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RÉSUMÉ 
 

Les roses à fleurs doubles attirent sélectionneurs et scientifiques depuis de nombreux siècles. 

L a al se des tau  de s g gatio  et cartes génétiques indique que le passage de la fleur simple à la 

fleur double est dû à une seule mutation dominante située sur le chromosome 3. Cette mutation 

conduit à une conversion homéotique d une partie des étamines en pétales, soulignant la possibilité 

que cette mutation impacte certains gènes du modèle ABC. Il y a quelques années, notre équipe a 

démontré que l augmentation du nombre de pétales chez le rosier était corrélée à une restriction de 

l expression de RcAGAMOUS (RcAG) vers le centre du méristème floral. Cependant, RcAG étant porté 

par le chromosome 5, il ne peut être le déterminant génétique de la fleur double. Il a donc été supposé 

que la mutation en cause se trouvait dans un gène intervenant en amont de RcAG. 

Récemment, nous avons séquencé, assemblé et publié le génome de Rosa chinensis cv Old 

Blush  u  a t e des osie s ode es ui p oduit d jà des fleu s dou les. L assemblage, de très 

bonne qualité, nous a aidé à reconstruire la séquence des deux haplotypes de l'intervalle contenant la 

mutation liée à la fleur double. Nous avons identifié, parmi les 631 gènes de cet intervalle, un gène 

APETALA2-LIKE (RcAP2L) comme candidat plus que prometteur. En effet, il a été découvert que ce gène 

existait sous la forme de deux allèles, l un d entre eux contenant un grand élément transposable, 

do a t lieu à u  all le t o u  sista t à l i hi itio  pa  miR172, appelé RcAP2LΔ172. Sachant que la 

su e p essio  d u  a ia t sista t au miR172 entraîne souvent la formation de pétales 

supplémentaires chez A. thaliana, j ai d ontré que la présence de ce variant corrèle avec le 

phénotype « fleur double » hez les osie s d o igi e hi oise. E fi , alo s u AP  est apa le d i hi e  

l e p essio  d AG en se liant directement à ses séquences régulatrices chez A. thaliana, j ai o firmé 

la capacité des protéines codées par les deux allèles de RcAP2L à lier les séquences régulatrices de 

RcAG, in vitro. Fait i t essa t, u  uta t spo ta  d Old Blush  à fleu s si ples po te u e utatio  

da s le do ai e de liaiso  à l ADN de ‘ AP LΔ 2 ui lo ue l i te a tio  e t e la p ot i e et les 

séquences régulatrices de RcAG, suggérant que la non-fonctionnalisation de cet allèle est suffisante 

pour réverter le phénotype. 

À partir de ces résultats, je propose donc un modèle pouvant expliquer la formation de fleurs 

doubles chez les rosiers chinois et peut- t e d aut es ‘osa eae, da s les uelles la p ot i e ‘ AP LΔ172 

peut s a u ule  du fait de sa sista e au i‘  et restreindre davantage l e p essio  de RcAG au 

centre du méristème floral. Ainsi, la frontière entre les domaines A et C se trouve elle aussi déplacée 

vers le centre du méristème, ce qui induit la conversion des étamines en pétales. 
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ABSTRACT 
 

Roses exhibiting double flowers have intrigued both breeders and scientists for decades. Based 

on segregation ratios and genetic maps, it is known that the switch from simple to double flower is 

due a single dominant locus on chromosome 3. When present in its mutated form, this locus leads to 

a homeotic conversion of stamens into petals, suggesting a mechanism involving the ABC genes. A few 

years ago, our team demonstrated that the increase in petal number correlates with a restriction of 

RCAGAMOUS (RcAG) expression domain towards the center of the floral meristem. However, as RcAG is 

located on chromosome 5, the causative mutation was assumed to act as a regulator of this gene.  

Recently, we sequenced, assembled and published the double-flowered Rosa chinensis  Old 

Blush  ge o e se ue e ith a high-quality assembly that helped us to reconstruct the sequence of 

the two haplotypes of the interval containing the double flower mutation. Among the 631 genes from 

this interval, we identified here an APETALA2-LIKE (RcAP2L) gene as a strong candidate. Indeed, this gene 

was found to exist as two alleles, with one containing a large transposable element resulting in a 

truncated, miR172-resistant, variant named RcAP2LΔ 7 . Knowing that the overexpression of a miR172-

resistant variant of AP2 leads to the formation of extra petals (and sometimes stamens) in Arabidopsis, 

we investigated the presence of this variant in simple and double flower varieties. The presence of 

RcAP2LΔ 7  was found to correlate with the double flower phenotype in Chinese roses and was not 

observed in any of the simple-flowered roses studied. Finally, as AP2 is able to inhibit AG expression 

by directly binding to its regulatory sequences in A. thaliana, I confirmed that both RcAP2L proteins 

are also able to recognize RcAG regulatory sequences in vitro. Interestingly, we identified a mutation 

in the RcAP2LΔ  DNA binding domain of a spontaneous simple-flowered mutant of Old Blush  that 

prevents the interaction between RcAP2LΔ  and RcAG regulatory sequences, suggesting that the non-

functionalization of this allele is sufficient to the revert the phenotype. 

A working model is thus proposed for double flower formation in rose, that could be valid for 

other Rosaceae, whereby RcAP2LΔ  protein may accumulate due to its resistance to miR172 and 

consequently may repress more RcAG towards the center of the floral meristem, leading to the sliding 

of the A/C border and thus the conversion of stamens into petals.  
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Chapitre 1 : Introduction 
  

Illust atio s p ouva t l’existe e fleu s dou les à t ave s le o de, 
pa fois d s l’A ti uit . 

 

 

À gau he: f es ue de la aiso  des Vettii, Ie  si le ap s J.-C., Po p i. 
    Source: https://leg8.fr/monde-romain/rose-rome-antique 

À d oite: pei tu e alis e pa  l a tiste Hua g Ju ai 黄居寀  à l po ue 
de la d astie “o g Xe si le ap s J.-C. , Chi e. 
    Source: https://ltfc.net/img/5c5fefd1063ff454f3bf118c 
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Parmi les merveilles de la nature, les fleurs passionnent et fascinent artistes, poètes et 

« commun des mortels » plus que tout. Elles embellissent le quotidien par leur beauté et leur parfum, 

a a t isti ues ui o t t  s le tio es pa  l ho e. La s le tio  des pla tes o e e tales s est 

faite essentiellement su  l aspe t isuel, ota e t su  l aug e tatio  du o e de p tales pa  

fleu , ui leu  do e u e appa e e plus de se et t s att a ti e pou  l œil. Ce a a t e, 

potentiellement défavorable pour la plante, a été sélectionné, indépendamment et de nombreuses 

fois, chez des espèces variées provenant de différentes familles et différents genres. Quels sont les 

mécanismes sélectionnés ? Sont-ils analogues dans les différentes espèces ? Que nous apportent ces 

informations sur le processus de domestication des plantes ornementales ? C est da s e ad e ue se 

place mon travail de thèse qui, pour tenter de répondre à ces questions, utilise le rosier comme modèle. 

I. Qu est- e u u e fleu  ?  

Lo s ue ous pe so s au  fleu s, ous pe so s d a o d à es hoses olo es et voyantes qui 

décorent nos jardins et maisons. Mais les fleurs sont avant tout des organes extrêmement spécialisés 

et efficaces, fournissant à la plante qui les porte un avantage reproductif sur les plantes qui en sont 

dépourvues. 

 La fleur, un outil de reproduction 

Les plantes à fleurs, ou Angiospermes, constituent le groupe de plantes le plus représenté sur 

Te e a e  à l heu e a tuelle plus de  000 espèces ayant colonisé tous les habitats (Joppa et al., 

2011). En comparaison, le groupe des Gymnospermes, qui bien que paraphylétique est encore souvent 

considéré o e le g oupe f e des A giospe es, e o tie t u e i o   esp es (Wang and 

Ran, 2014). Cette ussite oluti e s e pli ue ait e  pa tie pa  l appa itio  de la fleu , st u tu e 

dédiée à la reproduction sexuée et caractéristique des Angiospermes. De plus, après la fécondation, 

celle-ci se transforme en fruit, une autre structure spécialisée qui a pour rôle de favoriser la dispersion 

des graines. 

Dans sa structure typique, une fleur est o pos e de uat e e les d o ga es o e t i ues, 

chacun appelé verticille, mis en place séquentiellement au cours du développement floral et ayant 

chacun une fonction principale précise (Figure 1). De l e t ieu  e s l i t ieu  d u e fleu  so t 

rencontrés : (1) les sépales, généralement verts et à fonction protectrice du bouton floral, (2) les 

pétales, souvent colorés et à fonction attractrice des pollinisateurs, (3) les étamines, organes 

reproducteurs mâles, enfin (4) les carpelles, organes reproducteurs femelles parfois contenus dans un 

pistil. Les termes calice, corolle, androcée et gynécée font chacun référence à un de ces différents 



Sépales

Pétales

Étamines

Carpelles
Réceptacle

Styles

Stigmates

Figure 1 : Organisation d’une fleur sauvage de rosier.

(A) Vue de dessus. 

(B) Vue en coupe après retrait des pétales. 

(C) Diagramme floral correspondant.

Les rosiers sauvages possèdent un verticille de 5 sépales, un verticille de 5 pétales, un nombre indéterminé

d’étamines arrangées en spirale et un nombre indéterminé de carpelles libres insérés dans un réceptacle.

Barre d’échelle : 1 cm

Anthères 

BA

C

Filets
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verticilles, de l e t ieu  e s l i t ieu  respectivement, alors que le terme périanthe fait référence 

aux deux verticilles extérieurs.  

E  fo tio  de la se ualit  et du ode de polli isatio  de l esp e, les diff e ts o ga es 

floraux peuvent être plus ou moins développés. Ainsi, si la plupart des fleurs sont hermaphrodites 

p se e si ulta e d ta i es et de a pelles , e tai es esp es d A giospe es o t des fleu s 

u ise u es, est-à-dire portant soit des étamines soit des carpelles. C est le as pa  e e ple des fleu s 

du melon Cucumis melo (Martin et al., 2009) ou du kiwi Actinidia chinensis (Fraser et al., 2009). Lorsque 

les fleurs sont pollinisées par le vent (anémophilie), elles portent généralement des étamines 

produisant une très grande quantité de pollen et des styles plumeux capables de mieux recevoir le 

polle  e  suspe sio  da s l ai . Ces p i ipales adaptatio s so t sou e t a o pag es de la 

réduction en taille des deux premiers ve ti illes, do t l i po ta e fo tio elle est duite. Ces fleu s 

sont donc rarement attractives aux yeux des insectes et des humains et ne sont que peu cultivées pour 

leurs qualités esthétiques. Ainsi, les plantes de la famille des Poaceae, par exemple, ne produisent pas 

de fleurs colorées et ont été généralement domestiquées pour leurs qualités nutritives. En revanche, 

dans le cas de plantes pollinisées par des insectes (entomophilie), les pétales ont pour fonction 

p i ipale d atti e  les polli isateu s par leur couleur, leur forme et leur parfum, traits qui attirent aussi 

pa ti uli e e t l i t t des ja di ie s, s le tio eu s et i dust ies os ti ues. Alors que ces traits 

sont donc essentiels à la diss i atio  de l esp e, ils peuvent être accompag s d aut es adaptatio s 

utiles à l att a tio  des polli isateu s, o e la p odu tio  de e ta . 

 Origine évolutive de la fleur 

 En 1768, Caspar Friedrich Wolff analyse les extrémités des plantes et identifie que tous les 

organes sont formés dans ces extrémités (Wolff, 1759 : Theoria Generationis), ue l o  o e a plus 

tard un méristème. Ainsi, malgré leurs différences de formes et de fonctions, les quatre organes 

floraux auraient la même origine développementale u ils pa tage aie t a e  les au hes foliai es. 

Peu après, Johann Wolfgang von Goethe proposera la même théorie et envisagera les organes floraux 

comme des feuilles « métamorphosées » ou « variations autour d u  e th e » (Goethe, 1790 : 

The Metamorphosis of plants ; Coen, 2001). Goethe se fo da ota e t su  l o se atio  de fleu s 

anormales, et notamment certains rosiers à pétales en très grand nombre et sans organes 

reproducteurs mâles, pour proposer que chaque organe peut être converti en un autre organe, et 

u ils d i ent tous de feuilles modifiées.  

Plusieurs siècles plus tard, les analyses de divers t aits flo au  au sei  de l e se le des 

Angiospermes ont permis la reconstruction théorique du phénotype floral du dernier ancêtre commun 

des plantes à fleurs, qui existait certainement il y a  à  illio s d a es (Sauquet et al., 2017). 

Leurs fleurs devaient être hermaphrodites et avec au moins 3 verticilles de 3 organes pétaloïdes chacun 
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(ou tépales), au moins 3 verticilles de 3 étamines et au moins 5 carpelles libres disposés en spirale. 

Cette e o st u tio  sugg e ue l ancêtre des Angiospermes possédait certainement des fleurs dont 

la polli isatio  d pe dait d i se tes ou aut es petits a i au  et u u e du tio  du o e de 

verticilles a eu lieu dans les d uts de l olutio  des A giospe es. E  effet, les p e ie s fossiles 

floraux d ou e ts o t t  dat s de la fi  de l Aptie  il  a  à  illio s d a es  et 

correspondent à des fleurs plus simples, avec déjà une réduction du nombre de verticilles au sein de 

leu  p ia the. Cette s le tio  d u  o e de e ti illes duit pou ait i di ue  ue la p se e de 

deux verticilles de tépales, et plus tard sa potentielle évolution en un verticille de sépales et un de 

pétales, est suffisante, voire avantageuse pour la reproduction et la propagation des individus. 

Notamment, cela aurait facilité la coévolution entre les pollinisateurs et la structure florale Woź iak 

and Sicard, 2018), et pa  o s ue t l aug e tatio  de la di e sit  o phologi ue des fleu s 

o se a le aujou d hui. 

II. Le développement floral : du méristème à la différenciation des organes 
floraux 

1. Les ist es api au  auli ai es p oduise t l e se le des o ga es 
aériens de la plante 

Contrairement aux mammifères dont les organes sont tous mis en place durant 

l e og se, les pla tes so t apa les de produire de nouveaux organes tout au long de leur vie. 

Ceux-ci sont produits par les méristèmes, des tissus spécialisés dans la production continue de tous les 

tissus diff e i s de la pla te. Les M ist es Api au  Cauli ai es ou MAC  so t à l o igi e de la 

production des organes végétatifs aériens de la plante. Leur activité est séquentielle : ils produisent à 

intervalles réguliers des phytomères, qui correspondent à un organe latéral (une feuille pour les 

méristèmes végétatifs ou un bourgeon floral pour les mé ist es d i flo es e e  et u e po tio  de 

tige. Les très jeunes bourgeons floraux ou méristèmes floraux produisent, quant à eu , l e se le des 

organes de la fleur. 

Des analyses au microscope à transmission puis au microscope confocal ont permis de montrer 

que les méristèmes sont très structurés. Ainsi, dans les MAC sont trouvées : (1) une zone centrale 

contenant des cellules indifférenciées et se divisant lentement, (2) une zone périphérique contenant 

des cellules se divisant plus rapidement et (3) e o e plus à l e t ieu  du ist e, u e zo e où so t 

fo s les p i o dia, est-à-di e de petits dô es de ellules e  di isio  à l o igi e des futu es feuilles 

ou fleurs (Figure 2-A). Le ai tie  de la st u tu e et de l a ti it  des ist es au ou s du temps 

est permis grâce à la présence en leur centre de cellules souches indifférenciées capables de se diviser 

tout en maintenant leur nombre. La perte de ces cellules souches induit la perte du méristème ; est 

le cas notamment lors de la perte du facteur de transcription WUSCHEL (WUS), où un arrêt précoce du 
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méristème après production de quelques organes et consommation de toutes les cellules souches peut 

être observé (Figure 2-C ; Laux et al., 1996). Normalement exprimé dans un petit nombre de cellules 

au centre du méristème, WUS est u  fa teu  apa le de p o ou oi  l ide tit  des ellules sou hes 

(Mayer et al., 1998). Au contraire, la mutation du gène CLAVATA3 (CLV3 , i duit la fo atio  d u  

ist e la gi p oduisa t u  plus g a d o e d o ga es de manière désorganisée (Figure 2-D ; 

Clark et al., 1995), indiquant que CLV3 est capable de restreindre le nombre de cellules souches. Ces 

deux gènes, entre autres (Barton and Poethig, 1993), ont été identifiés comme des facteurs clés de 

l ho ostasie du méristème. Étant donné que les doubles mutants clv3/wus et clv1/wus possèdent un 

phénotype similaire au mutant wus (Laux et al., 1996 ; Schoof et al., 2000), il a t  p opos  u ils 

étaient impliqués dans la même voie de signalisation. Ainsi, le peptide CLV3, en se liant à son récepteur 

CLAVATA1 (CLV1), serait responsable de la restriction de WUS vers le centre du méristème (Figure 2-E).  

“i guli e e t, ha ue ist e flo al p oduit l e se le des o ga es o te us da s u e 

– et une seule – fleur puis se termine et arrête de fonctionner. Les verticilles de sépales, pétales, 

étamines et carpelles sont ainsi séquentiellement produits et WUS esse alo s d t e e p i . Cha ue 

o ga e est tout d a o d i iti  sous la for e d u  primordium, qui grandira et se différenciera en un 

o ga e adulte selo  le p og a e g ti ue u il e p i e. 

 Déterminisme des organes floraux : le modèle ABC chez Arabidopsis et 

Antirrhinum 

Les g es à l o igi e de la diff e iatio  des p i o dia e  o ga es flo au  sp ifi ues o t t  

largement étudiés durant les 30 dernières années. En particulier, au début des années 1990, des 

expériences de mutagenèse conduites chez Arabidopsis thaliana et Antirrhinum majus (gueule-de-loup 

ou uflie , sui ies de i les su  la o phologie flo ale, o t tout d a o d ide tifi  t ois lasses de 

uta ts, affe ta t ha u  l ide tit  des o ga es de deu  e ti illes adja e ts (Bowman et al., 1991 ; 

Carpenter and Coen, 1990 ; Coen, 2001).  

