activité organogénique du méristéme est limitée, voire inhibée, en absence de lumicre et
stimulée par des intensités lumineuses croissantes (Figure 38). L’organogenese est également
stimulée par les lumicres bleue et rouge clair (Figures 43 A-B). Chez Rosa hybrida ‘Radrazz’,
pour une méme valeur de flux de photons, la lumiére bleue stimule plus fortement I’activité
organogénique que la lumiére rouge clair (Figure 45). La lumicre rouge sombre a, quant a
elle, des effets différents selon les cultivars (Figure 43C) : ’organogenése peut étre inhibée,
comme chez Rosa hybrida ‘Meiprille’ et Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’ ou maintenue,
comme chez Rosa hybrida ‘Radrazz’. Cependant, dans ce dernier cas, [’activité
organogénique du méristeéme reste faible.

La croissance des feuilles préformées, la seconde composante du débourrement étudice,
nécessite de la lumiere et est favorisée par des intensités lumineuses croissantes (Figure 37).
En comparant ces résultats avec ceux obtenus lors d’études de la croissance des feuilles
épanouies apreés le débourrement (Niinemets et al., 1998 ; Granier & Tardieu, 1999 ; Van
Volkenburgh, 1999), il apparait que les jeunes feuilles préformées se comportent, sous des
faibles intensités lumineuses, comme le limbe de feuilles épanouies. En effet, les feuilles
épanouies soumises a 1’obscurité présentent un syndrome d’évitement de 1’ombre pour lequel
il est décrit une réduction de I’expansion du limbe foliaire (Tsukaya, 2005). Au contraire,
sous des fortes intensités lumineuses, le phénomene inverse est observé et la surface du limbe
foliaire est augmentée. De la méme fagon, sous lumiéres bleue et rouge clair, les jeunes
feuilles préformées de rosier (Figures 42 et 44) se comportent comme les limbes des feuilles

épanouies d’Arabidopsis thaliana et leur croissance est stimulée (Kozuka et al., 2005).

5-8. Identification du ou des photorécepteurs impliqués dans la perception de
la lumiére utile au débourrement

Nos résultats montrent que, pour les six cultivars étudiés, la lumiére rouge clair permet le
débourrement (Tableaux II et IV), favorise la croissance des feuilles préformées (Figures 42B
et 44) et l’activité organogénique du méristétme (Figures 43B et 45). L’inhibition du
débourrement par la lumiére rouge sombre et de 1’organogenése chez Rosa hybrida ‘Radrazz’
(Tableau VII, Figure 43C) suggerent I’implication des phytochromes. En effet, une telle
réponse Rc/Rs réversible est caractéristique d’un contrdle par les phytochromes (Nagy &
Schaffer, 2002 ; Rockwell et al., 2006) et pourrait suggérer leur implication dans le

photocontrole du débourrement. Chez le peuplier (Populus trichocarpa), cette hypothése a
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également été suggérée suite a la co-localisation du geéne codant pour le phytochrome B avec
plusieurs QTLs associés au débourrement (Howe et al., 1998). On note également le role du
phytochrome B dans la régulation du débourrement des bourgeons axillaires du sorgho
(Sorghum bicolor) via la régulation du géne SHTBI, géne impliqué dans le contréle du
débourrement (Kebrom et al., 2006). Il semble donc que les phytochromes jouent un rdle
important dans la photoperception de la lumiére utile au débourrement, et I’'impact des
lumicres rouge clair et rouge sombre chez le rosier suggere fortement leur implication dans ce
genre.

Pour la premicre fois, nous avons pu montrer que la lumiére bleue favorisait le
débourrement des bourgeons axillaires chez six variétés de rosier appartenant a trois especes
(Tableaux VI et VIII). Concernant la réponse a la lumiere bleue, plusieurs photorécepteurs
peuvent é&tre impliqués : les cryptochromes, les phototropines mais également les
phytochromes (Kendrick & Kronenberg, 1994 ; Lin, 2002). Parmi ces trois types de
photorécepteurs, les cryptochromes et les phytochromes sont les plus impliqués dans la
photomorphogenese (Jiao et al., 2007), le réle des phototropines dans ce processus n’étant pas
encore clairement identifié (Folta & Spalding, 2001 ; Ohgishi ef al., 2004).

Les lumicres bleue et rouge clair permettant le débourrement, différentes hypotheses
peuvent étre formulées concernant I’implication des photorécepteurs dans ce processus :

(1) seuls les phytochromes sont impliqués. En effet, ces photorécepteurs percoivent
principalement la lumiere rouge, mais également la lumiére bleue (Lin, 2002). Ils
pourraient donc étre, via une méme voie de signalisation, a [’origine du
débourrement observé sous ces deux conditions lumineuses.

(2) les cryptochromes et/ou les phototropines interviennent lors de la réponse a la
lumic¢re bleue. Deux voies de signalisation différentes permettraient ainsi
d’aboutir au débourrement sous les deux qualités lumineuses.

Des résultats obtenus chez des mutants d’Arabidopsis thaliana des cryptochromes et des
phototropines vont a 1’encontre de la premicre hypothese. En effet, il a été observé que, lors
de processus photomorphogéniques tels que 1’expansion des cotylédons, la lumicre bleue
percue par les phytochromes n’était pas a 1’origine de la réponse physiologique observée
(Ohgishi et al., 2004). Les travaux de Muleo & Morini (2008), menés sur le débourrement des
bourgeons axillaires de jeunes tiges de pommier (Malus domestica) cultivées in vitro,
suggerent au contraire I’implication des phytochromes lors de la réponse a la lumiére bleue.

Cependant, des <¢dtudes supplémentaires seraient nécessaires pour affirmer que les
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cryptochromes le sont également. Néanmoins, I’absence de mutants chez cette espece limite, a
I’heure actuelle, les conclusions de cette étude.

Ainsi, dans le cas du débourrement des bourgeons axillaires, aucun résultat ne permet, a
I’heure actuelle, de conclure sur I’implication d’un ou plusieurs photorécepteurs. Au contraire
d’Arabidopsis thaliana ou du sorgho (Sorghum bicolor), especes chez lesquelles il existe de
nombreux mutants des photorécepteurs (Devlin et al., 1999 ; Kebrom et al., 2006), aucun
mutant n’est disponible chez le rosier et I’identification de I’implication d’un seul
photorécepteur est par conséquent difficile.

Enfin, nos résultats indiquent que ’activité organogénique du méristeme ne requiert pas
les mémes intensités lumineuses que la croissance des feuilles préformées pour étre stimulée.
On peut alors s’interroger sur les voies de signalisation des différents photorécepteurs
favorisant I’'un ou 1’autre de ces processus : existe-t-il une voie de signalisation unique ou, au
contraire, plusieurs voies de signalisation conduisant a la mise en place de ces processus ? A

I’heure actuelle, aucune étude n’a répondu a cette interrogation.

92



RESULTATS ET DISCUSSIONS — Chapitre II

Chapitre 11

Etude du photocontrile du métabolisme glucidique du bourgeon au cours du débourrement
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Chapitre I1. Etude du photocontrole du métabolisme glucidique

du bourgeon au cours du débourrement

L’implication du métabolisme glucidique au cours du débourrement a été montrée chez de
nombreuses especes. Aussi, il nous a paru pertinent de nous intéresser a ce métabolisme et a

son éventuel photocontrdle lors du débourrement du bourgeon de rosier.

1. Etude du métabolisme glucidique li¢ au sorbitol
Le rosier étant une Rosacées et le sorbitol étant un sucre d’importance majeure chez
plusieurs especes de cette famille, il nous a paru pertinent de nous intéresser au métabolisme

glucidique 1i€ a ce polyol et a son photocontrdle.

1-1.  Dosage du sorbitol au cours du débourrement
Le dosage du sorbitol a été réalisé par HPLC sur des bourgeons et des nceuds de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées a la lumiére blanche (200 pmol.m™s’”,
16h/24h) ou a I’obscurité, pendant 24 a 96 h.
Aucune trace de sorbitol n’a pu étre détectée dans aucun de nos échantillons, comme le
montre la Figure 46. Sur le chromatogramme, aucun pic n’apparait pour un temps de rétention

de 25 min, identifié précédemment comme étant le temps de rétention du sorbitol.

1-2.  Activité de ’enzyme NAD-SDH
Bien qu’il semble que le sorbitol ne soit que peu ou pas présent au sein des bourgeons et
des nceuds, I’activité d’une enzyme de dégradation de cette molécule, la sorbitol
déshydrogénase NAD-dépendante (NAD-SDH), est détectée au cours du débourrement. Dans
les bourgeons, une activité de 960 pmol.min".g” de protéines est détectée au moment de la
décapitation. Cette activité reste stable pendant 96 h et aucune différence significative n’a été

mise en évidence entre les conditions lumiére et obscurité (Figure 47).
1-3. Evolution de I’expression génique d’une NAD-SDH

Grace a une séquence nucléique disponible dans la base de données GenBank (BI977417)

codant une NAD-SDH de rosier, nous avons pu détecter son expression dans les bourgeons et
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étudier les variations d’expression génique de cette NAD-SDH au cours du temps et en

fonction des conditions lumineuses.

1-3-1. Lumiére blanche vs obscurité

L’expression génique de la NAD-SDH en présence de lumiére blanche (200 pmol.m™.s™,
16h/24h) est significativement différente de celle mesurée a 1’obscurité et ceci dés 6 h apres la
décapitation (Figure 48A). A la lumicre, une diminution de I’expression génique est
observée : celle-ci est maintenue pendant toute la durée du traitement (Figure 48B). Au
contraire, a l’obscurité, I’expression génique est doublée apres 24 h de traitement puis
multipliée par 10 apres 48 h. Cette stimulation de 1’expression génique a 1’obscurité est

observée jusqu’a la fin du traitement (Figure 48B).

1-3-2. Effet de I’intensité lumineuse

L’impact de différentes intensités de lumicre blanche (0, 2, 20 et 200 umol.m’z.s'l,
16h/24h) a été¢ mesuré 72 h apres décapitation. Les résultats sont présentés Figure 48C. Des
niveaux d’expressions géniques similaires sont obtenus sous les trois intensités lumineuses
testées. Cependant, en présence de lumiere blanche, I’expression génique est beaucoup moins

importante qu’a I’obscurité.

1-3-3. Effet de la qualité lumineuse

Apres 72 h de culture sous différentes qualités lumineuses (blanc, bleu, rouge clair) a 20
umol.m™.s™ (16h/24h), I’expression génique est stimulée en présence de lumiére bleue ou de
lumiere rouge clair (Figure 48D). Ces deux qualités lumineuses, a intensité égale, permettent

une expression génique légerement plus élevée que sous lumiere blanche.

2. Etude du métabolisme du saccharose

2-1. Evolution des quantités de Saccharose, de Glucose, de Fructose et d’Amidon

au cours du débourrement
Les dosages du saccharose, du glucose, du fructose et de 1’amidon ont été réalisés, par
voie enzymatique, sur des bourgeons et des nceuds de plantes expérimentales placées a la

lumiére blanche (200 pmol.m™.s™', 16h/24h) ou a I’obscurité, pendant 24 4 96 h.
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Des différences significatives ont été¢ mesurées pour le saccharose, le glucose et I’amidon,
selon les conditions d’éclairement. Le fructose n’est présent, quant a lui, qu’en tres faibles
quantités et aucune différence significative n’a ¢été mise en évidence entre les plantes placées

a la lumicere et celles placées a 1’obscurité.

2-1-1. Teneurs en Saccharose et en Glucose

2-1-1-1. Au sein des bourgeons

Suite a la décapitation, la quantité de saccharose au sein du bourgeon diminue fortement,
que ce soit en condition lumiere ou obscurité (Figure 49A). Puis, en fonction du traitement
lumineux appliqué, deux évolutions différentes sont observées. En présence de lumicre, la
quantité¢ de saccharose ré-augmente de facon significative aprés 48 h de traitement et atteint
une valeur 1,8 fois supérieure a celle mesurée juste aprés décapitation. Au contraire, a
I’obscurité, aucune ré-augmentation n’est observée et la quantité de saccharose par bourgeon
reste faible au cours du temps.

La quantit¢ de glucose par bourgeon varie également en fonction des conditions
d’éclairement (Figure 49B). Pendant les premicres 48 h, les quantités de glucose mesurées a
la lumiere et a D’obscurité¢ sont identiques et augmentent dans le bourgeon. Puis cette
augmentation de la teneur en glucose s’intensifie en présence de lumicre alors qu’elle reste

stable a I’obscurité.

2-1-1-2. Au niveau des neeuds

L’évolution de la teneur en saccharose au niveau du nceud (Figure 49D) est identique a
celle observée au niveau des bourgeons. Suite a la décapitation, la teneur en saccharose
diminue a la lumiére et a I’obscurité. Puis, en présence de lumicre, une ré-augmentation est
mesurée alors qu’au contraire, a I’obscurité, la teneur en saccharose reste faible.

En ce qui concerne I’évolution de la teneur en glucose dans le nceud, les profils obtenus
pour les deux traitements sont assez identiques (Figure 49E). Suite a la décapitation, une forte
diminution de la quantité de glucose est observée et celle-ci atteint une valeur cinq fois moins
importante aprés 48 h de culture. Puis, pour les deux conditions lumineuses, une ré-
augmentation, tendant vers des valeurs identiques a celles mesurées juste apres décapitation, a

lieu. Cette variation est cependant plus rapide a la lumiére qu’a I’obscurité.
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2-1-2. Teneur en Amidon

2-1-2-1. Au sein des bourgeons

Les quantités d’amidon mesurées au sein des bourgeons sont faibles (moins de 1 pug par
bourgeon) et varient trés peu au cours du temps ou en fonction de la condition lumineuse
testée (Figure 49C). On note cependant une faible diminution des quantités d’amidon par
bourgeon suite a la décapitation. Cette diminution se poursuit pendant toute la durée du
traitement a 1’obscurité. Au contraire, en présence de lumieére, les teneurs en amidon ré-

augmentent légerement et atteignent la teneur mesurée juste apres décapitation.

2-1-2-2. Au niveau des neeuds
Les mesures effectuées au niveau des nceuds révelent des teneurs en amidon similaires
pour les deux conditions lumineuses (Figure 49F). Une forte diminution (facteur 5) est
observée pendant les premieres 48 h suivant la décapitation puis ces valeurs restent stables

pendant la durée restante des traitements.

2-2. Mesures d’activités d’enzymes impliquées dans la dégradation du
saccharose

Les différences de quantités de saccharose et de glucose observées au sein des bourgeons

et des nceuds entre les conditions lumicre et obscurité suggerent une régulation par la lumicre

du métabolisme glucidique. Les activités d’enzymes impliquées dans la dégradation du

saccharose, les invertases acides vacuolaire (IAV) et pariétale (IAP), ont été étudiées au cours

du débourrement. Les tests effectués n’ont pas permis de mesurer 1’activité de la saccharose

synthase (SUSY), autre enzyme de dégradation du saccharose.

2-2-1. Activités enzymatiques dans les bourgeons

Dés 24 h aprés décapitation, D’activité invertase acide vacuolaire (IAV) augmente
significativement en présence de lumicre (figure 50A) et a doublé au bout de 96 h. Au
contraire, a 1’obscurité, 1’activité enzymatique est stable et on note une légere diminution
apres 96 h de traitement.

L’activité invertase acide parictale (IAP) présente des profils similaires pour les deux
conditions d’éclairement (Figure 50B) : suite a la décapitation, I’activité augmente faiblement

pour atteindre un maximum apres 48 h de traitement. Aprés 96 h de culture, I’activité a
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diminué pour atteindre des valeurs identiques a celles mesurées a TO. Néanmoins, I’activité

est alors 1égerement plus élevée a la lumiere qu’a 1’obscurité.

2-2-2. Activités enzymatiques dans les nceuds

Suite a la décapitation, des augmentations des activités invertases acides vacuolaire
(Figure 50C) et pariétale (Figure 50D) sont observées. Cependant, il est important de noter
que, pour les temps tardifs, les mesures effectuées présentent de grandes variations inter-lots
qui ne permettent pas la mise en évidence de valeurs statistiquement différentes. Ainsi, seules
des différences ont été¢ mesurées lors des 48 premieres heures de traitement.

L’activité 1AV augmente dés 24 h de traitement (Figure 50C) : I’augmentation est
cependant plus forte a la lumiere qu’a I’obscurité. Puis, que ce soit a la lumicre ou a
I’obscurité, I’activité IAV décroit pour atteindre des valeurs identiques a celle mesurée a TO.

On note également une augmentation de ’activité IAP suite a la décapitation (Figure
50D), pour les deux conditions lumineuses testées. Celle-ci est significativement différente
apres 48 h de traitement. Aucune différence significative n’est alors observée pendant le reste

de la durée des traitements.

2-3. Etude de D’expression de génes codant des enzymes du métabolisme
glucidique au cours du débourrement
Les expressions de génes codant une invertase acide vacuolaire (IAV) et une saccharose
synthase (SUSY) ont été étudiées au sein du bourgeon distal, aprés décapitation. Cette étude a
été réalisée au cours du temps et en présence de différents traitements lumineux. Dans un
premier temps, les effets de la lumiére blanche et de 1’obscurité ont été testés. Puis les impacts
respectifs du flux de photons et de la qualité lumineuse ont été évalués.
Cette étude a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel, en se basant sur des
séquences nucléiques disponibles dans la base de données GenBank (invertase acide

vacuolaire : CF349730, saccharose synthase : EC587184).

2-3-1. Evolution de I’expression génique d’une invertase acide vacuolaire

2-3-1-1. Lumiére blanche vs obscurité

Deés 24 h apres la décapitation, des différences significatives entre 1’expression du gene de

I’TAV a la lumiére et celle a I’obscurité apparaissent (Figure 51A). En condition lumiere (200
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umol.m™.s™', 16h/24h), I’expression génique de I'invertase acide vacuolaire augmente dés la
décapitation et a triplé a la fin du traitement (96 h). Au contraire, a I’obscurité, une 1égeére
diminution de cette expression génique est mesurée. Cette diminution est transitoire puisque
I’expression génique mesurée aprés 96 h d’obscurité redevient identique a 1’expression
génique mesurée a TO.

Des différences d’expression entre les deux traitements lumineux testés étant mesurées
des 24 h apres la décapitation, 1I’expression génique a été étudiée plus précocement : 1, 6 et 10
h apres décapitation (résultat non montré). Toutefois, aucune différence significative n’a été

mise en évidence pour ces temps.

2-3-1-2. Effet de I'intensité lumineuse
L’impact de différentes intensités de lumicre blanche (0, 2, 20 et 200 umol.m’z.s'l,
16h/24h) a été mesuré 72 h aprés décapitation. Les résultats montrent que I’intensité
lumineuse module I’expression génique de ’IAV (Figure 51B). Alors que celle-ci est faible a
1’obscurité, elle est stimulée de fagon plus importante pour les intensités faibles (2 pmol.m™.s”
" et les intensités moyennes (20 umol.m'z.s'l). De manicere étonnante, elle est moins forte

pour les fortes intensités lumineuses (200 ;,Lmol.m'z.s'l).

2-3-1-3. Effet de la qualité de la lumiere

Apres 72 h de culture sous différentes qualités lumineuses (blanc, bleu, rouge clair) a 20
umol.m™s™ (16h/24h), I’expression génique de I’'TAV a été mesurée. Les résultats (Figure
51C) montrent que la lumiére bleue seule et la lumiére rouge clair seule stimulent I’expression
du gene codant pour ’[AV. De plus, la lumiere rouge clair permet une expression plus forte
que la lumiére bleue. Il semblerait cependant que, sous I’action combinée des lumiéres rouge
clair et bleue, composantes principales de la lumiere blanche dans notre cas, I’expression soit

plus fortement stimulée que sous une seule de ces qualités lumineuses.

2-3-2. Evolution de I’expression génique d’une saccharose synthase

2-3-2-1. Lumiére blanche vs obscurité
En présence de lumiére blanche (200 pmol.m™.s”, 16h/24h), I’expression génique de la
saccharose synthase est stable au cours du temps (Figure 52A). Au contraire, I’expression

génique diminue fortement a 1’obscurité, dés 24 h apres décapitation. Cette diminution
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s’accentue les heures suivantes et I’expression génique se maintient a un niveau faible tout au

long du traitement.

2-3-2-2. Effet de l'intensité lumineuse

Apres 72 h sous différentes intensités de lumiere blanche (0, 2, 20 et 200 umol.m’z.s'l,
16h/24h), I’expression génique de la SUSY est modulée (Figure 52B). Alors que I’expression
de la SUSY est faible a I’obscurité, elle est fortement stimulée par la lumiére blanche. Comme
pour I’IAV, les faibles intensités (2 pmol.m™.s™) et les moyennes intensités (20 pmol.m™?.s™)

stimulent plus fortement 1’expression génique que les fortes intensités (200 pmol.m™.s™).

2-3-2-3. Effet de la qualité de la lumiére

Aprés 72 h de culture sous différentes qualités lumineuses & 20 pmol.m™.s™ (16h/24h), on
constate a nouveau que les lumicres rouge clair et bleue stimulent, seules, 1’expression de ce
gene codant pour la SUSY (Figure 52C). Cependant, a la différence de ce qui a été observé
pour ’IAV, la combinaison de ces deux spectres dans la lumiére blanche ne stimule pas

davantage 1’expression génique de la SUSY.

Afin d’obtenir une vue d’ensemble des résultats liés au métabolisme du saccharose, ces

derniers ont été représentés de fagon schématique dans la Figure 53.

3. Discussion

3-1. Role du métabolisme du sorbitol au cours du photocontrole du

débourrement du bourgeon de rosier

3-1-1. Le sorbitol n’est pas le sucre majoritairement transporté chez le rosier

Chez la plupart des arbres fruitiers appartenant a la famille des Rosacées, le sorbitol est le
sucre le plus abondant et est celui majoritairement transporté (Prunus persica L., Lo Bianco et
al., 1999a,b ; Malus domestica, Park et al., 2002). On note également la présence de sorbitol
chez d’autres especes, notamment chez le mais (Zea mays, Doehlert, 1987) et le soja (Glycine
max, Kuo et al., 1990), ou il a été identifié au sein des graines, et chez la tomate (Solanum

lycopersicum, Cataldi et al., 1998).
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Bien que le rosier appartienne a la famille des Rosacées, aucune trace de sorbitol n’a été
détectée au sein des bourgeons et des nceuds de Rosa hybrida ‘Radrazz’, quelle que soit la
condition lumineuse testée (Figure 46). Des résultats identiques ont ét¢ obtenus lors de
mesures réalisées au sein d’autres organes de rosier tels que les feuilles ou les racines (V.
Guérin, communication personnelle). Cependant, il se peut que les quantités soient infimes et
inférieures au seuil de détection permis par notre technique de dosage (par HPLC). Cette
hypothese est confortée par les récents travaux de Sutsawat ef al. (2008) menés chez le
fraisier (Fragaria ananassa), espéce appartenant aux Rosacées et génétiquement trés proche
du rosier, ot des faibles quantités de sorbitol (de ’ordre de 0,26 mg.g" de poids frais) ont pu
étre détectées dans le fruit. Plusieurs travaux notent d’ailleurs I’importance de sucres dont les
quantités sont faibles dans la croissance des plantes, comme c’est le cas pour le tréhalose
(Schluepmann ez al., 2003). Bellaloui ef al. (1999) ont ainsi pu noter que des faibles quantités
de sorbitol étaient nécessaires au transport du bore, élément essentiel a la croissance des

plantes vasculaires.

3-1-2. La lumiére ne module pas ’activité de la NAD-SDH

Chez plusieurs arbres fruitiers de la familles des Rosacées (Prunus persica L., Lo Bianco
et al., 1999a,b ; Malus domestica, Park et al., 2002), la NAD-SDH catalyse I’oxydation du
sorbitol en fructose et 1’augmentation de fructose dans les fruits est alors mesurée. Nos
résultats montrent qu’une activité de ce type existe au sein des bourgeons de Rosa hybrida
‘Radrazz’ (Figure 47) et participerait au débourrement. Cependant, cette activité est similaire
quelle que soit la condition lumineuse testée. L’implication de I’enzyme au cours du
photocontréle du débourrement du bourgeon axillaire chez le rosier semble donc restreinte.

Cependant, il est intéressant de noter que I’enzyme peut également fonctionner dans le
sens d’une synthese de sorbitol a partir de fructose. C’est ce qui est observé chez le mais (Zea
mays, Doehlert, 1987) et le fraisier (Fragaria ananassa, Sutsawat et al., 2008). Dans ce cas,
on peut s’interroger sur le role d’une telle activité. Récemment, il a été proposé que, dans ce
cas, l’activité de la NAD-SDH permettrait principalement la régénération de NAD'
nécessaire au maintien du statut énergétique de la cellule (Zea mays, Morais de Sousa et al.,
2008).

Chez le rosier, la mesure de I’activité enzymatique de la NAD-SDH dans le cas d’une
synthése de sorbitol n’a pas été réalisée, le protocole n’ayant pas pu étre testé sur le matériel
végétal utilisé. Dans notre cas, les concentrations en fructose (données non montrées) et en

sorbitol (Figure 46) mesurées au sein du bourgeon sont trés faibles. L’accumulation
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préférentielle de I’un ou l'autre aurait pu nous permettre d’envisager le sens principal de
réaction de la NAD-SDH chez le rosier. Cependant, du fait de la proximité génétique entre le
fraisier et le rosier, on peut penser que 1’activité principale de la NAD-SDH est identique chez
ces deux plantes et qu’elle permettrait la synthése de sorbitol a partir de fructose. Une

expérience complémentaire serait nécessaire afin de le démontrer.

3-1-3. L’expression génique de la NAD-SDH est régulée par I’obscurité

L’expression génique de I’isoforme de NAD-SDH étudiée chez le rosier au cours du
débourrement du bourgeon axillaire et en fonction des conditions lumineuses (Figure 48)
présente un profil différent de celui observé pour I’activité de I’enzyme (Figure 47) : alors que
I’activité enzymatique reste stable au cours du temps et quelle que soit la condition lumineuse
testée, I’expression génique est, quant a elle, fortement surexprimée a 1’obscurité.

L’hypothése d’un contrdle post-transcriptionnel peut étre envisagée pour expliquer cette
différence entre les deux niveaux d’observation (ARNm et protéine). Un tel controle a
d’ailleurs été observé chez plusieurs espeéces végétales. Ainsi, chez la pomme (Malus
domestica) et le nachi (Pyrus pyrifolia), le sorbitol et le glucose régulent I’activité
enzymatique de la NAD-SDH (Archbold, 1999 ; lida et al., 2004). Chez le fraisier (Fragaria
ananassa), ce sont le saccharose et le fructose qui, en plus du sorbitol, permettent une
augmentation de I’activité¢ de ’enzyme (Sutsawat et al., 2008). En se basant sur ces travaux,
on peut imaginer que, chez le rosier, de tels contrdles existent aussi.