D u e a i e g ale, es uta ts so t a a t is s pa  u  ai tie  de l o ga isatio  

flo ale e  e ti illes, ais a o pag e d u e o e sio  de e tai s o ga es e  d aut es. Ils so t 

qualifi s de uta ts ho oti ues, te e tout d a o d i t oduit pa  Willia  Bateso  e   pou  

d i e la t a sfo atio  d u  t pe d o ga es en un autre chez les insectes (Bateson, 1894 ; Materials 

for the Study of Variation, Treated with Fatial Regard to Discontinuity in the Origin of Species). Des 

phénotypes similaires ont été identifiés chez les deux espèces, bien que celles-ci soient 

phylogénétiquement assez éloignées. Chez les mutants de classe A, on observe généralement la 

transformation des sépales en carpelles et des pétales en étamines dans les deux premiers verticilles, 

avec le pattern correspondant : sépales carpelloïdes (voire carpelles), étamines, étamines, carpelles 
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WUS
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CLV3

Zone centrale (divisions lentes) 

Zone périphérique (divisions rapides)

Primordium

Figure 2 : Boucle de rétrocontrôle CLV/WUS à l’origine du déterminisme des cellules souches dans les 

méristèmes apicaux caulinaires.

(A) Microscopie confocale d’un méristème d’inflorescence (image de Carlos Galvan-Ampudia). La zone 

centrale est identifiée grâce au domaine d’expression de CLV3. Les primordia en cours de formation 

sont numérotés du plus jeune au plus ancien, de P1 à P5.

(B) Fleur d’Arabidopsis sauvage montrant 4 pétales et 4 étamines.

(C) Effet de la mutation du facteur pro-méristématique WUS (selon Graf et al., 2010). 

(D) Effet de la mutation de CLV3, un inhibiteur de WUS (selon Fletcher et al., 1999).

(E) Schéma résumant les interactions entre CLV1, CLV3 et WUS dans la régulation du nombre de 

cellules souches.
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(Figure 3-B ; Bowman et al., 1989 ; Coen and Meyerowitz, 1991). Similairement, les mutants de classe 

B montrent, dans les verticilles 2 et 3, une conversion des pétales en sépales et des étamines en 

carpelles et donc le motif floral suivant : sépales, sépales, carpelles, carpelles (Figure 3-C ; Bowman et 

al., 1989 ; Tröbner et al., 1992). 

Enfin, les mutants de classe C sont affectés au niveau des verticilles 3 et 4, avec un 

remplacement des étamines par des pétales et la production de nouveaux verticilles de sépales et 

pétales au centre de la fleur (Figure 3-D). Ils sont alors caractérisés par le motif (sépales, pétales, 

pétales) répété plusieurs fois chez A. thaliana où il est e possi le d o se e  l appa itio  de fleu s 

dans la fleur (Bowman et al., 1989). Chez A. majus, le quatrième verticille montre, quant à lui, 

une nature variable entre sépales, pétales et carpelles et contient de nouveau plusieurs nouveaux 

verticilles de pétales (Bradley et al., 1993). L aug e tatio  du o e total de e ti illes o se  hez 

ces deux espèces suggère une persistance anor ale de l a ti it  des ellules souches, aussi appelée 

perte de détermination du méristème. 

Les auteu s o t o joi te e t p opos  u  od le, dit od le ABC, pe etta t d e pli ue  la 

spécification des différents verticilles en fo tio  de la o i aiso  de l e p essio  de  classes de 

gènes (Figure 3-A). Ces travaux ont alors a o  l ide tifi atio  des g es o espo da t à es 

3 lasses. E  ef, de l e t ieu  e s l i t ieu  : (1) dans le premier verticille, les gènes de classe A 

(APETALA1 et APETALA2 chez A. thaliana) exprimés seuls déterminent la formation des sépales, (2) dans 

le deu i e e ti ille, l e p essio  si ulta e des g es de lasse A et de lasse B PISTILLATA et 

APETALA3 chez A. thaliana), induisent la formation des pétales, (3) dans le troisième verticille, les gènes 

de classe C (AGAMOUS chez A. thaliana), associés aux gènes de classe B, spécifient la formation des 

étamines, (4) dans le quatrième verticille, les gènes de classe C déterminent, seuls, la différenciation 

des primordia en carpelles. Pour compléter le modèle et correspondre parfaitement aux phénotypes 

o se s, deu  aut es suppositio s so t essai es. Tout d a o d, les g es de lasse A et C se 

répriment mutuellement, ce qui détermine deux territoi es d e p essio  o  he au ha ts, s pa s 

pa  u e f o ti e p ise e t e les deu . E  effet, da s les uta ts de lasse A, la fo atio  d o ga es 

carpelloïdes da s le p e ie  e ti ille e peut s e pli ue , selo  e od le, u a e  l e te sio  de 

l e p essio  des g es de lasse C à l e se le des quatre verticilles et non plus seulement aux 

e ti illes  et . Et d aut e pa t, la lasse C est aussi espo sa le de l a t du ist e et li ite la 

p odu tio  d o ga es flo au  au   e ti illes lassi ues. Au contraire, dans un mutant ag, le 

méristème fonctionne indéfiniment, ce qui induit la formation de verticilles surnuméraires voire un 

phénotype de fleur dans la fleur. Il a plus tard été démontré que est ie  l e p essio  d AGAMOUS 

dans le centre du méristème floral qui induit la consommation des cellules souches du méristème ; 

cela e  i hi a t l e p essio  de WUSCHEL, le facteur de transcription essentiel au maintien des cellules 

souches déjà évoqué plus haut dans le cas des méristèmes végétatifs et floraux (Lenhard et al., 2001). 
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Interprétation

Figure 3 : Modèle ABC proposé dans les années 1990.

Phénotypes et schémas interprétatifs des différents mutants homéotiques du développement floral.

(A) Fleurs d’Arabidopsis thaliana et d’Antirrhinum majus sauvages.

(B) Les mutants de classe A sont caractérisés par la transformation des sépales en carpelles et des

pétales en étamines.

(C) Les mutants de classe B le sont par la transformation des étamines en sépales et des pétales en

organes carpelloïdes.

(D) Les mutants de classe C montrent une transformation des étamines en pétales et la production

indéterminée de sépales et pétales à la place des carpelles.

L’observation de ces mutants a amené la communauté scientifique à proposer le modèle ABC : la

différenciation en sépales est induite par la présence des gènes de classe A exprimés seuls alors que la

différenciation en pétales l’est en présence des gènes de classe A associés aux gènes de classe B. De la

même manière, les gènes de classe C, exprimés conjointement aux gènes de classe B permettent la

différenciation en étamines alors que seuls, ils induisent la formation des carpelles et la terminaison du

méristème.
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 Mécanismes moléculaires et évolution du modèle en modèle ABCE  

 À l e eptio  d APETALA2, qui appartient à la famille des facteurs de transcription de 

type AP2/EREBP, spécifique des plantes (Riechmann and Meyerowitz, 1997), les gènes du modèle ABC 

appartiennent tous à la très grande famille des facteurs de transcription de type MADS. Représentée 

chez presque tous les eucaryotes étudiés (Gramzow et al., 2010), le nom de cette famille découle de 

ses gènes-types identifiés chez différents organismes modèles : MCM1 chez la levure, AGAMOUS chez 

l A a ette, DEFICIENS chez le muflier, SRF hez l homme). Plus précisément, ils appartiennent à la sous-

famille MADS de type II, dont les protéines contiennent, en plus de leur domaine de liaison à l ADN de 

type MADS, deux domaines, notés I et K, responsables des interactions protéine-protéine et un 

domaine C de transactivation (Ng and Yanofsky, 2001). Ils sont ainsi capables de former des complexes 

se fixant au niveau de s ue es d ADN i les plus ou oi s sp ifi ues, d  e ute  des ofa teu s 

capables de moduler le niveau de transcription des gènes cibles et donc de modifier le programme 

développemental des cellules dans lesquelles ils sont exprimés (Figure 4-D ; Pajoro et al., 2014 ; Wuest 

et al., 2012). 

Curieusement, la mutation simultanée de ces trois lasses de g es e p he pas la 

fo atio  de fleu s, ais les fleu s p oduites so t e ti e e t o stitu es d o ga es se la les à 

des feuilles carpelloïdes (Bowman et al., 1991). Cela suppo te ai si l h poth se de Goethe, fo ul e 

plus de 200 ans auparavant et qui supposait que les fleurs sont des feuilles modifiées. En revanche, 

l e p essio  e topi ue d AG, d AP1 ou d AP3 et PI est pas suffisa te pou  i dui e la t a sfo mation 

complète des feuilles de rosettes en organes floraux (Krizek and Meyerowitz, 1996 ; Mandel and 

Yanofsky, 1995 ; Mizukami and Ma, 1992), ce qui indique l e iste e p o a le d u e aut e lasse de 

gènes nécessaires à la diff e iatio  e  fleu . C est ai si ue les g es de lasse E SEPALATA1/2/3/4) 

o t t  ide tifi s et ajout s au od le. L e p essio  de es g es de lasse E, do t la fo tio  est 

edo da te, est essai e à l i du tio  de ha ue t pe d o gane et en particulier à celle des pétales, 

étamines et carpelles. En effet, leur perte de fonction induit la formation de fleurs uniquement 

composées de sépales, comme cela peut être observé chez le triple mutant sep1/sep2/sep3 (Figure 4-

A). Les p ot i es de lasse E so t apa les d i te agi  ph si ue e t a e  l e se le des aut es 

protéines MADS du modèle et sont nécessaires à leur fonctionnalisation (Pelaz et al., 2000 ; Puranik et 

al., 2014). Ainsi, la formation de complexes tétramériques composés de différentes combinaisons de 

protéines de classe E et de protéines codées par les trois aut es lasses de g es pe et l i te a tio  

avec différentes séquences régulatrices cibles spécifiques Ó Maoiléidigh et al., 2013 ; Pajoro et al., 

2014 ; Puranik et al., 2014 ; Wuest et al., 2012). Cette observation a valu au modèle le nom de « quartet 

model », pe etta t d e pli ue  la sp ifi atio  des quatre t pes d o ga es flo au  e  fo tio  de la 

composition des tétramères formés dans chaque verticille (Figure 4-C). Pa  e e ple, l i te a tion entre
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(Pelaz et al., 2000) (Pelaz et al., 2001)
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Figure 4 : Le « quartet model », un modèle moléculaire de l’interaction entre les différentes protéines 

MADS du modèle ABCE lors du déterminisme des organes floraux. 

(A) Phénotype floral d’une A. thaliana triple mutante sep1/sep2/sep3 ; ses fleurs sont seulement

composées de sépales.

(B) Conversion des feuilles en pétales chez une A. thaliana surexprimant SEP3, AP3 et PI.

(C) Différentes combinaisons de protéines MADS s’organisent en tétramères spécifiant, en fonction de

la composition des tétramères, les séquences-cibles reconnues et donc le type d’organe produit

(figure extraite de Soltis et al., 2007).

(D) Une fois fixé aux séquences régulatrices cibles CArG, le tétramère de MADS peut recruter des

corégulateurs qui modifieront le niveau d’expression de ses cibles. Il a été proposé que chaque

tétramère tire sa spécificité de l’espacement entre les séquences CArG ou de son interaction avec

d’autres facteurs de transcription, entre autre (figure extraite de Yan et al., 2016).
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AP1 (classe A), PI (classe B), AP3 (classe B) et SEP3 (classe E) permet la spécification des pétales dans 

le verticille 2. Leur expression constitutive est suffisante pour transformer les feuilles de rosette 

d Arabidopsis en pétales (Figure 4-B), alo s ue la o e sio  est pas ai e t effe ti e sa s 

l e p essio  de SEP3 (Pelaz et al., 2001).  

 Le modèle ABC est-il généralisable à toutes les Angiospermes ? 

Proposé pour la première fois en 1991 et par la suite étudié en détails chez plusieurs espèces, 

le modèle ABC fournit à présent un cadre général pour comprendre les mécanismes conduisant à la 

détermination des organes floraux chez les Angiospermes. Il est globalement bien conservé parmi les 

plantes à fleurs, avec des variations qui peuvent facilement expliquer les différentes organisations 

florales observées dans la nature. E  pa ti ulie , la p se e d u  p ia the do t les deu  e ti illes 

sont composés de tépales pétaloïdes chez certaines monocotylédones comme la tulipe ou le lys, ainsi 

que chez de nombreuses Angiospermes basales comme Amborella, peut être expliquée par 

l e p essio  des g es de lasse B dans les trois premiers verticilles (Soltis et al., 2007). Ainsi, les deux 

verticilles extérieurs partagent alors le programme développemental des pétales. Compte tenu que le 

dernier ancêtre commun des Angiospermes devait lui aussi avoir un périanthe indifférencié, il 

se le ait ue la p se e de deu  e ti illes d appa e es disti tes, l u  de s pales et l aut e de 

pétales, soit liée à une restriction ultérieure des gènes de classe B aux deuxième et troisième verticilles 

et ai si à la ise e  pla e du od le ABC tel u il est d it da s les li es s olai es. 

Cependant, si le modèle est conservé, certains de ses acteurs ont pu être substitués dans 

certaines des espèces étudiées. Le plus frappant a certainement été décrit chez A. majus et P. hybrida, 

où l esse tiel de la fo tio  A est pas o f e pa  des fa teu s de t a s iptio  de la fa ille AP  ou 

MADS, mais par un microARN (Cartolano et al., 2007). Ai si, les utatio s des o thologues d AP1 

(SQUAMOSA chez A. majus  ou d AP2 (LIPLESS1 et LIPLESS2 chez A. majus  i duisent pas de phénotype 

de type « mutant de classe A » ais plutôt u e pe te de l ide tit  du ist e flo al ou la ise e  

place de pétales mal formés, respectivement (Huijser et al., 1992 ; Keck et al., 2003). Ainsi, les seuls 

mutants arborant un phénotype de classe A identifiés chez A. majus ou P. hybrida s a e t t e soit 

des mutants de gain de fonction de la fonction C soit des uta ts e p i a t plus le microARN169 

espo sa le de l i hi itio  de NUCLEAR FACTOR-YA (NF-YA), un acti ateu  de l e p essio  des g es de 

lasse C. Pa  o s ue t, la fo atio  d u  p ia the d pe d ait pote tielle e t plus de l a se e 

d e p essio  des g es de lasse C da s les e ti illes  et  ue de l e p essio  de g es de lasse A 

dans ces mêmes verticilles. Le modèle serait alors plutôt de la forme (A)BC, où les orthologues des 

g es de lasse A d Arabidopsis sont davantage responsables de la transformation du méristème 

végétatif en méristème floral que de la détermination des organes eux-mêmes (Soltis et al., 2007) et 

où diff e tes oies d i hi itio  de la fonction C auraient été sélectionnées en fonction des clades. 
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De façon plus anecdotique, certains événements de duplication de gènes ou de génomes 

peuvent également être à l origine de différences mineures dans le modèle en fonction de l espèce. 

En effet, les trajectoires évolutives aléatoires suivies par les différentes copies des gènes résultantes, 

et leur néofonctionnalisation ou leur sous-fonctionnalisation ultérieure, ont pu simplement conduire 

à la te tio  de la fo tio  pa  des pa alogues diff e ts e  fo tio  de l esp e tudi e. Ai si, la 

fonction n est pas forcément portée par l orthologue exact du gène correspondant chez A. thaliana. 

Cela peut être illustré par l histoire évolutive de la fonction C dans différentes espèces, telle que décrite 

par Causier et al. (2005). Par exemple, chez A. thaliana, la fonction C est portée par AGAMOUS tandis 

que ses paralogues SHATTERPROOF1 et 2 (SHP1/2) ne sont pas impliqués dans le déterminisme des 

organes floraux à proprement parler mais sont nécessaires au développement des ovules et du fruit ; 

ils sont parfois appelés gènes de classe D dans le modèle ABCDE du développement floral (Favaro et 

al., 2003). Inversement, chez A. majus, le phénotype mutant de type C, avec conversion homéotique 

des o ga es ep odu teu s e  o ga es de p ia the et e  fleu s i d te i es, est o se  ue 

lo s ue l o thologue de SHATTERPROOF (i.e. PLENA  est ut , ta dis ue l o thologue d AG (i.e. FARINELLI) 

est responsable de la bonne formation des étamines (Davies et al., 1999). 

La disponibilité de séquences de génome pour de plus en plus d espèces non-modèles permet 

désormais des études approfondies permettant de mieux comprendre ces échanges de fonctions entre 

gènes et donc de mieux appréhender le développement des plantes non modèles, en particulier des 

espèces à fortes importances agriculturale, ornementale ou économique. 

 Effecteurs/cibles des gènes homéotiques 

Dans chacun des verticilles, la formation de tétramères de MADS spécifiques contrôle 

l e p essio  de o eu  g es, pe etta t la modulation de voies de signalisation et d i du tio  ui 

leur sont tout autant spécifiques et a a t pou  o s ue e l i du tio  de la fo atio  de s pales 

pour les complexes composés de protéines de classe A et E, de pétales pour les complexes composés 

de p ot i es de lasse A, B et E, d ta i es pou  les o ple es o pos s de p ot i es de lasse B, C 

et E et de a pelles pou  les o ple es o pos s de p ot i es de lasse C et E. L e se le des MAD“ 

sont capables de reconnaître des séquences cibles appelées « CArG boxes » dont la séquence 

consensus correspond à CC[A,T]6GG ou CC[A,T]7G (Huang et al., 1993 ; West et al., 1997). Étant donné 

ue les t t a es e o aisse t g ale e t deu  otifs CA G à p o i it  l u  de l aut e, il a t  

propos  ue leu  fi atio  oop ati e su  es deu  sites i duise u e ou u e de l ADN fa o isa t 

l a s au  o gulateu s Figure 4-D ; Mendes et al., 2013). Cette courbure a notamment été observée 

da s le as de l i te a tio  e t e “EP  et “EEDSTICK (STK) lors du développement des carpelles (Melzer 

et al., 2009). Cependant, alors que des analyses d immunoprécipitation de chromatine (ChiP-seq) 

révèlent que les différentes protéines MADS possèdent à la fois des cibles spécifiques et des cibles 
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partagées, les mécanismes assurant la spécificité de ces complexes sont encore en cours 

d i estigatio  (Yan et al., 2016). Plusieurs hypothèses, soutenues par des expériences réalisées sur 

e tai s de es o ple es et o  utuelle e t e lusi es, o t t  p opos es. Tout d a o d 

l espa e e t e t e les deu  otifs pou ait t e sou e de sp ifi it  de ha ue o ple e puisque 

des homodimères de protéines SEP1, SEP2 ou SEP3 ont chacun des affinités différentes en fonction de 

la distance entre les motifs CArG in vitro (Figure 4-D ; Jetha et al., 2014). D aut e pa t, alo s ue des o-

immunop ipitatio s utilisa t AP  o e p oie o t pe is d ide tifie  des fa teu s de t a s iptio  

appa te a t à d aut es fa illes de g es, o e AUXIN-RESPONSE FACTOR 2 (ARF2) et SQUAMOSA 

PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE 8 (SPL8 ; Smaczniak et al., 2012) et u il a t  o t  ue “TK et 

SHATTERPROOF1/2 interagissent physiquement avec BELLRINGER dans le développement des ovules 

(Brambilla et al., 2007), il est aussi possi le ue es i te a tio s pe ette t d aug e te  la sp ifi it  

des complexes avec leurs gènes cibles (Figure 4-D). Enfin, il est aussi possible que, ie  u tant 

capables de reconnaître des séquences régulatrices communes, différents tétramères induisent 

diff e ts effets su  l e p essio  du g e cible correspondant en recrutant des co-régulateurs et des 

remodeleurs de chromatine différents (Figure 4-D ; Smaczniak et al., 2012), ce qui mènerait à des effets 

oppos s. Ai si, les g es MAD“ so t e  a o t d u  e se le de oies de signalisation induisant la 

diff e iatio  e  t pes d o ga es : ils ciblent généralement divers facteurs de transcription et 

intermédiaires des voies de signalisation ou de réponse aux hormones Ó Maoil idigh et al.,  ; 

Pajoro et al., 2014 ; Wuest et al., 2012). Par exemple, Wuest et al. (2012) ont montré que AP3 et PI 

interagissent et activent les promoteurs de nombreux facteurs de transcription liés au développement 

des pétales (en particulier RABBIT EARS (Takeda et al., 2004) et UNUSUAL FLOWER (Durfee et al., 2003)) et 

des étamines (comme SPOROCYTELESS ; Liu et al., 2009), tout en reconnaissant les promoteurs et en 

i hi a t l e p essio  de g es du d eloppe e t des a pelles, comme SHATTERPROOF1/2 (Favaro et 

al., 2003) et CRABS-CLAW (Bowman and Smyth, 1999) e t e aut es. La odulatio  de l e p essio  de es 

gènes permettra de modifier de nombreuses voies de signalisation permettant la différenciation des 

organes des verticilles 2 et 3 en pétales et étamines respectivement.  