Cependant, en fonction de I’isoforme de NAD-SDH étudiée, il arrive que des profils
similaires soient observés entre 1’activité enzymatique et I’expression génique de la NAD-
SDH (Malus pumila, Yamada et al., 1999 ; Pyrus communis : Yamada et al., 2006 ; Suzue et
al., 2006). Si le rosier se comporte comme le fraisier et que la NAD-SDH permet la synthése
de sorbitol, il est alors possible que I’activité de I’enzyme et I’expression génique aient des
profils similaires au cours du débourrement. Seule la mesure de cette activité enzymatique
nous permettrait d’identifier alors un rdle possible de la NAD-SDH au cours du

débourrement.

En conclusion, il est impossible a I’heure actuelle de conclure sur une quelconque
implication du métabolisme du sorbitol dans le débourrement du bourgeon axillaire chez le
rosier et sur le role du photocontrole de ce métabolisme, uniquement observé pour

I’expression génique de la NAD-SDH. Des travaux ultérieurs sur 1’activité de cette enzyme, et
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notamment la mesure de celle-ci dans le sens d’une synthése de sorbitol, apporteront de

nouveaux éléments quand au role de ce métabolisme.

3-2. Etude du photocontrole du métabolisme glucidique au cours du

débourrement chez le rosier

3-2-1. La lumiére favorise ’augmentation des quantités de sucres au sein du bourgeon

L’implication du saccharose, des sucres solubles et de I’amidon au cours du débourrement
a été montrée chez plusieurs especes (Malus domestica, Brunel, 2001 ; Prunus persica L.,
Maurel, 2003 ; Quercus robur L., Le Hir, 2005). Nos résultats montrent qu’il en va de méme
chez le rosier. En effet, suite a la décapitation et quelle que soit la condition lumineuse testée,
les quantités de saccharose et de glucose diminuent fortement au sein des bourgeons (Figures
49 A-B) et des nceuds (Figures 49 D-E). Puis, en présence de lumicre, ces quantités ré-
augmentent. Il semble donc que ces deux sucres soient fortement impliqués dans le
débourrement du bourgeon de rosier. De plus, a 1’obscurité, alors qu’aucun débourrement
n’est observé, les quantités de saccharose et de glucose restent faibles. Aucune croissance
n’étant observé a ’obscurité, il est probable que ces quantités soient insuffisantes pour la
permettre.

On peut également s’interroger quand a l’origine de 1’augmentation des quantités de
glucose et de saccharose en présence de lumiére au sein des bourgeons et des nceuds. Un
transport de saccharose vers 1’organe en croissance est fortement probable, le bourgeon se
comportant alors comme un organe puits (Tort, 1996). Il a d’ailleurs été montré chez Rosa
hybrida ‘Baccara’ que le transport de sucres vers 1’apex en croissance (apres le débourrement)
était fortement stimulé en présence de lumiere (Mor & Halevy, 1980 ; Mor ef al., 1980).

L’augmentation de glucose peut quand a elle étre expliquée par une dégradation du
saccharose et de I’amidon. En effet, la stimulation des enzymes impliquées dans la
dégradation du saccharose, telles que les invertases acides vacuolaire et pariétale et la
saccharose synthase, au sein d’organes puits en croissance a ¢t¢ mise en évidence chez
plusieurs especes (Beta vulgaris, Sokolova et al., 2002 ; Vigna radiata, Yun et al., 2002 ;
Prunus persica L. Batsch., Maurel et al., 2004a ; Quercus robur L., Le Hir et al., 2005). La
mobilisation des réserves amylacées lors de la reprise d’activité des bourgeons a, quant a elle,
été observée chez plusieurs especes (Acer pseudoplatanus, Catesson, 1964 ; Fraxinus

excelsior L., Cottignies, 1986 ; Populus sp., Bonicel et al., 1987 ; Betula pubescens, Rinne et
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al., 1994 ; Malus domestica, Brunel, 2001 ; Vitis vinifera L., Koussa et al., 2001). La
dégradation de I’amidon, via les amylases et 1’a-glucosidase DPE2, permet alors la formation
de maltose puis de glucose (Lu & Sharkey, 2006), sucre aussitét métabolisé et permettant la
croissance cellulaire. Chez le rosier, en présence de lumiere, les quantités d’amidon au sein
des bourgeons (Figure 49C) et des nceuds (Figure 49F) diminuent. On peut ainsi penser que
ces baisses des teneurs en amidon contribuent, en plus de la dégradation du saccharose qui
afflue vers le bourgeon, a la formation de glucose, dont les quantités augmentent en présence
de lumiére au sein des bourgeons (Figure 49B) et des nceuds (Figure 49E).

I1 est également intéressant d’observer que, 48 h apres décapitation, la quantité d’amidon
ré-augmente a la lumiére et ceci uniquement au sein des bourgeons. La néo-synthése
d’amidon nécessitant la présence d’ADP-Glucose au sein de la cellule, les quantités de
glucose mesurées au sein du bourgeon (Figure 49B) doivent donc étre suffisantes pour
permettre a la fois la croissance et la reformation de réserves d’amidon. Ce cas de figure n’est
pas observé chez les bourgeons placés a 1’obscurité ou, au contraire, les quantités en amidon
restent faibles tout au long du traitement (Figure 49C). C’est également ce qui est observé
dans les nceuds (Figure 49F). On peut donc supposer, qu’a ’obscurité, la dégradation de
I’amidon contribue a la formation du glucose nécessaire au maintien d’un métabolisme

cellulaire de base, néanmoins insuffisant pour permettre le débourrement.

3-2-2. L’activité enzymatique de I’IAYV est sous photocontrdle, mais pas celle de ’'TAP

Nos résultats montrent 1’augmentation des teneurs en glucose au cours du débourrement
(Figure 49B). Ceci laisse penser que les enzymes permettant la dégradation du saccharose,
notamment les invertases acides vacuolaire (IAV) et pariétale (IAP) et la saccharose synthase
(SUSY), sont impliquées lors de ce processus. Des travaux précédents, menés chez différentes
especes, sont en faveur de cette hypothese. Il a notamment été montré que I’IAV avait une
trés forte activité au sein des organes puits (jeunes feuilles en croissance, Sokolova et al.,
2002 ; tige, Yun ef al., 2002 ; fruits, Zhang & Wang, 2002).

Les activités de I’ITAV et de I’IAP ont été détectées au sein des bourgeons (Figures 50 A-
B) et des neeuds (Figures 50 C-D) et des différences significatives entre les conditions de
lumiére et d’obscurité ont été observées pour I’IAV. En effet, au sein des bourgeons, I’activité
enzymatique de I’TAV augmente fortement en présence de lumicre et, au contraire, reste
stable a I’obscurité (Figure 50A). C’est également ce qui a été observé chez les cotylédons de
radis (Raphanus sativus L., Zouaghi, 1976). Ainsi, en présence de lumicre, I'IAV

participerait, en permettant la formation de glucose, a fournir le carbone et 1’énergie
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nécessaire au maintien de la turgescence cellulaire, force motrice de la croissance, et
contribuerait au débourrement. De plus, des travaux menés chez le chéne pédonculé (Quercus
robur L.) relatent que D’activité IAV dans les bourgeons suit 1’activité organogénique du
méristeme (Parmentier, 1993 ; Le Hir, 2005). Ainsi, le bourgeon de rosier semble répondre de
la méme facon : Pactivité IAV est faible (Figure 50A) dans un bourgeon placé a I’obscurité,
pour lequel aucune organogenese n’est observée (Figure 34), alors qu’elle est forte dans le
bourgeon en pleine production de nouveaux primordia foliaires.

Au sein des nceuds, ’activité IAV augmente en présence de lumicre lors des premieres 24
h suivant la décapitation (Figure 50C), ce qui permet une dégradation du saccharose de la
tige. Ceci peut ainsi expliquer I’augmentation concomitante de la teneur en glucose mesurée
au sein du nceud en présence de lumiere (Figure 49E).

Concernant I’IAP, aucune variation significative de 1’activité n’a été observée entre les
conditions lumiére et obscurité (Figures 50 B-D). L’activité enzymatique IAP ne semblerait
donc pas étre régulée par la lumicre. C’est également ce qui a été observé chez le tubercule de
pomme de terre (Solanum tuberosum L.) ou les changements d’environnement lumineux
(modulation de I’intensité) n’entrainent pas de modification de 1’activité IAP (Chen & Setter,
2003). L’enzyme IAP ne constituerait donc pas 1’élément moteur du photocontrdle du
débourrement.

Nous n’avons pas pu détecter 1’activité enzymatique de la SUSY, une autre enzyme
participant a la dégradation du saccharose et dont le role dans I’établissement des force de
puits a été établi (Winter & Huber, 2000). On peut toutefois s’interroger sur le photocontrole
de activité de cette enzyme. Différents travaux laissent penser que la lumiére régulerait
I’activité de la SUSY, comme chez les feuilles de nectarinier (Prunus persica L. var.
nectarina, Wang et al., 2005) et les drupes du caféier (Coffea arabica L., Geromel et al.,
2008). Afin de conclure sur un tel photocontrole chez le rosier, un nouveau protocole de

mesure de I’activité enzymatique de la SUSY devra étre mis au point chez cette plante.

3-2-3. La lumiére régule I’expression des génes codants pour I’IAV et la SUSY

Nos résultats indiquent que les deux genes codants 'IAV et la SUSY, au sein du
bourgeon, sont sous photocontrdle. Leurs profils d’expressions sont, en effet, différents en
fonction des conditions d’éclairement subies par la plante. Nous discuterons successivement

I’impact des intensités puis des qualités lumineuses.
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3-2-3-1. Lumiére/obscurité

Au sein du bourgeon, I’expression du géne codant I’IAV est fortement stimulée par la
lumiere (Figure 51A). Au contraire, a I’obscurité, I’expression génique est faible. Ce profil est
donc semblable a ce qui est observé pour l’activité de ’enzyme avec, toutefois, un léger
décalage dans le temps. En effet, I’activité enzymatique de I’IAV augmente majoritairement
apres 48 h de lumiere (Figure 50A) alors que 1’expression génique est treés fortement stimulée
des 24 h de lumiere (Figure 51A). Les travaux de Gonzalez et al. (2005) réalisés sur des
pétioles de betterave (Befa vulgaris) ont mis en évidence une régulation similaire de
I’expression du géne BVInv-V3, codant une invertase acide vacuolaire. L’expression de ce
gene augmente en présence de lumiere et diminue a I’obscurité. Dans cette étude, les auteurs
observent également un profil similaire mais décalé dans le temps pour I’activité de I’enzyme.

L’expression génique de la SUSY est également modifiée par les conditions lumineuses
testées. Alors qu’une 1égere stimulation de 1’expression est observée apres 72 h de lumiere, on
observe au contraire une diminution de I’expression a 1’obscurité, et ceci des 24 h apres la
décapitation (Figure 52A). Seules quelques études montrent une régulation de 1’expression
génique de cette enzyme en présence de lumieére. Ainsi, chez les feuilles de blé (Triticum
aestivum L.), la lumiere module I’expression des génes codants les deux isoformes de SUSY :
I’une est stimulée et I’autre est diminuée (Marana ef al., 1990). La méme chose est observée
au cours de la germination chez le riz (Oryza sativa), ou les expressions des genes codants
trois isoformes de SUSY différentes sont modulées différemment en présence de lumicre
(Huang et al., 1996). On peut s’interroger sur la régulation de I’expression du geéne codant la
SUSY chez le rosier. Alors que celle-ci semble maintenue en présence de lumicre, elle est
fortement diminuée a 1’obscurité (Figure 52A). S’agit-il alors, a 1’obscurité, (1) d’une
répression ou (2) d’une absence de stimulation ? A notre connaissance, aucune donnée
bibliographique ne traite de cette question et celle-ci reste ouverte. Il serait alors intéressant
d’identifier les facteurs de transcription responsables d’une telle régulation.

Ainsi, chez le rosier, on observe une diminution de I’expression génique des genes
codants I’IAV et la SUSY a I’obscurité (Figures 51A et 52A). Ces profils sont en accord avec
nos précédentes observations : l’activité enzymatique de I'[AV est également réduite a
I’obscurité (Figure S0A) et les quantités de saccharose et de glucose également (Figures 49 A-
B). L’ensemble de ces résultats suggerent donc que [’obscurité régule fortement le
métabolisme glucidique : celui-ci ne serait pas suffisamment stimulé a [’obscurité pour

permettre la croissance et donc le débourrement.
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3-2-3-2. Effet de l'intensité lumineuse

Nos résultats précédents indiquent que les genes codants I’TAV et la SUSY s’expriment en
présence de lumicre (Figures S1A et 52A). De fagon surprenante, les expressions de ces deux
genes sont plus fortement stimulées par les intensités lumineuses faibles et moyennes que par
les fortes intensités lumineuses (Figures 51B et 52B). Un résultat similaire a été observé au
sein des drupes de café (Coffea arabica L.). Au sein de cet organe, I’expression génique de la
SUSY est plus élevée sous des intensités lumineuses moyennes que sous des intensités
lumineuses fortes (Geromel et al., 2008). Une hypothese a alors été envisagée lorsque
I’intensité lumineuse est plus faible : la formation de plus fortes quantités de sucres
réducteurs, caractéristiques des divisions cellulaires intensives au sein des tissus jeunes
(Weber et al., 1998), permet une meilleure maturation des fruits et leurs conférent une
meilleure qualité (Vaast ef al., 2006). On peut s’interroger sur le role d’une telle régulation
chez le bourgeon de rosier. Nos résultats indiquent que, pour des intensités lumineuses
moyennes, 1’organogenese et la croissance des primordia foliaires ont lieu mais de fagon
moins prononcée que pour des intensités lumineuses plus fortes (Figures 40 et 41). On peut
ainsi penser que, sous des intensités lumineuses moyennes, les quantités de sucres sont
limitantes et entrainent une organogenése et une croissance des primordia foliaires moins

importantes.

3-2-3-3. Qualité lumineuse

Alors que les genes de I’JAV et de la SUSY voient leurs expressions modulées par
I’intensité lumineuse (Figures 51B et 52B), ni ’'un ni I’autre ne semble sous le contrdle
spécifique d’une qualité lumineuse particuliere. En effet, que ce soit pour 1’4V ou pour la
SUSY, les expressions géniques sont stimulées par les lumieres rouge clair et bleue (Figures
51C et 52C). Il est toutefois intéressant de noter que, pour le gene de 1’/4V, I’expression est
plus fortement stimulée sous lumiére blanche que sous une seule qualité lumineuse (Figure
51C). Ainsi, en présence de lumiere blanche, I’action combinée de bandes spectrales rouge
clair et bleue permettrait une meilleure stimulation de I’expression du géne. Cependant, ces
seuls résultats ne permettent pas de conclure quand aux éléments en amont de la voie de
signalisation aboutissant a la régulation des geénes de 1’/4V et de la SUSY, comme il a pu étre
fait chez I’orge (Hordeum vulgare). Chez cette espece, une augmentation de 1’expression du
gene HYNCED] a été mise en évidence uniquement en présence de lumiere bleue (Gubler et
al., 2008). Ce gene code la 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, une enzyme impliquée dans la

régulation de la biosynthése de 1’acide abscissique chez les graines (Lefebvre ef al., 2006) et
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jouant un réle dans I’induction de la dormance (Feurtado & Kermode, 2007). Les travaux de
Gubler et al. (2008) ont ainsi conclu que, chez I’orge (Hordeum vulgare), les phytochromes
ne participaient pas a la régulation de la dormance. Au vu de nos résultats, impliquer I’un ou
I’autre type de photorécepteurs dans la régulation des genes codant ’TAV et la SUSY au sein

du bourgeon de rosier n’est, pour le moment, pas possible.

L’ensemble de nos résultats (schématisés sur la Figure 53) montrent que le métabolisme
glucidique est fortement régulé par la lumiere au cours du débourrement chez le rosier. Ce
photocontrdle s’exerce au niveau génique, et potentiellement au niveau protéique. En effet,
des activités d’enzymes intervenant dans la dégradation du saccharose et leurs expressions
géniques sont modifiées en fonction des conditions d’éclairement. La lumicre favorise la
dégradation du saccharose en stimulant I’activité enzymatique de ’[AV et son expression
génique, ainsi que I’expression du geéne codant la SUSY (Figure 53). Au contraire, a
I’obscurité, ces dernieres sont restreintes. La croissance étant fortement dépendante de la
disponibilité en sucres, celle-ci est favorisée en présence de lumicre (ce qui a été observé
précédemment dans le Chapitre I) et inhibée a I’obscurité. Ainsi, le photocontrole du
débourrement mis en évidence chez le rosier semble fortement dépendant du métabolisme

glucidique, lui-méme sous contrdle lumineux.
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Chapitre 111

Etude du photocontrile de la croissance des jeunes feuilles préformées

et de [élongation cellulaire
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Chapitre I11. Etude du photocontrole de la croissance des jeunes

feuilles préformées et de I’élongation cellulaire

Les résultats présentés dans les Chapitres I et II ont mis en évidence le besoin absolu de
lumiére pour le débourrement chez six variétés de rosiers de jardin et le photocontréle du
métabolisme glucidique au cours de cette phase de développement. Il a ét¢ montré que
I’organogenese et la croissance des feuilles préformées étaient sous photocontrole. Afin de
mieux caractériser le contrdle par la lumicre de la croissance des primordia foliaires, des
observations macroscopiques et microscopiques au niveau cellulaire ont été réalisées chez
Rosa hybrida ‘Radrazz’. La croissance des primordia étant la résultante de divisions et
d’élongations cellulaires, un geéne intervenant dans le processus d’élongation cellulaire a fait
1’objet d’une étude particuliére’. Une expansine a été clonée chez le rosier et son expression
génique sous différentes conditions lumineuses a été étudiée. Son expression au sein de
différents territoires du bourgeon ainsi que 1’étude de son promoteur ont également été

réalisées.

1. Etude morphologique de I’impact de la lumiére sur la croissance des

jeunes feuilles préformées

1-1. Mesures de la croissance des jeunes feuilles

La croissance des jeunes feuilles préformées au sein du bourgeon distal a été étudiée chez
Rosa hybrida ‘Radrazz’. Les longueurs des trois premieres feuilles assimilatrices préformées
(F1, F2, F3) contenues dans le bourgeon axillaire distal des plantes expérimentales placées
sous lumiére blanche (200 pmolm™s”, 16h/24h) ou a D’obscurité ont été mesurdes
journalierement depuis la décapitation (T0) afin de suivre leur croissance.

Les résultats montrent un fort impact de 1’éclairement sur la croissance des jeunes feuilles
(Figure 54). A la lumiére, la taille de la feuille F1 augmente trés fortement apres 24 h de
traitement pour atteindre une longueur six fois plus importante au bout de 96 h. A 1’obscurité,
I’élongation de la feuille F1 est au contraire réduite et n’a augmenté que d’1,7 fois au bout de

96 h. Cette croissance a 1’obscurité a lieu principalement dans les premicres 24 h. Le méme

? Le travail concernant ’expansine a en partie été réalisé en collaboration avec Sonia Akinghafane (Master 2
Recherche, 2007) et Damien Bouchard (L3, 2008).
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contraste de croissance est observé chez les feuilles assimilatrices F2 et F3, sous lumicre et
obscurité. Les élongations sont toutefois moins fortes que celles observées chez F1 (Figure

54).

1-2. Elongation des cellules des jeunes feuilles

Afin d’étudier I'impact des conditions d’éclairement sur 1’élongation cellulaire au cours
de la croissance des jeunes feuilles préformées, des plantes expérimentales ont été cultivées
pendant 7 jours a la lumiere blanche ou a ’obscurité. Les quatre écailles du bourgeon distal
ont ¢été enlevées et les cellules de la premiere feuille préformée (F1) ont été observées au
microscope électronique a balayage (Figure 55). Les cellules n’ayant pas la méme longueur
selon les zones le long du limbe, deux zones ont été définies : (1) une zone située a la base du
limbe et (2) une située a son extrémité distale. Pour chaque zone, la longueur moyenne des 25
cellules les plus longues a été déterminée (Tableau IX). Les résultats montrent qu’a la
lumicre, les cellules de la zone 2 sont effectivement plus longues que celles de la zone 1. Si
I’on compare la longueur des cellules de bourgeons placés a la lumiere ou a I’obscurité, on
constate que les cellules des jeunes feuilles des bourgeons placés a la lumicre sont
significativement plus longues que celles des jeunes feuilles des bourgeons placés a
I’obscurité. Ceci est observé dans les deux zones définies. Ces résultats suggerent un fort

photocontrdle de 1’élongation cellulaire, avec un impact positif de la lumiére.

2. Etude de ’expression d’un géne impliqué dans I’élongation cellulaire :

une expansine.

La présence des expansines, protéines intervenant dans le processus d’élongation
cellulaire (Sharova, 2008), a été montré au sein du méristéme et de jeune feuilles (Solanum
lycopersicum, Fleming et al., 1997 ; Nicotiana tabacum, Pien et al., 2001). Ceci laisserait
penser que leur role serait non négligeable au cours du débourrement. Aussi, il nous a paru

pertinent de nous intéresser a ces protéines.

111



RESULTATS ET DISCUSSIONS — Chapitre III

2-1. Clonage d’un géne d’expansine chez le rosier (RhEXP)

Les données bibliographiques indiquent que les expansines interviennent dans
I’élongation cellulaire (Sharova, 2008) et c’est notamment le cas de 1’expansine 10 qui, chez
Arabidopsis thaliana, est impliquée dans la régulation de la morphogenese foliaire et est
présente au sein de I’apex (Cho & Cosgrove, 2000). Aussi, c’est cette isoforme que nous
avons voulu identifier chez le rosier.

Les séquences nucléotidiques de génes codant I’expansine 10 de Solanum lycopersicum L.
(AF184233), Cucumis sativus L. (AY940479) et Arabidopsis thaliana (AF229437) ont permis
de produire des amorces dégénérées. Celles-ci ont permis I’amplification d’un fragment de
290 pb chez le rosier a partir ’ARN de bourgeons exposés a la lumiére et en cours de
débourrement (Figure 56). La recherche d’homologie de séquence dans la banque GenBank
par le logiciel BLAST (Zhang et al., 2000) montre de fortes similarités avec les séquences
nucléotidiques suivantes (Figure 56):

- 96 % avec I’expansine 4 de Prunus persica L. (PpEXP4, AB054319),
- 93 % avec I’expansine 3 de Malus domestica (MdEXP3, AF527800),
- 81 % avec I’expansine 10 d’Arabidopsis thaliana (AtEXP10, AF229437),
- 76 % avec I’expansine 1 d’Arabidopsis thaliana (AtEXPI1, NM_179537).

Le fragment amplifié correspond bien a une expansine : celle-ci a ét¢ nommée RAEXP. Un
arbre phylogénétique a également été construit a partir de 1’alignement multiple de différentes
séquences nucléotidiques codant des expansines et montre bien la forte proximité avec
I’expansine 3 de Malus domestica (Figure 57). L’alignement de la séquence protéique traduite
a partir du gene RhEXP avec d’autres expansines végétales a été réalisé (Figure 58). Les
nombreuses séquences conservées entre les expansines appartenant a différentes especes plus

ou moins ¢loignées génétiquement du rosier confirment que le géne code bien une expansine.

2-2. Expression du géne RAEXP au sein de la plante
Le profil d’expression de RAEXP a été étudié au sein de différents organes de rosier, ainsi

qu’au sein de territoires du bourgeon pour en évaluer sa spécificité d’expression.
2-2-1. Expression dans différents organes

L’expression du géne RAEXP au sein de différents organes de la plante expérimentale a

été étudiée par RT-PCR (Figure 59). Une bande de taille attendue (205 pb) est observée pour
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tous les échantillons d’ADNc testés : le gene RAEXP s’exprime dans les racines, les nceuds et

les bourgeons, les feuilles (jeunes ou matures), les pétales et les étamines.

2-2-2. Expression dans les différents territoires du bourgeon

Le clonage du géne RAEXP a partir d’ADNc de bourgeon distal indique que ce gene est
exprimé au sein de cette entité. Des réactions de RT-PCR ont été réalisées sur des ADNc de
méristemes sensu stricto et sur des ADNc de jeunes feuilles prélevées sur ces mémes
bourgeons (Figure 60). Ce travail a nécessité la mise au point préalable d’un protocole de RT-
PCR sur quelques cellules.

La présence d’une bande a la taille attendue (205 pb) montre que le gene est exprimé au
sein de ces deux territoires du bourgeon. Ainsi donc, ce gene pourrait participer a la fois a

I’activité organogénique du méristéme apical caulinaire et a la morphogenese foliaire.

2-3. Expression du géne RhEXP dans les bourgeons distaux soumis a différents
traitement lumineux
L’expression génique du gene codant une expansine de rosier, RAEXP, a été étudiée par
RT-PCR quantitative en temps réel. Une premicre étude a été réalisée, sur des ADNc de
bourgeons distaux de Rosa hybrida ‘Radrazz’, au cours du temps (de 0 a 96 h apres
décapitation) sous lumicre blanche et a I’obscurité. Une seconde étude a été conduite sur des
bourgeons distaux de plantes expérimentales placées pendant 72 h sous différentes intensités

et qualités lumineuses.

2-3-1. Lumiére blanche vs obscurité

Le profil d’expression du gene RAEXP montre des différences significatives entre les
conditions lumiére (200 pmol.m™.s™, 16h/24h) et obscurité (Figure 61), et indique que ce
gene est sous photocontrole au cours du débourrement. En effet, en présence de lumiere
blanche, I’expression du géne est stimulée de maniére constante. Au contraire, I’expression du
gene diminue a 1’obscurité et ceci des le début du traitement. Cette diminution s’accentue au

cours du temps.
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2-3-2. Effet de la quantité lumineuse et de la qualité lumineuse sur P’expression de
RhEXP

Les résultats précédents ont montré que la lumicre avait un fort impact sur 1’expression
génique de RAEXP. Afin d’approfondir un peu plus la connaissance de cette régulation,
I’expression génique de RAEXP a été mesurée, dans un premier temps, sous différentes
valeurs de flux de photons de lumiere blanche, 72 h aprés décapitation. Dans un second

temps, I’impact sur I’expression génique de qualités lumineuses différentes a été mesuré.

2-3-2-1. Effet du flux de photons

L’expression de RAEXP a été étudiée sur des ADNc de bourgeons axillaires distaux de
plantes expérimentales placées pendant 72 h sous différentes intensités de lumiere blanche : 0,
2, 20 ou 200 pmol.m™.s™ (16h/24h). A I’obscurité, une expression génique trés faible est a
nouveau observée (Figure 62A). L’expression génique est stimulée a la lumiere, quelle que
soit ’intensité¢ lumineuse émise. Il est intéressant d’observer que les intensités faibles (2
pmol.m’z.s'l) et moyennes (20 pmol.m’z.s'l) stimulent davantage I’expression du géne que la
plus forte intensité lumineuse utilisée (200 pmol.m™.s™). L’expression relative du géne sous
une lumiére blanche de 20 pmol.m™.s™" est en effet 1,5 fois plus élevée que sous une lumiére

blanche 4 200 pmol.m™.s™.

2-3-2-2. Effet de la qualité lumineuse
Les lumieres bleue et rouge clair seules permettent la stimulation de I’expression de
RKEXP dans les bourgeons (Figure 62B). A intensité égale (20 umol.m™.s™, 16h/24h), la
lumicre bleue est plus efficace que la lumiere rouge clair pour stimuler 1’expression de
RhEXP. La lumiere bleue est aussi efficace que la lumiere blanche, composée en partie par les

deux qualités lumineuses bleu et rouge clair.

2-4. Etude de la région promotrice du gene RhEXP
Nos résultats montrant que 1’expression génique de RAEXP varie en fonction des
conditions d’éclairement, nous nous sommes intéressés aux éléments de réponse présents dans
la région promotrice du gene, et notamment aux éléments de réponse a la lumiere.
La réaction de Genome Walking nous a permis d’obtenir une partie de la région
promotrice du gene RAEXP (1,915 kb): celle-ci est représentée Figure 63. L’¢tude du

promoteur a débuté par une analyse informatique a 1’aide du programme PLACE
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(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/index.html). Cette analyse a mis en <¢&vidence de
nombreux éléments cis-régulateurs potentiels, parmi lesquels de nombreux éléments de
réponse a la lumicre. Ceux-ci sont représentés graphiquement sur la Figure 64 et leurs roles
sont répertoriés dans le Tableau X.

Une séquence identifiée comme un motif TATA a été trouvée 74 pb avant I’ATG (motif
TTATTT, souligné sur la Figure 63. Vingt-quatre motifs GATA appartenant a la famille des
‘Light-Responsive Element’ (LRE) ont été identifiés sur la séquence promotrice de RAEXP.
Quatorze se trouvent sur le brin négatif et dix sur le brin positif.

D’autres LRE ont également été identifiés : dix-neuf motifs GT-1 consensus et huit motifs
IBOXCORE, dont les séquences respectives sont GRWAAW et GATAA. Ces motifs sont a la
fois présents sur les brins négatif et positif.

Enfin, deux motifs supplémentaires, chacun étant identifié une seule fois sur le brin
négatif, ont été mis en évidence : le motif REALPHALGLHCB21, dont la séquence est
AACCAA, et le motif SORLIPZAT, dont la séquence est GGGCC.

3. Discussion

3-1. L’obscurité inhibe la croissance des jeunes feuilles préformées en limitant
I’élongation cellulaire

Nous avons montré précédemment que le débourrement des bourgeons n’avait pas lieu a
I’obscurité, chez six variétés de rosiers de jardin, et qu’il n’y avait pas de production de
nouveaux organes au sein du méristéme (Chapitre I). Afin d’observer ce qu’il en était de la
croissance des jeunes feuilles préformées, la croissance des trois premieres feuilles
assimilatrices du bourgeon (F1, F2 et F3) a été mesurée au cours du temps, en présence de
lumiére blanche (200 pmol.m™.s™, 16h/24h) ou a I’obscurité (Figure 54). Les résultats
montrent que, pendant les vingt-quatre premieres heures suivant la décapitation, la croissance
des jeunes feuilles est observée aussi bien en présence de lumiere qu’a 1’obscurité. Puis, alors
que la croissance s’accentue en présence de lumiere, elle est fortement inhibée a 1’obscurité.
Une telle réduction de 1’expansion du limbe foliaire est décrite pour les feuilles épanouies
d’Arabidopsis thaliana placées a I’obscurité. En effet, ces derni¢res présentent un syndrome

d’évitement de 1’ombre pour lequel il est décrit une réduction de I’expansion du limbe foliaire
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(Reed et al., 1993 ; Kozuka et al., 2005 ; Tsukaya, 2005). Cette croissance réduite pourrait
étre en partie expliquée par une réduction de 1’élongation cellulaire. Aussi, ce processus a été
observé au sein de la premiere feuille assimilatrice (F1), aprés 7 jours de lumiére ou
d’obscurité (Figure 55). Que ce soit dans la partie basale ou dans la partie apicale de la jeune
feuille, la taille moyenne des cellules est plus importante en présence de lumicre qu’a
I’obscurité¢ (Tableau IX). Ainsi, a [’obscurité, 1’inhibition de 1’élongation cellulaire,
considérée par certains auteurs comme la force motrice nécessaire a la croissance (Foard,
1971 ; Grandjean et al., 2004), pourrait €tre I’origine de 1’absence de débourrement du
bourgeon.

A notre connaissance, un tel photocontrdle de 1’élongation cellulaire n’a jamais été mis en
évidence au sein d’une feuille encore non épanouie. Ceci souleve une nouvelle fois le
questionnement sur la transduction du signal lumineux pergu a la surface du bourgeon vers les

jeunes feuilles enfouies sous les écailles.

3-2. Etude de D’expression génique d’une expansine de rosier et de son
photocontrole au cours du débourrement

Comme nous venons de le montrer, la croissance des primordia foliaires lors du
débourrement des bourgeons chez le rosier semble étre conditionnée par les élongations
cellulaires (Figures 54 et 55, Tableau IX). On peut s’interroger sur le contréle moléculaire de
ce processus. A notre connaissance, aucune ¢tude n’a été réalisée chez les bourgeons, la
plupart des études portant en effet sur le photocontrole de 1’élongation cellulaire au sein de
I’hypocotyle et des cotylédons lors de la germination (4vena sativa L., Cosgrove & Li, 1993 ;
Solanum lycopersicum, Caderas et al., 2000 ; Datura ferox L., Mella et al., 2004). Afin
d’étudier plus en détail ce processus, nous nous sommes intéressés a des protéines impliquées
dans le relachement de la paroi cellulaire : les expansines (Cosgrove, 2005). L’implication de
I’expansine 10 dans la morphogenése foliaire ayant été mis en évidence (Arabidopsis
thaliana, Cho & Cosgrove, 2000), c’est cette isoforme qui a été choisie pour étre clonée chez

Rosa hybrida ‘Radrazz’, puis pour étre étudiée au cours du débourrement.

3-2-1. Clonage d’une expansine chez Rosa hybrida ‘Radrazz’

Un fragment de 290 pb a pu étre cloné. Son alignement avec d’autres séquences
nucléotidiques (Figure 56) indique qu’il existe de trés fortes homologies avec d’autres

expansines d’Arabidopsis thaliana, dont 1’expansine 10 utilisée pour définir les amorces
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dégénérées, et d’autres expansines de Rosacées (genres Prunus et Malus). Cette proximité
génétique a également mise en évidence sur I’arbre phylogénétique réalisé a partir de
plusieurs séquences nucléotidiques codant des expansines (Figure 57). Cependant, bien que
nous nous soyons basés sur I’expansine 10 pour cloner le géne RAEXP, celui-ci est plus
proche d’autres isoformes (3 et 4). Ainsi, il semblerait que plusieurs expansines seraient
impliquées dans 1’activité organogénique du méristéme.

La séquence protéique correspondante a été alignée avec d’autres expansines (Figure 58)
et certaines caractéristiques des o-expansines ont pu étre, en partie, mises en évidence
(Sampedro & Cosgrove, 2005). On note ainsi la présence de six résidus cystéines sur les huit
attendus (positions 56, 84, 87, 92, 101 et 116, Figure 58). Le motif conservé His-Phe-Asp (ou
signature HFD), ainsi que les quatre résidus tryptophane conservés, ne sont pas retrouvés du
fait de la trop faible longueur de la séquence.

L’ensemble de ces éléments suggerent fortement que le fragment cloné code bien une
expansine. C’est donc a partir de cette séquence d’a-expansine de rosier, nommée RhEXP,
que des amorces spécifiques ont été¢ définies afin d’étudier le profil d’expression du gene au

sein de différents organes et au cours du débourrement.

3-2-2. [Etude de I’expression génique de RAEXP au sein de différents organes

La mise en évidence de I’expression génique de RAEXP au sein de différents organes de
Rosa hybrida ‘Radrazz’ indique que cette expansine n’est pas spécifique d’un organe
particulier. En effet, RAEXP a été détecté au sein des racines, des étamines, des pétales, des
feuilles, des nceuds et des bourgeons (Figure 59). Au sein méme du bourgeon, RAEXP est
exprim¢ a la fois au niveau des primordia foliaires et au niveau du méristéme (Figure 60), ce
qui suggérerait que cette expansine pourrait participer a la fois a ’activité organogénique du
méristeéme et a la morphogenese des primordia foliaires. Ce résultat conforte les observations
de Pien et al. (2001) concernant la protéine CsEXPAI1 qui, induite par application de
tétracycline sur des apex ou des feuilles de tabac (Nicotiana tabacum) transformé, favorise
I’initiation d’un primordium foliaire ou modifie la morphogenese foliaire. Il semblerait donc
que les différentes isoformes d’expansines existantes aient un role similaire, a savoir favoriser
le relachement des parois cellulaires pour permettre 1’élongation cellulaire. Cependant, il est
intéressant de noter que certaines isoformes d’expansines ne sont exprimées qu’a un stage de
développement de donné : ainsi, le géne RHEXPAI, détecté dans tous les organes floraux,
n’est fortement exprimé qu’au moment de la période précédant I’abscission des pétales (Rosa

bourboniana, Sane et al., 2007).
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3-2-3. [Etude du photocontrole de I’expression génique de RAEXP au cours du
débourrement

Plusieurs travaux ont mis en évidence une stimulation de 1’expression génique
d’expansines par la lumicre (Solanum lycopersicum, Caderas et al., 2000 ; Arabidopsis
thaliana : Ma et al., 2005 ; Lopez-Juez et al., 2008). Cependant, ce photocontrdle est
dépendant de 1’organe étudié et il est donc impossible de généraliser ces résultats a I’ensemble
des organes de la plante. Au sein du bourgeon de rosier, 1’analyse par RT-PCR quantitative en
temps réel a permis la mise en évidence du photocontrole de I’expression génique de RhEXP
au cours du débourrement (Figure 61). En effet, dés 24 h aprés décapitation, alors que
I’expression génique est constante en présence de lumiere, une forte diminution de celle-ci est
observée a I’obscurité. Ceci est en adéquation avec la croissance réduite des jeunes feuilles
préformées et les élongations cellulaires limitées a 1’obscurité (Figures 54 et 55, Tableau IX),
mais également avec 1’absence d’activité organogénique au sein du méristéme observée a
I’obscurité (Figure 38). Cependant, a I’obscurité, nous avons pu noter une faible croissance
des jeunes feuilles préformées dans les 24 premicres heures suivant la décapitation (Figure
54), ce qui suggere une élongation cellulaire favorisée. Plusieurs études indiquent que, de
manicre générale, 1’activité des expansines est corrélée a leur expression génique. La synthese
ou Dlactivité de ces protéines dépendent donc de contrdles transcriptionnels tels que ceux
exercés par les phytohormones (Cho & Cosgrove, 2004) ou les facteurs environnementaux
comme la lumiere (Caderas et al., 2000 ; Lee & Kende, 2001). Dans notre cas, 1’expression
génique de RhEXP apres 24 h d’obscurité est trés fortement diminuée (Figure 61). 11 est donc
probable que la croissance ayant lieu pendant ce laps de temps soit permise via le pool de
protéines présentes au sein de la jeune feuille préformée. Par la suite, la croissance et
I’élongation cellulaire seraient limitées par le turn-over des protéines.

L’impact de I’intensité lumineuse et de la qualité lumineuse a également été observé sur
I’expression génique de RAEXP (Figure 62). Il est surprenant d’observer que 1’expression
génique est plus fortement stimulée pour des intensités lumineuses faibles et moyennes que
pour des fortes intensités lumineuses (Figure 62A). Nous avions précédemment observé une
telle régulation pour ’expression génique de I’/4V et de la SUSY (Figures 51 et 52). Dans le
cas de I’expansine, aucune donnée bibliographique ne rapporte, a notre connaissance, une
telle régulation. Bien que la différence de stimulation soit faible (facteur 0,5), on peut
s’interroger sur son rdle. On peut supposer que, sous des conditions lumineuses ou I’intensité

est plus faible, une quantité plus importante de protéines est nécessaire pour favoriser
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1’élongation cellulaire et la croissance. On peut également penser que cette augmentation de
I’expression génique aurait lieu pour répondre a un turn-over plus rapide sous des faibles
intensités lumineuses. Concernant I’impact de la qualité lumineuse, la lumiere bleue stimule
I’expression génique au méme niveau que la lumiere blanche (Figure 62B). Au contraire, la
lumiére rouge clair entraine une diminution de 1’expression génique de RAEXP. L’étude de
I’expression de plusieurs génes codants des expansines chez Stellaria longipes a révélé que
les qualités lumineuses régulaient différemment les expressions géniques des expansines
considérées (Sasidharan et al., 2008). Les auteurs suggerent alors que les nombreuses
isoformes d’expansines existent chez les plantes et permettent de se compléter pour favoriser
1’élongation cellulaire. Ainsi, on peut supposer, dans notre cas, que le géne RAEXP n’est pas
celui qui permet la stimulation principale de la croissance observée sous lumiere Rc (Figure

42B) et qu’un autre géne codant une autre expansine intervient sous lumiere Rc.

3-3. Le promoteur du géne RhEXP présente de nombreuses boites de réponse a
la lumiére

Le photocontrdle du géne RAEXP a été mis en évidence au cours du débourrement (Figure
61). Alors que la stimulation de 1’expression est constante a la lumiere, elle est fortement
diminuée a ’obscurité. On peut d’interroger sur la signification de cette diminution : s’agit-il
d’une absence de stimulation ou d’une répression ? Afin de tenter de répondre a cette
question, nous nous sommes intéressés au promoteur du géne RAEXP et aux différentes boites
de régulation qu’il possede. La réaction de Genome Walking nous a permis d’obtenir une
séquence promotrice de 1,915 kb (Figure 63). L’analyse grace au logiciel PLACE a fourni de
nombreuses boites de régulation et nous nous sommes principalement intéressés aux éléments
de réponse a la lumiere (Figure 64, Tableau X). En effet, les promoteurs régulés par la lumiére
ont été¢ fortement étudiés et des comparaisons de séquences promotrices ont permis
I’identification de nombreux éléments régulateurs importants dans la réponse a la lumiere
(Terzaghi & Cashmore, 1995). Nos résultats indiquent la présence de six boites de régulation
différentes, dont trois sont retrouvées fréquemment tout au long de la séquence promotrice : la

GATADbox, la GT-1 consensus et la IBOXCORE.
La présence de la GATAbox a été montrée au sein des promoteurs des génes surexprimés
en présence de lumiére, notamment chez les génes rbcs et cab (Lam & Chua, 1989 ; Gilmartin
et al., 1990 ; Arguello-Astorga & Herrera-Estrella, 1998). Récemment, il a ét¢ montré que les

facteurs de transcription GATA, des protéines de type doigt de zinc se fixant aux GATAbox,
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étaient eux-mémes induits par la lumiere (Naito et al., 2007) mais dont le réle in vivo n’a pas
été clairement établi (Reyes ef al., 2004). Cependant, il semblerait que certains de ces facteurs
jouent un réle dans la régulation de I’élongation cellulaire. En effet, I’élongation cellulaire est
plus importante chez les mutants d’Arabidopsis thaliana sur-exprimant la protéine GATA2S5
(Shikata et al., 2004). Toutes ces données suggerent que la stimulation de 1’élongation
cellulaire observée chez le rosier au cours du débourrement serait en partie provoquée par le
photocontrdle de 1’expansine, dont le promoteur, chez le rosier, contient plusieurs GATAbox
(Figure 64, Tableau X).

Les IBOXCORE sont des séquences présentes dans les promoteurs de genes régulés par la
lumiere et que I’on retrouve a la fois chez les monocotylédones et les dicotylédones (Terzaghi
& Cashmore, 1995). Leur role exact n’a pas été clairement identifié. Cependant, ces
séquences étant fortement présentes au sein des promoteurs de genes régulés par la lumicre,
les auteurs suggerent un role relativement large de régulation de plusieurs processus
physiologiques et biochimiques intervenant dans la croissance et le développement.

Le motif GT-1 consensus, retrouvé dix-neuf fois dans le promoteur de RAEXP, est
également présent dans les promoteurs de genes régulés par la lumiere (Terzaghi &
Cashmore, 1995 ; Villain et al.,, 1996) et constitue le site de liaison du facteur GT-1
participant a la stabilisation du complexe d’initiation de la transcription (Le Gourrierec et al.,
1999).

II n’existe que peu de données dans la bibliographie concernant les trois autres domaines
de régulations identifiés : CIACADIAN LEHLC, REALPHALGLHCB21 (ou REa) et
SORLIPZAT. Ces trois éléments de régulation semblent intervenir dans la réponse a la voie
de signalisation de la lumicre par le phytochrome et permettraient une stimulation de
I’expression du gene cible (Degenhardt & Tobin, 1996 ; Piechulla et al., 1998 ; Hudson &
Quail, 2003). Ces ¢éléments cis-régulateurs pourraient participer lors de la stimulation de
I’expression génique de RAEXP sous lumiere rouge clair (Figure 62B).

Il est intéressant de remarquer que, bien que des boites de réponse spécifiques des
cryptochromes existent (Kleine et al., 2007), aucune n’est retrouvée dans le promoteur de
RhEXP. On peut ainsi se demander de quelle fagon la lumiere bleue peut stimuler I’expression
génique de RAEXP (Figure 61B). On peut alors penser que les phytochromes sont
suffisamment actifs sous lumicre bleue pour stimuler I’expression du gene.

L’ensemble de ces éléments de régulation impliqués dans la réponse a la lumicre et
présents au sein du promoteur du géne RAZEXP expliquent que les expansines soient fortement

régulées par la lumiere. La lumicre stimulerait I’expression du geéne et, au contraire, une
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absence de stimulation aurait lieu a 1’obscurité, expliquant ainsi la diminution d’expression
9

génique observée (Figure 61).

Pour conclure, I’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre indique que la lumicre
exerce un fort impact sur la croissance des primordia foliaires en favorisant 1’élongation
cellulaire via la stimulation de I’expression génique de RAEXP, géne codant une expansine et
s’exprimant a la fois au sein du méristéme et des primordia foliaires, protéine intervenant
directement dans le relachement des parois cellulaires. Au contraire, a 1’obscurité,
I’expression génique est diminuée et la croissance des primordia foliaires est réduite,
empéchant ainsi le débourrement. On peut s’interroger sur la voie de signalisation de la
lumicre conduisant a la modulation de I’expression génique de RAEXP. Les éléments de
régulation identifiés dans le promoteur de ce gene laissent penser que la cascade de
signalisation dépendante des phytochromes intervient. Cependant, des études supplémentaires

seraient nécessaires pour le confirmer.
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Les recherches sur la photomorphogenése tentent de comprendre les mécanismes qui
permettent aux plantes, organismes immobiles, de s’adapter et de répondre aux changements
de leur environnement lumineux, par le déclenchement de processus développementaux
adaptés. Les réponses photomorphogéniques essentiellement étudices par les laboratoires sont
le dé-étiolement de I’hypocotyle (Tepperman et al., 2004) et I’induction florale (Cerdan &
Chory, 2003). Le bon déroulement de ces processus est en effet crucial pour
I’accomplissement, respectivement, de la germination et de la floraison, phases de
développement qui conditionnent fortement le rendement des plantes cultivées. Pour ces deux
processus, de nombreux maillons de la chaine de transduction du signal lumineux ont été
identifiés (Jiao et al., 2007) ainsi que des interactions avec d’autres voies de signalisation

(Penfield et al., 2005 ; Oh et al., 2006, 2007 ; Nagashima et al., 2008).

Le photocontrdle du débourrement des bourgeons, bien qu’il participe a toute la
construction de I’appareil aérien a, au contraire et de manicre étonnante, été treés peu étudié.
L’essentiel des travaux dans ce domaine rapporte la réponse macroscopique ou « plante-
entiere » aux changements de 1’environnement lumineux : pourcentage de débourrement,
¢longation des rameaux produits, accumulation de matiere fraiche, etc (Bredmose, 1997,
1998 ; Kim & Lee, 2002 ; Niinemets & Lukjanova, 2003 ; Molmann et al., 2006 ; Muleo &
Morini, 2006, 2008). Ces résultats donnent des indications importantes quant a la conduite de
plantes cultivées, notamment concernant la densité optimale de culture : celle-ci, en modulant
la qualité et I’intensité de la lumiere au sein de la culture, a en effet un impact majeur sur la
capacité¢ de tallage des céréales (Barnes & Bugbee, 1992 ; Evers et al, 2006), ou la
production de troncs peu ramifiés chez les espéces forestieres (Devlin et al., 2007). Au regard
de ces travaux macroscopiques, il n’existe toutefois que peu de recherches sur la
compréhension des mécanismes sous-jacents. De ce fait, toute perspective d’application des
connaissances moléculaires: sélection assistée par marqueur, production de mutants... dans
I’amélioration de 1’architecture des plantes au travers de la manipulation du photocontréle du

débourrement est, pour le moment, compromise.

Dans ce contexte, les objectifs de notre travail étaient doubles : d’une part, apporter des
connaissances sur les processus régissant la photorégulation du débourrement ; d’autre part,
évaluer le potentiel de la manipulation de ce facteur environnemental dans la modulation de la

construction architecturale de la plante entiére. Ces travaux appliqués aux plantes

123



DISCUSSION GENERALE

ornementales telles le rosier pourront ainsi contribuer a 1’élaboration d’itinéraires culturaux

nouveaux visant a modifier la forme de ces plantes, voire leur qualité esthétique.

Les travaux pionniers de Khayat & Zieslin (1982) montrant le besoin absolu de lumicre
des bourgeons basaux d’un rosier-fleur coupée suggéraient un intérét particulier a étudier le
photocontrole du débourrement chez cette espéce. Ils appelaient aussi a de nécessaires
approfondissements : peut-on généraliser cette réponse au genre Rosa ? A d’autres genres ?
Quelles sont les bandes du spectre lumineux controlant le débourrement ? Quels en sont les
photorécepteurs et les voies de signalisation empruntées ? Enfin, quels sont les processus du
débourrement photo-modulés ? C’est a ces questions que nous avons tenté¢ de répondre au

cours de ces recherches.

Nos travaux ont confirmé le besoin absolu en lumiére des bourgeons de rosiers pour
produire un débourrement et montré que ce photocontrdle s’exerce sur au moins deux de ses
composantes, 1.e. la croissance des jeunes feuilles préformées et I’activité organogénique du
méristeme apical caulinaire. La lumicre agirait en modulant le métabolisme glucidique, les
flux hydriques et 1’élongation cellulaire. Nous discutons ci-dessous ces résultats et esquissons,

en conclusion un modele du photocontréle du débourrement.

e Des voies dépendante et indépendante de la lumiére controlent le débourrement
des bourgeons chez les plantes

Placés a 1’obscurité, les bourgeons de peuplier (Populus tremula x Populus
tremuloides L.), tomate (Solanum lycopersicum L. ‘Tresor’ hybrid F1) et Arabidopsis
thaliana débourrent et produisent des rameaux secondaires. Au contraire, les bourgeons de
rosier sont totalement inhibés et requierent une source lumineuse (méme faible puisqu’une
irradiance de 2 pmol.m™.s™ est suffisante) pour débourrer. Bien que le nombre d’espéces que
nous ayons testées soit restreint, il apparait clairement qu’il existe deux groupes chez les
plantes : les plantes ayant un besoin absolu de lumiere pour le débourrement et les plantes
indifférentes. Ce résultat est original et n’est pas sans rappeler les catégories de plantes
photosensibles ou non lors de la germination ou de la floraison (Chory ef al, 1996 ;

Finkelstein et al., 2008).
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Afin d’étayer plus fortement notre observation, il serait utile d’élargir I’expérience a des
genres plus nombreux, mais aussi de vérifier si le photocontrole observé dans le genre Rosa

n’est pas une caractéristique étendue dans la famille des Rosacées.

D’un point de vue moléculaire, si ’on se référe aux voies de contrdle connues du
débourrement (endo-, para- et éco-dormances), il apparait alors nécessaire d’ajouter au sein
des éco-dormances, ce besoin absolu de lumiere. En effet, méme si I’on considere que
I’obscurité permanente n’est pas une condition rencontrée dans la nature pour les bourgeons,
I’absence totale de débourrement et des processus qui 1’accompagnent (croissance,
organogenese, métabolismes...), comme nous 1’avons montré chez le rosier, souligne
I’importance majeure du facteur lumineux dans le contrdle du débourrement et suggere un
controle amont de la lumiere sur les processus physiologiques mis en ceuvre dans le
débourrement.

Pour d’autres especes comme le peuplier (Populus tremula x Populus tremuloides L.), la
tomate (Solanum Ilycopersicum L. ‘Tresor’ hybrid F1) et Arabidopsis thaliana, le
débourrement emprunterait une voie indépendante de la lumiere. Il apparait alors intéressant
de comparer cette voie avec la voie-dépendante pour identifier les chainons communs et
distincts qui conduisent au débourrement. Ce type d’étude est beaucoup plus avancé pour ce
qui concerne la germination et la floraison, et les résultats obtenus peuvent certainement offrir
des pistes intéressantes pour I’étude du débourrement. Dans le cas des graines a
photosensibilité positive (germination a la lumiere), les formes actives des phytochromes Pfr
stimuleraient I’hydrolyse des parois des cellules de I’albumen, via I’action des gibbérellines
(Arana et al., 2006). De maniére intéressante, chez des especes a photosensibilité négative
(germination a I’obscurité, inhibition a la lumiére), la présence d’un stock préexistant de
formes actives des phytochromes au sein de la graine, suffirait a déclencher la germination a
I’obscurité (Taylorson, 1991). L’irradiation par des pulses de lumicre Rs, en provoquant la
conversion des formes Pfr en formes inactives Pr, inhibe la germination, prouvant ainsi
I’existence d’un photocontrdle par les phytochromes chez ces espéces a photosensibilité
négative (Shichijo et al., 2005). On peut alors se demander si la présence d’un méme stock de
photorécepteurs préexistant a la surface des bourgeons existerait chez les especes capables de
débourrer a 1’obscurité. La disponibilité d’anticorps contre certains photorécepteurs rend

possible ce genre d’investigations (Hisada et al., 2000).
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e Un transport a courte distance du signal lumineux dans le photocontrole du
débourrement ?