  Diff e iatio  des o ga es, l e e ple des p tales 

Une fois les primordia de pétales initiés, la morphogénèse des pétales se fait en plusieurs 

tapes o s uti es, a e  tout d a o d u e tape de oissa e pa  p olif atio  ellulai e oissa e 

mitotique) puis une étape de croissance par élongation (croissance post-mitotique) et une étape de 

différenciation cellulaire, avec en particulier la formation de cellules coniques sur la portion distale de 

leur face adaxiale. Le contrôle de chacune de ces étapes est alors essentiel pour obtenir des pétales 

ayant une taille et une forme bien définies. Il a été montré que certains gènes exprimés dans les pétales 

en cours de formation, comme JAGGED, AINTEGUMENTA ou ARGOS, promeuvent la prolifération cellulaire 



ANT

JAGGED

KLUh

BIGBROTHER

Élongation cellulaire

Prolifération cellulaire

Différenciation cellulaire

SHINE1 et différenciation des cellules coniques 
(Shi et al., 2011) 

BPE

Figure 5 : Quelques gènes impliqués dans la croissance et la différenciation du pétale lors du 

développement floral.

Une première étape de prolifération cellulaire est contrôlée par la balance entre l’expression de gènes

promouvant les divisions cellulaires, comme par exemple JAGGED et AINTEGUMENTA, et celle de gènes

inhibant ces divisions, comme KLUH et BIGBROTHER notamment. L’élongation cellulaire est quant à elle

inhibée par la présence de BPE, ce qui permet d’obtenir la forme finale du pétale. Chez A. thaliana, peu

de gènes de la différenciation cellulaire ont été identifiés spécifiquement chez le pétale; un des seuls

exemples correspond à SHINE1 qui promeut la synthèse de la cuticule et permet la différenciation des

cellules coniques.

Images extraites de Breuninger et Lenhard (2010).

(Mizukami and Fischer, 2000)

(Dinneny et al., 2004)

(Anastasiou et al., 2007)

(Disch et al., 2006)

(Szécsi et al., 2006)
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(Figure 5 ; Dinneny et al., 2004 ; Hu et al., 2003 ; Mizukami and Fischer, 2000), alo s u au o t ai e 

BIGBROTHER et KLU l i hi e t Figure 5 ; Anastasiou et al., 2007 ; Disch et al., 2006). Ensuite, il semblerait 

ue la t a sitio  e t e la phase de di isio  ellulai e e s elle de l e pa sio  ellulai e soit o t ôl e 

par la protéine NAP, dont l expression serait activée par AP3/PI (Sablowski and Meyerowitz, 1998), 

puis que BIGPETALp (BPEp), un facteur de transcription hélice-boucle-hélice basique préférentiellement 

exprimé dans les pétales, régulerait finalement la croissance des pétales en limitant l expansion 

cellulaire (Figure 5 ; Brioudes et al., 2009 ; Szécsi et al., 2006). En effet, une voie de signalisation initiée 

pa  la ph toho o e jas o ate gule positi e e t l e p essio  de BPEp ui, e  i te agissa t a e  

u  fa teu  de t a s iptio  de la fa ille des A‘F, o t ôle l e pa sio  ellulai e et la oissa e post-

mitotique du pétale (Brioudes et al., 2009 ; Varaud et al., 2011). Ainsi, ce serait une juste expression 

de l e se le de es g es ui pe ett ait de fo e  des p tales a e  u e taille ho og e au sei  

de chaque fleur. Ces quelques gènes ne représente t u u e petite f a tio  des gènes supposés 

contrôler la croissance du pétale, sujet à propos duquel les connaissances restent encore limitées. 

E fi , la odulatio  des g es de diff e iatio  ellulai e pe et l a uisitio  st u tu elle et 

fo tio elle de et o ga e sp ialis  da s l att a tio  des polli isateu s. C est le as notamment de 

SHINE , do t l e p essio  se le a ti e pa  AP  lo s du d eloppe e t des p tales (Pajoro et al., 

2014) et i duit l e p essio  des g es de ios th se des tes de uti ules p se tes u i ue e t 

sur les cellules coniques de la face adaxiale des pétales (Shi et al., 2011).  

Pour conclure, le développement floral, en permettant la formation de quatre organes avec 

des fonctions distinctes, met en jeu un ensemble de voies de signalisation distinctes, originales et 

complexes ; celles-ci gagnent encore à être mieux comprises, que ce soit d u  poi t de ue ol ulai e 

ou d u  poi t de ue olutif, afi  de ieu  o p e d e la a i t  de st u tu es et de fo es ue l o  

peut e o t e  pa i les fleu s d aujou d hui.  

III. La fleur double, une anomalie florale très appréciée et étudiée 

Si, depuis Linné (1735), la classification des Angiospermes et la définition de leurs familles 

epose t esse tielle e t su  la st u tu e de la fleu  o e d o ga es, s t ie… , est pa e ue 

cet ensemble de caractères est à la fois très stable et conservé dans l olutio  à l helle d u e fa ille 

et à la fois suffisamment variable pour être un critère de classification entre les familles. 

 Le strict contrôle du nombre de pétales dans la fleur est certainement lié à son rôle essentiel 

dans la reproduction de la plante : il faut un nombre de pétales suffisant pour attirer les pollinisateurs 

tout e  laissa t suffisa e t d espa e pou  ue les organes reproducteurs se développent puis soient 

a essi les, et ue l esp e puisse pe du e  et potentiellement conquérir de nouveaux espaces. 

Cependant, parmi les espèces appréciées comme pla tes d o e e t da s les ja di s, o  o se e ue 

certaines ont un nombre de pétales considérablement plus élevé que leur équivalent sauvage ;



Figure 6 : Exemples de fleurs ornementales étudiées pour l’apparition du caractère « fleur double ».

Le phénotype est apparu indépendamment dans chaque espèce.

Les photos sont extraites des articles correspondants, à l’exception de la fleur simple de rosier.
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Rosa hybrida

(Dubois et al., 2010)

Prunus lannesiana

(Liu et al., 2012)

Cyclamen persicum

(Tanaka et al., 2013)

Kerria japonica

(Ma et al., 2018)

Rhododendron spp.

(Cheon et al., 2017)

Fleurs doublesFleurs simples

31



 
 

  32 

est le as pa  e e ple des a i t s o e iales de osier, prunier, corète du Japon , camélia, ou 

cyclamen (Figure 6). Ainsi, lors du processus de do esti atio  des pla tes o e e tales, l ho e les 

a sélectionnées pour une augmentation importante du nombre de pétales, rendant les fleurs plus 

attractives à ses yeux : ce caractère est appelé « fleur double ».  

 Description des fleurs doubles 

Jean-Jacques Rousseau dans ses Lettres écrites de la Montagne (1764) les décrivit ainsi : « Ce 

mot de fleur double ne marque pas dans le nombre des pétales une quelconque duplication, mais une 

multiplication quelconque. Soit que le nombre des pétales devienne double, triple, quadruple, etc. ». 

E  d aut es te es, alors que les fleurs sauvages, dites « fleurs simples », présentent généralement 

dans leur deuxième verticille entre 3 et 5 pétales selon le type de fleur (Figures 6 et 7), leurs 

homologues à « fleur double » peuvent être décrites comme des fleurs avec au moins deux fois plus 

d o ga es p taloïdes. À e stade, es o ga es so t si ple e t d fi is o e des o ga es plats et 

colorés, indépendamment de leur position dans la fleur. Les fleurs de rosier sont un exemple bien 

connu de fleur double : si les fleurs des osie s sau ages off e t ue i  p tales, les oses ode es 

que nous apprécions dans nos jardins présentent beaucoup plus de pétales, souvent plus de 50 

(Figure 7  et pa fois jus u à . De e, les o ueli ots sau ages ue l o  t ou e da s les champs 

présentent tous quatre pétales, tandis que les variétés à fleurs « doubles » égaient elles aussi nos 

jardins. Similairement, les espèces de Prunus cultivées dans les vergers comme arbres fruitiers (pour 

leurs pêches, leurs prunes, leurs abricots, leurs a a des…  p se te t toutes des fleu s si ples, ais 

des espèces proches appréciées comme arbres d ornement produisent des floraisons doubles 

impressionnantes, comme est le as des e isie s du Japon (Prunus japonica). Ainsi, de nombreuses 

variétés à fleurs doubles ont été domestiquées au sein de différentes familles, avec potentiellement 

des mécanismes de formation de ces pétales surnuméraires distincts en fonction des variétés. 

 Origine développementale des pétales des fleurs doubles 

L e s de p tales peut p o e i  de diff e tes odifi atio s de l a hite tu e flo ale, do t les 

mieux caractérisées sont décrites dans les paragraphes suivants.  

Le a is e le plus ou a t o siste e  la o e sio  ho oti ue des o ga es d u  aut e 

verticille en pétales. Le plus souvent ce sont les étamines qui sont transformées en pétales, comme 

cela est illustré chez R. chinensis sur la Figure 7, où u e di i utio  du o e d ta i es p oduites 

est o se e e  e te ps ue l aug e tatio  du o e de p tales. C est aussi le cas dans une 

grande variété de familles telles que les Rosaceae (Kerria japonica (Ma et al., 2018) ou Prunus 

lannesiana (Liu et al., 2012)), les Ericaceae (Rhododendron spp. (Cheon et al., 2017)), les Solanaceae 

(Petunia hybrida (Krol and Chua, 1993)), les Gentianaceae (Gentiana scabra (Nakatsuka et al., 2015)),



R. chinensis cv `Old Blush’R. chinensis cv `Single Pink’ R. chinensis cv `SB’

Carpelles

Étamines
Chimères

Pétales

Sépales

Fleur simple Fleur doubleFleur semi-double

Figure 7 : Morphologie d’une fleur double; exemple de différentes variétés de rosier.

Une fleur de rosier simple contient généralement 5 sépales, 5 pétales, environ 80 étamines et 20

carpelles. Une fleur semi-double contient davantage de pétales, ici autour de 25, et moins d’étamines,

autour de 50, qu’une fleur simple. Il y a eu conversion homéotique d’une partie des étamines en pétales.

Une fleur très double peut contenir de 50 à plus de 200 pétales. Dans certains, cas non représentés ici, la

formation de pétales surnuméraires se fait aussi grâce à une augmentation de l’activité méristématique,

et donc du nombre total d’organes. Dans les cas extrêmes, non représentés ici, il est possible d’observer

chez certaines roses très doubles, la conversion de l’ensemble des étamines et carpelles en pétales ou en

fleurs dans la fleur, ce qui rend la fleur stérile.
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les Primulaceae (Cyclamen persicum (Tanaka et al., 2013)) ou les Liliaceae (Lilium longiparum (Akita et 

al., 2008)), pour ne citer que les plus étudiées. Da s d aut es as, e  pa ti ulie  hez les Ranunculaceae 

et certains hortensias, ce sont les sépales, colorés, qui attirent les pollinisateurs alors que les pétales 

sont normalement réduits ou absents. Les variétés à « fleur double » présentent alors une conversion 

homéotique des étamines et des pétales en sépales pétaloïdes (Galimba et al., 2012). 

Aussi, la simple augmentation du o e total d o ga es est assez f ue te et peut t e 

combinée avec le mécanisme précédent. Elle peut être due soit à une activité méristématique 

renforcée (Brand et al., 2000 ; Fletcher et al., 1999) soit à l appa itio  de e ti ille s  additio el s  pa  

rapport à la fleur simple et capable(s) de se différencier en pétales. Dans ce dernier cas, comme chez 

le lilas par exemple (Dadpour et al., 2011), on parle de néohétérotopie. 

Enfin, certains cas trouvent leur explication hors du cadre du développement floral stricto 

sensu, hez des esp es où e ue l o  appelle la « fleur » d u  poi t de ue o e e tal o espo d 

e  alit  à u  eg oupe e t de fleu s d u  poi t de ue iologi ue. Chez les Asteraceae par exemple, 

de nombreuses petites fleurs sont disposées en capitules et présentent une différenciation stricte : les 

fleurs périphériques stériles produisent une et une seule ligule, long pétale unique, jouant le rôle de 

p tale pou  l i flo escence et les fleurs centrales, très étroites, produisent essentiellement des organes 

reproducteurs. Ensemble, elles reproduisent l organisation d une fleur classique. Les variétés à « fleur 

double » correspondent alors en réalité à des capitules comportant davantage de fleurs à ligules que 

les variétés à « fleur simple ». Similairement, chez les bougainvillées, 3 bractées en forme de pétales 

sont disposées en pseudo fleur qui attire les pollinisateurs et contiennent 3 véritables petites fleurs en 

leur centre. Les bougainvillées à « fleur double » présentent en fait une augmentation du nombre de 

a t es plutôt u u e aug e tatio  du o e de p tales. 

 Propagation des plantes à fleur double 

Les formes à « fleur double », bien que très représentées dans les jardins d ornement, sont 

généralement absentes du milieu naturel. Dans De la variation des animaux et des plantes sous l action 

de la domestication (1868), Charles Darwin qualifiait déjà ces modifications de « monstruosités [et 

potentiellement] de causes de stérilité », notamment en raison de la perte ou de la réduction du 

o e d o ga es ep odu teu s. E  effet, l a oisse e t du o e de p tales peut dui e 

l a essi ilit  des o ga es ep odu teu s pa  les polli isateu s. La o e sio  des ta i es e  pétales 

peut aussi fortement réduire, voire annuler, la capacité de la plante à produire du pollen. Certaines 

pla tes s le tio es pa  l ho e o t e des fleu s sa s au u  o ga e ep odu teu  : ceci peut 

notamment être observé chez le lys, où les variét s a e  le plus de p tales o t e plus de 

carpelles (Benedito et al., 2004). Rousseau, dans ses Lettres écrites de la Montagne, en fait alors une 

catégorie à part « lorsque les pétales trop multipliés font disparaître les étamines et avorter le germe, 
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alors la fleur perd le nom de fleur double et prend celui de fleur pleine. On voit par-là que la fleur 

dou le est e o e da s l o d e de la atu e, ais ue la fleu  plei e  est plus, et est u u  ita le 

monstre ». Il signifie ici que ces modifications du motif floral causent une réduction drastique de la 

fitness de la plante ; et les quelques mutants spontanés produits naturellement sont généralement 

contre-sélectionnés dans la nature à cause de leur capacité réduite à se reproduire sexuellement. Ainsi, 

si les plantes à fleurs doubles sont sélectionnées comme ornements, elles sont essentiellement 

t i utai es de l ho e pou  leu  ai tie  et p opagatio , sou e t par multiplication végétative. Il est 

i t essa t de ote  ue l u e des seules esp es pou  la uelle des fleu s dou les e iste t à l tat 

sauvages, la petite pervenche Vinca minor, est connue pour se reproduire principalement par 

multiplication végétative (Wang et al., 2011). Dans ce cas, la fitness de la plante ne dépend que peu de 

la capacité à produire des graines et donc de la qualité de ses organes reproducteurs, ce qui explique 

son expansion en milieu naturel. 

 Origine des fleurs doubles 

Des variétés à fleurs doubles existent au sein de nombreux genres de plantes à fleurs (Rosa, 

Dianthus, Tulipa, Lilium, Camellia, pou  e  ite  ue uel ues-uns). Dans chacun de ces genres, les 

variétés à fleur double proviennent de variétés ancestrales présentant des fleurs simples, ce qui 

indique que le caractère « fleur double » a été domestiqué plusieurs fois, de manière strictement 

indépendante. Il est très probable que ces anomalies soient apparues par des mutations spontanées, 

éventuellement à plusieurs reprises au fil des siècles, et aient été sélectionnées et maintenues par des 

jardiniers en raison de leur apparence attrayante. Par exemple, des rosiers à fleurs doubles étaient 

d jà ulti s da s les ja di s de Po p i, pe da t l A ti uit  Illustrations p 15). Plus tard, les jardiniers 

et les obtenteurs ont continué à sélectionner des variétés présentant un nombre toujours croissant de 

pétales. Cette sélection des individus a été faite sur des phénotypes et sans connaissance des gènes à 

l o igi e de es ph ot pes d i t t, ouvrant un champ entier à la recherche de ces déterminants. 

 L tude d aut es p o essus de do esti atio  a o t  ue des ha ge e ts d asti ues 

d apparence pouvaient être liés à la odifi atio  d u  o e duit de g es aît es. Ai si, la 

mutation de quelques gènes suffit pour transformer la téosinte, ancêtre du maïs très difficilement 

comestible, en une plante ressemblant beaucoup plus à la sou e de ou itu e ajeu e à l helle 

o diale u est le aïs (Dong et al., 2019 ; Stitzer and Ross-Ibarra, 2018). Par son apparition 

relativement fréquente chez différentes espèces, on peut supposer que le phénotype « fleur double » 

est gale e t o t ôl  pa  u  seul ou u  t s petit o e de g es. C est ota e t le as hez les 

osie s hi ois, où le passage d u e fleu  si ple à u e fleu  dou le se le e d pe d e ue d u  seul 

locus, avec une mutation dominante (Spiller et al., 2010), mais aussi chez certaines ipomées et 

gentianes japonaises, où il semblerait que ce soit également un seul locus, avec une mutation récessive 



 
 

  36 

cette fois-ci (Tableau 1 ; Nakatsuka et al., 2015 ; Nitasaka, 2003 ; Tasaki et al., 2017). Cependant, ce 

est pas essai e e t la e utatio  pou  l e se le des esp es à fleu  dou le do esti u es. 

E  effet, o e l appa itio  de e ph ot pe a té indépendante chez chaque espèce, les mécanismes 

ol ulai es à so  o igi e so t suppos s t e disti ts, ie  u a a t des conséquences similaires.  

 I po ta e d AGAMOUS dans la formation des fleurs doubles 

Jusqu à récemment, les mécanismes moléculaires à l origine du passage d u  ph ot pe 

« fleur simple » sauvage à un phénotype « fleur double » restaient inconnus. Cependant, la 

disponibilité récente de cartes génétiques précises et de nouvelles séquences de génomes complets a 

permis de mieux étudier les déterminants génétiques de cette surproduction de pétales. 

Le phénotype des espèces ornementales à « fleur double » ressemble aux fleurs d Arabidopsis 

mutantes pour le gène AGAMOUS (Bowman et al., 1989), où les étamines sont converties en pétales et 

où une nouvelle fleur est produite à la place des carpelles. Dès le début des années 2000, Enrico Coen, 

scientifique essentiel dans la théorisation du modèle ABC, proposa que les fleurs doubles 

ornementales puissent avoir leur fonction C affectée (Coen, 2001). Dès lors, les ho ologues d AG ont 

été les premiers gènes étudiés pour comprendre le déterminisme des fleurs doubles et de nombreuses 

études ont alors identifié une non-fonctionnalisation ou une dérégulation d AG chez celles-ci 

(Tableau 1 . La p e i e d o st atio  du lie  e t e la odifi atio  d e p essio  de RcAG et la 

fo atio  de la fleu  dou le hez le osie  a t  alis e da s l uipe e   (Dubois et al., 2010). 

Dans cette étude, des expériences d hybridation in situ o t l  u u e est i tio  du do ai e 

d expression de RcAG vers le centre du méristème floral est associée à la formation de fleur possédant 

plus de p tales. Cette tude a gale e t o t  ue ette est i tio  du do ai e d e p essio  de 

RcAG peut être observée chez des rosiers provenant de deux centres de domestication indépendants, 

i di ua t u elle a dû t e s le tio e au i i um par deux fois au cours des processus de sélection 

et amélioration variétales. Les auteurs ont ainsi proposé un modèle dit de « Sliding border » 

pe etta t d e pli ue  les diff e tes fo es de fleu  dou le hez le osie  pa  le d pla e e t de la 

frontière A/C vers le centre du méristème (Dubois et al., 2010). De même, les orthologues d'AG 

appa aisse t ut s hez e tai es a i t s à fleu s dou les d ipo e du Japo  (Nitasaka, 2003), de 

Renonculacées (Galimba et al., 2012) et de gentiane japonaise (Nakatsuka et al., 2015). D aut e pa t, 

l a al se de diff e ts la e s i di ue ue CpAG1, u  des o thologues d AGAMOUS chez le cyclamen, 

est e p i  ue da s les ist es flo au  des fleu s si ples et o  da s eu  des fleu s dou les 

(Tanaka et al., 2013). Enfin, un épissage alternatif conduisant à la suppression des motifs C-terminaux 

impliqués dans l activation de la transcription et les interactions protéine-p ot i e hez l o thologue 

d AG n a été observé que chez les variétés à fleurs doubles de Prunus lannesiana et non chez les 

variétés à fleurs simples (Liu et al., 2012). Étonnamment, la mutation à l origine de cet épissage 



Tableau 1 : Résumé des études sur le lien entre les gènes de classe C et le phénotype « fleur double ».

Espèce Gène muté État des gènes de classe C Transmission Références

Rosa chinensis Inconnu Expression de RcAG restreinte Dominante Dubois et al., 2010

Kerria Japonica KjAG Insertion d’un élément transposable dans 

KjAG et formation d’une protéine tronquée

Supposée 

récessive

Ma et al., 2018

Prunus lannesiana PrseAG Saut d’un exon dans PrseAG mais mutation 

non décrite

N.D.d Liu et al., 2012

Rhododendron spp. RmAG1 Expression réduite de RmAG1 avec parfois

des INDELs

N.D.d Cheon et al., 2016

Camellia japonica Inconnu Expression réduite de CjAGc N.D.d Sun et al., 2014

Cyclamen persicum Inconnu Perte d’expression de CpAG1 N.D.d Tanaka et al., 2013

Ipomoea nil DP/FAR/AG Insertion d‘un élément transposable dans DP 

induisant sa perte de fonction

Récessive Nitasaka et al., 2003

Gentiana scabra CsAG1a Insertion d’un élément transposable et 

diminution de l’expression de CsAG1
Récessive Nakatsuka et al., 2012 

Tasaki et al., 2016

Silene dioica SDM1b Deux INDELS indépendants dans SDM1 dans 

deux variétés distinctes à fleur double

Supposée 

récessive

Ingle et al., 2015

Thalictrum thalictroides ThtAG1 Insertion d’un élément transposable dans 

ThtAG1 menant à la délétion du domaine K

Supposée 

récessive

Galimba et al., 2012

Lilium formolongi Inconnu Corrélation entre le niveau d’inhibition

de LelAG1 et le phénotype

N.D.d Akita et al., 2011

a Malgré son nom, CsAG1 est un orthologue de PLE.
b SDM1 est un gène de classe C mais l’article ne précise pas s’il appartient à la sous-famille de PLE ou d’AG.
c  Parmi les camélias, il existe aussi des variétés à fleurs anémones correspondant à un type particulier de fleurs doubles 

qui montrent une expansion du domaine d’expression de CjAG dans les pétales intérieurs, différents des pétales extérieurs 

classiques.
d Non Déterminé. 
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différent n est pas décrite dans cet article, suggérant que celle- i est pas ais e t ide tifia le. 

Le ôle l  des o thologues d AGAMOUS dans la formation des fleurs doubles est confirmé par 

des expériences de génétique inverse chez quelques plantes ornementales pour lesquelles des 

protocoles de transformation génétique existent. En effet, l inhibition artificielle des orthologues 

d AGAMOUS est suffisante pour augmenter le nombre de pétales de ces espèces, sans pour autant 

perdre l o ga isatio  g ale de la fleu . Chez le la e , l e p essio  d u  do i a t gatif 

inhibant CpAG1 a conduit à la conversion des étamines en pétales (Tanaka et al., 2013) et, chez le 

pommier, l i hi itio  de MdAG par interférence à ARN (ARNi) a entraîné la production de fleurs très 

doubles (Klocko et al., 2016). Enfin, une conversion homéotique d étamines en pétales a également 

été obtenue en supprimant transitoirement par VIGS (pour « Virus Induced Gene Silencing ») 

l expression d o thologues d AG chez la gentiane japonaise (Nakatsuka et al., 2015), le rosier (Ma et al., 

2015), le pétunia (Noor et al., 2014) ai si u u e ‘enonculacée (Galimba et al., 2012). La plupart des 

phénotypes induits par ces inhibitions ressemblent aux fleurs doubles commerciales, ce qui confirme 

que la restriction de la fonction C pourrait être l une des clés de la domestication de la fleur double.  

Cepe da t, u e utatio  di e te d u  o thologue d AGAMOUS a pas t  d te t e hez toutes 

les espèces pour lesquelles des variétés à fleurs doubles existent. C est ota e t le as pou  le rosier, 

le cyclamen, le pétunia ou le lys, pour lesquels le déterminant génétique de la double fleur est toujours 

recherché (Tableau 1). Chez Rosa chinensis, plusieurs cartographies génétiques indépendantes, 

réalisées avec des parents variés, ont identifié un large intervalle contenant la mutation (Crespel et al., 

2002 ; Debener, 1999 ; Spiller et al., 2010) à l origine de l augmentation du nombre de pétales, mais 

les orthologues d AG ne se trouvent pas dans cet intervalle. Dans ce cas, le déterminant de la double 

fleur pourrait agir en amont de RcAGAMOUS et e  gule  l e p essio , o t ôla t pa  o séquent le 

nombre de pétales. Cela pourrait être également vrai chez les nombreuses espèces pour lesquelles 

une sous-expression d AGAMOUS a été effectivement observée, sans pour autant avoir détecté une 

quelconque mutation à proximité de celui-ci qui pourrait expliquer cette sous-expression (Akita et al., 

2011 ; Sun et al., 2014 ; Tanaka et al., 2013). Il est alors probable que la mutatio  à l o igi e de la 

fo atio  de fleu s dou les affe te plutôt u  ou des  g e s  apa le s  de gule  l e p essio  

d AGAMOUS et ue des tudes suppl e tai es so t essai es à l ide tifi atio  de e ou es  g e s . 

IV. Le rosier : une plante modèle  

Depuis les années 80, A. thaliana s est a e u e pla te fa ile d utilisation comme modèle 

d tude g â e à son temps de génération court et sa faible demande en surface de culture et a été 

p og essi e e t adopt e pa  l e se le de la o u aut  de iologie g tale (Meinke et al., 1998). 

Cet e goue e t s est e suite a u par effet boule de neige au fur et à mesure que plus de ressources 

étaient produites : séquence complète du génome (Bevan et al., 2001), banques de 



Figure 8 : Arbre phylogénétique replaçant les différentes espèces modèles utilisées en laboratoire.

Adapté de l’arbre phylogénétique des Angiospermes disponible sur 

http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/.

Les principales espèces modèles de chaque famille sont indiquées entre parenthèses. Il est ainsi possible 

de noter la multiplicité de ces espèces et de leur phénotype.
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mutants (Scholl et al., 2000), do es d e p essio  des gènes (Winter et al., 2007), notamment. 

“eule e t, la si ple o pa aiso  o phologi ue e t e des esp es aussi a i es u u e a a ette des 

dames (Arabidopsis thaliana, Brassicaceae), un coton (Gossypium spp., Malvaceae), un pêcher (Prunus 

persica, Rosaceae) ou un maïs (Zea mays, Poa eae  o t e la essit  d utilise  des od les 

diff e ts pou  ieu  o p e d e la ise e  pla e de e tai s a a t es, a se ts hez l a a ette. E  

particulier, comment analyser les étapes de la mise en place du bois chez une herbacée ? Comment 

étudier la coloration des pétales chez une plante qui produit des fleurs blanches ? Ou encore comment 

a al se  le d eloppe e t d u  f uit charnu chez une plante développant des siliques ? Enfin, 

comment v ifie  la o se atio  d u  a is e à l helle de plusieu s esp es, o e ela a t  

le cas par exemple pour le modèle ABC, sa s l utilisatio  de diff e ts od les ? 

Ai si, afi  d la gi  les o aissa es à es sujets, il est o  de pou oi  utilise  d aut es 

modèles, provenant de différentes familles, comme par exemple la luzerne (Medicago truncatula) 

pour les Fabaceae, le riz (Oryza sativa) et le brachypodium (Brachypodium distachyon) pour les 

Poaceae, la tomate (Solanum lycopersicum), le pétunia (Petunia axillaris) et le tabac (Nicotiana 

benthamiana) pour les Solanaceae (Figure 8).  

On observe ainsi souvent la présence de plusieurs modèles par famille, ce qui est certainement 

dû à la diversité des traits à étudier mais peut être aussi en partie lié à la concomitance des avancées 

te h i ues et des e he hes su  es od les. Les ‘osa eae, e t e aut es fa illes, chappent pas à 

la essit  de e e  les e he hes su  u  petit o e d esp es hoisies o e od les, a a t 

de tenter de généraliser ces résultats au reste de la famille. Ainsi, sa position au sein des Rosaceae, les 

techniques de culture relativement aisées ainsi que les outils génétiques, moléculaires, 

transcriptomiques et biotechnologiques développés depuis les années 2000 ont permis de faire du 

rosier une plante modèle de premier choix pour étudier le développement floral (Bendahmane et al., 

2013), ce qui sera développé dans les paragraphes suivants. 

 Le rosier appartient aux Rosaceae 

Les Rosaceae sont une grande famille comprenant près de 3 000 espèces dans le monde, 

classiquement réparties en une centaine de genres (Thomas, Petite Flore de France, 2016). Malgré 

l apparente hétérogénéité de cette famille qui contient à la fois des plantes herbacées et des plantes 

ligneuses, ses membres partagent généralement des caractéristiques florales communes comme la 

p se e d u  epta le fo  pa  la o tio  des s pales, p tales et étamines, un nombre 

i po ta t d ta i es et de a pelles, et l i se tio  de es a pelles à l i t ieu  du epta le. Ses 

espèces sont réparties en 3 sous-familles, les Rosoideae, les Amygdaloideae et les Dryadoideae, cette 

dernière étant minoritaire en termes de nombre de genres et d esp es ulti s (Figure 9 ; Shulaev et 

al., 2008). Au contraire, Rosoideae et Amygdaloideae contiennent de nombreuses espèces cultivées, 



Figure 9 : Arbre phylogénétique des principales Rosaceae à importance économique.

Cet arbre se base sur l’un des derniers articles publiés (Xiang et al., 2017) où les auteurs ont analysé les

séquences de plusieurs centaines de gènes nucléaires pour établir la phylogénie des Rosaceae. Le nom de

la sous-famille des Amygdaloideae et la position de certaines des espèces au sein de cette sous-famille

semblent encore aujourd’hui non consensuels.

Les photos de fleurs ou de fruits à côté de chaque espèce indiquent leur utilisation principale,

ornementale ou agricole. Celles qui n’ont pas été prises par mes soins proviennent de la page Wikipedia

correspondant à l’espèce citée.

Rosoideae

Dryadoideae

Amygdaloideae
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notamment les fraisiers, rosiers et framboisiers au sein des Rosoideae et les pommiers, poiriers, 

amandiers, pêchers, abricotiers et cerisiers au sein des Amygdaloideae (Figure 9). La plupart de ces 

espèces sont des arbres cultivés pour leurs fruits et sont difficiles à étudier à cause de la durée de 

croissance végétative entre chaque génération. 

Grâce à leur importance économique, trois principaux modèles ont été établis en recherche, 

chacun avec leurs avantages et inconvénients (Tableau 2 ; Shulaev et al., 2008). Le pommier, qui 

appartient aux Amygdaloideae, est certainement le plus étudié. Il possède un génome généralement 

diploïde à 17 paires de chromosomes (longueur haploïde : 750 Mb ; Tatum et al., 2005), qui a été 

s ue  d a o d e   sous fo e de   o tigs a s su  u e a te g ti ue (Velasco et al., 

2010), puis en 2017 sous forme de 17 pseudo-chromosomes (Daccord et al., 2017). Des techniques de 

transformation génétique stable efficaces ont été mises au point, mais la majorité des variétés sont 

aussi auto-incompatibles et possèdent une longue période juvénile. Le pêcher, qui appartient lui aussi 

à la sous-famille des Amygdaloideae, est auto-compatible mais difficilement transformable 

génétiquement et possède un génome composé de 8 paires de chromosomes convenablement 

séquencées (The International Peach Genome Initiative et al., 2013). Enfin, le fraisier appartient aux 

Rosoideae et semble, quant à lui, avoir tout pour lui : un petit génome bien séquencé (Shulaev et al., 

2011) avec 206 Mb et 7 paires de chromosomes, un temps de génération de seulement 10 à 16 

se ai es, l e iste e de te h i ues de t a sfo atio  g ti ues effi a es et des esp es od les et 

cultivars auto-compatibles. Seulement, contrairement aux deux modèles précédents, il correspond à 

u  des a es ge es de la fa ille des ‘osa eae ui est pas lig eu , e ui e  fait u e e eptio . 

Il est important de noter que ces trois espèces modèles, à haute importance économique, ont 

été domestiquées et sont cultivées pour leurs fruits et non pour leurs fleurs, suggérant la nécessité 

d utilise  u  od le diff e t pou  l tude du d eloppe e t flo al. Ai si, le osie , ui est u e pla te 

ornementale, ligneuse et pérenne et a été domestiquée pour des raisons esthétiques et cosmétiques, 

paraît être le candidat idéal (Tableau 2). D aut e pa t, sa p o i it  ph log ti ue a e  le f aisie  

(Raymond et al., 2018) pourrait permettre le transfert rapide de connaissances entre les deux genres 

et le passage d u  od le à l aut e e  as de essit . De la e a i e, la ise e  o u  de 

l e se le des do es g o i ues à p opos des ‘osa eae su  le GD‘, pou  Ge o e Data ase fo  

Rosaceae (Jung et al., 2019), donne accès à de nombreuses et diverses ressou es pe etta t d la gi  

rapide e t l i pa t des e he hes alisées au départ sur une espèce.  

 Le rosier, une plante domestiquée 

 À l heu e a tuelle, le ge e Rosa comporte environ 200 espèces, incluant de nombreux 

polyploïdes. Les espèces actuellement cultivées sont le fruit de deux domestications 

indépendantes du a t l A ti uit  : l u e e  Chi e (Section Chinenses  et l aut e da s l espa e 



Tableau 2: Comparaison des caractéristiques des différentes Rosaceae modèlesa.

Malus x domestica Prunus persica Rosa chinensis Fragaria vesca Arabidopsis thaliana

Taille du génome (haploïde) 750 Mb 280 Mb 560 Mb 206 Mb 157 Mb

Nombre de chromosomes 2n = 34 2n = 16 2n = 14 2n = 14 2n = 10

Type Ligneuse Ligneuse Ligneuse Herbacée Herbacée

Durée entre 2 générations 4 à 8 ans 3 à 5 ans < 1 an 10 à 16 semaines 6 à 8 semaines

Plantes par m
2

au sol < 1 < 1 Une dizaine Une centaine Plusieurs centaines

Type de fruit Pomme Drupe Cynorhodon
(non comestible)

Réceptacle charnu
portant des akènes

Silique
(non comestible)

Reproduction végétative Boutures Boutures Boutures Stolons Non

Auto-compatibilité Dépend des variétés Oui Dépend des variétés Oui Oui

Transformation Oui

(in vitro)

Faiblement efficace

(in vitro)

Oui

(in vitro)

Oui

(in vitro)

Oui

(in planta)

Séquençage du génome Pseudochromosomes 
disponibles

Pseudochromosomes
disponibles (brouillon)

Pseudochromosomes
disponibles

Pseudochromosomes
disponibles (brouillon)

Pseudochromosomes
disponibles

Cartes génétiques
b

Plus de 2 000 000

marqueurs

Plus de 100 000 

marqueurs

Environ 2 500 

marqueurs

Environ 96 000 

marqueurs

Non utilisé

a 
Adapté de Shulaev et al., 2008.

b
D’après https://www.rosaceae.org/
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périméditerranéen (Sections Cinnamoneae et Galicanae). Durant cette période, des traits spécifiques 

ont été sélectionnés, comme par exemple la récurrence de la floraison, un parfum particulier, dit 

« senteur de thé », ou la résistance au froid chez les rosiers européens (Martin et al., 2001). Au 

18e si le, les issio ai es et o e ça ts o t i t oduit l esp e hi oise diploïde Rosa chinensis en 

Eu ope et, e  pa ti ulie , les a i t s Hu e's Blush , Pa k's Yello  et Old Blush  (Raymond, 1999). 