Nos expériences de masquage ont démontré que le bourgeon de rosier lui-méme percevait
la lumiere nécessaire a son débourrement. Il n’y aurait pas, dans le cas de cette réponse
photomorphogénique, de transport a longue distance du signal lumineux comme celui décrit
pour le dé-étiolement de 1’hypocotyle entre les cotylédons et I’hypocotyle chez le concombre
(Cucumis sativus, Black & Shuttleworth, 1974), pour 1’évitement de I’ombre entre les feuilles
et la tige chez la moutarde (Sinapis alba : Morgan et al., 1980 ; Casal & Smith, 1988) ou lors
de I’induction florale, entre le mésophylle et le méristétme apical d’Arabidopsis thaliana
(Endo et al., 2005). Aucune autre étude n’a, a ce jour, adressé cette question pour le
débourrement des bourgeons. L’hypothése parfois avancée confere aux feuilles le role
d’organes récepteurs comme pour les autres processus photomorphogéniques, mais sans
démonstration expérimentale (Bou-Torrent ef al., 2008). Il faut toutefois étre prudent dans la
généralisation d’une réponse a courte distance dans le photocontrole du débourrement : en
effet, il a aussi été¢ montré des réponses a courte distance chez certaines especes dans le cas de
I’évitement de 1I’ombre (Vigna sinensis L. : Lecharny & Jacques, 1980, Garcia-Martinez ef al.,
1987 ; Glycine max, Buck & Vince-Prue, 1985). Des expériences similaires a celles que nous
avons menées chez le rosier devront étre conduites chez d’autres espéces et genres avant de
conclure. Par ailleurs, nos expériences ayant été menées sur des plantes défoliées, le role des
feuilles n’a pas été étudié : si la perception de la lumiere par le bourgeon a bien été¢ démontrée
dans nos travaux, un roéle secondaire des feuilles dans la modulation du photocontrdle du
débourrement ne peut étre exclu pour le moment.

Nous avons pu mettre en évidence, qu’en présence de lumiere, deux des composantes-clés
du débourrement, i.e. la croissance des jeunes feuilles préformées et ’activité organogénique
du méristéme, étaient stimulées. On peut s’interroger sur la maniére dont le signal lumineux
est transporté depuis la surface réceptrice du bourgeon jusqu’aux organes plus internes que
sont les jeunes feuilles et le méristeme. Les écailles périphériques et chlorophylliennes du
bourgeon jouent-elles un role clé dans la perception de la lumiere? Au coté
d’immunolocalisation des photorécepteurs, des expériences d’ablation — tout ou partie — des
¢cailles comme celles menées sur I’épicotyle de Vigna sinensis L. (Garcia-Martinez et al.,
1987 ; Martinez-Garcia & Garcia-Martinez, 1992) pourraient permettre de déterminer leur
role dans la perception et la transduction du signal lumineux.

On peut s’interroger sur la nature des signaux existants entre les écailles et les jeunes

feuilles préformées ou le méristtme. Aucune donnée bibliographique n’a, a ce jour, mis en
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évidence le ou les signaux permettant l'arrivée dans le bourgeon, des flux d’eau et de sucres
que nous avons constatés. Chez les graines photosensibles telles que la laitue (Lactuca sativa
L.) ou Arabidopsis thaliana, la voie de signalisation de la lumiere pergue par les
phytochromes favorise la germination en régulant les teneurs en gibbérellines (Toyomasu et
al., 1994 ; Seo et al., 2006, 2009 ; Oh et al., 2007). 1l a ainsi été émis 1’hypothése que les
gibbérellines, ou 1’'un des précurseurs dans la voie de biosynthése de ces hormones,
constituerait 1’élément mobile qui conduirait a I’induction de la germination (Garcia-Martinez
et al., 1987 ; Penfield et al., 2005 ; Oh et al., 2006, 2007). Un parallele pourrait €tre fait avec
le débourrement du bourgeon puisqu’il a été montré que les gibbérellines régulaient dans
d'autres systémes biologiques, le métabolisme glucidique (dégradation de I’amidon : Gubler et
al., 1995 ; Kaneko et al., 2002 ; Kim et al., 2005 ; régulation de I’expression génique d’un
transporteur de saccharose : Chincinska ef al.,, 2008), ainsi que 1’élongation cellulaire
(régulation de I’expression génique d’expansines : Arana et al., 2006 ; de Lucas ef al., 2008),
I’activité méristématique et I’initiation des primordia foliaires chez Arabidopsis thaliana (Hay
et al., 2002), soit autant de mécanismes dont nous avons montré la photorégulation au cours
du débourrement. On peut donc penser que suite a la perception de la lumicre par les écailles,
un signal tel que les gibbérellines serait transmis au méristeme apical et aux primordia

foliaires, afin de favoriser leur croissance.

e Implication d’un ou plusieurs types de photorécepteurs dans le photocontroéle

du débourrement ?

Du fait du peu de recherches menées sur le sujet, 1’identification des photorécepteurs
impliqués dans le photocontrole du débourrement chez les végétaux est une question qui reste
entiere. Chez le rosier, en étudiant I’'impact de différentes intensités et qualités lumineuses
(Rc, Rs, bleu) sur les composantes du débourrement, ainsi que sur des expressions géniques,
nous pouvons avancer quelques hypotheses :

- La réaction réversible ‘stimulation du débourrement sous Rc et inhibition sous Rs’
que nous avons observée chez Rosa hybrida ‘Radrazz’ est caractéristique d’un photocontrole
par les phytochromes (Nagy & Schafer, 2002 ; Rockwell et al., 2006). Nos résultats sur la
réponse des bourgeons au gradient d’intensité lumineuse iraient aussi dans ce sens. En effet, il
a été montré que davantage de la forme active des phytochromes, Pfr, s’accumulait dans les
cellules végétales lorsque I’irradiance augmentait (Bae & Choi, 2008). La stimulation des
processus morphogéniques (élongation des feuilles préformées, organogenése) du

débourrement ainsi que des expressions géniques de I’/AV, de la SUSY et de RhEXP par des

127



DISCUSSION GENERALE

irradiances croissantes pourrait étre consécutives a 1’accumulation de davantage de formes
actives Pfr dans ces mémes conditions. De méme, le séquencage du promoteur de RAEXP
révele la présence de trois boites régulatrices — CIACADIAN LEHLC,
REALPHALGLHCB21 et SORLIPZAT - impliquées dans d’autres systemes, dans la
signalisation de la lumicre par les phytochromes (Degenhardt & Tobin, 1996 ; Hudson &
Quail, 2003).

- Plusieurs phytochromes existent chez les plantes et sont codés par trois (Oryza
sativa, Ginkgo biloba), quatre (Pinus sp.) ou cinq (Arabidopsis thaliana) génes (Mathews,
2006). Qu’en est-il chez le rosier ? Les différentes formes de phytochromes participent
fréquemment au contrdle des mémes processus photomorphogéniques mais sous des
conditions de lumiere spécifiques : basses ou fortes irradiances, photopériode, longueurs
d’ondes (Bae & Choi, 2008). Alors que, pour des processus photomorphogéniques tels que le
dé-étiolement de I’hypocotyle ou la floraison, on est parvenu a identifier finement le role de
chaque forme et leurs interactions (Franklin ef al, 2003 ; Bae & Choi, 2008) pour le
débourrement, seuls les travaux de Howe et al. (1998) sur peuplier (Poplar sp.) et de Kebrom
et al. (2006) sur sorgho (Sorghum bicolor) donnent quelques indications sur I’implication
d’une des isoformes de phytochromes et mettent en avant le phytochrome B dans la
modulation du débourrement. La disponibilité de mutants de chacune de ces isoformes de
phytochromes chez les espéces modeles (Arabidopsis thaliana, Solanum Ilycopersicum)
pourrait permettre d’approfondir la question assez aisément, si ce n’était 1’absence d’un
photocontrdle fort du débourrement chez ces especes tel que nous 1’avons démontré (Girault
et al., 2008).

- Nous avons montré 1I’impact de la lumiére bleue sur le débourrement et ses composantes.
Ceci suggere I’implication de photorécepteurs de la lumiére bleue dans la transduction de ce
signal. Au nombre de trois : cryptochromes, phototropines et phytochromes, il est difficile de
discriminer leurs rdles respectifs sur la seule base de nos résultats. On peut toutefois noter
I’absence générale de considération de la capacité des phytochromes a percevoir la lumicre
bleue dans la littérature. Est-ce lié aux indications de Lin (2002) sur la faible efficacité de la
lumiére bleue a produire la forme active Pfr ? Un des rares rapports sur le sujet confirme
d’ailleurs que les phytochromes ne sont pas impliqués dans un des processus
photomorphogéniques déclenchés par la lumicre bleue : I’expansion des cotylédons (Ohgishi
et al., 2004). Concernant les phototropines, elles sont souvent désignées comme les
photorécepteurs déclenchant les réponses précoces a la lumiere bleue, laissant ensuite place

aux cryptochromes (Li & Yang, 2007). Elles transmettent ainsi les premiers signaux
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déclenchant I’inhibition de I’élongation de I’hypocotyle lors de la transition obscurité-lumicre
bleue. Le débourrement étant le sicge d’¢longations importantes (jeunes feuilles, entre-

nceuds), la participation des phototropines dans cette photorégulation ne peut étre exclue.

Les cryptochromes sont les autres photorécepteurs majeurs de la lumiere bleue. Depuis
leur identification relativement récente (Ahmad & Cashmore, 1993), leur implication dans les
différents processus photomorphogéniques (floraison, développement racinaire, dé-
étiolement, controle de 1’horloge circadienne...) a été mise en évidence (Li & Yang, 2007).
Aucune donnée n’existe sur leur role dans le débourrement. On notera toutefois qu’ils
participent aussi au controle de 1’élongation des organes (Giliberto et al., 2005) et de la taille
des feuilles (Platten et al., 2005), deux processus majeurs du débourrement. Par ailleurs, les
évidences sont de plus en plus nombreuses dans la littérature d’une interaction forte des
cryptochromes avec les phytochromes dans le contrdle de la photomorphogenese (Hennig et
al., 1999b ; Franklin et al., 2003 ; Facella et al., 2008). Au regard de ces données
bibliographiques et de la forte réponse du débourrement a la lumiere bleue, il semble probable

que les cryptochromes interviennent dans son photocontrole.

e Une ou plusieurs voies de signalisation indépendantes ?

De manic¢re étonnante, des résultats trés similaires ont été obtenus sous lumiére bleue et
Rc : les deux stimulent avec efficacité ’activité organogénique du méristéme et la croissance
des feuilles préformées. Au niveau génique, ceci se traduit aussi par 1’activation de la
transcription des geénes [AV, SUSY et RhEXP par les deux spectres lumineux pris
indépendamment.

Les pousses feuillées obtenues aprés débourrement ne montrent pas d’aberrations dans
leur développement, suggérant que les processus de croissance normalement activés sous
lumiere blanche le sont aussi sous ’un et 1’autre spectre de bandes lumineuses bleue et Rc.
Ceci suggererait une voie de signalisation commune pour le bleu et le Rc dans les
mécanismes controlant le débourrement. Ceci est possible : on sait en effet qu’il existe des
intégrateurs en aval des mécanismes premiers de perception de la lumicre par chaque type de
photorécepteur, intégrateurs qui permettent de déclencher les mémes processus de
photocontrole du développement quelle que soit la qualité de la lumiére incidente (Gyula et
al., 2003). C’est ainsi le cas du géne HYJ5, codant un facteur de transcription de la famille

bZIP (Osterlund et al., 2000 ; Cluis et al., 2004). 11 a été montré que des mutations du geéne
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HY5 chez Arabidopsis thaliana, entrainaient des défauts de I’inhibition de 1’élongation de
I’hypocotyle dans toutes les conditions lumineuses, suggérant ainsi que HY5 agissait en aval
des phytochromes, des cryptochromes et des récepteurs des UV-B (Oyama et al., 1997 ; Ang
et al., 1998 ; Ulm et al., 2004). HYS constituerait donc un facteur de transcription au role
central, a I’interface des voies de signalisation découlant de plusieurs photorécepteurs (Jiao et
al., 2007 ; Lee et al., 2007). Joue-t-il un méme roéle dans le photocontréle du débourrement ?
Des recherches nécessitent d’étre lancées dans ce sens. On peut toutefois noter des a présent
qu’il existe une forte similarité entre les processus de dé-étiolement et de débourrement : tous
deux sont réprimés par 1’obscurité et se déclenchent a la lumiére, sans que la qualité de la
lumiere n’apparaisse importante a la réalisation du processus. Ceci se traduit-il par des

similarités dans les voies de signalisation ?

e Métabolisme glucidique, flux d'eau et élongation cellulaire, cibles de la
signalisation par la lumiére

De nombreuses études indépendantes menées chez différentes espéces ont mis en

évidence les roles du métabolisme glucidique, des flux hydriques et de 1’élongation cellulaire

dans le débourrement. Ces trois processus contribuent, ensemble, a la croissance et au

développement qui accompagnent le débourrement. Nos recherches ont montré le controle

qu’exergait le facteur lumineux sur I’expression de ces processus.

- Photocontréle des flux d’eau :

En présence de lumicre, la quantité d’eau augmente fortement au sein du bourgeon des les
premicres vingt-quatre heures suivant la décapitation. Au contraire, a I’obscurité, bien qu’une
légere augmentation soit mesurée aussitot la décapitation, la teneur en eau ne varie plus apres
24 h. Les flux d’eau vers le bourgeon semblent donc étre fortement restreints par 1’absence de
lumiére.

Le role de I’eau au cours du débourrement a été mis en évidence chez différentes especes.
Ainsi, chez le fréne (Fraxinus excelsior L.), les divisions cellulaires sont bloquées lorsque la
teneur en eau est inférieure a 60 % (Cottignies, 1983, 1987). Puis, juste avant le
débourrement, une augmentation rapide de la teneur en eau est observée au sein des
bourgeons (Betula pubescens L., Rinne et al., 1994 ; Prunus persica L.: Monet, 1983 ;
Bonhomme, 1998) : celle-ci permettrait alors la reprise du métabolisme cellulaire, favorisant

ainsi la croissance cellulaire. Chez le rosier, cette réhydratation est observée en présence de
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lumiére mais pas a ’obscurité : on peut alors se demander si le transport de 1’eau jusqu’au
bourgeon est inhibé par I’obscurité. L’eau peut circuler de deux fagons différentes de cellules
en cellules : par simple diffusion a travers les membranes cellulaires ou via les aquaporines.
Ces protéines membranaires facilitent les mouvements d’eau (pour revue, Maurel ef al., 2008)
et sont présentes dans la plupart des tissus, y compris les tissus méristématiques (Brassica
oleracea L. var. botrytis, Barrieu et al., 1998). Les travaux de Yooyongwech et al. (2008),
menés chez les boutons floraux dormants de pécher (Prunus persica L.), montrent une
augmentation du taux de transcrits de deux aquaporines (077P1 et PIP2) lors de la levée
d’endodormance, ce qui semble indiquer que ces deux protéines joueraient un role important
dans la reprise de ’activité cellulaire et la reprise de croissance. Mais qu’en est-il de leur
photorégulation ? Des travaux récents ont montré que certaines isoformes d’aquaporines
¢taient fortement surexprimées en présence de lumicre (Juglans regia L., Cochard et al.,
2007) et que ces protéines €taient en partie responsables de 1’augmentation de la conductivité
hydraulique des feuilles transférées a la lumiere (Helianthus annuus, Nardini et al., 2005 ;
Juglans regia L., Tyree et al., 2005). On peut alors se demander si le flux d'eau observé au

sein des bourgeons exposé a la lumiere est-il conditionné au photocontrdle d'aquaporines.

- Photocontrole du métabolisme glucidique :

Nos résultats indiquent que les expressions des génes codant des enzymes de dégradation
du saccharose, i.e. I'IAV et la SUSY, sont stimulées au sein du bourgeon en présence de
lumiere. De plus, D’activité enzymatique de I’AV suit le profil observé pour 1’expression
génique. L'éclairement offrirait donc des conditions permissives pour une dégradation du
saccharose au sein de I’organe. Cette dégradation se traduit, comme nous 1’avons mesuré, par
une augmentation de la quantité de glucose dans le bourgeon et contribue a fournir 1’énergie
nécessaire a la croissance cellulaire, via la glycolyse, ainsi que les briques élémentaires des

parois en expansion.

Alors qu’a I’obscurité le bourgeon épuise rapidement ses réserves en saccharose, on note
dés 24 h de lumiere, une forte augmentation des quantités de saccharose par bourgeon. S’agit-
il d’une néo-synthese ou d’un transport de saccharose depuis la tige ?

- Dans le cas d’une néo-synthése de saccharose, celui-ci pourrait étre formé suite (1) a la
dégradation de I’amidon ou (2) a partir des monosaccharides (glucose et fructose), présents

dans le bourgeon suite a I’action de la Saccharose-Phosphate Synthase (SPS) et/ou de la
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SUSY. Nos résultats sur les teneurs en amidon au sein des bourgeons laissent penser que la
premicre possibilité est peu envisageable. En effet, une augmentation de la teneur en amidon
au sein des bourgeons est mesurée apres 48 h de lumiere, suggérant une néo-synthése
d’amidon, ce qui irait a I’encontre de I’augmentation de la teneur en saccharose mesurée au
méme instant dans le bourgeon. Concernant la néo-syntheése de saccharose a partir de fructose
et de glucose sous I’action de la SUSY et/ou de la SPS, elle semble également peu probable :
la forte augmentation de la teneur en glucose mesurée dans le bourgeon va a I’encontre d’une
mobilisation de ce sucre pour la formation de saccharose.

- Un transport de saccharose depuis la tige parait au contraire probable, la littérature
montrant que le bourgeon en croissance se comporte comme un organe puits (Tort, 1996 ; Le
Hir et al., 2005). L'augmentation de la teneur en saccharose au sein de la portion de tige sous-
jacente au bourgeon au cours du débourrement va dans ce sens. L'expression ou l'activité des
transporteurs de sucres sont-ils alors sous photocontréle ? Les résultats de la bibliographie
dans d'autres systémes biologiques indiquent que certains transporteurs de sucres, notamment
de saccharose, voient effectivement leur expression génique régulée par la lumiere (Daucus
carota L., Shakya & Sturm, 1998 ; Oryza sativa, Matsukura et al., 2000 ; Arabidopsis
thaliana, Stadler et al., 2003 ; Solanum tuberosum, Chincinska et al., 2008). Des
investigations dans le cadre du débourrement des bourgeons devront étre menées dans ce

sens.

Il est également intéressant de noter la régulation, par les conditions lumineuses, de
I’expression d’un géne lié au métabolisme du sorbitol. Contrairement aux autres genes étudiés
dans ce travail, le géne codant la NAD-SDH est le seul pour lequel I’expression est stimulée a
I’obscurité. Quelle est la signification d'une telle régulation ? La NAD-SDH, permet la
conversion réversible du sorbitol en fructose. Nos dosages d'activité au cours du
débourrement suggerent que 1’enzyme fonctionne plutdt dans le sens d’une synthése de
sorbitol, comme c'est le cas chez le fraisier (Fragaria ananassa), espece génétiquement
proche du rosier, au cours de la maturation de la fraise (Sutsawat et al., 2008). Si tel était le
cas, on peut s’interroger sur le role d’une synthése de sorbitol au sein du bourgeon a
I’obscurité ? L'obscurité permanente telle que nous l'appliquons, est vraisemblablement une
condition trés stressante pour la plante. Or le sorbitol est un sucre-alcool fréquemment associé
dans la littérature a la réponse aux stress. Selon Loescher (1987) et Pommerrenig et al.

(2007), ce sucre contribuerait en conditions de stress a maintenir la pression osmotique

requise pour la survie des cellules. Dans le bourgeon a l'obscurité, le métabolisme du
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saccharose qui joue en conditions permissives, un réle majeur dans la régulation de
I'osmolarité, est fortement inhibé. En retour, les flux d'eau vers le bourgeon sont limités. Le
métabolisme du sorbitol prend-il alors le relai du métabolisme du saccharose afin de réguler
l'osmolarité cellulaire, comme suggéré chez le plantain (Plantago major L.) sous stress salin
(Pommerrenig et al., 2007) ? Ou, comme récemment proposé par Morais de Sousa et al.,
(2008), chez le mais (Zea mays), 1'activit¢ NAD-SDH qui conduit a la production de sorbitol
permet-elle essentiellement de régénérer le NAD', nécessaire au maintien du statut
énergétique de la cellule, au travers de la glycolyse ? Les dosages que nous avons effectués
par HPLC sur les bourgeons de rosier n'ont pas permis de détecter le sorbitol. Sommes-nous
alors plutdt dans le cas, ou de trés faibles variations des teneurs en sorbitol participent a un
role signal de ce sucre, comme pour le tréhalose (Schluepmann ef al., 2003) ? Ceci a été
suggéré chez la tomate (Solanum Ilycopersicum) ou le sorbitol est aussi détecté en faibles
quantités et ou le stress provoqué par ’attaque d’un agent pathogene entraine la stimulation
de I’expression d’un géne codant une NAD-SDH (Ohta et al., 2005). Des investigations
approfondies sur le role du métabolisme du sorbitol dans le photocontréle du débourrement

sont nécessaires pour répondre a ces questions.

- Photocontrole de I’élongation cellulaire :

Le débourrement nécessite la croissance des entre-nceuds et des feuilles préformées et,
chez le rosier, s’accompagne de la néoformation de nouveaux primordia foliaires. Tous ces
processus de croissance sont le fruit de divisions et d’élongations cellulaires. L’élongation
cellulaire est en partie le résultat de l’action des expansines, protéines favorisant le
relachement de la paroi pecto-cellulosique (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995 ; Sampedro
& Cosgrove, 2005). Nous avons montré qu’une expansine RhEXP de type o, s’exprimait dans
le méristéme sensu-stricto et dans les jeunes feuilles, et était fortement photo-régulée au cours
du débourrement. L’expression du géne RAEXP est extrémement réduite a I’obscurité, alors
qu’a la lumiere, son expression est forte tout au long du débourrement. L’analyse du
promoteur a révélé la présence de nombreuses boites de régulation par la lumiere ce qui
explique les fortes variations de la transcription de ce géne observées en fonction des
conditions d’éclairement. Ces résultats montrent donc que le photocontréle du débourrement
passe par la photorégulation de I’expansion pariétale.

Comme souligné précédemment, deux des boites cis-régulatrices identifiées dans le
promoteur de RAEXP sont désignées dans la littérature comme des cibles de la signalisation

par les phytochromes. L’induction de la transcription de RhAEXP par la lumiere Rc va dans ce
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sens. Une expérience complémentaire, que nous devrons mener, sera de vérifier la photo-
réversibilité de cette induction sous lumiere Rs.

Les résultats que nous avons obtenus sur le réle d’une expansine dans la photo-
modulation du débourrement sont originaux. Ils ne sont toutefois pas sans rappeler les
observations faites dans le cadre de la germination des graines. En effet, il a été montré que la
forte croissance du coléoptile d’avoine (4vena sativa L.) a I’obscurité était corrélée a une
sensibilité croissante des parois cellulaires aux expansines (Cosgrove & Li, 1993) et que le
dé-étiolement de 1’hypocotyle d’Arabidopsis thaliana a la lumicre s’accompagnait de la
répression rapide de la transcription d’une B-expansine (Tepperman et al., 2001). En terme de
qualité¢ de lumiere, il a été montré que la lumiere Rc stimulait la transcription de génes
d’expansines dans la graine de datura (Datura ferox L.), en cours de germination et que cet
effet était annulé sous lumicere Rs (Mella et al., 2004). Enfin, chez la tomate (Solanum
lycopersicum), dont la graine germe a 1’obscurité, les transcrits d’une expansine s’accumulent
dans la zone d’émergence de la radicule a 1’obscurité et cette accumulation est inhibée par le
Rs (Chen & Bradford, 2000). 11 est donc tentant d’établir un paralléle entre la photorégulation

de I’expansion cellulaire au cours de la germination et celle du débourrement.

Des avancées nombreuses ont notamment été faites ces derniéres années, et mettent en
avant les interactions entre le contrdle par la lumicre et celui par les gibbérellines dans
I’expansion cellulaire au cours de la germination et du développement de la plantule. Ces
interactions agissent sur la modulation de génes contrdlant 1’expansion pariétale, notamment
d’expansines (Arana et al., 2006 ; de Lucas et al., 2008). Il sera donc trés intéressant a
I’avenir de s’interroger sur une similaire interaction lumiére-gibbérellines-expansines dans le

processus du débourrement.

Par ailleurs, d'autres génes participant a la régulation de l'expansion cellulaire tels ceux
codant les xyloglucan-endotransglycosidases/hydrolases (XTH, Sampedro & Cosgrove,
2005 ; Vissenberg ef al., 2005) présentent une photorégulation (Ma et al., 2001 ; Folta et al.,
2003 ; Sasidharan et al., 2008) et il serait nécessaire d'étendre 1'étude du photocontrdle de

I'élongation cellulaire au cours du débourrement a ces autres genes.
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Ce travail avait pour but d’étudier le photocontréle du débourrement du bourgeon et
d’identifier les processus photorégulés. Plusieurs approches, a différentes échelles, ont été

menées en parallele.

La caractérisation morphologique du débourrement sous différentes conditions lumineuses
(obscurité, intensités et qualités lumineuses) a confirmé le besoin absolu de lumiere pour le
débourrement chez six variétés de rosier appartenant a trois especes. Nous avons démontré
que ce besoin absolu de lumiére n'était pas générique, et qu'une voie indépendante de la
lumicre existait chez les végétaux. Nous avons également pu montrer que le bourgeon était,
I’organe percepteur de la lumiere nécessaire au débourrement. Afin de mieux caractériser
I’influence de la lumicre sur le processus de débourrement, deux de ses composantes-clés, i.e.
I’activité organogénique du méristeme et la croissance des jeunes feuilles préformées, ont fait
I’objet d’études plus approfondies et il a ainsi été observé que ces deux mécanismes étaient
eux-aussi photorégulés.

L’étude de I’état d’hydratation du bourgeon et de la partie de tige sous-jacente a mis en
évidence une bonne corrélation entre la teneur en eau et la capacité de croissance des
bourgeons en présence de lumiere. De la méme facon, nous avons montré que la lumiere
favorisait la mobilisation des réserves glucidiques au sein du bourgeon, en régulant
I’expression génique d’enzymes impliquées dans la dégradation du saccharose, i.e. 'IAV et la
SUSY. 1I a aussi été démontré que la lumicre agissait sur la capacité d’élongation cellulaire
en régulant ’expression génique d'une expansine impliquée dans le relachement de la paroi
cellulaire. La présence de nombreux éléments de réponse a la lumiére dans le promoteur de ce
gene, suggere une voie de signalisation courte entre la perception de la lumicre et la

régulation transcriptionnelle de ce gene.

Ainsi, ’ensemble de nos résultats indiquent que trois des processus du débourrement, i.e.
le métabolisme glucidique, les flux hydriques et [’élongation cellulaire, sont sous
photocontrdle et, qu’ensemble, ils participent a la régulation de la croissance des jeunes
feuilles préformées ainsi qu’a la régulation de 1’activité organogénique du méristéme au cours

du débourrement a la lumiére.
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L'ensemble des résultats obtenus, ainsi que des données bibliographiques sur la
photomorphogenese, permettent alors de proposer un modele du photocontrole du

débourrement (Figure 65).

Selon ce modele, les photorécepteurs (PHY, CRY, et/ou PHOT) présents au sein des
écailles du bourgeon percevraient la lumiére et la ou les voies de signalisation en découlant
permettrai(en)t I’envoi d’un ou de plusieurs signaux vers les organes situés au sein du
bourgeon, i.e. les jeunes feuilles préformées et le méristéme apical caulinaire. Les travaux
menés chez les graines suggerent qu'un de ces signaux pourrait étre de nature hormonale,
notamment une gibbérelline, ou un précurseur (Garcia-Martinez et al., 1987 ; Penfield et al.,
2005 ; Oh et al., 2006, 2007).