Leurs croisements avec les espèces locales sont à l o igi e de la atio  des a i t s de rosiers 

o ues aujou d hui. E  effet, il est aujou d hui ad is ue l e se le des osie s ode es ulti s, 

ou Rosa x hybrida, d i e d u e dizai e d esp es fo dat i es, ota e t des Rosa chinensis. Ils sont 

le p oduit d u e histoi e de domestication complexe où les variations de niveau de ploïdie 

(généralement 4n, avec des passages par 2n et 3n) côtoient les hybridations interspécifiques et les 

introgressions en de multiples et indépendants événements. Cela a permis la combinaison de traits 

propres à chaque espèce ancestrale au sein des variétés modernes. 

Ai si, l tude de l histoi e de la do esti atio  et des p o essus de s le tio  e a t au  osie s 

modernes, en même temps que celle du d te i is e g ti ue des t aits d i t ts ho ti oles, est 

u  sujet pa ti uli e e t i t essa t pou  les he heu s d aujou d hui. La o u aut  s ie tifi ue 

a alors choisi une variété modèle pour ses études sur le genre Rosa : la variété Rosa chinensis  Old 

Blush . Ce hoi  s est fo d  su  t ois p i ipales aiso s. Tout d a o d, elle-ci possède déjà de 

o eu  t aits d i t ts ho ti oles, do t le ph ot pe « fleur double » et la remontée de floraison, 

ui fa ilite l tude du d eloppe e t flo al. D aut e pa t, o t ai e e t à la ajo it  des osiers 

o e iau  g ale e t t t aploïdes, Old Blush  poss de u  g o e diploïde, e ui ite u e 

complexité génétique trop importante et facilite donc les études scientifiques. Enfin, elle a été 

fo te e t i pli u e da s de o eu  oise e ts à l o igine des cultivars modernes (Bendahmane 

et al., 2013 ; Martin et al., 2001 ; Raymond, 1999 ; Raymond et al., 2018). Elle a donc très certainement 

transmis une partie de son génome et de ses caractéristiques phénotypiques à ces cultivars, ce qui 

signifie que les découvertes réalisées sur cette variété modèle devraient être aussi applicables aux 

variétés modernes. 

E  su , sa positio  i te diai e da s l histoi e de la domestication des rosiers en fait un 

e elle t od le pou  tudie  ette histoi e et e  pa ti ulie  les t aits d i t ts ui o t t  

sélectionnés (Raymond et al., 2018) et notamment le caractère « fleur double ». De nouveaux outils 

ont par conséquent été développés et améliorés par la communauté scientifique, ce qui facilite 

d auta t plus les a al ses ui pou aie t e suite être transférées chez des espèces plus difficiles à 

étudier. Dans les prochains paragraphes, les outils nouvellement disponibles et les avantages du rosier, 

et en particulier de la variété R. chinensis  Old Blush , o e o ga is e od le se o t dis ut s. 
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 Culture et propagation du rosier 

D u e a i e g ale, les osie s so t des pla tes fa iles à ulti e  e  la o atoi e, ue e 

soit e  ha e de ultu e ou e  se e. Ce tai s osie s, à l i age d Old Blush , so t a ustifs et e 

essite t u u  fai le volume de culture (environ 0,25 m3 par plante). 

Le outu age des osie s, t s ais  hez de o euses a i t s, pe et d o te i  ais e t 

des clones génétiques facilitant la récolte rapide en quantité suffisante de matériel frais et la répétition 

des expériences sur différentes plantes de même fond génétique. D aut e pa t, des fleu s peu e t t e 

obtenues dès la première année après germination ou seulement 3 mois après un bouturage. Ceci, 

o pa  à d aut es ‘osa eae lig euses ota e t le po ie , est u  ita le a a tage a l a t 

significativement la réalisation des expériences.  

Parmi les variétés de rosiers commerciales, nombreuses sont celles qui fleurissent en continu 

du p i te ps jus u à l auto e, ta t ue les o ditio s e t ieu es so t fa o a les. Ce a a t e, 

nommé « remontée de floraison » ou encore « floraison continue », s oppose au a a t e a est al 

où la pla te e fleu it u u e fois pa  a , su  u e ou te p iode, g ale e t au p i te ps. Il est 

la ge e t app i  des s le tio eu s et ja di ie s puis u il pe et d e elli  les ja di s durant 

plusieu s ois pa  a  ais aussi des he heu s puis u il pe et d ha tillo e  de jeu es ou geo s 

tout au lo g de l a e. E  effet, da s le as des osie s à flo aiso  u i ue, l e p i e tateu  e peut 

récolter des bourgeons que durant une courte du e au p i te ps et, si la ua tit  de at iel est 

pas suffisa te, il se a essai e d atte d e l a e sui a te pou  e  o te i  da a tage. Ai si, la 

flo aiso  o ti ue d Old Blush  e  ha e de ultu e est u  ai atout pou  l tude du 

développement floral chez les rosiers et ouvre potentiellement une généralisation à d aut es ‘osa eae 

e fleu issa t u a uelle e t, o e le e isie  pa  e e ple. 

U  des o sta les p i ipau  à l utilisatio  du osie  o e pla te od le e  la o atoi e est 

certai e e t la p se e hez e tai es esp es,  o p is Old Blush , d u e auto-incompatibilité 

élevée (Debener and Mattiesch, 1999), limitant fortement les croisements. 

 Disponibilité de nombreuses cartes génétiques 

Un sondage mené en 2012-2013 par la Rose Hybrider Association et l u i e sit  A&M au Te as 

a o t  u à la fois o te teu s et ja di ie s a ateu s a aie t des atte tes le es o e a t 

plusieurs caractéristiques du rosier telles que la résistance à diverses maladies, le parfum de la fleur et 

le nombre de fleurs produites (https://roses.tamu.edu/research/rose-surveys/). D aut es a a t es 

i po ta ts so t la p iode de flo aiso , l a se e d aiguillo s, la ouleu  et la fo e de la fleu . Aussi, 

de nombreux croisements ont été réalisés pour identifier les régions du génome portant les caractères 

correspondants, et potentiellement les gènes majeurs impliqués (Crespel et al., 2002 ; Debener and 

Mattiesch, 1999 ; Linde et al., 2006). Pour résumer, une cartographie génétique utilise la fréquence 
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des recombinaisons méïotiques pour estimer la distance entre des loci. Ces fréquences de 

recombinaisons sont calculées au sein d une population issue d un croisement entre deux individus 

parents suffisamment éloignés génétiquement pour distinguer l origine de chaque locus : plus la taille 

de la population est grande, plus la carte sera précise. Les loci peuvent quant à eux être définis soit par 

des marqueurs moléculaires (séquence détectée par hybridation ou par PCR, pour « Polymerase Chain 

Reaction »), soit par leur association avec un trait phénotypique. À partir des distances entre loci, on 

peut inférer leur ordre sur le chromosome, et dessiner une « carte génétique » des chromosomes. 

Chez le rosier, plus de six cartes génétiques indépendantes ont été développées depuis les années 90. 

Elles so t fo d es su  l a al se ol ulai e de  à  des e da ts e  fo tio  des projets et utilisent 

des parents aussi variés que Rosa multiflora, Rosa wichurana ou des variétés de rosiers hybrides. Les 

marqueurs utilisés, eux aussi variés, ont pu être des marqueurs RAPD (« Random Amplified 

Polymorphic DNA »), AFLP (« Amplified Fragment Length Polymorphism ») ou SSR (« Simple Sequence 

Repeat »). La mise en place de ces cartes a été possible en particulier grâce à la facilité de culture de 

petites populations de rosiers, y compris en plein champ. Cependant, les rosiers nécessitant une plus 

grande su fa e de ultu e u u e A a ette ou u e aut e pla te he a e, le o e de des e da ts 

semés et analysés, et donc la précision des cartes génétiques correspondantes, restent généralement 

plus fai les ue pou  d aut es pla tes od les. 

Quatre de ces cartes (Debener and Mattiesch, 1999 ; Hibrand-Saint Oyant et al., 2007 ; Linde 

et al., 2006) ont été unifiées par Spiller et al. (2010). La carte consensus ainsi obtenue (Figure 10) porte 

597 marqueurs génétiques et est dorénavant une référence pour la recherche des déterminants 

g ti ues à l o igi e des caractères phénotypiques cités précédemment, et notamment du 

phénotype « fleur double » dont le déterminant génétique a été localisé sur une portion du « Linkage 

Group 3 » ou LG3. Cela a ai si pe is d affi e  ue RcAG, ie  u i pli u  da s la fo atio  de la 

fleu  dou le, e pou ait pas t e le d te i a t de e ph ot pe ta t do  u il est pas su  le 

même chromosome (Dubois et al., 2010). Ainsi, chez le rosier, la génétique directe, qui consiste en la 

recherche du gène induisant un phénotype observé, est donc possible et adaptée à sa longue histoire 

de domestication (Figure 11). 

 Transformation génétique par Agrobacterium 

Depuis les premières transformations stables de Nicotiana benthamiana en 1984 (Block et al., 

1984) et d Arabidopsis thaliana en 1986 (Lloyd et al., 1986), cette méthode de génétique inverse est 

régulièrement utilisée en laboratoire sur les espèces modèles et en cours de développement ou 

d opti isatio  pou  de o euses aut es esp es. Cette approche, qui permet d i s e  u  f ag e t 

d ADN d i t t da s le g o e de l o ga is e tudi , est ai te a t i dispe sa le à l a al se de la 

fo tio  des g es, e  pe etta t l appli atio  d u e démarche scientifique complète. Ainsi, en 



Figure 10 : Carte génétique et étude de traits d’intérêt chez le rosier : le cas de la fleur double.

(A) Carte génétique consensus intégrant les marqueurs positionnés à partir de quatre populations

distinctes. Les marqueurs en gras correspondent à ceux qui ont permis de lier les quatre différentes

cartes entre elles. La nouvelle carte porte 597 marqueurs et montre les intervalles génétiques

contenant les déterminants de traits d’intérêt comme le phénotype « fleur double », dont le

déterminant a été localisé sur le chromosome 3 (intervalle en rouge), l’absence d’aiguillons, la

résistance au mildiou, la production de certaines molécules de parfum ou la remontée de floraison.

Extraite de Spiller et al., 2010.

(B) Hybridation in situ extraite de Dubois et al. (2010), montrant une corrélation entre le nombre de

pétales par fleur et la restriction du domaine d’expression du gène de classe C RcAG, localisé sur le

chromosome 5 (encadré en bleu sur la carte). Les auteurs ont ainsi proposé que le déterminant de

la fleur double chez Rosa devait intervenir en amont de RcAG.

Rosa hybrida ‘Saint Anne’ Rosa hybrida ‘Malmaison’

Expression

restreinte

de RcAG

RcAG

A

B
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i hi a t u  g e, o  peut o se e  l i pa t de sa pe te de fo tio  su  le ph ot pe, puis e  

réinsérant une copie, on peut valider la restauration du phénotype et ainsi confirmer la fonction du 

gène étudié.  

À l heu e a tuelle, de o euses esp es de ‘osaceae sont génétiquement transformables 

pa  appli atio  d Ag o a t ies su  des tissus pla s e  ultu e in vitro (Aldwinckle et al., 2009), y 

compris le rosier. Dans notre laboratoire, un protocole optimisé de transformation génétique d Old 

Blush  est dispo i le et e  ou s de pu li atio  (Vergne et al., 2009 ; Vergne et al., non publié ; 

développé dans la section Matériel et Méthodes . Il pe et u  tau  d effi a it  p o he de  %, e ui 

assu e o ale e t de toujou s o te i  plusieu s e e ts de t a sfo atio  au ou s d u e 

expérience (Figure 11). Diverses constructions peuvent être utilisées, permettant notamment la 

surexpressio  o stituti e de g es d i t t, de i oA‘N a tifi iels ou d A‘N i te f e ts pou  

di i ue  l e pression endogène du gène cible ou de protéines fluorescentes sous le promoteur du 

g e tudi  pou  tudie  so  pat o  d e p essio . D aut e pa t, u  p oto ole d ditio  de g o e pa  

CRISPR/Cas9 a été mis au point par Jeanne Loue-Manifel, Jérémy Just et Philippe Vergne (IE, IR et IR 

da s l uipe espe ti e e t . Ai si, le osie , est do a a t u e pla te od le à la poi te de la 

recherche et à jour au niveau des dernières avancées techniques. 

 Dispo i ilit  de do es d e p essio  des g es  

Co e pou  eau oup d o ga is es, les p e i es do es de s ue çage p oduites su  le 

rosier ont été transcriptomiques, ce qui permet de concentrer les efforts de séquençage sur les gènes. 

Mo  uipe d a ueil a t  pa i les pio ie s da s e do ai e e  d eloppa t u  atlas 

transcriptomique du rosier (Dubois et al., 2012). Pou  ela, u  s ue çage  d ADN  o te us à pa ti  

d u  la ge de  diff e ts tissus de Rosa chinensis cv Old Blush  a pe is d o te i  l asse lage 

de 80 714 transcrits, aussi appelés clusters unigenes. En parallèle, un séquençage Illumina réalisé sur 

es  tissus s pa e t i di ue le i eau d e p essio  de ha ue g e da s ha u  des tissus. À 

p se t u une séquence génomique est disponible (Raymond et al., 2018), les clusters unigenes ne 

sont plus utilisés comme référence, mais les données de séquençage Illumina servent toujours pour 

l e plo atio  du i eau d e p essio  des g es da s les diff e ts o ga es du osie . 

D aut e pa t, deu  e se les de do es de ‘NA-se  o pa a t le d eloppe e t d u e 

fleu  si ple et d u e fleu  dou le so t gale e t dispo i les da s l uipe do es o  pu li es . 

Ils ont été réalisés sur de très jeunes bourgeons floraux, aux stades où apparaissent les primordia des 

s pales, p tales ou ta i es. Le p e ie  o pa e Old Blush  et la a i t  o e iale Rosa chinensis 

“i gle Pi k , d ite o e u  spo t de elui- i, est-à-dire un variant lié à une mutation somatique 

apparue spontanément et propagé végétativement (Phillips, 1988 ; Soule, 2009). À l e eptio  de ses 

fleurs simples, son apparence est ide ti ue à Old Blush , e ui peut se d i e omme une réversion 



Floraison continue

Ancêtre des rosiers commerciaux

Bouturage facile 
(reproduction clonale)

Transformable génétiquement 
(Vergne et al., 2010)

Cultivable en chambre 
de culture

Cartes génétiques (Spiller et al., 2011)

Génome diploïde et séquencé (Raymond et al., 2018)

Modèle pour les
plantes ornementales

Culture en 
laboratoire aisée

Outils moléculaires 
bien développés

CRISPR/Cas9
(Données non publiées)

Hybridation in situ

(Dubois et al., 2010)

Connaissances génétiques 
et génomiques avancées

Étude de la 
domestication 

(Bendahmane et al., 2013)

(Raymond et al., 2018)

ch3

>RcHm3g0468481
GTGGTGTAGGCATAGTGTGACAGTAGAAGCCTAGAATAAGCAAAACCTACACGCGCCAAAA
TAAACTAAAAGAAGAAAGAAGAAAGATTAGGAATAGTAATAGTAATAGGGAGGCCCCCTC

TTGTTCTTTCCTCCATCGCCAAGCTTAAACACTTTTTATTAATATATATCTATCTCTGCTCATTT
CCTGTGCATGAAAATCTCCCAGCCGGCCTCTGATTCTCTCTCACGCCACGCCGGCCCCCCCTC
CTTTCTTCTTCTTCAACCGCCATATATGACTCCTCATTTTCTTCACGGCCACAATTACTAGTACT
AGTACTACTAC

Figure 11 : Résumé des avantages de R. chinensis cv ‘Old Blush’ en tant que modèle d’étude 

scientifique.

Son génome diploïde et sa position clé lors de la domestication et de l’amélioration variétale du rosier 

font de ‘Old Blush’ une variété adaptée pour l’étude des mécanismes de la domestication et de l’origine 

génétique des traits d’intérêt. Pour répondre à ces questions, de nombreux outils sont désormais 

disponibles : un génome séquencé et assemblé, des cartes génétiques, des données transcriptomiques, 

ainsi que des protocoles d’hybridation in situ, de transformation génétique et d’édition de génome.

Bourgeons de grande taille

Données transcriptomiques (Dubois et al., 2012)

R. chinensis 

cv ‘Old Blush’
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vers le ph ot pe sau age. Le se o d o pa e Old Blush  et u  aut e uta t spo ta  à fleu  si ple 

o te u fo tuite e t da s l uipe ap s passage e  ultu e in vitro. Ces deux jeux de données sont 

u e sou e i po ta te d i fo atio s su  le d eloppe e t flo al et e  pa ti ulie  elui des p tales.  

 Pa  o s ue t, l e se le des outils ultu au , g ti ues et ol ulai es d elopp s 

hez Old Blush , ai si ue so  ôle i po ta t da s l histoi e de la domestication du rosier et de 

l o te tio  des osie s ode es fo t de ette a i t  u  o  od le d tude pou  les t aits 

phénotypiques liés à la domestication, comme cela est résumé sur la Figure 11.  

V. Le séquençage du génome du rosier, un outil puissant 

U e aut e a a e te h ologi ue esse tielle pou  la e he he fo da e tale est l o te tio  

de la s ue e ui ep se te la p es ue totalit  du g o e d Old Blush , e ui est assez a e hez 

les plantes ornementales. Elle pe et ota e t d a de  au  s ue es o pl tes des g es,  

o p is leu s gio s gulat i es, ai si u au  s ue es p t es du g o e. Ce puissa t outil, issu 

d u  p ojet oo do  pa  o  uipe d a ueil, a t  pu li  t s e e t. 

 Le génome d Old Blush , u  g o e s ue  de t s o e ualit  

Le g o e du osie  est u  elati e e t petit g o e de  M  à l tat haploïde (Raymond 

et al., 2018 ; Yokoya et al., 2000). Pourtant, étant donné les hybridations interspécifiques suivies de 

multiplication des variétés par bouturage majoritairement, nombre de variétés de rosiers, y compris 

Old Blush , p sentent une forte hétérozygotie, est-à-dire une grande différence de séquence entre 

les deux chromosomes de chaque paire. Cela a longtemps limit  la ualit  de l asse lage du g o e 

o plet de Old Blush . 

Le s ue çage et l asse lage de e g o e h t oz gote ont été réalisés en 2012-2014 dans 

mon équipe. Environ 400x de reads Illumina paired-e d a e  des tailles d i se t a ia t de  pb à 

11 000 pb ont été produits. Leur assemblage a abouti à la reconstruction de 15 938 scaffolds (Raymond 

et al., 2018), pour une longueur totale de 882 Mb et plus de la moitié des séquences contenues dans 

des contigs de taille supérieure à 227 kb (N50 = 227kb). Sur cette séquence, 75 573 gènes ou allèles 

ont été annotés. La comparaison avec les données transcriptomiques précédemment décrites et les 

p ot i es p dites su  les g o es de f aisie  et po ie  a pe is d esti e  ue, pou  e i o  les 

deux tiers des gènes, les deux allèles avaient été assemblés séparément. Donc bien que fragmenté, cet 

assemblage donne accès au génome hétérozygote complet du rosier. Une stratégie parallèle a été 

d elopp e pou  aug e te  la o ti uit  de l asse lage. Da s d aut es esp es h t oz gotes, telles 

que la vigne (Zharkikh et al., 2008), u  lo g p o essus d autof o datio  o e  da s les 

années  a pe is d o te i  u e lig e uasi-ho oz gote, e ui a fa ilit  l asse lage de pseudo-

chromosomes (Jaillon et al., 2007). Da s le as du osie , l auto-fécondation semblait vraiment longue 
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et hasardeuse. Afi  de su o te  e lo age, l uipe a d elopp  u e thode o igi ale isa t à 

produire une plantule homozygote dérivée de tissu haploïde (microspores) cultivé in vitro après 

doublement chromosomique (Vergne et al., 2018). Ce génome a ensuite été séquencé par une 

méthode de séquençage « long read » sur la plateforme PacBio II (Eid et al., 2009). L utilisatio  d u  

haploïde doublé, la profondeur de couverture du séquençage de 80x et les thodes d asse lage 

i o a tes o t pe is d o te i  u  asse lage d e elle te ualit , a e  u  N  de  Mb, ce qui 

pe et l a al se de lo gs i te alles o ti us. Les  o tigs p oduits o t e suite t  a s su  les 

25 695 marqueurs génétiques de la carte publiée par Bourke et al. (2017) pour les ordonner sur les 

7 groupes de liaison du rosier (Figure 12-B). Cela a pe is de alide  l e elle te oli a it  des o tigs 

et de la carte génétique, et de reconstruire les 7 pseudo- h o oso es. L asse lage d e elle te 

ualit , ai si ue les a al ses ol ulai es ui o t t  as es dessus et au uelles j ai pa ti ip , o t 

permis de publier ces résultats dans Nature Genetics en 2018. E o e aujou d hui, il o espo d à u  

des assemblages les plus continus existant chez les plantes (Belser et al., 2018), ce qui ouvre de 

nombreuses possibilités quant aux recherches sur le rosier voire sur d aut es esp es p o hes. 

 ‘e o st u tio  de l histoi e volutive e t e esp es p o hes du osie  

L e iste e de do es de s ue çage de ualit  hez le osie , ais aussi hez le p he , le 

pommier, le fraisier et, dans une moindre mesure chez le framboisier, permet de comparer les 

séquences et les caryotypes de ces espèces. À partir de ces comparaisons, il est alors possible de 

e o st ui e l olutio  des g o es et des esp es de ‘osa eae depuis leu  de ie  a t e o u . 

Ainsi, il a été mis en évidence que celui-ci devait posséder 9 protochromosomes et environ 9 000 gènes. 

L a t e des ‘osoideae, ui o pte t le ge e Rosa et ses proches voisins Fragaria et Rubus, 

poss dait ua t à lui  p oto h o oso es sulta t d u e fissio  et de deu  fusio s de h o oso es 

(Raymond et al., 2018). De faço  si ilai e, l a t e des Prunus possédait certainement lui aussi 

8 p oto h o oso es issus de  fissio s et  fusio s diff e tes. E  e a he, l a t e des Malus et 

Pyrus poss dait p o a le e t  p oto h o oso es issus d u e dupli atio  o pl te du génome 

suivie de réarrangements correspondant à 11 fissions et 12 fusions (Raymond et al., 2018). 

Au vu du petit nombre de réarrangements, il semble donc possible de comparer ces génomes 

sur des blocs de synténie de plusieurs dizaines de mégabases, promouvant ainsi les recherches 

translationnelles et le transfert de connaissances entre Rosaceae.  

 Histoire évolutive au sein du genre Rosa : e e ple d Old Blush  

Les roses sauvages de la section Chinenses, comme R. gigantea ou R. chinensis, sont 

caractérisés par des fleurs simples, des stipules entières et des styles courts et libres. La section 

Synst lae est, ua t à elle, a a t is e pa  des st les asse l s da s u e olo e i e d où le o  

de la section, « syn » signifiant ensemble), plusieurs fleurs par hampe florale (appelée cyme) et des 
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stipules pectinées ou dentées. Rosa chinensis  Old Blush  p se te des i flo es e es de t pe es, 

des styles libres mais saillants et des stipules dentées. Ces traits morphologiques pourraient donc 

i di ue  u e o igi e h ide d Old Blush , e  elatio  t oite a e  les se tio s Chi e ses et “ st lae.  

 L a al se de la dist i utio  et de la st u tu atio  de la di e sit  des “NP pou  « Single 

Nucleotide Polymorphism ») dans les données de reséquençage de différentes variétés ancestrales de 

rosier provenant de ces deux sections, alignées sur le génome haploïde d Old Blush , a pe is 

d lai i  e  pa tie les o igi es e de ie . Tout d a o d, elle i di ue ue la di e sit  est st u tu e le 

long de certaines régions chromosomiques selon des patrons intermédiaires entre ceux des espèces 

Synstylae et Chinenses a est ales, e ui o fi e l h poth se d u e o igi e h ide d Old Blush  

(Raymond et al., 2018). D aut e pa t, pa i les 2 variétés reséquencées de la section Chinenses, le 

g o e d Old Blush  se le e t e e t p o he du g o e de R. gigantea, avec environ 28 % de 

son génome haploïde très similaire à celui de R. gigantea oi s d u  a ia t pa  kb), ce qui indique 

que cette fleur simple sauvage (ou une de ses très proches voisines) est très certainement un ancêtre 

de notre rosier modèle (Raymond et al., 2018). En revanche, parmi les 3 génotypes reséquencés de la 

section Synstylae, aucune proximité aussi ette a t  ide tifi e, i di ua t ue l a t e d Old Blush  

au sein des Synstylae reste à découvrir (Raymond et al., 2018). 

 ‘e o st u tio  de l i te valle asso i  à la fleu  dou le hez le osie   

 La séquence génomique obtenue à partir de la lig e ho oz gote d i e d Old Blush  a 

pe is d o te i  la s ue e p es ue o pl te d u  et d u  seul des haplot pes de ha ue 

h o oso e du g o e d Old Blush . L o te tio  d u  asse lage de t s haute ualit  est u  

e e t d te i a t pou  l tude des t aits d i t t hez les esp es à i po ta e ho ti ole ou 

ag o o i ue a  elle pe et d o te i  la s ue e o pl te o espo da t au  i te alles 

génétiques identifiés comme contenant les déterminants génétiques de ces traits (Figure 12). Ainsi, 

jus u au s ue çage du g o e ho oz gote d Old Blush , il a ait t  i possi le d o te i  le o te u 

o plet de l i te alle g ti ue o te a t la utatio  à l o igi e du ph ot pe « fleur double » chez 

le rosier. En effet, seuls des fragments de cet intervalle avaient pu être identifiés, comme cela est par 

ailleu s toujou s le as hez d aut es esp es, o e Petunia hybrida et Dianthus chinensis, dont les 

séquences génomiques sont encore trop fragmentées pour avoir accès à l e se le des g es 

contenus dans les intervalles génétiques contenant la mutation « fleur double ». Cependant, étant 

donné que la recherche des déterminants génétiques est généralement fondée sur une cartographie 

génétique comparant une population ségrégant pour le a a t e d i t t, il appa aît nécessaire de 

pouvoir accéder à chacun des deux haplotypes afin de connaît e l tat de ha u  des all les du ou des 

gène(s) considéré(s). Enfin, dans le cadre de mon projet, reconstruire le second haplotype 

cor espo da t à l i te alle du h o oso e  où se t ou e le lo us d te i a t la fo atio  de fleu s 



Assemblage d’un haplotype du 
chromosome 3 à partir du génome 

d’un individu homozygote

Identification des bornes de 
l’intervalle en blastant les marqueurs 

de la carte génétique sur la séquence 
du génome homozygote 

(Bourke et al., 2017)

Reconstruction de la séquence du 
second haplotype à partir des 

séquences de l’hétérozygote 

Étude et comparaison des gènes 
prédits sur les deux haplotypes

A B Contig 1

Contig 2

Figure 12 : Méthode de reconstruction des deux haplotypes de l’intervalle contenant le déterminant de

la fleur double.

(A) Résumé des différentes étapes de la reconstruction des deux haplotypes de l’intervalle. Mon projet

de thèse débute à partir de la dernière étape.

(B) Représentation du chromosome 3 avec ses deux contigs ancrés grâce à des marqueurs génétiques

(panneau de gauche) et la correspondance entre la position (en centimorgans) des marqueurs sur la

carte génétique et leur position physique le long de la séquence du génome (panneau de droite).

Extraits de Raymond et al. (2018).

(C) Identification du second haplotype par BLAST de la séquence homozygote sur les scaffolds du

génome hétérozygote : exemple d’une portion de l’intervalle. Au centre, est représentée une

portion du pseudo-chromosome du génome homozygote (en vert). À gauche, se trouvent les

scaffolds hétérozygotes (en bleu) correspondant au même haplotype. Leur pourcentage de

similarité avec le génome homozygote est plus élevé que ne l’est celui des scaffolds du second

haplotype (à droite, en bleu également).

C
Haplotype 2

Haplotype 1
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si ples ou dou les tait d auta t plus esse tiel ue la utatio  i duisa t le ph ot pe « fleur 

double » est dominante. Ainsi, à partir des séquences produites par séquençage Illumina du génome 

o plet et h t oz gote d Old Blush , et g â e à la st u tu e du p e ie  haplot pe, il a t  possi le 

d ide tifie  les deu  all les de ha u  des  g es p se ts da s l i te alle et de les o pa e  

(Figure 12). Ce travail, qui a été commencé par Annick Dubois (chargée de recherche da s l uipe  

avant mon arrivée puis mené à bout par Marion Verdenaud (i g ieu e d tude da s l uipe  au 

début de ma thèse, est à la base de mon projet qui donc a pu se fonder sur des connaissances solides 

ua t au o te u de l i te alle o te a t la utatio  i duisa t la fo atio  de la fleu  dou le. 
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Alo s ue les oses à fleu s dou les so t si fas i a tes pou  l œil g â e à leurs très nombreux 

pétales qui leur donnent une apparence plus dense, la atu e de la utatio  ausa t le passage d u e 

fleur simple à une fleur double restait un mystère pour les sélectionneurs et scientifiques depuis des 

si les. Les t a au  e ts des e es, a tuels et pass s, de o  uipe d a ueil o t pe is de 

ett e e  pla e l e se le des outils i dispe sa les à l a lio atio  des o aissa es 

fondamentales sur le rosier (Bendahmane et al., 2013 ; Dubois et al., 2010, 2011, 2012 ; Vergne et al., 

2009), tout en commençant à lever le voile du mystère de la fleur double il y a quelques années (Dubois 

et al., 2010). C est da s la continuation de ces recherches ue s est i s it o  t a ail de th se. 

I. État de l a t ava t le d ut de la th se 

Pour résumer les informations disponibles, à mon arrivée, à propos du déterminisme de la 

fleur double chez le rosier :  

(1) Le passage d u e fleu  si ple à u e fleu  dou le d pe d d u  d te i a t u i ue et 

dominant (Debener, 1999). Ce déterminant est p se t à l tat h t oz gote hez Old 

Blush  car la moitié des descendants du croisement de cette variété avec une variété à 

fleurs simples sont à fleurs doubles (Shuppert, 2009).  

(2) Les a tes g ti ues, o i es à l asse lage des do es de s ue çage du g o e 

d Old Blush , lo alise t e d te i a t da s u  i te alle de 6 207 462 pb sur le 

chromosome 3, composé de 631 gènes et appelé Df. 

(3) RcAGAMOUS, qui est quant à lui localisé sur le chromosome 5, semble avoir une expression 

plus restreinte dans les fleurs doubles que dans les fleurs simples (Figure 10 ; Dubois et al., 

2010), suggérant un mouvement de la frontière entre les gènes de classe A et les gènes de 

classe C vers le centre du méristème floral. 

D u  poi t de ue glo al, a th se isait do  à ide tifie  uel(s) mécanisme(s) a(ont) été 

sélectionné(s) pa  l ho e afi  de p odui e des osiers à fleurs doubles. Elle peut être divisée en 

plusieurs étapes permettant de répondre à cette question. 

II. Première étape : identification des candidats pour le déterminant de la 
fleur double  

À pa ti  de l i te alle asse l , plusieu s st at gies o pl entaires ont alors été envisagées 

pour identifier quelques candidats. Pour commencer, étant donnée la restriction du territoire 

d e p essio  de RcAG vers le centre du méristème floral dans le cas de la formation de fleurs doubles, 

il est possible de s i t esse  au  g es de l i te alle dont un homologue est connu pour inhiber 

AGAMOUS hez d aut es esp es od les, e  pa ti ulie  Arabidopsis thaliana. D aut e pa t, alo s ue 

les a didats e he h s doi e t t e p se ts à l tat h t oz gote hez Old Blush , u e p e i e 
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comparaison locale des séquences des deux haplotypes (Figure 12) a montré que les éléments 

transposables représentaient une part importante des différences. Il est donc important de ne pas se 

limiter à la recherche de polymorphismes courts et de pouvoir aussi étudier les polymorphismes liés 

aux mouvements d l e ts t a sposa les. Ensuite, dans le cas où la mutation causale serait difficile 

à ide tifie  au i eau g o i ue, pa  e e ple s il s agit d une modification épigénétique ou d une 

mutation dans des séquences régulatrices éloignées de la séquence codante, une autre stratégie 

possible consiste à chercher dans cet intervalle des gènes qui sont différentiellement exprimés entre 

une fleur simple et une fleur double. Ces derniers pourraient alors être soit de bons candidats pour 

po te  le d te i a t de la fleu  dou le, soit au i i u  des g es do t l e p essio  est d gul e 

par la surproduction de pétales et donc aider à identifier des conséquences de la mutation recherchée. 

III. Deuxième étape : validation du rôle de ces candidats  

Une fois les candidats sélectionnés, il sera important de confirmer leur implication dans le 

développement floral et en particulier dans le contrôle du nombre de pétales ; le but ultime étant de 

vérifier quelle mutation est suffisante pour obtenir le phénotype « fleur double ». Pour cela, il est 

intéressant de réaliser des transformations génétiques stables chez différentes variétés de rosiers et 

d e  a al se  les o s ue es ph ot pi ues. E  pa ti ulie , il est important de supprimer ou sous-

e p i e  le a didat hez Old Blush  pou  oi  si o  i duit la fo atio  d u e fleu  si ple et, 

ip o ue e t, d e p i e  le a didat hez u e fleu  si ple et ifie  si o  i duit la p odu tio  de 

fleurs doubles. Enfin, il pourrait être envisagé de vérifier si cette mutation est retrouvée chez 

l e se le des osie s à fleu s dou les ou si des utatio s diff e tes po ta t su  le e g e o t 

pu t e s le tio es lo s d e e ts de s le tio  du ph ot pe « fleur double » potentiellement 

indépendants. 

IV. Troisième étape : a a t isatio  du a is e d i du tio  de la fleu  
double lié à cette mutation 

Afin de mieux documenter le mécanisme par lequel une fleur double est mise en place, il sera 

i po ta t de s i t esse  à la fo tio  de la p ot i e à l o igi e du ph ot pe. Pou  ela, les 

i fo atio s dispo i les da s la litt atu e ou l a al se de uta ts, e  pa ti ulie  hez Arabidopsis, 

pourront servir de base de recherche pour déterminer la fonction de la protéine et les voies de 

signalisation impactées par la mutation. 

D aut e pa t, ta t do  le lie  e t e le i eau d e p essio  d AGAMOUS et la formation de la 

fleur double chez de nombreuses espèces et variétés (Galimba et al., 2012; Liu et al., 2012; Ma et al., 

2018; Nakatsuka et al., 2015; Nitasaka, 2003), y compris chez le rosier (Dubois et al., 2010), il sera 

i t essa t d tudie  le lie  e t e e g e ho oti ue et les a didats s le tio s. Pou  o e e , 
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il serait envisageable de vérifier si les candidats interagissent directement avec RcAGAMOUS ou par 

l i te diai e d aut es i te e a ts. E  effet, l tude du a is e pa  le uel le d te i a t de la 

fleur double réprime RcAGAMOUS pourrait aussi indiquer d aut es g es i pli u s da s la gulatio  

du o e de p tales et do  de pote tiels aut es a didats pou  l i du tio  de la fleu  dou le hez 

d aut es a i t s. 

 

V. Quatrième étape : étude de la conservation de ce mécanisme chez 
d aut es pla tes o e e tales 

Pour finir, il serait intéressant de vérifier si des mutations similaires pourraient être impliquées 

da s la fo atio  de fleu s dou les hez d aut es esp es p o hes, d a o d pa i les ‘osa eae, puis 

chez des espèces plus éloignées. Des transformations génétiques hétérologues des gènes candidats 

pourront être envisagées chez F. vesca, A. thaliana et/ou P. hybrida. D aut e pa t, l a al se de l tat 

des g es a didats hez des a i t s à fleu s dou les p o e a t d aut es ge es pou ait aussi 

permettre de vérifier si la voie de signalisation et peut-être la mutation de ces candidats sont 

conservées à travers différents genres, familles ou clades. 
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Chapitre III : Résultats 
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I. Identification d u  p e ie  gène candidat pour le contrôle du nombre de 
pétales chez le rosier : le cas de RcUGO 

 Contexte 

À o  a i e da s l uipe, u e p e i e e he he de g es a didats a ait d jà t  

effe tu e. Vu l e iste e de plusieurs révertants somatiques et spontanés produisant de nouveau des 

fleu s si ples, u e h poth se tait ue la utatio  ausale du passage d u e fleu  si ple à u e fleu  

dou le pou ait t e l i se tio /e isio  d u  l e t t a sposa le da s ou à p o i it  du g ne 

d te i a t la fo atio  de fleu s si ples ou dou les. E  effet, l i se tio  d u  l e t t a sposa le 

est parfois réversible ce qui serait cohérent avec la présence de révertants, comme la variété à fleurs 

simples Rosa chinensis  “i gle Pi k  ui d rive de la variété à fleurs doubles R. chinensis  Old Blush . 