Un ensemble de processus physiologiques interdépendants seraient alors induits. Nous
avons pu montrer I’implication, chez le rosier, du métabolisme glucidique, des flux hydriques
et de I’élongation cellulaire dans le débourrement, ainsi que leur photocontrole. La
transduction du signal lumineux provoquerait la dégradation du saccharose présent dans le
bourgeon et stimulerait le transport des réserves en ce sucre de la tige vers le bourgeon.
L'augmentation de la pression osmotique des cellules du bourgeon qui en résulterait,
entrainerait un afflux d’eau dans le bourgeon offrant des conditions physiologiques propices a

la croissance. Une possible photorégulation des aquaporines faciliterait ce processus.

L'augmentation de la turgescence cellulaire ainsi que la photostimulation de genes
impliqués dans le reladchement de la paroi, comme les expansines, enclencheraient le
processus d'élongation cellulaire accompagnant la croissance des feuilles préformées et
l'activité organogénétique du méristeme. En parallele ou consécutivement, la stimulation par
la lumiére d'autres mécanismes de croissance (divisions cellulaires ?) et de différentiation

aboutirait au débourrement.

A Tobscurité, I'absence de stimulation des flux d'eau et de sucres ainsi que de la
dégradation du saccharose ne permettrait pas d'apporter les ressources énergétiques (ATP), les
précurseurs de paroi (UDP-Glucose) et les conditions physiologiques (turgescence cellulaire)
nécessaires au développement. La répression de l'expression de l'expansine et probablement
d'autres génes de la régulation de l'expansion paridtale verrouillerait toute possibilité de
croissance cellulaire. En réponse au stress impos¢ par l'obscurité, le métabolisme du sorbitol

serait enclenché, pour contribuer a la survie cellulaire.
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Le travail que nous avons mené, ouvre de nombreuses perspectives de recherche pour
avancer dans la compréhension des mécanismes du photocontrole du débourrement. En
démontrant le fort impact de la lumiere sur le débourrement chez le rosier, il permet de plus
d’orienter les recherches de ’'UMR SAGAH sur I’impact de ce facteur de I’environnement sur

I’élaboration de 1’architecture de la plante entiére.

Les perspectives d’études envisagées sont les suivantes :

e Etude de la voie de transduction du signal lumineux au cours du
débourrement

Nous avons démontré que le bourgeon est I’organe percepteur de la lumiére utile au
débourrement. C’est donc dans cette entité¢ qu’il faut aller chercher les acteurs de la voie de
signalisation de la lumiére conduisant au débourrement. Chez le rosier, I’absence de mutants
identifiés de photorécepteurs, la difficulté a produire des plantes transgéniques limitent les
outils d’investigation. Toutefois, la réponse absolu au besoin de lumiére obtenu chez cette
espece et toute la caractérisation effectuée au cours de ce travail, encouragent a poursuivre des
travaux chez cette espece. En s’appuyant sur les genes dont nous avons identifiés la
modulation de I’expression par la lumiére, notamment I’expansine RhEXP pour laquelle nous
avons séquencé plus de 1000 pb du promoteur, une approche de type simple hybride puis
double hybride va étre lancée afin d’identifier les facteurs de transcriptions et leurs protéines
partenaires, agissant sur ce gene. Par ailleurs, il serait intéressant d’identifier parmi les boites
putatives de photorégulation séquencées dans le promoteur de RAEXP, les éléments cis-
régulateurs majeurs intervenant dans le photocontrdle de I’expression de ce géne. Des
expériences de délétion sur promoteur associées a des études d’expression transitoire sont
envisagees.

Par ailleurs, des anticorps monoclonaux contre certains photorécepteurs ayant été
synthétisés dans d’autres espeéces (Hisada ef al., 2000), il est envisageable d’étudier leur
réaction croisée avec les photorécepteurs de rosier afin de contribuer a leur localisation dans
le bourgeon et notamment les écailles.

Enfin en s’appuyant sur les especes modeles pour lesquelles on dispose de mutants de
photorécepteurs (arabidopsis, tomate, pois ...) et de puces a ADN, des avancées importantes
peuvent étre obtenues : en effet, méme si ces plantes ne présentent pas un besoin absolu de

\

lumiére pour débourrer, le phénotype d’étiolement des pousses que nous avons observé a
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I’obscurité, prouve que certains processus du débourrement sont sensibles aux conditions de
lumicere. Ainsi, 1’étude phénotypique du débourrement chez des mutants de photorécepteurs,
I’hybridation d’ARN de ces bourgeons sur des puces a ADN de plantes sauvages offrent des
perspectives séduisantes pour I’identification d’autres acteurs de la signalisation de la lumiere

au cours du débourrement.

e Recherche des mécanismes précocement régulés chez le rosier

Les mesures que nous avons effectuées sur le métabolisme glucidique, flux d’eau,
élongation cellulaire montrent des différences significatives que ce soit en terme de teneurs en
métabolites ou eau, d’activités protéiques ou géniques, essentiellement aprés 24 h de
traitements lumineux. Or les données de la bibliographie dans d’autres systemes biologiques
rapportent que le signal lumineux produit des régulations fortes d’activités transcriptionnelles
quelques minutes a heures apres le traitement (Tepperman et al., 2001, 2004 ; Cochard et al.,
2007). I est donc probable que d’autres genes des voies que nous avons étudiées
(métabolisme des sucres, expansion cellulaire) soient plus précocement régulés, de méme que
d’autres mécanismes. Afin de construire la chaine d’événements qui conduit de la perception
par le bourgeon du signal lumineux au débourrement, il est nécessaire d’¢largir nos
recherches a ces régulations précoces. Ce travail a été entamé au cours de cette thése par une
étude sans a priori employant la technique de cDNA-AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). L’étude a été réalisée a partir d’ARNtx de bourgeons de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées, apres décapitation, sous lumiére blanche ou a
I’obscurité pendant 1, 6 ou 10 h. Un peu plus de 1000 produits amplifiés, d’une taille
moyenne d’environ 200 pb, ont montré une expression différentielle en fonction du traitement
lumineux et de sa durée. A I’heure actuelle, prés de 400 produits amplifiés ont été clonés et
séquencés parmi ceux différentiellement exprimés dés 1 h aprés la décapitation. Parmi ces
séquences, des genes codant une B-glucosidase, une UDP-glucose déshydrogénase et une
pectinestérase ont notamment été identifiés. Ces genes interviennent dans la modification de
la paroi pectocellulosique (Brzobohaty et al., 1993 ; Seitz et al., 2000 ; Johansson et al.,
2002 ; Derbyshire et al., 2007) et participent donc a la croissance cellulaire. Ces premiers
résultats confirment le role important de la régulation de l’expansion cellulaire dans le
photocontrdle du débourrement et soulignent sa régulation tres précoce. Ils confortent le choix
de ce processus pour la recherche des acteurs amont de la voie de signalisation de la lumiére

dans le débourrement.
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Ces études moléculaires que nous engageront chez le rosier, seront facilitées par
l'obtention ces prochains mois de plus de 17000 unigenes de rosier (soit environ 50 % du
génome), séquencés dans le cadre d'un projet AIP, mené conjointement par les cing

laboratoires frangais étudiant cette méme espece.

e Etude des flux : eau et sucres

Nos résultats montrent des variations importantes des teneurs en eau et en sucres au sein
des bourgeons, en fonction des conditions lumineuses. Cette eau et ces sucres provenant
vraisemblablement majoritairement de la tige portant le bourgeon, il est alors intéressant de
savoir si les activités de transports associées sont photo-modulées. Des travaux de recherches
ont ét¢ entamés dans ce sens au sein de 1’équipe. Des transporteurs de sucres du rosier ont été
clonés au laboratoire et font 1’objet d’un travail de caractérisation et de suivi de 1’expression
génique au cours du débourrement sous différentes conditions lumineuses (C. Henry, These
2007-2010). Concernant les flux d’eau, des travaux préliminaires ont permis de cloner une
aquaporine de rosier dont I’expression génique semble étre stimulée a la lumiere. Des essais
ont ¢ét¢ menés en collaboration avec le S.C.A.S. (Service Commun d’Analyses
Spectroscopiques de I’Université d’Angers) afin de visualiser I’afflux d’eau et son statut (eau
libre, eau liée) au sein du bourgeon par .LR.M. (Imagerie par Résonance Magnétique). Cette
technique pourra étre envisagée par la suite pour 1’étude fine de 1’alimentation hydrique du

bourgeon au cours du débourrement, et en fonction des conditions lumineuses.

e Photorégulation de la signalisation hormonale au cours du débourrement

Par leurs réles majeurs dans le controle des processus de morphogenese, et de dormances
des bourgeons : endodormance et paradormances - dominance apicale, cartographie de
débourrement le long d'un axe - (Horvath ef al., 2003 ; Booker ef al., 2004 ; Blaskeslee et al.,
2005 ; Stirnberg et al., 2002, 2007 ; Gomez-Roldan et al., 2008 ; Ferguson & Beveridge,
2009) les hormones (auxine, cytokinines, gibbérellines, strigolactones, acide abscissique)
apparaissent comme des acteurs potentiels de premier ordre dans la photorégulation du
débourrement. Plusieurs travaux soulignent d'ailleurs que la signalisation hormonale est

effectivement modifiée par la perception de la lumicre (Folta ef al., 2003 ; Penfield et al.,
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2005 ; Salisbury et al.,, 2007). Nous avons mentionné¢ précédemment le cas de la
photorégulation des gibbérellines (Garcia-Martinez et al., 1987 ; Penfield et al., 2005 ; Oh et
al., 2006, 2007). Des travaux récents suggerent aussi un impact de la lumiere sur les
transporteurs d'auxine (Colon-Carmona et al., 2000 ; Nagashima et al., 2008). Or, il a été
montré que le débourrement d’un bourgeon est conditionné par la diminution de la teneur en
auxine de la tige a proximité de ce bourgeon (Beveridge, 2000), puis par un efflux de I’auxine
contenu par ce bourgeon vers la tige. Selon le récent modele proposé par Ferguson &
Beveridge (2009), cet efflux contribuerait a la vascularisation de la connexion bourgeon—tige,
autorisant 1’alimentation soutenue du bourgeon en nutriments. L’absence de débourrement a
I’obscurité est-elle alors liée a un blocage du transport de 1’auxine ?

Il apparait donc essentiel d'adresser la question de la photorégulation des signalisations
hormonales au cours du débourrement. Ce travail est entamé au sein de 1'équipe au travers une
these sur la photomodulation du métabolisme des gibbérellines au cours du débourrement, et
sera complété par des recherches sur I'impact de la lumiére sur leurs voies de signalisation.
Dans ce cadre, une attention particuliere sera portée a l'interaction lumicre/expansion
cellulaire/gibbérellines.

Parallelement, une étude post-doctorale est menée, qui analyse l'effet de la lumiére sur
I'expression des génes de la voie de synthése et de signalisation des strigolactones sur la
cartographie du débourrement le long d'un axe de rosier.

Enfin, des recherches vont étre entamées sur I’impact de la lumiére sur 1’auxine et son

transport au cours du débourrement.

NB: Les recherches sur la photorégulation des gibbérellines et des strigolactones sont

engagées en collaboration avec I'UMR Genhort.

L'é¢tude cDNA-AFLP décrite plus haut contribuera par ailleurs, sans doute a
I’identification d'acteurs des voies de signalisation hormonale, photorégulés au cours du

débourrement.

e Impact de la lumiére sur I’élaboration de ’architecture de la plante entiére
L’impact de la lumicre sur la capacité de débourrement des bourgeons montré dans ce

travail, suggere que ce facteur de I’environnement va jouer un réle important dans
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I’élaboration de 1’architecture de la plante enticre en modulant la production de rameaux
latéraux. Ceci peut alors avoir des conséquences sur la qualité esthétique de la plante.

Des travaux préliminaires menés au sein de I’équipe, montre en effet que I’intensité et la
qualité¢ de la lumiere incidente module certains paramétre de croissance de la plante adulte
(ramification, longueur d’entre-nceuds...). Afin de quantifier précisément ces effets, deux
theses ont débuté en 2009 sur ces aspects avec pour objectifs principaux, la cartographie de la
lumicre au sein du couvert végétal que constitue une culture de rosier, 1’identification de
parametres de croissance modulés par la lumiere au cours du développement de la plante
ramifiée et 1’élaboration de lois de réponse. Ces lois de réponse alimenteront le modele

structure-fonction du développement du rosier-buisson auquel travaille 1’équipe.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Composition des différents milieux de culture utilisés.

1. Milieu LB
Bactotryptone 10g
Extrait de levure S5g
NacCl 5¢g
Eau distillée gsplL

Le pH est ajusté a 7 avec du NaOH 2N.
Pour un milieu LB/Agar, I’agar bactériologique en poudre est ajouté (15 g.L™).

Le milieu est autoclavé pendant 20 min a 120°C.

L’ampicilline (stérilisée sur filtre 0,22 pm), le X-Gal et 'IPTG (stérilisé sur filtre 0,22 pm) sont

ajoutés apres I’autoclavage du milieu.

2. Milieu SOC

Bactotryptone 2¢g
Extrait de levure 0,5¢g

NaCl 0,05¢
KC1250 mM I mL
MgCI2 10 mM 0,5 mL
Glucose 20 mM 2 mL

Eau distillée qsp 100 mL

Le milieu est stérilisé sur filtre 0,22 pm, aliquoté et conservé a -20°C.
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3. Milieu tampon utilis€ lors de 1’observation des primordia foliaires au microscope

électronique a balayage

Le milieu tampon utilisé est basé sur le milieu de Murashige & Skoog (1962), auquel quelques

modifications ont été apportées.

Concentrations (en mg.mL")
NH,NO; 1650
KNO; 1900
Macroéléments CaCl, 2H,0 440
MgSO, 7 H,O 370
KH,PO, 170
H;BO; 6,2
MnSO,, H,0O 223
ZnS0,, 7TH,0 8,6
Microéléments KI 0,25
Na,MoO,, 2H,0 0,25
CuSO,, 5H,0 0,025
CoCl,, 6H,O 0,025
Acide nicotinique 100
Pyridoxine hydrochloride 100
Vitamines Thiamine hydrochlor.ide 100
Pantothénate de calcium 100
L-cysteine chlorydrate 100
Biotine 10
FeSO, 7 H,0O 27,8
Na, EDTA 37,2
Glucose 40 g.L'1
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ANNEXE 2 : Séquences des oligonucléotides (Eurofins MWG Operon) utilisés pour les RT-
PCR et les RT-PCR quantitatives en temps réel.

1. Amorces utilisées pour les RT-PCR

DENOMINATION SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE
eA01A 5'- ATC CAT TCA TCA CCA CCG ACT ACA -3'
eA01B 5'- GCA TCC TTA CTT GGG GCA GAG A -3'
PUC1 5 GTT TTC CCA GTC ACG AC -3'

PUC2 5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3'
Uexp10.3 5- GGT GG(AT) GC(AT) TGT GG(AT) TAT GG -3'
Lexp10.4 5'- CCA GCT C(GT)G T(GC)A GC(ACT) AT -3'

URhExp20 5- GTG GTG ATG CTT CTG GGA CT -3'
LRhExp12 5'- GCA GAA GTT TGT GGC AGT GA -3'

2. Amorces utilisées pour les RT-PCR quantitatives en temps réel

DENOMINATION SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE EFFICACITES
UEFROq.1 5-TCGTTT TGC TGT GAG GGA CAT G -3'
0,898
LEFROq.2 5'-TTG GTC ACC TTG GCA CCA GAT -3'
UGAPDHROq.5 5'- GGT GGT GCC AAG AAG GTT GTCATC T -3
0,843
LGAPDHROq.6 5'-GTATTC ATG CTC ATT GAC TCC CAC AAC A -3'
U7gEXPRosacl11 5'- GCC AAG GCT ATG GGACTAACAC-3'
1,110
L8gEXPRosacl11 5'- GAG CTC ATAACATGC TCC ACA AGT -3'
UAIROq.4 5'- CGG CCAACCTGT CTG ATC CCTTA -3
0,987
LAIROq.5 5'- GGG TCA CGG AAATCG GTG GTT AAA -3
USUSYROq.6 5'- AAA GAC CCT TCT CAC TGG GAC AAG A -3'
0,995
LSUSYROq.7 5'- CCA GTC AAG GTC AAGAGC CTT TCA -3'
USDHROq.1 5-GTG CTACTC GTC CTG GTG GCAAAGT -3'
0,830
LSDHROgq.2 5'- CGG AAG CTG AAG TAA GTG GGA GAG TCA -3'
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ANNEXES

ANNEXE 3: Séquences des oligonucléotides (Oligold®, Eurogentec) utilisés lors de

P’expérience de cDNA-AFLP.

DENOMINATION

SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE

oligo(dT)3o-AFLP
Eco+0

Eco+1

Mse+0

Mse+2

Msp+0

Msp+2

M13

5-TTTTTT GCA AGC TTG AAT TCG CTyN -3'

5'-CTC GTA GAC TGC GTACCAATT C -3'

5'-CTC GTA GAC TGC GTACCAATT CA-3'
5'-CTC GTA GAC TGC GTACCAATT CC -3
5'-CTC GTA GAC TGC GTACCAATT CG -3'
5'-CTC GTA GAC TGC GTACCAATT CT -3

5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATAA-3'

5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AAA -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AAC -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AAG -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AAT -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA ACA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA ACC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA ACG -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATAACT -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AGA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AGC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AGG -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA AGT -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA ATA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATA ATC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATAATG -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ATAATT -3'

5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG G -3'

5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GAA -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GAC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GAG -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GAT -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GCA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GCC -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GCG -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GCT -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GGA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GGC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GGG -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GGT -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GTA -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGA ACG GTC -3'
5'- GAC GAT GAG TCC TGAACG GTG -3
5'- GAC GAT GAG TCC TGAACG GTT -3

5'- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3'
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Light controls shoot meristem organogenic activity and
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ABSTRACT

Light controls bud burst in many plants, which subsequently
affects their architecture. Nevertheless, very little is known
about this photomorphogenic process. This study ascertains
the effects of light on bud burst and on two of its compo-
nents, i.e. growth of preformed leaves and meristem orga-
nogenesis in six cultivars from three Rosa species (R.
hybrida L., R. chinensis L., R. wichurana L.). Defoliated
plants were severed above the third basal bud and exposed,
either to darkness or to different intensities of white light,
to blue, red or to FR, at constant temperature. Bud bursting
was inhibited in darkness in the six cultivars of Rosa, but
not in Arabidopsis, tomato and poplar plants under the
same condition. In all Rosa cultivars, bud burst, growth of
preformed leaves and meristem organogenesis were trig-
gered by blue and red lights, and extended by increasing
light intensities. FR was inhibitory of bud burst. Partial
shading experiments demonstrated that bud and not stem
was the active site for light perception in bud burst.
Key-words: Axillary bud; leaf development;
photomorphogenesis.

Abbreviations: CRY, cryptochrome; FR, far-red light; PHY,
phytochrome; PPFD, photosynthetic photon flux density;
R, red light; SAM, shoot apical meristem.

INTRODUCTION

Either through its intensity (Bredmose 1997; Bartlett &
Remphrey 1998; Niinemets & Lukjanova 2003; Kawamura
& Takeda 2004; Evers et al. 2006) or its quality (Marks &
Simpson 1999; Ballaré & Casal 2000; Muleo, Morini &
Casano 2001; Heo et al. 2002; Evers et al. 2006) light can
modulate a bud’s capacity to burst. Hence, light can
produce a significant impact upon the shoot branching of
the plant and on its final architecture. Given that photomor-
phogenesis research mainly focuses on processes such as
flowering, shade-avoidance and hypocotyl de-etiolation

Correspondence: N. Leduc. Fax: +33 241735352; e-mail: nathalie.
leduc@univ-angers.fr
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(Nemhauser 2008), little information is available about the
photocontrol of bud burst (Kebrom, Burson & Finlayson
2006).

Preliminary studies on photoreceptor localization in
plants mostly concern dry seeds (Wang, Cordonnier-Pratt &
Pratt 1992), seedlings (McCurdy & Pratt 1986) and leaves
(Moysset et al. 2001), but no study has dealt with the pres-
ence of photoreceptors in buds to date. Shading experi-
ments where parts of plants are darkened can help find
receptive sites for light in some species. For instance, in
Rosa, such an approach prompted the conclusion that the
tip of the growing shoot was an active site (Mor & Halevy
1980). However, no studies were performed on quiescent
buds to determine whether they actually perceive the light
signal directly.

It has been shown that R stimulated bud burst in Disan-
thus cercidifolius, Crateagus oxyacantha, Rhododendron,
Salvia splendens (Marks & Simpson 1999) and Rosa (Mor,
Halevy & Porath 1980) whereas FR was highly inhibitory in
Brassica juncea, Lilium, several grasses (Ballaré & Casal
2000) and Rosa (Healy & Wilkins 1980). The R-FR revers-
ible response in these species (Mor & Halevy 1984), as well
as the reduced-branching habit in PHYB mutants (Reed
et al. 1993; Childs et al. 1997, Kebrom et al. 2006) suggest the
involvement of PHYSs in the transduction of the light signal
during bursting. Until now, no complete study has been
performed in any species to assess the exact role of PHYs
and of other types of photoreceptors in bud burst.

Bud burst is a complex process, involving three compo-
nent mechanisms: (1) the growth of the preformed leaves;
(2) the elongation of their internodes; and (3) the produc-
tion by the SAM of new leaf primordia. The effect of light
on bud burst has been evaluated so far as a global process
(Bredmose 1997; Bartlett & Remphrey 1998; Niinemets &
Lukjanova 2003; Kawamura & Takeda 2004; Evers et al.
2006). No fine dissection of the effect of light on these
component mechanisms has been carried out. However, it is
questionable whether or not light affects each of these pro-
cesses. Addressing such a question should help to uncover
the cellular and molecular mechanisms that are under light
control during bud burst.

In this study, we investigated the impact of light on SAM
organogenic activity and leaf primordia growth within buds,
in order to elucidate the influence of light intensity and
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quality on both these component processes of bud burst.
This study was performed in Rosa sp. in which it had been
previously shown that basal buds of Rosa hybrida ‘Baccara’
shoots displayed an absolute requirement for light to
undergo bursting (Khayat & Zieslin 1982). In the present
work, three species and six varieties of Rosa were used in
order to assess genotypic differences in light responses. We
also compared differences between genera, on the basis of
the response of axillary buds to light in three model species:
Arabidopsis, tomato and poplar. Our results constitute
a first step towards the identification of the regulatory
pathways of light during bud burst.

MATERIALS AND METHODS
Plant material, growth conditions

Six cultivars belonging to three species of Rosa were used in
the experiments: (1) R. chinensis ‘Old blush’; (2) R. hybrida
‘Radrazz’; (3) R. hybrida ‘Meiprille’; (4) R. hybrida ‘Mei-
chibon’; (5) R. hybrida ‘Meiratcan’; and (6) R. wichurana
‘Basye’s thornless’. All cultivars present a bushy shape,
except for R. wichurana Basye’s thornless that has a
creeping growth habit.

Node bearing leaves with five or seven leaflets 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).
Rooting was achieved after a culture of 4 to 5 weeks under
a high hygrometry. Well-rooted cuttings were transferred
into 500 mL pots containing a mixture (70/20/10; v/v/v) of
neutral peat, coco fibres and perlite. Plants were grown in a
greenhouse at 25 = 5 °C. Extra lighting was supplied by
high pressure sodium-vapor lamps below 200 W/m? of
global solar radiation. For R. hybrida Radrazz and R. chin-
ensis Old blush, plant stems were cut 0.5 cm above the third
basal five-leaflet leaf when the apical flower bud had grown
0.5 cm above the terminal leaf. For R. hybrida Meiprille,
Meichibon, Meiratcan — characterized by a longer vegeta-
tive development — and R. wichurana Basye’s thornless —
which does not flower in our greenhouse conditions — plant
stems were cut 0.5 cm above the third basal five-leaflet leaf
when seven to eight true leaves had expanded on the stem.
All leaves on the remaining basal part of the stems were
removed, given that bud development and burst are in cor-
relative interaction with leaves, the intensity of which is
dependent on the leaf area (Le Hir ef al. 2006). This treat-
ment did not impair bud burst (data not shown) but
improved the homogeneity of experimental plant batches.
The burst of the three remaining axillary buds on the stem,
respectively called from top to bottom, distal, medial and
proximal buds, was followed.

In experiments dedicated to the identification of the site
of light perception, the distal bud alone or the full length of
the stem beneath the distal bud was wrapped either in
aluminium foil to ensure total darkness, or in control plants,
with a translucent film to reproduce the same reduction in
air volume around the bud.

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd
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Arabidopsis  thaliana L. (‘Columbia’) and tomato
(Solanum lycopersicum L. “Tresor’ hybrid F1) plants were
grown from seed in peat plugs for the former, and pots
containing peat substrate for the latter. Poplar (Populus
tremula X P. tremuloides L.) were obtained from in vitro
cultures, acclimated in greenhouse and raised in pots.
In A. thaliana, flowering shoots were excised and the
development of the axillary buds from rosette leaves was
monitored. For tomato and poplar plants, some of the upper
parts of the vegetative stems were cut off and all the leaves
removed.

In all cases, stem severing was performed between 1000
and 1200 h.

Light treatments

Upon stem severing, plants were placed in a growth cabinet
(KBW720, Binder, Tuttlingen, Germany, with optional regu-
lation of light intensity), at 23 °C, and subjected to various
light treatments. White light (2, 20, 200 umol M~ s7!) was
produced by Osram L 18W/77 Fluora fluorescent tubes
(Miinchen, Germany), blue light (200 umol M2s™) by
Philips TL-D 18W/18 fluorescent tubes and R
(20 umol M~ s7') by Philips TL-D 18W/15 fluorescent tubes
(Eindhoven, the Netherlands). Note that a photon fluence
rate higher than 20 umol m~2 s™! could not be delivered by the
red tubes. FR (2.7 umol M~ s7!) was obtained from Osram L
18W/77 Fluora fluorescent tubes filtered with Roscolux blue
filter 83 and red filter 27 (Roscolab Ltd, London, UK). The
spectral distribution and the photon fluence rate of the
different light sources were measured with a calibrated
ultraviolet/visible spectrophotometry RAMSES (Trios
GmbH, Oldenburg, Germany) spectroradiometer. Spectral
distributions are shown in Supporting Information. R/FR
ratios were the following: (1) 4.39 for white light; (2) 0.78 for
blue light; (3) 20.27 for R; and (4) 0.25 for FR.

In all experiments, plants were subjected to a 16 h
photoperiod.

Evaluation of bud bursting and leaf growth

Bud bursting and leaf growth outside the buds were
evaluated after 12 d of culture. Depending on the lighting
conditions, sprouted buds displayed either several fully
expanded leaves or only the tip of the first leaf protruding
outside the scales. Buds with at least the tip of the first leaf
visible outside the scales were considered as burst buds.