Ces insertions peuvent alors modifier la fonctionnalité d u  g e de ultiples faço s, ota e t e  

i duisa t u  a t p atu  de la s ue e oda te ou e  odifia t le i eau d e p essio  de celui-

ci. Il avait donc été décidé de comparer les gènes exprimés lors du développement floral de ces deux 

variétés de R. chinensis afin de trouver des candidats impliqués dans le contrôle du nombre de pétales 

hez le osie . L id e sous-jacente du RNA-seq était que, bien que la majorité des gènes 

différentiellement exprimés entre ces deux variétés correspondront à des effecteurs du dévelop-

pement des pétales, ceu  o te us da s l i te alle Df représenteront de bons candidats pour le 

déterminisme de la fleur double. Il est cependant important de noter que cette approche ne concerne 

que les cas où la mutation liée à la fleur double pro o ue ait u  d faut d e p essio  silencing d u  

l e t t a sposa le p oduisa t l e ti tio  du g e à p o i it , ou i se tio  da s u  p o oteu  pa  

e e ple . E  as d he  de l app o he pa  a al se diff e tielle de l e p essio  des g es de 

l i te alle, le RNA-seq donnera tout de même accès au polymorphisme dans les séquences des gènes 

exprimés, menant pourquoi pas à une seconde approche pour identifier des candidats pour le 

déterminisme des fleurs doubles. La méthode consistait donc à identifier des gènes localisés dans 

l i te alle g ti ue ide tifi  o e o te a t la utatio  Df et diff e tielle e t e p i s e t e 

les jeu es ou geo s flo au  de la a i t  od le à fleu s dou les Old Blush  et eu  de so  uta t 

so ati ue à fleu s si ples “i gle Pi k  (Figure 13). Pour cela, des méristèmes floraux au stade soit de 

formation des sépales (stade 1), soit de formation des pétales (stade 2), soit de formation des étamines 

(stade 3) ont été collectés et utilisés pour une extraction des ARN totaux, puis leur séquençage (RNA-

se . Ap s ide tifi atio  d u e e tai e de transcrits o te us da s l i te alle ui à l po ue tait 

pas e o e totale e t asse l , o  uipe d a ueil a ait pu ide tifie  u  a didat t s p o etteu  

puisque exprimé presque 3 fois plus fortement chez Old Blush  ue hez “i gle Pi k . Celui-ci, nommé 

RcUGO pour « Upregulated Gene in Old Blush  » (RcHt_S6248.1 dans le génome hétérozygote, 



Séquence du génomeAnalyses transcriptomiques

?

‘OB’

‘SP’

UGO

(Up-regulated Gene in ‘OB’)

1 3 42 5 6 7

Figure 13 : Méthode ayant permis l’identification d’un premier candidat pour le déterminisme

génétique de la fleur double.

Recherche de gènes différentiellement exprimés entre une fleur simple et une fleur double et localisés

dans l’intervalle contenant le déterminant ‘fleur double’.

Les données transcriptomiques ont été obtenues à partir d’ARN extraits de bourgeons aux stades

précoces du développement floral de la variété à fleur double Rosa chinensis cv ‘Old Blush’ (‘OB’) et de

son mutant spontané R. chinensis cv ‘Single Pink’ (‘SP’).

Stade 1 : initiation des sépales ; Stade 2 : initiation des pétales ; Stade 3 : initiation des étamines.

Stades
Chromosomes
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RcHm_v2.0_Chr3g0472971 da s le g o e ho oz gote , tait le a didat p se t da s l i te valle 

a e  la plus fo te su e p essio  hez Old Blush . 

 RcUGO, un « small leucine zipper » p se t da s l i te valle  

À partir de cette observation, nous avons décidé de mieux caractériser ce gène en recherchant 

e  pa ti ulie  e  uoi il pou ait i flue e  le d eloppe e t flo al. C est à e o e t-là u a 

commencé mon travail. 

Les prédictions de gènes réalisées sur la séquence du génome du rosier indiquent que RcUGO 

est un gène de taille relativement petite (1721 pb), situé sur le chromosome 3 (entre les positions 

18 954 240 pb et 18 955 961 pb). Il est composé de deux exons séparés par un intron et donne lieu à 

la p odu tio  d u  A‘N essage  de  pb. La protéine codée par cet ARNm contient 82 acides 

aminés, ce qui en fait une protéine de petite taille moléculaire. Une première analyse par BLASTP 

(Altschul et al., 1990 ; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) a permis de la classer 

dans la famille des ZPR (ou LITTLE ZIPPERs en anglais) qui contient quatre représentants chez A. thaliana 

(Wenkel et al., 2007). Ceux-ci codent pour de petites protéines de 67 à 105 acides aminés avec un 

unique domaine leucine-zipper (LZ) très conservé et typique de la famille (Wenkel et al., 2007). Les 

domaines leucine-zipper sont caractérisés par un enchaînement de plusieurs motifs de sept résidus 

(heptades) contenant chacun une leucine, ou parfois un autre acide aminé hydrophobe, en position 4 

de l heptade. Les leu i es appa te a t à deu  do ai es leu i e zippe  so t apa les d i te agi  e t e 

elles et permettent la dimérisation des protéines qui les portent. 

La recherche de domaines protéiques par des logiciels comme Pfam (Finn et al., 2016) ou 

PROSITE (Sigrist et al., 2013 ; https://prosite.expasy.org/  est pas pa e ue à d te te  de do ai e 

caractéristique chez RcUGO. En revanche, après identification par BLASTP des membres de la famille 

ZPR chez les espèces F. vesca (Shulaev et al., 2011), M. truncatula (Tang et al., 2014), P. hybrida 

(Bombarely et al., 2016) et P. persica (The International Peach Genome Initiative et al., 2013), 

l alig e e t de leu s s ue es p ot i ues avec celle de RcUGO révèle un domaine fortement 

conservé, riche en acides aminés hydrophobes, correspondant bien au domaine à leucine zipper 

typique de la famille (Figure 14-B). À partir de cet alignement multiple, un arbre phylogénétique a été 

construit et permet de distinguer deux sous-familles de ZPR : la première, qui contient ZPR1, ZPR2 et 

RcHm_v2.0_Chr1g0350821, est a a t is e pa  la p se e d u e s ue e e  N-terminal, en amont 

du do ai e leu i e zippe , d u e t e tai e d a ides a i s alo s ue la se o de, ui o tie t )P‘  et 

ZPR4 et RcUGO (RcHm_v2.0_Chr3g0472971 , est a a t is e pa  l a se e de es a ides aminés 

(Figure 14-B ; Floyd et al., 2014). La présence de deux orthologues chez A. thaliana pour chaque ZPR 

de rosier, éventuellement due à la récente duplication complète de génome ayant eu lieu 

spécifiquement chez les Brassicaceae (Blanc et al., 2003), suggère une potentielle redondance 
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fonctionnelle chez A. thaliana, confirmée par l a se e de ph ot pe isi le hez les si ples uta ts, 

au contraire des doubles mutants (Kim et al., 2008). 

 Chez A. thaliana, les orthologues de RcUGO interviennent dans le contrôle 

de l a tivit  ist ati ue 

De a i e i t essa te pou  ot e tude des a is es d aug e tatio  du o e de 

pétales chez le rosier, il semblerait que les ZPR soient impliqués dans la régulation et la structuration 

des ist es auli ai es d A. thaliana. En effet, chez A. thaliana, le double mutant 

zpr3/zpr4 présente une perte de structure des méristèmes, une phyllotaxie altérée et parfois une 

p odu tio  d o ga es su u ai es due à l appa itio  de ist es e topi ues (Kim et al., 2008). 

Les analyses moléculaires indiquent que WUS est légèrement surexprimé et que CLV3 l est t s 

fortement, avec une expa sio  de so  do ai e d e p essio  à l e se le de la tu i a, o espo da t 

aux couches externes L1 et L2 du méristème (Kim et al., 2008). Au contraire, la surexpression de ZPR3 

induit non seulement une abaxialisation des feuilles mais aussi, dans le cas des phénotypes les plus 

sévères, un arrêt du méristème apical caulinaire et une réduction du nombre de méristèmes 

secondaires (Brandt et al., 2013 ; Floyd et al., 2014 ; Kim et al., 2008). Par conséquent, les ZPR semblent 

i pli u s da s l o ga isatio  et le fo tio e e t du ist e e ui pou ait t e oh e t a e  

l aug e tatio  de l activité méristématique observée chez les rosiers à fleurs très doubles et, bien que 

ces mutants ne produisent pas de pétales surnuméraires chez A. thaliana, on peut imaginer que ce soit 

le cas chez d aut es esp es, o e R. chinensis. 

L tude de la structure de ces petites protéines, ainsi que de leur origine phylogénétique 

(Figure 14), pe et de p opose  u  a is e ol ulai e pou  leu  fo tio . L a al se des 

séquences des domaines leucine zipper des ZPR a en effet montré que ceux-ci sont très proches du 

domaine leucine zipper des facteurs de transcription à homéodomaine couplé à un domaine leucine 

zipper de classe III (ou HD-ZIP de classe III, Floyd et al., 2014). E  pa ti ulie , la p se e d aspa agi e 

en première position des heptades, qui est prédite comme source de reconnaissance et de 

dimérisation des domaines ayant la même structure (Brandt et al., 2013), est partagée par ces deux 

fa illes, sugg a t à la fois u e o igi e o u e et pou uoi pas u e apa it  d h t odimérisation. 

La première hypothèse a été supportée par des analyses phylogénétiques comparant les domaines 

leu i e zippe  de l e se le des HD-)IP de diff e tes esp es d E oph tes, ui o t l  ue la 

fa ille des )P‘ p o ie t de la dupli atio  d u  HD-ZIP de classe III sui ie d u e dégénérescence 

partielle des domaines adjacents (Floyd et al., 2014). La deuxième hypothèse a été corroborée par Kim 

et al. (2008), qui o t o t  ue )P‘  e o aît et i te agit a e  l e semble des HD-ZIP III. En parallèle, 

Wenkel et al. (2007) o t o t  ue, ip o ue e t, l HD-ZIP de classe III REVOLUTA (REV) est capable 

d i te agi  in vitro avec chacun des quatre ZPR présents chez A. thaliana. Quand un ZPR interagit avec 
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Figure 15 : Modèle de fonctionnement des ZPR comme inhibiteurs des HD-ZIP de classe III.

(A) Structure des HD-ZIP de classe III et des ZPR. L’homéodomaine est responsable des interactions

avec l’ADN, le domaine leucine zipper permet la dimérisation des protéines, le domaine START

est potentiellement capable de lier de petites molécules hydrophobes telles que les stéroïdes et

le domaine PAS, ou MEKHLA, pourrait servir de senseur ou d’aide à la dimérisation.

(B) Mécanisme moléculaire de régulation du niveau d’expression des gènes cibles de HD-ZIP III. Une

fois dimérisés grâce à leur domaine leucine zipper, les HD-ZIP III sont capables de reconnaître

leur séquence d’ADN cible et de moduler l’expression des gènes adjacents.

(C) Étant donné que les ZPR ne présentent pas d’homéodomaine, la dimérisation entre un HD-ZIP III

et un ZPR ne permet plus l’interaction avec l’ADN; ils jouent alors le rôle de dominants négatifs

vis-à-vis des HD-ZIP III.
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REV, celui- i est alo s plus apable de lier ses séquences d ADN i les in vitro (Wenkel et al., 2007). 

Ainsi, alors que les HD-ZIP sont actifs sous forme de dimère, la dimérisation hétérologue entre un HD-

)IP III et u  )P‘, do t l ho odo ai e a t  pe du, e p he l i te a tio  e t e l HD-ZIP III et ses 

s ue es d ADN i les et e d le o ple e inactif (Figure 15-C). Les ZPR sont ainsi parfois qualifiés 

soit de dominants négatifs soit de microprotéines en référence aux microARN qui correspondent à des 

po tio s d A‘N o pl e tai es de leu  i le et ui lo ue t eu  aussi la fonction des ARN avec 

lesquels ils interagissent (Brandt et al., 2013). 

Les HD-ZIP III, au nombre de cinq à la fois chez A. thaliana (PHABULOSA, REVOLUTA, PHAVOLUTA, 

CORONA et ATHB8) et chez R. chinensis, sont caractérisés par la présence en N-terminal d u  

homéodomaine adjacent à un domaine de dimérisation leucine zipper (Schena and Davis, 1992), puis 

d u  do ai e START (pour STeroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid-Transfer ; Ponting and 

Aravind, 1999) p dit pou  lie  des st oïdes ou aut es ol ules h d opho es, et d u  do ai e 

MEKHLA, riche en méthionines (M), glutamates (E), lysines (K), histidines (H), leucines (L) et alanines 

(A), potentiellement capable de lier de petits métabolites et de faciliter la dimérisation (Mukherjee 

and Bürglin, 2006). Ces p ot i es joue t de o eu  ôles lo s du d eloppe e t d A. thaliana, 

allant de la polarisation des organes végétatifs (McConnell et al., 2001) et des tissus conducteurs 

(Emery et al., 2003) au maintien de l o ga isatio  du ist e (Green et al., 2005). En particulier, la 

perte de fonction de CORONA (CNA) produit de plus grands méristèmes (Green et al., 2005), alors que 

celle de REV mène à la formation de plantes avec moins de méristèmes secondaires et parfois une 

di i utio  du o e d o ga es pa  fleu s (Otsuga et al., 2001). Ces observations, cohérentes avec 

les ph ot pes o se s lo s de la su e p essio  d u  ZPR (Wenkel et al., 2007), suggèrent que la 

modification de la balance entre ZPR et HD-)IP est i pli u e da s le o t ôle de l a ti it  

ist ati ue et pou ait do  l t e aussi da s la fo atio  de fleu s dou les hez le osie . Ai si, 

notre intérêt pour RcUGO e  a t  d auta t plus e fo . 

 Le iveau d e p ession de RcUGO diffère peu entre fleurs simples et fleurs 

doubles 

Afin de valider la différence d expression de RcUGO observée en RNA-seq entre la a i t  Old 

Blush  à fleu s dou les et de so  uta t spo ta  à fleu s si ples, ous a o s ua tifi  l e p essio  

par reverse transcription et PCR quantitative (RT-qPCR) sur des ARNm extraits de jeunes bourgeons 

triés selon leur stade de développement, comme pour le RNA-seq : stade 1 correspondant à la 

formation des sépales, stade 2 à celle des pétales et stade 3 à celle des étamines. Les premières 

expériences, réalisées sur des échantillons prélevés par Xiao-Peng Fu (post-doctorante dans l équipe 

de 2014 à 2015), ont permis d obtenir les résultats présentés en Figure 16-A,C, où RcUGO est exprimé 

jus u à  fois plus hez Old Blush  ue hez “i gle Pi k . Cependant, l utilisation d échantillons 
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Figure 16 : Comparaison du niveau d’expression de RcUGO chez ‘Old Blush’ et chez ‘Single Pink’.

RT-qPCR réalisées sur des ADNc obtenus à partir d’ARN extraits de jeunes bourgeons floraux à différents

stades.

ARNm extraits par Xiao-Peng Fu, RT-qPCR réalisées par Léa François.

Extraction d’ARNm et RT-qPCR réalisées par Léa François. Les niveaux d’expression ont été

normalisés sur les gènes de ménage RcTCTP, RcGAPDH et RcTUB pour les expériences (B), (C) et

(D) et grâce au seul gène de ménage RcTCTP pour l’expérience (A). La différences de niveaux

d’expression observés pour RcUGO chez ‘Single Pink’ entre les deux expérimentatrices ne permet

pas de conclure quant au niveau d’expression de RcUGO chez cette variété.

Stade 2 : initiation des pétales ; stade 3 : initiation des étamines.
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Figure 17 : Les niveaux d’expression de RcUGO chez ‘Old Blush’ et ‘Single Pink’ sont proches.

Niveaux d’expression de RcUGO déterminés à partir des données de RNA-seq obtenues lors des stades

précoces du développement floral de la variété à fleurs doubles ‘OB’ et de la variété à fleurs simples ‘SP’.

Les réplicats biologiques sont présentés séparément.

Stade 1 : initiation des sépales; stade 2 : initiation des pétales; stade 3 : initiation des étamines.
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Figure 18 : Patron d’expression de RcUGO.

(A) RNA-seq réalisé sur différents organes de R. chinensis cv ‘Old Blush’ et décrit dans Dubois et al.

(2012). FTN : jeunes feuilles; RAC : jeunes racines; NDB : bourgeons axillaires dormants; DBO:

bourgeons axillaires actifs; IFL : bourgeons floraux lors de la transition vers un méristème floral;

IMO : méristèmes floraux et développement précoce des organes floraux; BFL : bouton floral fermé;

DET : étamines aux stades de microsporogenèse et microgamétogénèse; OFT : fleurs épanouies;

SEN : fleurs sénescentes; CYN : cynorhodons.

(B) RNA-seq réalisé sur de très jeunes bourgeons en séparant les stades où se forment respectivement

les primordia de sépales (stade 1), les primordia de pétales (stade 2) et les primordia d’étamines

(stade 3).

N.B. Les deux expériences ayant été réalisées indépendamment, les niveaux d’expression en (A) et (B) ne

sont pas comparables, ce qui justifie le choix de couleurs différentes pour les deux figures.
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fraîchement récoltés par moi-même (Figure 16-B,D) n a pas confirmé ces résultats puisqu aucune 

différence du niveau d expression n a pu être observée entre les deux variétés. Il est possible de 

formuler quelques hypothèses quant à e sultat su p e a t : tout d a o d, le iveau d expression de 

RcUGO pourrait être très labile et pourrait varier rapidement lors du développement floral. Ensuite, il 

faut sa oi  u au  stades 1 et 2 les bourgeons sont uniquement disséquables sous la loupe binoculaire, 

et que pour disposer de suffisamment de matériel biologi ue, jus u à  ist es doi e t t e 

diss u s et pool s pou  ha ue e t a tio  d A‘N. Ainsi, alors que le développement du bourgeon se 

fait de façon continue, la délimitation de stades est un peu arbitraire et il peut y avoir des erreurs ou 

un biais li  à l e p i e tateu . Comme les mesures sont au final des valeurs moyennes sur plusieurs 

méristèmes, la notion de variabilité entre méristèmes individuels est perdue. Enfin, la conservation 

des échantillons durant plusieurs années à -20°C pourrait avoir induit une dégradation des ARNm, en 

particulier des petits ARNm comme celui de RcUGO, et le travail sur du matériel fraîchement récolté 

(Figure 16-B,C) serait plus fiable. 