The number of visible leaves outside bud scales was
counted using a stereo microscope. A note of 0.5 visible leaf
was ascribed to burst bud showing only the tip of the first
leaf outside the scales. A note of 1,2 or 3 was given to burst
buds showing one, two or three fully expanded leaves
outside the bud scales, respectively.

Evaluation of SAM organogenesis

The number of leaf-like organs (scales, young preformed
leaves and leaf primordia) in distal buds was determined
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for three Rosa cultivars — R. wichurana Basye’s thornless,
R. hybrida Meiprille and Radrazz — 7 d after severing. Each
distal bud was dissected through a stereo microscope and
leaf-like organs were removed and counted until only SAM
remained. SAM organogenic activity was also assessed
through histological observations of buds 3 d after stem
severing in R. hybrida Radrazz. Buds were fixed and
included in resin as described in Le Hir et al. (2006). Ten-
micrometer-thick sections were stained with toluidine blue
and observed through a light microscope (Axioskop 2 plus;
Zeiss, Jena, Germany).

Statistical analysis

Results shown are means = SE of at least two separate
experiments. The number of treated plants in each experi-
ment is described in the figures. Significant differences
between treatments were evaluated with the Student’s #-test
(P = 0.001#**, P < 0.01**, P < 0.05%).

RESULTS

Light requirement for bud bursting in several
plant species

When experimental plants from the three Rosa species
and the six cultivars were grown in total darkness, no bud
burst was observed in any of the treated plants (Table 1).
Distal and medial buds swelled upon shoot severing, but
no protrusion of leaves was observed (Figs 1 & 2). On the
contrary, under white light (200 umol m?s™), both distal
buds and medial buds produced a shoot (Table 1, Fig. 1).
When experimental Arabidopsis, tomato and poplar plants
were transferred to darkness, both the distal buds and
the buds situated underneath burst in each of the treated
plants (n=10 at least) as they did under white light

(Fig. 1).
Effect of PPFD on bud bursting in several

varieties of Rosa

In all the studied cultivars,increasing PPFD levels increased
percent bud bursting up to 100% under the highest light

intensity applied (200 umol M~ s, Fig. 2). Surprisingly, bud
burst was triggered in every cultivar by as low a PPFD as
2 umol m? s although this was completely lacking in total
darkness. The lowest light intensities applied revealed the
genotypic differences in the requirement for light. In fact, R.
hybrida Meiprille and Meichibon appeared the most depen-
dent on light intensity with only half of the distal buds being
able to burst under low PPFD (2 umol m~2s7).

Effect of blue, R and FRs on bud burst

When plants were grown under blue or R lighting, bud burst
occurred in both cases in the six cultivars (Table 2). Blue
light was as efficient as white light under the same PPFD
levels (200 umol M2 s71), as high percentages of bud burst
were observed under both light qualities (Table 2). Under R
(20 umol m~2 s71), slightly lower percentages of bud burst
than under white light were observed in five out of six
cultivars (Table 2). R. hybrida Meiprille proved again to be
the most sensitive to light conditions as it was the less
responsive to R (Table 2).

The effect of FR was assessed in R. hybrida Radrazz.
Twenty plants were exposed to a photon flux density of
2.7 umol M2 s of FR for 12 d. No bud burst at all was
observed under FR whereas, under a same intensity of
white light, 83.3% of the distal buds from 30 experimental
plants had grown out after 12 d.

Effect of PPFD on the growth of preformed
leaves out of buds

An analysis was carried out on the effect of PPFD in white
light upon the expansion of preformed leaves out of buds.
An assessment was made in the six cultivars of the number
of visible leaves out of bud scales 12d after severing.
Results depicted in Fig.2 show a clear effect of PPFD
level in all cultivars tested. Under the highest intensity
(200 umol M7 s7"), two to four leaves expanded out of the
scales in all cultivars, whereas under lower intensities (2 and
20 umol M~ s7!), only one leaf was visible. The same pattern
was observed in all cultivars and R. hybrida Meiprille
proved again to be the most light-dependent.

Table 1. Bud burst in six cultivars of Rosa under white light or total darkness, 12 d after stem severing

Light treatment

White light (200 gmol M2 s, 16 h/24 h)

Total darkness (24 h/24 h)

Number of Number of Number of Number of

plants with plants with plants with plants with

Number of distal medial bud Number of distal bud medial bud

Rosa species Cultivar plants bud bursted bursted plants bursted bursted

Radrazz 20 20 20 19 0 0
Meiprille 19 19 19 28 0 0
Meiratcan 18 18 18 34 0 0
Rosa hybrida Meichibon 19 19 19 9 0 0
Rosa chinensis Old blush 20 20 19 9 0 0
Rosa wichurana Basye’s thornless 17 17 17 30 0 0
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White light
(16h/24h)

Total darkness

(24h/24h)

Rosa hybrida
‘Radrazz’

Populus tremula x
Populus
tremuloides

Solanum
lycopersicum
Tresor’ hybrid F1

Arabidopsis
thaliana

Figure 1. Bud burst in four genera
under white light or total darkness,

12 d after stem severing. Arrows point
to expanding axillary shoots.

Effect of blue and Rs on the growth of
preformed leaves out of buds

Experimental plants from the six varieties were subjected
to blue and R lighting for 12 d. The number of expanded
leaves out of bud scales was monitored in each plant and
compared with the development state observed under
white light, at the same PPFD. The results are described in
Fig. 3a,b, for blue and Rs, respectively. This experiment
demonstrates that blue light alone and R alone can meet
the growth requirements of preformed leaves in all culti-
vars. Blue light was as efficient as white light in four of the

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd

six tested cultivars. A slower growth of preformed leaves
was observed under blue light for R. hybrida Meiratcan and
Meichibon. In all cases, growth of preformed leaves was as
efficient under R as under white light at the same PPFD
level. Note that a better growth was even observed in
R. chinensis Old blush under R.

Effect of PPFD on the organogenic activity of
bud apical meristem

Bud meristem organogenic activity was measured in
plants from three cultivars (R. hybrida Radrazz and

No claim to original French government works, Plant, Cell and Environment, 31, 1534-1544



1538 T. Girault et al.

(a)

100 -

90

80 4

70 4

60 4

50 -

40

—o— Rosa hybrida 'Radrazz’

30 —0O0— Rosa hybrida 'Meiprille'

—a— Rosa hybrida 'Meiratcan'

% of plants with a burst distal bud

20 A —o— Rosa hybrida 'Meichibon'
—o— Rosa chinensis 'Old blush'

—e— Rosa wichurana 'Basye's thornless'

0 2 20 200
PPFD range (umol.m2s™)

(b)

—o— Rosa hybrida 'Radrazz'

—0O0— Rosa hybrida 'Meiprille'

—a— Rosa hybrida 'Meiratcan’

—o0— Rosa hybrida 'Meichibon'

—o— Rosa chinensis 'Old blush'

—e— Rosa wichurana 'Basye's thornless'

A
~ o
| |

e
3
|

Number of visible leaves protuding out of bud scales
= N
- [9)] N (9] w
L | L | |

o
o
|

o

0 2 20 200

-2 -1

PPFD range (umol.n%s™)

Figure 2. Percentage of plants showing a burst distal bud (a) and mean number of visible leaves out of each distal bud (b) after 12 d of
culture under a range of PPFD in white light, in the six cultivars of Rosa. Each value is a mean of two replicates, n = 6 to 40 plants. Error

bars represent SE.

Meiprille, R. wichurana Basye’s thornless) grown under a
range of white light PPFD (from 2 to 200 umol M2s™).
The number of leaf-like organs (primordia, preformed
leaves and scales) within each bud was determined after
7d (T7) and compared with that at the beginning of the
culture (70). SAM organogenesis was totally inhibited in
two out of the three studied cultivars (R. hybrida Radrazz
and R. wichurana Basye’s thornless) in total darkness
(Figs 4 & 5a) but also under low PPFD (2 umol M2 s™).
Under higher PPFD, SAM organogenesis was dependent
on light intensity, with the highest number of leaf primor-
dia produced when plants were grown under 200 umol
M2 s (Fig. 5a).

Effect of blue and Rs on SAM organogenesis

Plants from the same three cultivars were grown under
blue (200 umol M?s™) or R (20 umolM2s™!), and the
number of leaf-like organs in buds was compared after 7 d
with that observed under white light, at the same PPFD.
As an efficient and even higher organogenesis (in R.
wichurana Basye’s thornless) was promoted by blue light
in comparison with white light (Fig. 5b). R could also
promote organogenesis but only in two out of three cul-
tivars (R. hybrida Radrazz, R. wichurana Basye’s thorn-
less) and never more efficiently than white light (Fig. 5¢).
No organogenesis was triggered by such R treatment for
R. hybrida Meiprille.

Light perception by buds and stem

Using aluminium foil to fully darken stems of R. hybrida
Radrazz plants (n =20), and leaving only the distal bud

exposed to light, we observed that both bud burst and
further stem growth occurred under such conditions
(Fig. 6a—d).

A further experiment was conducted in which the stem of
R. hybrida Radrazz plants (n = 16) was left exposed to light
whereas the distal bud was enclosed in aluminium foil
(Fig. 6e—f). Control plants with translucent film covering the
distal bud instead of foil, were cultured in order to check
whether the limited air volume left around the bud could
cause an inhibition of bud break (Fig. 6g,h). After 7 d, none
of the darkened buds had burst (Fig. 6e.f), whereas those
covered with translucent film had grown out and expanded
leaves (Fig. 6g,h).

DISCUSSION

Absolute light requirement for bud bursting is
not a common rule in plants

Light is one environmental factor that can modulate bud
burst in plants (Bredmose 1997; Niinemets & Lukjanova
2003; Kawamura & Takeda 2004; Evers et al. 2006). Basal
buds have been shown to have an absolute requirement
for light in order to burst (Zieslin & Mor 1981) in R.
hybrida Baccara. In this paper, we confirm this previous
observation in six other cultivars from three different
species of Rosa. We have also demonstrated that such light
dependency of Rosa buds is not a common rule, since
basal buds from three model species: Arabidopsis, tomato
and poplar actually burst in total darkness and produce
long etiolated shoots (Fig.1). This suggests different
environmental controls for bud burst among genera and
means that Rosa is a relevant model for studying light
signalling during bud burst.
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Photocontrol of bud burst in Rosa 1539

Light control on bud burst in Rosa is
genotype-dependent

Comparing the behavior of the Rosa species under the
various light conditions, we have underlined a dependency
on light intensities and on light qualities for all three species
(Tables 1 & 2; Fig. 2). On the whole, the light control of bud
burst appears to be common in the genus Rosa. Among the
six studied cultivars, R. hybrida Meiprille met the highest
requirement for light intensity, particularly to allow the
growth of the preformed leaves (Fig.2).This cultivar was
also the most sensitive to light quality, as no organogenic
activity was found under R (Fig. 5¢). This suggests a genetic
variability among loci involved in the control of bud break
by light in Rosa.

Bud burst is PPFD-dependent and triggered by
low light intensities

In the three species and the six varieties of Rosa being
studied, bud burst was shown to be positively correlated
with light intensity (Fig.2). This finding is in accordance
with observations by Zieslin & Mor (1981) on grafted R.
hybrida ‘Mercedes’ plants subjected to decreasing PPFDs
(430 to 90 umol m~2s!). Interestingly, we have shown that
although Rosa buds have an absolute requirement for light
in order to burst, low levels of irradiance (2 yumol M2 s™)
incited bud burst. This suggests a rather high sensitivity of
the processes involved in bud burst to lighting conditions.

Blue light and R, but not FR, triggers bud burst

Bud burst was triggered by R (R/FR ratio = 20.27) in the six
cultivars tested (Table 2) whereas it was inhibited by FR
(R/FR ratio = 0.25) as shown for R. hybrida Radrazz. These
results are consistent with previous observations on cut
flower roses (Healy & Wilkins 1980) and also with observa-
tions in wheat where R/FR ratios below 0.35 cause the
cessation of tillering (Evers et al. 2006). Such a reversible
R-FR reaction is characteristic of PHY control on devel-
opmental processes (Nagy & Schaffer 2002; Rockwell, Su &
Lagarias 2006) and may be indicative of their implication in
the photo-control of bud burst in Rosa. In Populus, Howe
et al. (1998) made the same assumption after co-localizing
PHYB with several quantitative trait loci associated with
bud burst. However, this finding cannot completely exclude
the involvement of other photoreceptors in the photocon-
trol of bud burst. In fact, we are the first to show that blue
light was inductive of bud burst in the Rosa genus (Table 2).
The effect of blue light on bud burst has been hardly
appraised in other species except for another Rosaceae,
Prunus cerasifera (Muleo et al. 2001) in which blue light is
also inductive. Several photoreceptors may be involved in
the perception of blue light. Phototropins, CRYs, but also
PHYs, actually perceive blue rays (Ohgishi eral. 2004).
Among them, CRYs and PHYs are those mostly involved in
plant photomorphogenesis (Jiao, Lau & Deng 2007). Does
the blue and R induction of bud burst in Rosa imply the

No claim to original French government works, Plant, Cell and Environment, 31, 1534-1544
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Photocontrol of bud burst in Rosa 1541

Figure 4. Cross sections through distal
buds 3 d after stem severing and culture
under either (a) white light (200 umol
M2s7!,16 h/24 h) or (b) full darkness.
Note the accumulation of new leaf
primordia (*) in (a) whereas in (b) a
same number (8) of leaf-like organs

as on the day of stem severing is found.
S, bud scale; pl, preformed leaves.

involvement of both types of photoreceptors or are PHYs
only those involved? Further work will aim to address this
question.

The SAM organogenic activity and growth of
preformed leaves are monitored by light
intensity and quality

Bud burst is the result of at least three developmental
processes: (1) SAM organogenesis; (2) growth of pre-
formed leaves; and (3) internode elongation. Are all these
processes under light control or only some of them? We
have studied the effect of light on the first two processes
and demonstrated that in R. hybrida, chinensis and
wichurana, both were dependent on light intensity and
quality.

Regarding the effect of light intensity, we have shown
that bud bursting under low (2 umol M2 s7!) and medium
(20 umol M2 s7') PPFD were not equivalent: in the for-
mer case, bud burst involved mostly the growth of the
preformed leaves whereas in the latter case, both growth
of the preformed leaves and SAM organogenic activity
contributed to bud bursting (Figs 3 & 5a). Hence, these
component mechanisms of bud burst do not have the same
thresholds of inductive irradiance: SAM organogenesis
requires higher intensities for its induction, in comparison
with the growth of the preformed leaves.

Nothing is known about the effect of light on either SAM
activity or the growth of the preformed leaves within buds.
In fact, an important field of research is developing today,
focusing on the mechanisms that control SAM activity per
se (Fleming 2006) but it contains no investigations pertain-
ing to the impact of environmental factors on these mecha-
nisms. Our data (Figs 4 & 5) is the first in our field to show
that organogenesis was totally inhibited in the absence
of light but stimulated by increasing PPFD, blue and R
spectra.

The growth of the preformed leaves, the second compo-
nent mechanism of bud burst, has been shown in this study
to be light-dependent and enhanced with increasing PPFD
(Fig. 2). Comparing our results with previous studies about
light impact on growth of expanded leaves after bud burst

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd

Bar =250 ym.

(Niinemets, Kull & Tenhunen 1998; Granier & Tardieu 1999;
Van Volkenburgh 1999), it appears that young, preformed
leaves respond to low irradiance as the lamina of expanded
leaves do. Indeed, a shade avoidance syndrome is described
in which leaf lamina expansion is reduced in expanded
leaves subjected to darkness (Tsukaya 2005). Under high
light intensities, the reverse phenomenon is observed. This
hypothesis is also borne out by the fact that monochromatic
blue and Rs stimulated the growth of the preformed leaves
in Rosa as they do for blades of expanded leaves in
Arabidopsis (Kosuka et al. 2005).

Buds are receptive organs of the light signal

When only the distal bud was exposed to light on our
experimental plants, there followed both bud burst and the
growth of the shoot. Conversely, when this bud was placed
into darkness with only the stem exposed to light, the
hidden bud did not burst (Fig. 6). These experiments dem-
onstrate that the stem does not contribute to the perception
and the transduction of the light signal required for bud
burst. The light signal is perceived by the bud itself. Light
signalling in bud burst thus appears as a short range signal.
An intriguing question remains: given that they are deeply
unclosed under bud scales, how do the SAM and leaf pieces
perceive the light signal? Immunochemical analysis on bud
parts as conducted on seeds (Wang et al. 1992) and seedling
shoots (Tokuhisa, Daniels & Quail 1985; Cordonnier,
Greppin & Pratt 1986) should help us to discover the spatial
distribution of the photoreceptors in buds, and understand
how the light signal is transmitted.

Further work in the understanding of the photocontrol of
bud burst will focus on the identification of the signalling
pathways of light. To this end, we have already demon-
strated that light was essential to SAM organogenic activity
and to the growth of the preformed leaves, and that blue
and Rs were the inductive rays. In addition, our laboratory
is in the process of sequencing the differentially expressed
genes during the first hours of bud development under
either darkness or white light. Such work should help reveal
the early steps of the signalling cascade of individual
photoreceptors (Jiao et al. 2007) involved in bud burst, as
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Figure 6. Effect of partial shading on the ability of buds to burst. (a) Complete shading of the stem except of distal bud, just after stem
severing. (b) Seven days after (a), the exposed bud has grown out. (¢) One month after (a), the exposed bud has produced a flowering
shoot. (d) Same as (c), aluminium foil has been removed, lower, shaded buds did not burst under darkness. (¢) Shading of the distal bud,
both the stem underneath the medial and basal buds (arrows) are exposed to light. (f) Seven days after (e), the aluminium foil is
removed: the distal bud did not burst (arrow head), whereas the medial has grown out. The basal bud is swollen. (g,h) Control experiment
as in (e) using translucent film. Under this condition, the distal bud as well as the medial and basal buds burst after 7 d.

well as the genes involved in the light regulation of SAM
organogenesis (Fleming 2006) and leaf development
(Tsukaya 2006).
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Tableau 1 : Classification des différents rosiers en fonction de critéres horticoles (d’apres
Ferrero et al., 2003).

Rosiers non sarmenteux, nains ou

. Rosiers sarmenteux
buissonnants

Bengale (sauf miniature) Bourbon
Bourbon Hybride de Thé
i A Hybride de Rugeux Noisette
Rosu:‘:)snarg:::tz?‘tf;eurs, Hybride de Thé * Pernetiana
Noisette
Pernetiana
Rugueux
Cent feuilles Hybride remontant
Rosiers a grandes fleurs, Provins
remontants Rugueux

Hybride remontant

i . i Hybride de Floribunda Hybride de Polyantha
Rosiers a petites fleurs, . ,
Hybride de Polyantha Wichurana
remontants
Miniature
Rosiers a petites fleurs, Multiflore
non remontants Hybride de Wichurana

* Groupe de rosiers cultivés pour la production de fleurs coupées

Rosier buisson a grandes fleurs Rosier miniature

(Rosa hybrida ‘Meicesar’) (Rosa hybrida ‘Meibonrib’) (Rosa hybrida ‘Meivraivou’)

Rosier tige pleureur Rosier grimpant
(Rosa hybrida ‘Meiratcan’) (Rosa hybrida ‘Meineble’) (Rosa hybrida ‘Meimick’)

Figure 1 : Les différents types des rosiers de jardin (crédits photo : Meilland®).
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Figure 2 : Modele architectural de Champagnat (d’apres Oldeman, 1974).
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Ecaille

Primordium
foliaire

Méristéeme

B PF
ZM

Figure 3 : Représentations schématiques de coupes longitudinales A. d’un bourgeon axillaire

(Rosa hybrida ‘Radrazz’) et B. d’'un méristeme apical caulinaire (d’apres Clark, 1997).

A. Le méristtme (en bleu) est recouvert par les primordia foliaires, les jeunes feuilles et,
enfin, les écailles.

B. Le méristeme peut étre divis€ en trois zones : la zone centrale (ZC), la zone périphérique
(ZP) au niveau de laquelle les primordia foliaires (PF) sont initiés et la zone médullaire
(ZM).
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Figure 4 : Modele du controle hormonal de la ramification chez Arabidopsis thaliana
(d’apres Ongaro & Leyser, 2008).

L’auxine, les cytokinines et une hormone inhibitrice du débourrement dérivée des
caroténoides (la strigolactone, identifi¢e récemment par Gomez-Roldan et al. en 2008)

interviennent dans le controle du débourrement des bourgeons axillaires.
(Les orthologues des génes MAX d’Arabidopsis thaliana chez le pois (RMS) et le pétunia (DAD) sont écrits entre
parenthéses)
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Figure 5 : Voies de synthese et de dégradation du sorbitol.

La synthese du sorbitol est réalisée a partir de Glucose-6P et grace a I’action de deux
enzymes : (1) la NAD-S6PDH (Negm & Loescher, 1981) et (2) la S6PP (Zhou et al., 2003).
La NAD-SDH (3) a une action réversible : elle est capable de dégrader le sorbitol en fructose
ou de permettre la syntheése de sorbitol a partir de fructose (Oura et al., 2000). La dégradation
du sorbitol en glucose est possible grace a ’action de deux enzymes : (4) la SOX (Yamaki,
1982) et (5) la NADP-SDH (Yamaki, 1984).
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Figure 6 : Voie de synthese et de dégradation du saccharose (d’apres Granot, 2008).

Le saccharose (Sac) est formé dans les cellules des organes sources sous I’action combinée de
deux enzymes : la sucrose phosphate synthase (SPS) et la sucrose phosphate phosphatase
(SPP). La saccharose synthase (SUSY) peut également catalyser I’association de fructose et
d’UDP-glucose pour produire du saccharose et de I’'UDP. Le saccharose ainsi formé peut
alors entrer dans les cellules des organes puits via les plasmodesmes ou a travers la paroi
cellulaire. Il peut alors étre hydrolysé par 1’invertase acide pariétale (IAP), I’invertase neutre
(IN), la saccharose synthase (SUSY) ou l’invertase acide vacuolaire (IAV). Glu : Glucose,
UDP-Glu : UDP-Glucose, Fru : Fructose.
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Figure 7 : Localisation subcellulaire et réles proposés des différentes invertases présentes
chez les végétaux supérieurs (d’apres Sturm & Tang, 1999).

Les cellules végétales possedent différentes isoformes d’invertases : I’invertase acide pariétale
(IAP) au niveau de la paroi, I’invertase acide vacuolaire (IAP) dans la vacuole et I’invertase
neutre (IN) dans le cytoplasme. Chacune de ces formes jouerait un réle particulier dans la
cellule. Sac : Saccharose, Glu : Glucose, UDP-Glu : UDP-Glucose, Fru : Fructose.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

INFRAROUGE

200 nm 400 nm 700 nm 3000 nm

< >
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Figure 8 : Représentation du spectre solaire parvenant a la Terre (d’apres de Berranger et
al., 2005).

Le rayonnement solaire s’étend de 200 a 3000 nm. Il peut étre divisé en trois parties : les
radiations ultraviolettes (UV-A, B et C) pour les longueurs d’ondes inférieures a 400 nm, le
rayonnement visible compris entre 400 et 700 nm, et les rayonnements infrarouges pour les
longueurs d’ondes supérieures a 700 nm. Le rayonnement visible (entre 400 et 700 nm) est
qualifié de rayonnement utile pour la photosynthése (PAR, Photosynthetically Active
Radiation).



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

A. Phytochrome

IIFI] FdB
[

FHY  PAS  PAS HKRD
B. Cryptochrome
[_]—'_] Pterin ;| FAD
I ]
CNT/PHR CCT/DAS
C. Phototropine
;| FMIN ;| FiiMN
[ ] | | [ I ]
LOV LOV Sering/threonine kinase

Figure 9 : Représentation schématique de la structure des différents photorécepteurs
(d’apres Jiao et al., 2007).

A.

Les phytochromes sont des protéines dimériques. Chaque polypeptide est constitué d’un
domaine N terminal qui se lie de fagon covalente a un chromophore (de type biline, POB),
suivi d’un domaine C terminal comprenant plusieurs motifs nécessaires a la dimérisation,
a la localisation nucléaire et a la régulation de la voie de signalisation.

Les cryptochromes (CRY1 et CRY2 chez Arabidopsis thaliana) sont formés de deux
domaines. Le domaine N terminal ou domaine PHR permet la liaison de deux
chromophores (une flavine adénine dinucléotide, ou FAD, et une ptérine). Le domaine C
terminal, dont la taille varie selon le cryptochrome, serait impliqué dans la voie de
signalisation.

Les phototropines présentent une extrémité N terminale, sensible a la lumiére de par la
présence de deux domaines LOV permettant la fixation de deux chromophores (FMN), et
une extrémité C terminale présentant une activité sérine/thréonine kinase.
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Figure 10 : Spectres d’absorption des formes Pr et Pfr du phytochrome et de la flavine.

A. Spectres d’absorptions relatifs basés sur les valeurs moyennes de coefficients d’extinction
molaire du phytochrome purifié a partir de plantules étiolées d’avoine et de seigle (d’apres
Kendrick & Kronenberg, 1994).

B. Spectre d’absorption de la flavine (d’apreés Mohr & Shropshire, 1983). L’absorption
dépend de la longueur d’onde dans I’UV-A/bleu (320-520 nm) avec un pic d’absorption
autour de 370 nm et un autour de 450 nm.
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Figure 11 : Mécanisme de régulation du facteur de transcription PIF3 par la lumiére
(d’apres Jiao et al., 2007).

Le facteur de transcription PIF3 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3) induit
I’expression de genes liés a la skotomorphogenese (développement a 1’obscurité). La lumiére
rouge clair permet la transformation de la forme Pr du phytochrome en forme Pfr. Cette
derniere est transportée dans le noyau de la cellule ou elle peut interagir avec PIF3, ce qui
inhibe I’expression des genes liés a la skotomorphogenese. PIF3 est ensuite rapidement
phosphorylé et ubiquitinylé, ce qui entraine sa dégradation.
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Figure 12 : Photorécepteurs et intermédiaires potentiels de la voie de transduction du signal
lumineux (d’apres Gyula et al., 2003).
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Rosa chinensis ‘Old blush’ Rosa wichurana ‘Basye’s thornless’

Figure 13 : Photographies des six variétés de rosiers étudiées.
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Figure 14 : Schématisation du mode d’obtention de la plante expérimentale chez Rosa
hybrida ‘Radrazz’.
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bourgeon ’ nceud

A

Figure 15 : Zone de prélevement du matériel végétal.
A. Zone de prélevement du bourgeon. B. Zone de prélevement du nceud : environ 0,5 cm de
part et d’autre de I’emplacement du bourgeon.
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Figure 17 : Spectres d’émission des lumiéres blanche, bleue, rouge clair, rouge sombre et
verte utilisées lors des différentes expérimentations.
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Figure 18: Composition (en pourcentage) des différentes qualités lumineuses émises
(lumiere blanche, bleue et rouge clair) entre 400 et 700 nm.

Le spectre lumineux mesuré entre 400 et 700 nm a été séparé en 3 classes : 400 — 500 nm
lumiére bleue, 500 — 600 nm lumiére verte, 600 — 700 nm lumiére rouge clair. Le pourcentage
de chaque qualité lumineuse émise pour un tube fluorescent donné est noté sur le graphique.
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7 Controle

Ligne de base

v v

Ct1 Ct2

Figure 19 : Courbes d’amplifications d’un gene d’intérét a partir d’échantillons d’ADNc
différents.

La fluorescence (unités arbitraires) des puits au cours de la PCR est représentée en fonction
du nombre de cycles. Chaque faisceau regroupe 3 courbes correspondant a 3 amplifications
réalisées avec la méme quantité initiale d’ADNc. La ligne de base, symbolisée par une ligne
horizontale en pointillés, permet de définir le cycle-seuil (Ct) de chaque courbe. La
fluorescence du contréle sans ADNc, indiquée par une fléche, reste inférieure a la ligne de
base ou augmente tardivement, pour un nombre de cycles élevé.
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Tableau 111 : Souche d’Escherichia coli.

Résistance aux

Souche Génotype .
bp antibiotiques
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rg-,
IM109 myt), relAl, supE44, A (lac — proAB), Ampicilline
[F> traD36, proAB, lagl'ZAM15]
xmnl 2009
17 1
Scal 1890 Nael 2707 [ ] 1450
\ Aatll | 20
f1 ori Sphi 9%
BstZl | 31
Mol a7
Am" BstZ| js
" DGEM*-TEasy  jac7 sl I
Vector EcoRl | 52
{(3015bp)
Spel &4
EcoRl | 70
Mot 7T
BstZl | 77
_ Pstl 88
o Sall a0
Ndel | 97
Sacl 109
Bst¥l |118 3
Msil 127 %
141 2
T sps g

Figure 20 : Carte du vecteur de clonage pGEM-T® easy (Promega).
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5 — GAAUUC UUAA ———— 3 ARNtx

Transcription Inverse

5 —— GAATTC TTA A —————3 ADNCc simple brin
Duplication

5 —— GAATTC TTA A ——————3' ADNG double bri

3 ——  CTTAAG AATT ——— 5 ¢ double brin

Digestion enzymatique (EcoRl et Msel)

AATTC T

q AECORI
TTAA 5
5 TAI__|_| AMsel

Ligation des adaptateurs (AEcoRI et AMsel)

v
Eco+0 5
AATTC TTAIll
TTAAG AAT
N 4 Mse+0
Amplification non sélective (amorces Eco+0 et Mse+0)
[] AATTC TTAl]
[ t7aAG AAT[ ]
Eco+1 5— N =
[[] AATTCN NNTTA [ ]
1 rrAAGN NNAAT [ ]

NN— 5 Mse+2

Amplification sélective (amorces Eco+1 et Mse+2)

Migration des amplifiats sur gel d’acrylamide

Révélation au nitrate d’argent

Figure 21 : Détails de la procédure cDNA-AFLP.
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Préparation du matériel végétal

Bourgeons, Noeuds

Broyage (4°C) dans 2 a 4 mL
de tampon de broyage

Incubation dans la glace pendant 30 min

Centrifugation (12000 g, 5 min, 4°C)

Culot Surnageant
- Dosage de ’amidon par voie - Dosage du glucose, du
enzymatique fructose et du saccharose par

g voie enzymatique
- Dosage de I’activité invertase yinatq

acide pariétale - Dosage du sorbitol par HPLC
- Dosage protéique

-Dosage de I’activité invertase
acide pariétale

Figure 22 : Protocole d’extraction des sucres solubles, de |’amidon et des enzymes invertases
acides vacuolaire et pariétale.
La composition des solutions est donnée dans le texte.
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ATP  ADP
Glucose v
HK
Saccharose < INV
HK PGI G6PDH
Fructose 7§> Fructose-6P ——— Glucose-6P 7:' Gluconate-6P
ATP ADP NAD*  NADH, H*

Figure 23 : Schéma représentant les réactions couplées impliquées dans les dosages des
sucres solubles et dans les mesures d’activités enzymatiques.

INV: INVertase (EC 3.2.1.26), HK: HexoKinase (EC 2.7.1.1), PGI: PhosphoGlucolsomérase
(EC 5.3.1.9), G6PDH: Glucose-6-Phosphate DésHydrogénase (EC 1.1.1.49).
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Surnageant

‘ 3 min a 100°C puis 1 min dans I’eau glacée

4/1\>

10 pL d’extrait brut 10 pL d’extrait brut 10 uL d’extrait brut
10 pL d’invertase 10 uL d’eau distillée 10 pL d’eau distillée
[ 1] [ 1] [ 1]

Incubation 30 min a 30°C

+ 750 uL de cocktail enzymatique

Lecture au spectrophotometre a 340 nm

+ 10 pL de mélange enzymatique + 10 pL de mélange
(HK/PGI/G6PDH) enzymatique (HK/G6PDH)

Incubation 30 min a 30°C

% % %

Lecture au spectrophotometre a 340 nm

Figure 24 : Protocole de dosage du glucose, du fructose et du saccharose.
La composition des solutions est donnée dans le texte.
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Surnageant obtenu apres extraction

}

Résines échangeuses d’anions et de cations

l + 10 mL d’eau osmosée

Eluat (fraction neutre)

Evaporation sous vide (2 h)

+ 200 pL d’eau osmosée

Injection (20 uL) en HPLC
(colonne Aminex HP87C)

}

Réfractomeétre

}

Analyse (logiciel Borwin®)

Figure 25 : Protocole de préparation des échantillons et de dosage du sorbitol par HPLC.

Tableau IV : Temps de rétention de différents sucres sur la colonne Aminex HP87C.

Sucre Temps de rétention (min)
Saccharose 9,82
Glucose 12,14
Fructose 15,73
Sorbitol 25,83
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AG HK G6PDH
Amidon 2 Glucose 7Y 2 Glucose-6P 7K> 2 Gluconate-6P
H,0 2ATP 2 ADP 2NAD" 2 NADH, H*

Figure 26 : Schéma représentant les réactions couplées impliquées dans le dosage de

[’amidon.
AG: AmyloGlucosidase (EC 3.2.1.3), HK: HexoKinase (EC 2.7.1.1), G6PDH: Glucose-6-

Phosphate DésHydrogénase (EC 1.1.1.49).
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Préparation du matériel végétal

Bourgeons, Noeuds

‘ Broyage (4°C)

Incubation dans la glace pendant 30 min

‘ Centrifugation (12000 g, 5 min, 4°C)
<+

Culot Surnageant

Colonne Sephadex G25
Centrifugation (12000 g, 3 min, 4°C)

Extrait purifié

25 uL

+ 25 pL d’acétate de sodium 0,2 M pH 4,8
+ 10 pL de saccharose 0,6 M

1 20 min a 30°C
+ 50 pL de tampon d’arrét

3 min a 100°C puis
retour sur glace

+ 750 pL de cocktail enzymatique

l 20 min 4 30°C

Lecture au spectrophotometre a 340 nm

Figure 27 : Protocole d’extraction et de mesure des activités invertases acides pariétale et
vacuolaire.
La composition des solutions est donnée dans le texte.
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_ NAD-SDH
D-sorbitol + NAD* €——> D-fructose + NADH, H*

Figure 28 : Schéma représentant la réaction réalisée par la sorbitol déshydrogénase NAD-
dépendante (NAD-SDH).

Préparation du matériel végétal

Bourgeons, Noeuds

+ 500 pL de tampon d’extraction
Broyage (4°C)

Extraction des protéines

l Centrifugation (5000 g, 15 min, 4°C)

Récupération de la fraction soluble

Dosage des protéines

<IIIIII

20 pg de protéines

+ 1 mL de milieu réactionnel

Incubation (5 min, 25°C)

Lecture au spectrophotométre a 340 nm

Figure 29 : Protocole de dosage de [’activité NAD-SDH (d’apres Lo Bianco et al., 1998).
La composition des solutions est donnée dans le texte.
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Figure 30 : Observation du débourrement du bourgeon distal de Rosa hybrida ‘Radrazz’
apres décapitation.

Les plantes expérimentales sont placées soit sous lumiére blanche (200 pmol.m™.s™', 16h/24h)
soit a ’obscurité, juste aprés décapitation (TO) et pendant 96 h. Barre d’échelle = 1 mm.
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Lumiére blanche Obscurité
(16h/24h) (24h/24h)

Rosa hybrida
‘Radrazz’

Populus tremula x
Populus
tremuloides

Solanum
lycopersicum
Tresor’ hybrid F1

Arabidopsis
thaliana

Figure 31 : Débourrement des bourgeons axillaires de plantes appartenant a quatre genres
différents apres 12 jours de culture sous lumiere blanche ou a [’obscurité.
Les fleches indiquent les jeunes tiges en croissance, n = 10 plantes minimum.



RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure 32 : Effet d’une mise a I’obscurité partielle de la plante expérimentale Rosa hybrida
‘Radrazz’ sur le débourrement des bourgeons distaux.

A) Juste apres décapitation, la tige est placée a 1’obscurité (recouverte de papier aluminium) a
I’exception du bourgeon distal. B) 7 jours apres A), le bourgeon exposé a la lumicre blanche a
débourré. C) Un mois apres A), une tige s’est formée, portant une fleur a son extrémité. D)
Au méme moment que C), le papier aluminium est retiré et les bourgeons qui étaient a
I’obscurité n’ont pas débourré. E) Juste apres la décapitation, le bourgeon distal est masqué
par du papier aluminium, le reste de la tige et les bourgeons médian et proximal (fleches) sont
exposés a la lumiere blanche. F) 7 jours apres E), le papier aluminium est enlevé : le bourgeon
distal n’a pas débourré (téte de fleche) contrairement au bourgeon médian. Le bourgeon
proximal présente un gonflement. G,H) Contrdle expérimental réalisé¢ de la méme fagcon que
E) avec du film plastique transparent. Sous cette condition, le débourrement des 3 bourgeons
est observé 7 jours apres décapitation.
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Figure 33 : Nombre moyen de pieces foliaires (jeunes feuilles, primordia et écailles) par
bourgeon distal de Rosa hybrida ‘Radrazz’ juste apres décapitation (T0) et apres 1, 2, 3 ou 7
jours en présence de lumiére blanche (200 umol.m™.s, 16h/24h).
Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 13 a 20 plantes. Les
différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Figure 34 : Coupes transversales de bourgeons distaux de plantes expérimentales Rosa
hybrida ‘Radrazz’ cultivées pendant 3 jours A) sous lumiére blanche (200 umol.m™.s”,
16h/24h) ou B) a [’obscurité.

L’accumulation de nouveaux primordia est observée (*) a la lumiére (A) mais pas a
I’obscurité (B), ou le nombre de pieces foliaires par bourgeon distal (8) est identique a celui
trouvé juste apres décapitation. e : écailles ; fp : feuilles préformées. Barre d’échelle = 250
wm.
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Figure 35 : Nombre moyen de pieces foliaires (jeunes feuilles, primordia et écailles) par

bourgeon distal de Rosa hybrida ‘Radrazz’ juste aprés décapitation (T0) et au cours du

débourrement (7 jours et 1 mois apres décapitation) en présence de lumiére blanche (200
2 -1

umol.m=.s", 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 15 a 20 plantes. Les

différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Figure 36 : Pourcentages de plantes expérimentales présentant un bourgeon distal débourré
apres 12 jours de culture sous des valeurs croissantes de flux de photons (lumiere blanche).
Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard de 2 répétitions biologiques, n = de 6

a 40 plantes.
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Figure 37 : Nombre moyen de feuilles visibles hors des écailles des bourgeons distaux des
plantes expérimentales apres 12 jours de culture sous des valeurs croissantes de flux de

photons (lumiere blanche).

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard de 2 répétitions biologiques, n = de 6

a 40 plantes.
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Figure 38 : Nombre moyen de piéces foliaires (primordia, jeune feuilles et écailles) par
bourgeon distal juste apres décapitation (T0) et apres 7 jours de culture sous des valeurs
croissantes de flux de photons (obscurité, 2, 20 et 200 ,umol.m'z.s'l, lumiere blanche), chez 3
variétés de rosier.

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard, avec n = 10 plantes minimum. Les
différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Figure 39 : Evolution du poids moyen (en mg de matiére fraiche) du bourgeon distal de
plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placée juste apres décapitation (T0) pendant
24 a 96 h sous lumiere blanche (200 ,umol.m'z.s'l, 16h/24h) ou a ’obscurité.

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité
pour le méme temps (p<0,05).



RESULTATS ET DISCUSSIONS

g’ 1,50
c Lumiére
2 1,25 1 _a  Obscurité
¥
S o 1,00
g%
(<)
A g :E 0,75 4
c i
§ o 0,50
3
E 0725 i .//‘-\/
[72)
3
g 0,00
TO 24h 48h 72h 96h
Temps (heures) aprés décapitation
[ 14
o
o
€ 12
s
'U w 10 1
2 c
g ]
B %
sg
5E 61
= ©
% E 4
€ 2 | Lumiere
ﬁ —a— Obscurité
o 0
o
TO 24h 48h 72h 96h

Temps (heures) aprés décapitation

Figure 40 : Evolution du poids moyen (en mg de matiére seche) A) d’un bourgeon distal et B)
de la portion de tige portant ce bourgeon d’une plante expérimentale Rosa hybrida ‘Radrazz’
placée juste aprés décapitation (T0) pendant 24 & 96 h sous lumiére blanche (200 umol.m™.s
1, 16h/24h) ou a l’obscurité.

Chaque valeur correspond a la pesée d’un échantillon de 30 bourgeons ou de 15 nceuds.
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Figure 41 : Evolution de la quantité d’eau (en mg) par bourgeon distal d’une plante
expérimentale Rosa hybrida ‘Radrazz’ placée juste apres décapitation (T0) pendant 24 a 96 h
sous lumiére blanche (200 umol.m™.s™, 16h/24h) ou & I’obscurité.

Chaque valeur correspond a la pesée d’un échantillon de 30 bourgeons.
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Tableau VII: Pourcentages de débourrement des bourgeons distaux des plantes
expérimentales de Rosa hybrida ‘Radrazz’, cultivées pendant 12 jours sous une lumiere
blanche ou rouge sombre.

% de débourrement

Lumiére blanche | Lumiére rouge sombre
(2 pmol.m™.s™, 160/24h) | (2,7 pmol.m™.s™, 16h/24h)

Rosa hybrida 'Radrazz’ 83,3+4,7 0

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard de 2 répétitions biologiques, avec n =
10 & 15 plantes par lot.



RESULTATS ET DISCUSSIONS

Rosa hybrida ‘Radrazz’ Rosa hybrida ‘Radrazz’

*kk

8 7 g,) 5
-— -
c
(_% 100 3 100
Q. o
@ 80 [y 80
© *%k% ©
(0] 60 (0] 60
% (o)}
= ) g “
[0] [0)
8 20 8 20
>3 =}
] (o)
o 0 o 0
05 1 2 3 4 5 6 7 05 1 2 3 4 5
100
80
60
40
20
0
100
80
60
40
20
0
Nombre de feuilles visibles hors des Nombre de feuilles visibles hors des
écailles 12 jours aprés décapitation écailles 12 jours aprés décapitation
A —o - Lumiére blanche (200 pmol.m-2.s-1) —o— Lumiére blanche (20 umol.m-2.s-1)
—a— Lumiére bleue (200 pmol.m-2.s-1) —=a— Lumiére rouge (20 pmol.m-2.s-1)

Figure 42 : Proportion relative des plantes présentant un bourgeon distal débourré avec des
feuilles visibles hors des écailles apres 12 jours de culture A) sous lumiere blanche ou
Iumiére bleue (200 umol.m™.s™, 16h/24h) (n = 13 & 20 plantes) et B) sous lumiére blanche ou
lumiére rouge clair (20 umol.m™.s™, 16h/24h) (n = 6 a 20 plantes).

Les astérisques indiquent les différences significatives (p<0,05) entre la distribution sous
lumiére blanche et celle sous lumiere bleue ou rouge pour chaque cultivar.
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Figure 43 : Nombre moyen de pieces foliaires (primordia, jeune feuilles et écailles) par
bourgeon distal juste apres décapitation (T0) et apreés 7 jours de culture sous A) lumiere
bleue (200 umol.m™.s™), B) lumiére rouge clair (20 umol.m*.s™) ou C) lumiére rouge sombre
(2,7 umol. m2s 1), chez 3 variétés de rosier.

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 10 plantes au minimum. Les
différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Tableau VIII: Pourcentages de débourrement des bourgeons distaux des plantes
expérimentales de Rosa hybrida ‘Radrazz’, cultivées pendant 12 jours sous une lumiére
blanche, bleue ou rouge clair.

Source lumineuse
(20 pmol.m™.s™, 16h/24h)

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére rouge clair

Nombre de % de Nombre de % de Nombre de % de
plantes | débourrement | plantes | débourrement| plantes | débourrement
Rosa hybrida 'Radrazz' 19 100 13 774 +84 18 94.4+79

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard de 2 répétitions biologiques.
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Figure 44 : Proportion relative des plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’
présentant un bourgeon distal débourré avec des feuilles visibles hors des écailles apres 12
Jjours de culture sous lumiére blanche, bleue ou rouge clair (20 umol.m™.s, 16h/24h).
Aucune différence significative (p<0,05) n’a été mesurée entre les 3 distributions, n = 6 a 20
plantes.

o

8 e

Nombre de piéces foliaires par bourgeon distal

.

TO T7, Lumiére blanche T7, Lumiére bleue T7, Lumiére rouge clair

Figure 45 : Nombre moyen de pieces foliaires (primordia, jeunes feuilles et écailles) par
bourgeon distal de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ juste apres décapitation
(T0) et apres 7 jours de culture (T7) sous lumiere blanche, bleue et rouge clair (20 umol.m
2

.57, 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard avec n = 10 plantes au minimum. Les
différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Temps de
rétention

Figure 46 : Profil d’élution d’un échantillon de bourgeons prélevés juste apres décapitation
(T0) obtenu a la sortie de la colonne permettant la fixation de molécules carbonées (détection
par réfractométrie).

Pour un temps de rétention de 25 minutes (cadre vert), aucun pic n’est observé, signifiant
I’absence de sorbitol dans 1’échantillon. Des profils similaires ont été obtenus pour tous les
échantillons testés (96 h lumiére et obscurité, bourgeons et nceuds).
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Figure 47 : Variations de [’activité NAD-SDH au sein des bourgeons de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apres décapitation (T0) pendant 72 a 96
h sous lumiére blanche (200 ,umol.m'z.s'], 16h/24h) ou a ’obscurité.

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité
pour le méme temps (p<0,05).
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Figure 48 : Expression du gene codant une NAD-SDH dans les bourgeons distaux de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apres décapitation (T0, hachures) sous
différents traitements lumineux : A) pendant 1 a 10 h et B) pendant 24 a 96 h sous lumiere
blanche (200 umol.m™.s”, 16h/24h) (L, barres jaunes) ou a I'obscurité (O, barres noires), C)
pendant 72 h sous différentes quantités de lumiére blanche (0, 2, 20 et 200 ,umol.m'z.s'l,
16h/24h) et D) pendant 72 h sous différentes qualités de lumiere (lumiere blanche, lumiere
bleue et lumiere rouge clair, 20 ,umol.m'z.s'l, 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
L’étude de Dl’expression a ¢été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel et la
normalisation de I’expression a été réalisée par rapport au géne de référence EF-la. A et B)
Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité
pour le méme temps (p<0,05). C et D) Les différentes lettres indiquent les différences
significatives (p<0,05).
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Figure 50 : Variations des activités invertases acides vacuolaire (A, C) et pariétale (B, D) au
sein des bourgeons et des nceuds de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées
Jjuste aprés décapitation (T0) pendant 24 & 96 h sous lumiére blanche (200 umol.m™.s”,
16h/24h) ou a ’obscurité.

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité
pour le méme temps (p<0,05).
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Figure 51 : Expression du gene codant une invertase acide vacuolaire (IAV) dans les bourgeons
distaux de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apres décapitation (T0),
hachures) sous différents traitements lumineux : A) pendant 24 a 96 h sous lumiere blanche (200
umol.m™.s™, 16h/24h) (L, barres jaunes) ou a [’obscurité (O, barres noires), B) pendant 72 h
sous différentes quantités de lumiere blanche (0, 2, 20 et 200 ,umol.m'z.s'], 16h/24h) et C)
pendant 72 h sous différentes qualités de lumiere (lumiere blanche, lumiéere bleue et lumiere
rouge clair, 20 ,umol.m'z.s'l, 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
L’étude de ’expression a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel et la normalisation
de I’expression a été réalisée par rapport au gene de référence EF-la. A) Les astérisques
indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité pour le méme temps
(p<0,05). B et C) Les différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Figure 52 : Expression du gene codant une saccharose synthase (SUSY) dans les bourgeons
distaux de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apreés décapitation (T0,
hachures) sous différents traitements lumineux : A) pendant 24 a 96 h sous lumiere blanche (200
,umol.m'z.s'l, 16h/24h) (L, barres jaunes) ou a l’obscurité (O, barres noires), B) pendant 72 h
sous différentes quantités de lumiére blanche (0, 2, 20 et 200 umol.m™.s”, 16h/24h) et C)
pendant 72 h sous différentes qualités de lumiere (lumiere blanche, lumiére bleue et lumiére
rouge clair, 20 umol.m™.s™, 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons distaux.
L’étude de I’expression a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel et la normalisation
de l’expression a été réalisée par rapport au gene de référence EF-la. A) Les astérisques
indiquent les différences significatives par rapport a la condition obscurité pour le méme temps
(p<0,05). B et C) Les différentes lettres indiquent les différences significatives (p<0,05).
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Figure 53 : Schéma récapitulatif des résultats concernant le photocontréle du métabolisme du
saccharose au cours du débourrement du bourgeon axillaire distal de plantes expérimentales
Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apreés décapitation (T0) pendant 24 a 96 h sous lumiere
blanche (200 umol.m™.s™, 16h/24h) (en jaune) ou & I’obscurité (en noir).

Les profils observés pour les variations des quantités de sucres, des activités enzymatiques et des
expressions géniques sont représentés par une ligne au cours du temps.
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Figure 54 : Evolution de la taille des trois premiers primordia foliaires des bourgeons axillaires
distaux de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ juste apres décapitation (T0) et apres
24, 48, 72 ou 96 heures en présence de lumiére blanche (200 umolm™.s”, 16h/24h) ou
d’obscurité.

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n =7 a 11 plantes. Les valeurs sont
significativement différentes entre les conditions lumicre et obscurité a partir de 48 h post
décapitation, quelque soit le primordium considéré (p<0,001).
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Figure 55 : Observations au microscope électronique a balayage des cellules de la premiere

feuille assimilatrice F1 de bourgeons distaux de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’
cultivées pendant 7 jours d la lumiére blanche (200 umol.m™.s™, 16h/24h) ou a I’obscurité.

Les photos sont prises dans deux zones distinctes de la jeune feuille (schéma): la zone 1 située a
la base (C et D) et la zone 2 située a I’extrémité (A et B) du primordium. Barre d’échelle = 10

wm.
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Tableau IX : Longueur moyenne des cellules de la premiere feuille assimilatrice de bourgeon
axillaire distal de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ cultivées pendant 7 jours sous
Iumiére blanche (200 umol.m™.s, 16h/24h) ou & I’obscurité.

Les mesures ont été réalisées dans deux zones distinctes de la jeune feuille : la zone 1 située a la
base et la zone 2 située a ’extrémité. Les tailles des 15 cellules les plus grandes dans un champ
d’observation (x 500) ont été mesurées. Chaque valeur représente la moyenne =+ erreur standard,
avec n =5 a 9 plantes. Les astérisques indiquent des différences significatives entre la condition
lumicre et la condition obscurité pour une zone donnée (p<0,05).

Zone de la jeune Longueur moyenne des cellules (nm)
feuille Lumi¢re blanche Obscurité
1 19,49 £ 0,18 (*) 15,00 + 0,17
2 29,91 £0,52 (*) 19,65+ 0,28
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 0 100 110 120 130

| 1

RhEXP ATGGCTTCTTTGGGGAT
PREXP4

HdEXP3 ARTTCGGCACGAGGCTC---~TTCATTTCCTCACCACTTCTT---~CATCTTATCAGCH TTTCCTCAC--TGARAR-~ ~TGGCTTTTTTCGGTAT

ALEXP10 ACGARGATCTCCARGTCCCARGTTGTTARCACARGACGTARRACA-----— TGGGTCATCTTGEGTT

ALEXP1  TTTTCCAATTCTARACCARACAACAGATTCTCATARTCATCTCTTCTTTTTTCCTCTTTACGARAAGARGAARGATCARACCTTCCARGTTTACACARARAGARAAARGARCGATGGCTCTTGTCACCTT

Consensus crrrrrrrrrrerreen crrrserrrerrrreeerry Y .bggobb, bbb, gg.at

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

RhEXP TCTTCTARTTGGGTTTGTGTCT==-ATGCTCTCTTCTGTTARTTGCTATTATTATGCTGGTTGGTCCAATGCTCATGCARCCTTCTATGGAGGTGGTGATGCTTCTGGGACTATGGGTGGTGEGGCTTGT
PpEXP4 ATGGGGGG---GGCGTGT
NdEXP3 TCTTGTAATTGGGTTTCTCTCA--CTTGTC-TCTTCTGTTAATGGCTACT---ATGGAGGTTGGTCCARTGCTCATGCARCCTTTTATGGAGGTGGTGATGCTTCCGGCACARTGGRGTGG---GGCTTGT
ALEXP10  CTTAGTTATGATTATGGTAGGAGTCATGGCTTCTTCTGTGAGCGGCTACG---GTGGCGGT TGGATCARCGCTCACGCCACTTTTTACGGTGGTGGTGATGCTTCCGGCACARTGGGTGG---TGCTTGT
ALEXP1 CTTGTTTATTGCTACCCTTGGAGCARTGACGTCACATGTCAATGGTTACGCCGGAGGAGGTTGGGTCARCGCACACGCCACATTCTACGGTGGTGGTGATGCTTCCGGCACARTGGGAGG---TGCTTGT
Consensus Lctk,baatbtgggbit,tb,.bc,,...atg,,..bockbcbgbbaat,geta,t, ., abtg, . gegbbggbeccaatgcbeatgcaacett  batggaggtggtgatgcibe, gg, ac, ATGGGLGE, . . gGCETGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 EFL 380 390

| I

RhEXP GGCTATGGARATCTATACAGCCAAGGCTATGGGACTARCACAGCAGCTCTAAGCACTGCTTTGTTCARCAATGGCTTGACTTGTGGAGCATGTTATGAGCTCAGGTGTGTAAATGACCCACAGTGGTGCC
PpEXP4 GGTTACGGGAARCCTGTACAGCCAGGGCTATGGGACTARCACAGCAGCACTAAGCACTGCATTGT TCARCAATGGCTTGAGCTGTGGGGCATGCTATGAGATCAGGTGTGTARATGACCCACAGTGGTGED
HdEXP3 GGGTATGGGARCCTCTACAGCCAGGGCTATGGGACTARCACAGCAGCTCTAAGCACTGCATTGTTCARCAATGGCTTGACCTGTGGAGCATGCTATCAGATCAGGTGTGTGAATGACCCACAGTGGTGED
ALEXP10  GGATATGGTARTCTATATAGCCARGGCTACGGGACGAGCACGGCGGCTCTAAGCACAGCTCTCTTCARCAATGGACTTAGCTGTGGTTCTTGCTTTGAGATAAGATGTGARARCGATGGTAARTGGTGTT
ALEXP1 GGATACGGARACCTATATAGCCAAGGCTATGGAACCARCACGGCGGCGCTARGCACGGCTCTATTCARTARTGETCTARGTTGTGGTGCTTGCTTCGAGATARGATGTCARAACGATGGARARTGGTGTC
Consensus GG, TALGG,ARcCTaTAcAGCCAAGGCTATGGGACEAACACAGCaGCECTARGCACEGCLE TgTTCARCAATGGeE TgAce TRTGGaGCaTGeTaTgAGaTeAGE TGTGLaAALGAcccAcAgTGGTGeD

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 hao
| |
RhEXP TCCCTGGCACCATTGTGGTCACTGCCACAARCTTCTGCCCGLCGG GGGGATGLGTGCCACCCTCCGEA
PpEXP4 TCCCTGGCACCATTGTGGTCACAGCGACARACTTTTGCCCACCA: GRTGECTGGTGTGATCCTCCACAGCARCACTTTGATCTCTCTCAGCCTGTCTTCCTGCACAT
HdEXP3 TCCCTGGCTCCATCATAGTTACTGCCACARACTTTTGCCCACCA GGTGGECTGGTGCGACCCTCCCCAGCARCACTTTGATCTCTCTCAGCCTGTCTTCCTCCGCAT

ALEXP10 TACCTGGCTCAATCGTTGTAACCGCTACARACTTCTGCCCGCCARATARCGCGT TAGCGARCARTARTGGCGGTTGGTGTARTCCTCCTCTTGARCACTTTGACCTTGCTCAGCCTGTTTTTCAARCGCAT
ALEXP1 TTCCTGGCTCAATTGTCGTCACAGCCACAAACTTTTGCCCTCCTARCAACGCCTTACCGAACAACGCAGGAGGTTGGTGTAACCCTCCTCAGCAGCATTTTGATCTCTCTCAGCCCGTATTTCAACGCAT
Consensus TcCCTGGCaCcATEgTgGTeACEGCcACARACTTETGCCC.CCA s ssssssssssssssssass il GgtbGGTGe, AcCCTCD ,CAgcaacactbbgatcbocbcbeagectgt .t c, . c cat

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1

RhEXP
PpEXP4 TGCACARTACAGAGCTGGAGTTGTCCCTGTATCATACAGARGGGTGAGATGCARGAGAAGAGGAGGCATAAGGTTCACAGTGAATGGCCATTCGTACTTCARCTTAGTGCTTGTGACARACGT TGGTGGT
HdEXP3 TGCCCAATACARAGCTGGGGTTGTCCCAGTGTCCTACAGARGGGT TAGATGCAGGAGARGAGGAGGCATAAGGTTCACTGTGARTGGACACTCTTACTTCARCTTAGTCCTTGTGACARACGTCGGTGRT
ALEXP10  TGCTCAGTACAGAGCTGGARTCGTCCCTGTTTCCTACAGARGGGTTCCTTGCAGGAGAAGAGGAGGARTAAGATTCACGATARACGGCCACTCATACTTCARCCTTGTGCTGATCACARACGTCGGTGGT
AtEXP1 CGCTCARTACAGAGCCGGCATTGTCCCCGTCGCTTACCGARGAGTGCCGTGCGTGAGAAGAGGAGGAATARGGTTTACGATARACGGACACTCTTACTTCARCCTAGTTCTGATCACTARCGTCGGAGGA
Consensus Lgc,caataca,agebgg..bbgbece,.gh.be,tb Lk....bgca .ataaggtbtcac, .b.aa.gg.ca.btc,.backtbcaac,bagk,.ct, .b,acaaacgt . gppbapt

651 BB 670 680 630 F00 710 720 730 740 750 760 Eril 780
| I

RhEXP
PpEXP4  GCTGGAGATGTGCAGTCTGTGGCCATCAAGGGCTCTAGGACCCGGTGGCARCTARTGTCAAGARAC TGGGGACARAACTGGCAAR
HdEXP3 GCTGGAGATGTGCAATCTGTGGCCATCARGGGCTCCAGGACTCGGTGGCARGCARTGTCARGARACTGGGGCCARARCTGGCAGAGCARTTCTTACCTCAATGGACARAGCCTCTCTTTTATTGTGACCA
ALEXP10  GCCGGAGACGTTCACTCGGCGGCGATCARGGGTTCARGAACAGTGTGGCARGCTATGTCARGGAAC TGGGGGCARART TGGCARRGCARCTCTTACCTCAACGGTCARGCACTTTCCTTTARGGTCACCA
AtEXP1 GCCGGAGATGTTCACTCAGCGATGGTTAAAGGTTCAAGAACTGGATGGCARGCGATGTCAAGAAACTGGGGACAGAACTGGCAGAGTARCTCTTACCTTAACGGACARTCTCTCTCATTCARAGTTACAR
Consensus gc,.ggagatgh.ca.bc.g.ggc.abcaaggg.be.ag,ac, . gebepcaa, . . abgbcaagaaach peEe . CAAAaC BECA. At ssassissssssssssssssssstssssssssssssnsssnns

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 8390 900 910
| |

RhEXP
PpEXP4

HAEXP3 CCRAGTGATGGCCGCAGATTGGTTTCTTACARTGTTGCCCCTCCGARTTRGTCATTTGGTCAGACATACACTGGGAGACAGTTTCTCTATTAGTTARTTATCTCTCTATGTATGGT TARARARGCTTATTT
ALEXP10 CCAGCGACGGCCGCACAGTTGTCTCCTTCAACGCCGCTCCTGCCGGETGETCTTATGGCCAGACTTTTGCCGGTGGACAGTTCCGTTAAAAAGGGCARGTTGGTTAATCTCTCTTCCATATATC————
ALEXP1  CRAAGCGATGGCCARACCATTGTCTCTARCARCGTTGCTAACGCAGGCTGGTCTTTCRGCCAGACCTTCACAGETGCGCAGCTACGT TAGGARGAGTGATTCAGTGARARTTCATCTCATTGATCGTGTGE

CONSEIMSUS  4ussssssatsssseesssetsssssssssssteettsettssttststssteetttettssttatstssttetstettsssttsstssttesttettssttssstsssttsstsesssstssssnssns

911 920 930 940 950 960 970 80 990 1000 1010 1020 1030 1040
I ]
RhEXP
PpEXP4
HdEXPZ TRACTACTCCAGTTTGTTTAGCTGTTTGTTTAGCTGCATATGTGGTARARATTTAAGGG TARARGATGARARGGETTTGCTTATARGGGTARRARAATGGARAGGGTTGATTGACCTCTTTCATTTTATTA
ALEXPL0  =mmmmmmmmmmm TARRGTAARCTCATTT-~~GTGTGGT-======-= TATATTGGTCTCTTGARRARRT T-CGGTTA--~TTGAGAGA-GTGATGCGTCGAGGGC TCGGTTTTGCAGARGGCCTTGAT—

ALEXP1 TATTGA-CGTGTTGTAGTAGARGCAGT TAGAGAGAGGGGCATGATAGTARTTTGGTCCTTTCTTTCARTTGAGGT TRACCTARARAGARGTGGTGCTTCGAGTGCTTGATTTTGCACGAGGCCTTGAT-—
DOMSEMEUE e ttsasssasssasssssssessseesssesssestssesssets estsessssetstesstetssestaststtststtsstetststestatsssstssssssasssssssasssssssassnes

1041 1050 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |

RhEXP

PREXP4

HdEXP3 TRAGATTTGTTAGTTTTTTCAGGTCATGGCTTGGATTATTCTGARGCCTCATGGCCATATCTGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAATCAGTTTGCARGGCAGT TAGGTAGTGGAGATTTA
ALEXP10  --GACGTCTARTCTTTTTTTGGACCT--CTTTATTTTICTTTCTTGARACTAGT TTTTGT TAAGARAGARARRACAAGT TATAGTAGT TARTGTAT TACTGATGCAGAG--GTGGAGT T---=TTAACTA

ALEXP1 =--GATGTC=--ATCTTTTG=--GGAAC==-CTTTTCTTATCTTTCTTCA====== TTTTTATTGGETARGGT == === m = e TTTATGTTATACTGATGCAGAG--GTGGTATTGAGTTGARGTA
CONSEMEUS 1 rnnsrsrrasssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssstttssssssesrsssssssssrsssssssss
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| |
RhEXP
PpEXP4
HdEXP3 CCACCCGCTGTTAGTTCATGARGTTATGARTATTGAATAGARGAGGTGTTTCTTTTACTACGAT TAGCARATGCTGTAGCAGAAGAGGTCCTACARTCAGCTTGTGTARTGTCATTGTAARTARACTCGGG
ALEXP10 CCACCCGCTAGTAGT: AGTTAT GAGTTATTTAT===== TTTARGGTGTGAGAGAGAGATGGATTATCAAGATTTGTCAATTTTATTATGTTTGTTTGTARTAATACA-—=
AtEXP1 CCACCCGCTAGTAGT-——-—- AGTAGTAGTCTCT——=-——- CGTGTCATTTGTATCCCTTCTCGAAGCGAGAGGGAGAGTTTTAGATTTTATTARTCTCGTTARAGTCATTTGTATGTTGTAAATTT-—
CONSENSUS o senssnssssssssssssssssssnssssssssssssssssssstesssssssssssssssssssssssssssstsssssstssssssssssssssssssstsssssttssssssssssssnsssnss
1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 133892
| 1
RhEXP
PpEXP4

HdEXP3 CTGCTTATTCTGCGCCTTTARTTACATTCTARGCCGATATTARTCTARACTACTCTARTTTATGGGATGARRARAARARAAARARARAAAARAR
ALEXP10 -ATTCTTTACTCCA--GTTAATGAAAATTGGGGGATTGATCACT
ALEXP1 -TTCARTTTCTACA--AGTARGAAATATTGGAGATTTGTTTGTTATATACT--—--——- TTGTGTAATAARARTTATATTCATAT

CONSEMEUS  1rrvvrrrrassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssses

Figure 56 : Alignement de séquences nucléotidiques d’expansines fortement homologues de
[’expansine clonée chez le rosier (RhEXP).

Les nucléotides en rouge présentent plus de 90% de similitudes entre les séquences, ceux en bleu
50% (Multalin http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html ; Corpet, 1988). Les numéros
d’accessions des séquences sont cités dans le texte.
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Figure 57 : Arbre phylogénétique construit a partir de séquences nucléotidiques d’expansines
de plantes.

L’arbre a été construit a partir de 1’alignement de séquences nucléotidiques réalisé par le
programme ClustalW (Larkin et al., 2007) puis en utilisant le logiciel TreeView (Page, 1996).
Les séquences utilisées pour 1’analyse et leurs numéros d’accession (GenBank) respectifs sont :
AtEXPI1 (Arabidopsis thaliana, NM_179537), AtEXP10 (Arabidopsis thaliana, AF229437),
CsEXP10 (Cucumis sativus, AY940479), MdEXP3 (Malus domestica, AF527800), PpEXP4
(Prunus persica, AB054319), RhEXP (Rosa hybrida) et SIEXPI10 (Solanum lycopersicum,
AF184233).
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I t t 4 4 4 4 + |
RhEXP HASLGILLIGFYSHLSSYHCYYYAG--HSHAHATF YGGGDASGTHGGGACGYGHL Y SOGYGTHTAALSTALFHH
ALEXP HGHLGFLYHIRYGYHASSYSG-YGGG-HINAHATF YGGGDASGTHGG-ACGYGHL Y SOGYGTSTAALSTALFHH

FaEXP HEHA-SAAFFLYGLLAH-YTSAHG-YGGGGHYHARATF YGGGDASG THGG-ACGYGHLYSOGYGTHTAALSTALFHN
PpyEXP HKHTFPSGFFLYGILAHLYASAHA-YGGG-HYHAHATF YGGGDASG THGG-ACGYGHLYSOGYGTHTAALSTALFHH
S1EXP HGIT-IFILYLLFYDSCFHIYEGRIPGYYSGGSHETAHATFYGGSDASGTHGG=-ACGYGHLYSOGYGYNTAALSTALFHN
PpeEXP HGYYSYSACLASLLISLHAHYAEARIPGYYSGGAHEARHATFYGGSODASGTHGG-ACGYGHLYSOGYGYSTAALSTALFHH
HdAEXP GHATFYGGSDASGTHGG-TCGYGHLYSOGYGYHTGALSTALSHS
Consensus  ,..eesseelfall, fuealeensseatd.22.0, naHATFYGGgDASGTHGE, aCGYGHLYSOGYGENTaALSTALFHN

g1 90 100 110 120 130 140 150 160
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RhEXP GLTCGACYELRCYHODPOH--CLPG=-TIVYTATHFCPPGGHYPPSA
ALEXP GLSCGSCFEIRCEMDGKH=--CLPG==-5I¥YTATHFCPPHHALANHMHGGHCHPPLEHFDLAOPYFORIAODYRAGIYPYSYR
FaEXP GLGCGSCYEIRCYHWDPKH=--CLPG==-5IVYTATHFCPPHHALPHHAGGHCHPPOHHFDLSOPYFOHIAOYKAGYYPYSYR
PpyEXP GLGCGPCYEIRCYHDPKH=--CLPG==-5IYYTATHFCPPHHALPHHAGGHCHPPOHHFDLSOPIFOQHIAOYKAGYYPYSYR
S1EXP GLSCGACFELKCTHTPHHKHCLPGHPSILITATHFCPPHYALPHDHGGHCHPPRPHFDLAHPHFLELAOYRAGIYPYTYR
PpeEXP GLSCGACFEIKCAWDPHH=--CHSGSPSIFITATHFCPPHFAOPSDHGGHCHPPRPHFDLAHPHFLKIAEYRAGIYPYSYR
HdEXP GLSCGACFELKCAHOPOH=--CKSGSPSIFYTATHFCPPHFAOPSDOGGHCHPPRTHFDLANPHFLKIAEYRAGIYPYSYR
Conzensus GL.CGaC¥ElrCwHdp.H. .ClpG, ,sIv!TATHFCPPN, a.p. .agguwenpp, hidl, ,p.f,.ia,4y.ag.vpysyr

161 170 180 190 200 210 220 230 240
| + + + + + + + |

RhEXP
ALEXP RYPCRRRGGIRFTIHGHSYFHLYLITHYGGAGDYHSARIKGSRTYHOAHSEHHGOMHOSHSYLHGOALSFEYTTSDGRTY
FabEXPF RYPCRRRGGIRFTYHGHSYFHLYLITHYGGAGDYHSYSYKGSKTGHOANSEHHGONHOSHSYLHGOALSFEYTTSDGRTY
PpyEXP RYPCRRERGGIRFTINGHSYFHLYLITHYGGAGDYHSYSYKGSRTGHOANSREHHGONHOSHSYLHGOALSFEYTTSDGRTY
S1EXF RIPCRKOGGIRFTIHMGFRYFHLYLITHYAGAGDIIKYMYKGTKTHHIPLSEHHGOHHOSHAYLTGOSLSFRYKASDHRSS
PpeEXP RYPCRKRGGIRFTINGFRYFHLYLYSHYAGAGDIYRYSYEGSKTSHHSHSRHHGONHOSHAYLYGOSLSFRYRGSDRRTS
HAEXP RYPCRKOGGIRFTIHGHKYFHLYLIHHYAGAGDIYKAYYEGTHTPHHSLSRHHGONHOSHAILYGOSLSFRYTASDRRTS
Consensus rvper,.geirfting, .yfnlvli.nv,.gagd, ....vke.. bW, . .srovgqnvgsn, 1, 0. 1sf v, .sd.rt,

241 250 260263

| + |
RhEXP
ALEXP YSFHARPAGHSYGOTFAGGAFE
FaEXP YSYHAAPARHSFGOTFTGAOFE
PpyEXP YSYHARPAGHSFGOTYSGAOFR
S1EXF TSHHHYPSHHOFGOTFIGKHFKI
PpeEXP TSHHYYPAHHOFGOTF TGKHFRY
HdEXP TSHHIYPSHHOFGOTFTGEHFRY

Consensus .s,.n,.p..w.fegqbf.g,.fr,

Figure 58 : Alignement de la séquence protéique RhEXP avec différentes expansines végétales.
Les acides aminés en rouge présentent plus de 90% de similitude entre les séquences, ceux en
bleu 50% (Multalin http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html ; Corpet, 1988). Les
séquences sont identifiées par les abréviations de leur nom de genre et d’espére suivi de EXP.
Les numéros d’accessions (GenBank) sont les suivants : Arabidopsis thaliana (AAF61713),
Fragaria ananassa (ABA62612), Pyrus pyrifolia (ABR04073), Solanum Ilycopersicum
(AAC63088), Prunus persica (BAC66787) et Malus domestica (BADO00017).
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Figure 59 : Etude par RT-PCR de [’expression du geéne RhEXP dans différents organes de
plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’.

R : Racines, N+B: Nceuds et Bourgeons, Fj: Feuilles jeunes (encore anthocyanées), Fm :
Feuilles matures, P : Pétales et E : Etamines. Le géne de référence GAPDH a été utilisé comme
témoin (taille attendue du fragment amplifié = 300 pb). Pour RAEXP, la taille attendue du
fragment amplifié est de 205 pb. Les bandes supplémentaires indiquent la présence d’ADN
génomique dans les échantillons (un intron est alors présent dans le gene considéré).
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Figure 60 : Etude par RT-PCR de [’expression du géne RhEXP dans le bourgeon (B), le
meéristeme (M) et les primordia foliaires (PF) de plantes expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’.
Le gene de référence GAPDH a été utilisé comme témoin (taille attendue du fragment amplifié =
300 pb). Pour RAEXP, la taille attendue du fragment amplifié¢ est de 205 pb. La bande dont la
taille est de 451 pb correspond a I’amplification du gene RAEXP, de part et d’autre d’un intron.
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Figure 61 : Expression du géne RhEXP dans les bourgeons axillaires distaux de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ placées juste apres décapitation (T0, hachures) pendant
24 a 96 h sous lumiere blanche (200 ,umol.m'z.s'], 16h/24h) (L, barres jaunes) ou a [’obscurité
(O, barres noires).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons axillaires
distaux. L’étude de I’expression a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel et la
normalisation de I’expression a été réalisée par rapport au gene de référence EF-1a. L’expression
génique juste apres décapitation (TO) défini I’expression génique de base et possede une valeur
arbitraire de 1. Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport a la condition
obscurité pour le méme temps (p<0,05).




RESULTATS ET DISCUSSIONS

2,0

‘o
—T—g

Expression relative
o
(@]

o
[&)]
!

a

0,0 L n—

Obscurité Lumiére blanche 2~ Lumiére blanche 20 Lumiére blanche 200
pmol.m-2.s-1 pmol.m-2.s-1 pmol.m-2.s-1

2,0

1,5 1

1,0 1

Expression relative

0,5 -

0,0
Lumiére blanche Lumiére bleue Lumiére rouge clair

Figure 62 : Expression du gene RhEXP dans les bourgeons axillaires distaux de plantes
expérimentales Rosa hybrida ‘Radrazz’ cultivées pendant 72 h sous A) différentes quantités de
Ilumiére blanche (0, 2, 20 et 200 umol.m™.s, 16h/24h) et sous B) différentes qualités de lumiére
(lumiere blanche, lumiere bleue et lumiere rouge clair, 20 ,umol.m'z.s'], 16h/24h).

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, avec n = 3 lots de bourgeons axillaires
distaux. L’étude de I’expression a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel et la
normalisation de 1’expression a été réalisée par rapport au géne de référence EF-1a. Pour A,
I’expression génique a 200 ,umol.m'z.s'l défini I’expression génique de base et posséde une
valeur arbitraire de 1. Pour B, I’expression génique de base est définie par I’expression obtenue
sous lumiere blanche. Les lettre indiquent les différences significatives entre chaque condition

(p<0,05).
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TGGCTGATTTGGTTTTTGACACCACGGCCCTTTGCTCTTTCTT -1916

TTTGTAATAGAGATAGTTTGAGTCTGATTTTTTTGTGTTCTCATAGATATGGTAATGATTTACTTTGCAGGA -1801

TTTTTAGAACCTCGGCTTTTTATCTAAACTTTGCTCCTTGCTTTCAAAATTCTTCTTTTACATTGTTCACAT -1729

TCAAGTGCCTTTTTGAAAATACTACTTTAGATTGCAGGGAGAGATTCCAAGTTCCATAGCTCTTAATTACCT -1657

AAATGTCTGCTAGCTTTTGCGAGAATCCATATCATATCTGATTCTAATAAACTCAGGGGTCAGATAAAGGGT -1585

GGTGAAGACTGAATCACATTTTAGACCCACCAGATTTCGTTCAAAGATACGCTGTTTTCACCTCTCTGGCTA -1513

ACTACTGGACAAGGATCGGAGCTAGCTTTCCATTATTTATGAACTTGGAGTCTCAAATCTAAGCAGAGATGC -1441

AGACTAAAGTTCTGGTGACATAAAGGTAGAAGAGTAGAAGACAACCACATGACCACTTAGCAAAATGGTTGT -1369

CCGGTAGTCCCCATTATCATGCATTGGACAAGGCTATCGTTACCCTATAACGGAAACAGACAACGGTATAGC -1297

CCCAATATTTTTACATTTTTAAAAAAGTATAATTGGGGATTGGTAAAGTCCAAACAAACTAGTAATGAAAAC -1225

TTATACACGAGACGACATCTATTAATTGATGTAAAATTACTTGACACACAGTTAACTTTTATGTCTTAATTT -1153

ATTTAAAATGATTTATCGAACATCTTATCTTCATCAATACTTTCCTCGATCATTCCCATGTACTCGTTTATA -1081

AAGCTGGCAACACTGGAGTTAATGATCAGCAACATGAAATGTAGATTTAAAGGCACCCACTCTCTGTCTCTG -1009

AGTTTGGCATGTAATAAATGAGAGTGTATCTTTCTCCAAGCCAGAGATTATAATACCGTGGAACCTTATGCA -937

TGTGCTACTATCCCATCAATGTTTGGCCATGAATGACATTTATTTAAAATCTTGTTATGTAGATACTAGATA -865

CTAAATAGATGAAAACTTTGATGCCATACTTTGCAGGCAGTACAAATTGAAGATTGGAGTTGCGTGATTTAC -793

AACCACAAGAACTGCTTTCCATTAATTAAGAGAAAATCCCAACAGGGGTCAGGGAATAAACAATAAAGTCTA -721

GTATTTTCTAAAATTTACCATTATCATTGGTGTTAGCTTAATATGACTTGTCCGAGGATTCCCTCACAATTG -649

AAATCTTTTTAACACAGTTATTGTCCAACTTGGGAGCAAAACGTTGTTTGCAAGAGGTTTTGAGTTCGAACC -577

CTTCGTCTCCATGATATTTAGTTGAGAGTGTTAACTTGATATACATTGTTTCTTAATCTAAGTATTATATAT -505

TTCCTCTCAATTGAGAGGTTGATATCTTCTAGTTAGTTGAGCTGGTTGAGCCAAATTTACTCTGCCATCTTC -433

ATAGACACTTTGGGGTTCATGGAAATTGCTAGACGGAAACTTGAAAATTAACCACGCGGTTTGAACCATGAA -361

AACCGCTCAGTCCCAAAACTAATACCATGCATGCATTGATTCCTATTTCTACAGAGAAATGAGAGTCCCAAA -289

ACCACTTAGCAGAGAGTTGCTTGGTCCCAACTCCCAACAGCTCAAGCTTTGTCAGGTTGTCAATTCAGGGGT -217

GATGTTGACTGACCTCTATTTATTCTTCTTCAAAAAATGATAAAACCCCCCCTCTCCATTTCTTCACCACTG -145

CTTAGTTCATATCTCCTGTAAATAGTTCTATCTCTGCCCTTTTTATCTTGTAGCAGAAGAATAAATTAGATT -73
ATTTGGTACTACTTTGTACTAGCTATAATAGTGATGCTAAAAGAGTTCACAAATCTTACAATGCAGGAAAAA -1
M A S L G I L L I G F \Y% S M L S S \Y 18
ATG GCT TCT TTG GGG ATT CTT CTA ATT GGG TTT GTG TCT ATG CTC TCT TCT GTT 54
N c Y Y Y A G W S N A H A T F Y G G 36
AAT TGC TAT TAT TAT GCT GGT TGG TCC AAT GCT CAT GCA ACC TTC TAT GGA GGT 108
G D A S G T M G 44

GGT GAT GCT TCT GGG ACT ATG GGT ATGTCTTCCACACAATGATTATAATCGAACTTTTACTTT 171
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GGTTTTGTGAGCTTAATCTACATTGTTCTCTCATTTTCCAACTATTTTCCATAGTTGTCTAACATGGTATAT 243

CCGAAACTTGTTAGCTTGAGCTTGGTTTCAAGGTTAAAATGGTTTATTTTGTGTAAAGGATTGAACTTTGGT 315

G G A c G Y G 51
TCTATTACTGTACTCATTAGTATTTTTGGGCTTGATTTTTACAGGT GGG GCT TGT GGC TAT GGA 379
N L Y S Q G Y G T N T A A L S T A L 69
AAT CTA TAC AGC CAA GGC TAT GGG ACT AAC ACA GCA GCT CTA AGC ACT GCT TTG 433
F N N G L T c G A c Y E L R c A% N D 87
TTC AAC AAT GGC TTG ACT TGT GGA GCA TGT TAT GAG CTC AGG TGT GTA AAT GAC 487
P Q W c L P G T I A% A% T A T N F c P 105
CCA CAG TGG TGC CTC CCT GGC ACC ATT GTG GTC ACT GCC ACA AAC TTC TGC CCG 541
P G G W A% P P S A 114
CCG GGG GGA TGG GTG CCA CCC TCC GCA 568

Figure 63 : Séquences nucléotidique et protéique du gene RhEXP issu du criblage de la banque
génomique de Rosa hybrida ‘Radrazz’.

La séquence protéique est représentée au dessus de la séquence nucléique. Le codon ATG est
représenté en rouge. La séquence de l’intron (226 pb) est représentée en bleu. Une séquence
caractéristique des boites TATA a été trouvée 74 pb avant le codon ATG (motif TTATTT souligné
en noir.
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Figure 64 : Emplacement de certains éléments cis (identifiés par analyse informatique) sur le
promoteur du géene RhEXPI10 de 1,915 kb.

Les positions des motifs sont indiquées a partir du site d’initiation de la traduction. Les éléments
situés sur le brin positif ou négatif sont respectivement placés au-dessus ou en-dessous de la ligne.
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