À ce stade du projet, l a al se du ‘NA-seq était encore préliminaire car, notamment, le 

g o e tait e o e e  ou s d a otatio . U e fois l a otatio  des g es te i e et alid e, 

Jérémy Just (ingénieur de recherche dans l équipe) et moi-même avons repris tout le traitement des 

données avant d aller plus loin. Il s est alors avéré que lors de la première analyse, une étape de 

normalisation selon la taille des librairies avait été omise : les librairies d Old Blush  comptant par 

hasard davantage de reads que celles de Single Pink , un biais avait été introduit. Après notre nouveau 

traitement des données de séquençage, les résultats présentés en Figure 17 ont été obtenus. On peut 

y observer une légère augmentation du niveau d expression entre les stades les plus avancés d Old 

Blush  et de “i gle Pi k , e ui est oh e t a e  la te da e o se e da s les ‘T-qPCR mais aussi, 

confirmer la forte variabilité des résultats observés par RT-qPCR au sein des réplicats du RNA-seq. Ainsi, 

alors que les analyses statistiques ne trouvent pas de différence significative entre ces variétés, il est 

diffi ile de o fi e  la diff e e d e p essio  de ‘ UGO e t e Old Blush  et “i gle Pi k . 

 Patron d e p essio  de RcUGO dans les bourgeons floraux  

Les données de RNA-seq (Dubois et al., 2010) indiquent que RcUGO est exprimé dans une 

grande variété de tissus, en particulier dans les organes aériens comme les feuilles, les bourgeons 

végétatifs et les bourgeons floraux (Figure 18). Afin de de mieu  a a t ise  so  pat o  d e p essio  

dans les bourgeons floraux, des hybridations in situ (ISH) ont été réalisées sur de jeunes bourgeons 

d Old Blush  et “i gle Pi k  à différents stades de développement (Figure 19-A), a e  l aide de 

XiaoPeng Fu (ancienne post-doctorante). Ai si, il s a e ue le pat o  d e p essio  de RcUGO est 

similaire chez les deux variétés, et ue l e p essio  est pote tielle e t plus fai le hez “i gle Pi k  

bien que les hybridations in situ ne soient pas des expériences quantitatives. En premier lieu, RcUGO 



Figure 19 : Le domaine d’expression de RcUGO recoupe celui de RcWUS et RcAG.

Hybridation in situ sur des coupes transversales de méristèmes floraux à différents stades de

développement.

(A) Sonde dirigée contre RcUGO sur des méristèmes provenant des variétés Rosa chinensis cv ‘Old Blush’

(fleurs doubles) et R. chinensis cv ‘Single Pink’ (fleurs simples).

(B) Méristèmes provenant de ‘Old Blush’, marqués avec des sondes dirigées contre RcWUS et RcAG, deux

gènes-clés de l’organisation florale et potentiellement de la formation de fleurs doubles. Ces images

ont été réalisée par ou avec l’aide de Xiaopeng Fu (ancienne post-doctorante de l’équipe).

Stade 0 : initiation du méristème floral; stade 1 : initiation des sépales; stade 2 : initiation des pétales; 

stade 3 : initiation des étamines; stade 4 : initiation des carpelles.

Echelle : 50 µm.
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est exprimé au centre du méristème floral, dans quelques cellules centrales de la zone quiescente 

avant de s tale  e s la p iph ie de la zo e ist ati ue. D s le stade , au o e t de l i itiatio  

des primordia de pétales, RcUGO o e e aussi à s e p i e  da s les cellules des couches les plus 

superficielles, mais à la périphérie du méristème, légèrement à la base des primordia en cours 

d i itiatio . Ce deu i e do ai e d e p essio , e  fo e d a eau organisé en périphérie du 

méristème, pourrait correspondre à la frontière entre le méristème à proprement parler et les organes 

e  ou s de d eloppe e t. L e se le du do ai e d expression de RcUGO semble proche de celui 

de REV chez A. thaliana (Emery et al., 2003 ; Otsuga et al., 2001), en particulier au centre du méristème, 

ce qui est cohérent avec l a ti atio  de l e p essio  des )P‘ par les HD-ZIP III (Wenkel et al., 2007).  

D aut e pa t, il a t  e a u  u il e ou ait aussi les do ai es d e p essio  de e tai s 

g es l s de l o ga isatio  florale chez A. thaliana, en particulier ceux des orthologues de WUS et AG. 

En effet, RcWUS est e p i  d s le stade , au e t e du ist e flo al e  ou s d i itiatio , et se 

ai tie t jus u au stade  où so  e p essio  o e e à di i ue  (Figure 19-B). Il s e p i e tout 

d a o d da s les uel ues ellules uies e tes t s e t ales, au i eau des ou hes ellulai es 4 à 6, 

puis s te d e  e te ps ue le e t e du ist e s la git et s aplatit stades 2 et 3). Il 

semblerait donc que le territoire d e p essio  de e fa teu  de t a s iptio  essai e au ai tie  

des ellules sou hes, et do t le pat o  d e p essio  spatial et te po el est à l o igi e du o t ôle du 

o e d o ga es p oduits pa  ha ue ist e (Brand et al., 2000 ; Ikeda et al., 2009 ; Laux et al., 

1996), soit inclus dans celui de RcUGO, suggérant un lien (direct ou indirect) entre les deux gènes. 

D aut e pa t, RcAG o e e à t e e p i  au stade  au i eau de l a eau à la p iph ie du 

méristème où se trouve aussi RcUGO. Il s étend ensuite au centre du méristème où il inhibe 

probablement l expression de RcWUS directement (Liu et al., 2011) ou indirectement en activant la 

transcription de KNUCKLES (KNU), un répresseur WUS chez A. thaliana (Sun et al., 2009). Ensemble, ces 

résultats pourraient suggérer que RcUGO est potentiellement un nouvel acteur dans ce réseau 

d i te a tio  et pou uoi pas da s la d te i atio  du o e de p tales hez le osie . Cepe da t, 

nous ne savons toujours pas comment RcUGO pourrait être impliqué dans cette interaction, soulignant 

la essit  d tudes fo tio elles. 

 La di i utio  d e p essio  de RcUGO i duit pas de odifi atio  du 
o e de p tales hez Old Blush  

Afin de vérifier le rôle de RcUGO dans le développement floral, il était important d essayer de 

modifier le niveau d expression de ce gène afin de regarder si le phénotype était altéré. Étant donné 

qu il était envisagé que c était la surexpression de RcUGO qui induisait le passage d un phénotype fleur 

simple vers un phénotype fleur double, nous avons tout d abord décidé d inhiber l expression de 

RcUGO chez la variété modèle à fleurs doubles Old Blush  afin de voir si cela induisait une réversion 



2cm

‘Old Blush’ ‘amiARNUGO_E1’ ‘amiARNUGO_E2’

A

B

C

Figure 20 : L’inhibition de RcUGO chez ‘Old Blush’ ne modifie pas le nombre d’organes floraux ou la

polarité adaxiale-abaxiale des organes aériens.

(A) et (B) Photographies des deux faces de feuilles (A) et de fleur (B) sauvage ou exprimant un microARN

dirigé contre RcUGO.

(C) Nombre d’organes par fleur sauvage ou exprimant un microARN dirigé contre RcUGO (analyse de deux

plantes par génotype).

(D) Image au microscope électronique à balayage des deux faces d’un pétale de fleurs sauvage ou

exprimant un microARN dirigé contre RcUGO. Aucune différence n’a été identifiée entre les pétales

sauvages et mutants : les cellules coniques sont bien visibles sur la face adaxiale alors qu’elles ne le

sont pas sur la face abaxiale.

(barres d’échelle: 30 µm)
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du phénotype. Pour cela, la technique des microARN artificiels a été utilisée. Les microARN ont d abord 

été étudiés comme un phénomène naturel de régulation de l expression des gènes in planta (Llave et 

al., 2002) : ils correspondent à des petits ARN formant une structure tige-boucle qui est ensuite clivée 

par un complexe enzymatique pour libérer un ARN simple brin de 21 nucléotides capable de 

reconnaître une séquence complémentaire da s le t a s it d u  g e et d en induire la dégradation. 

Ce mécanisme a été détourné comme outil de laboratoire en changeant artificiellement la séquence 

de 21 nucléotides, pour cibler un gène d intérêt (Ossowski et al., 2008 ; Schwab et al., 2006), sans avoir 

à cribler des milliers de lignées pour obtenir une perte de fonction du gène d intérêt. Cette méthode 

permet aussi d inhiber des gènes sans pour autant les rendre complètement non fonctionnels, ce qui 

peut être un avantage dans le cas des gènes dont la perte de fonction complète est létale.  

Un protocole permettant le choix des séquences des microARN artificiels ciblant les gènes 

d i t t g â e à l i te fa e e  WMD  (Schwab et al., 2006) ainsi que leur insertion dans le backbone 

du miR319 caractérisé chez A. thaliana tait d jà ta li da s l uipe, o e d it da s la se tio  

Matériel et Méthodes (Figure 38). E  e a he, il tait à l po ue i possi le de d te i e  si les 

i oA‘N hoisis pou aie t aussi i flue e  l e p essio  d aut es g es de osie  possédant une 

séquence cible similaire, aussi appelés off-targets. Pou  e die  à ela, j ai i stall  et pa a t  u e 

instance locale du programme WMD3 sur une machine virtuelle accessible à toute l uipe et 

permettant la recherche des off-targets sur le génome du rosier. Étant donné les nombreux mois de 

travail liés à la transformation du rosier, ceci est une étape importante pour réduire les risques liés à 

l utilisatio  de i oA‘N i hi a t plusieu s g es et do  pou  les uels l a al se ph ot pi ue des 

rosiers transformés génétiquement is ue d t e iais e pa  les off-targets. Pour cette étude, deux 

constructions spécifiques de RcUGO ont été placées sous le promoteur fort du virus de la mosaïque du 

chou-fleur 35S (Odell et al., 1988) et i t oduites hez Old Blush  par transformation génétique médiée 

par A. tumefaciens. Le premier a permis de régénérer deux événements de transformation 

indépendants, do t le o e d o ga es flo au  a t  o pt  et o pa  à elui de pla ts d Old Blush  

ayant été cultivés in vitro et régénérés en parallèle des transformants. Ainsi, il semblerait que tous les 

rosiers, transformés ou non, produisent en moyenne 5 sépales, une dizaine de pétales, une moyenne 

de  hi es ta i es/p tales, u e soi a tai e d ta i es et autou  de  carpelles par fleur. Par 

o s ue t, l utilisatio  de i oA‘N a tifi iels pou  i hi e  l e p essio  de RcUGO ne paraît pas 

modifier le nombre de pétales par fleur.  

Étant donné le rôle important des ZPR dans la différenciation dorso-ventrale des organes chez 

A. thaliana, les deux faces des feuilles et pétales ont été étudiées afin de vérifier que l asymétrie dorso-

ventrale de ces organes était maintenue chez les rosiers mutants. Une observation macroscopique 

pe et d jà de suppose  ue est le as, ta t do  la forte différenciation entre les faces adaxiales, 

plus sombres, plus riches en cuticule et abaxiales, plus claires, des feuilles. Similairement, la forme des 
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pétales semble aussi indiquer une structuration normale de ceux-ci. Cela a été confirmé au microscope 

électronique à balayage, où la présence de cellules coniques a pu être identifiée seulement sur la face 

adaxiale. 

Ai si, il se le ait ue l i hi itio  de RcUGO ne soit pas suffisante pour voir une modification 

phénotypique chez le rosier, suggérant peut-être une redondance fonctionnelle avec le deuxième ZPR 

présent chez le rosier, RcHm_v2.0_Chr1g0350821. Ainsi, il serait intéressant de répéter cette 

expérience en ciblant les deux gènes simultanément ou, au contraire, de surexprimer RcUGO chez un 

rosier à fleur simple.  

 La su e p essio  de ‘ UGO hez Old Blush  a pas pe is de g e  de 
plantes transformées génétiquement  

 Il serait en effet intéressant de vérifier si la surexpression de RcUGO chez une fleur simple est 

suffisante pour induire le passage d une fleur simple à une fleur double. Malheureusement, à l époque 

de cette étude, aucun cal embryogène n avait pu être établi en culture in vitro pour une variété à fleurs 

simples, étape indispensable à la transformation génétique. Afin d o te i  des résultats 

complémentaires à l expérience de diminution de l expression de RcUGO par microRNA chez Old 

Blush , nous avons choisi d aussi surexprimer ‘ UGO hez Old Blush , afi  de ieu  o p e d e sa 

fo tio  et ota e t de oi  s il i hi ait elle e t la fo tio  des HD-ZIP de classe III. Les fleurs 

d Old Blush , ie  ue dou les, o t u e i o   p tales, o t e  et plus pou  d aut es a i tés, 

e ui laisse ait pote tielle e t e o e la possi ilit  de oi  u e aug e tatio  du o e d o ga es. 

Pour cela, la séquence codante de RcUGO a été clonée et placée sous un promoteur 35S et introduite 

da s le g o e d Old Blush  pa  t a sfo atio  g étique médiée par A. tumefaciens. Suivant le 

p oto ole ha ituel d elopp  da s l uipe, plus d u e e tai e de als o t t  t a sfo s, e ui 

permet usuelle e t d o te i  au oi s u e dizai e d e e ts de t a sfo atio  i d pe da ts. 

Cependant, lors de cette transformation, de nombreuses proliférations ex planta d A. tumefaciens ont 

contaminé les boîtes et entraîné la perte de nombreux événements. Les quatre événements restants 

semblent résistants aux efforts pour les régénérer sous forme de plantules, et cela malgré de 

o eu  essais d i du tio  de la fo atio  de feuilles. O  o se e e  pa ti ulie  la p se e de als 

blancs translucides au lieu des cals verts habituels. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer cette 

o se atio . Tout d a o d, les cals ont pu être trop stressés et sont maintenant incapables de remettre 

en place un programme génétique cohérent permettant de produire des organes complets ; la couleur 

anormale des cals supporterait cette hypothèse. Ou bien, les cals sélectionnés étant très certainement 

ceux qui expriment le plus fortement le transgène, il est possible que la surexpression de RcUGO soit 

to i ue pou  les pla tes et ale tisse fo te e t leu  oissa e. Da s l h poth se où RcUGO se 

dimériserait avec les HD-ZIP III et les inactiverait, on pourrait attendre à ce que ceux-ci ne puissent plus 



 
 

  76 

jouer leur rôle, décrit chez Arabidopsis, dans la polarisation des organes végétatifs (McConnell et al., 

2001) et des tissus conducteurs (Emery et al., 2003), d où l i possi ilit  de diff e ie  des feuilles. 

Cette h poth se est ota e t oh e te a e  le ôle o u des )P‘ da s l o ga isatio  des 

méristèmes chez A. thaliana (Green et al., 2005) et le fait que, chez le Ginko biloba, la surexpression 

de l u i ue G )P‘ t ou  i duise u  eta d de oissa e alla t pa fois jus u à la te i aiso  du 

méristème (Floyd et al., 2014). 

 Conclusions 

 Cette étude a fourni de nouvelles informations sur RcUGO, un gène de la famille des ZPR. En 

particulier, so  pat o  d e p essio  da s les ist es flo au  he au he elui de RcAG et RcWUS, 

ce qui suggère un rôle dans le fonctionnement du méristème et notamment dans le contrôle de 

l a ti it  ist ati ue. E  effet, WU“ est un facteur de transcription promouvant le maintien des 

ellules sou hes et l a ti it  du ist e flo al et do t l e p essio  est e  pa tie o t ôl e pa  AG. 

Ai si, la pe te de fo tio  d AG induit un prolonge e t de l e p essio  de WU“ (Lenhard et al., 2001). 

AG semble pouvoir inhiber WUS directement et indirectement : indirectement en activant l e p essio  

de KNUCKLES, un autre inhibiteur de WUS, et directement en reconnaissant des séquences régulatrices 

dans le promoteur de WUS et en recrutant les complexes inhibiteurs Polycomb qui méthyleront les 

histones 3 en position K27 H K . Cela o pa te l ADN à p o i it  et duit l a s du p o oteu  

aux protéines permettant la transcription (Liu et al., 2011). Ai si, le pat o  d e p essio  de RcUGO 

pou ait sugg e  u il est i pli u , d u e façon encore inconnue, dans cette boucle de régulation. 

D aut e pa t, e pat o  d e p essio  o igi al de RcUGO dans le méristème floral au stade de la 

d te i atio  de l ide tit  des o ga es flo au  pou ait fai e de so  p o oteu  u  outil 

particulièrement intéressant pour de futurs projets. 

Cepe da t, à l heu e a tuelle, il est e o e diffi ile de ifie  la fo tio  jou e pa  RcUGO 

hez le osie . E  effet, alo s ue l i hi itio  de l e p essio  de RcUGO ne semble pas induire de 

phénotype visible, des études fonctionnelles plus approfondies auraient été nécessaires. En particulier, 

la alisatio  d u e pe te de fo tio  o pl te pa  la thode CRISPR/Cas9, une surexpression de 

RcUGO sous un promoteur spécifique des méristèmes ou des complémentations du double zrp3/zpr4 

chez A. thaliana au aie t pu ous pe ett e d  oi  plus lai . Cepe da t, alo s u u  deu i e 

candidat pour le déterminisme de la fleur double a été identifié et supporté par davantage de données 

préliminaires, il a été décidé de concentrer mes recherches sur ce dernier, comme cela est développé 

dans les deux sections suivantes.  
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II. Ide tifi atio  d u  second candidat pour le déterminisme de la fleur 
double : le cas de RcAP2L 

 Rappel du contexte à propos du gène de la fleu  dou le hez Old Blush  

Co e d elopp  du a t l i t odu tio , il a t  o t  ue, hez le osie , le passage d u  

phénotype « fleur simple » à un phénotype « fleur double » est déterminé par une mutation unique 

localisée sur le bras long du chromosome 3 (Figure 10 . Fait i po ta t, d ap s plusieu s tudes 

génétiques indépendantes, il semblerait que ce soit la même région qui soit mutée chez de nombreux 

rosiers cultivés (Crespel et al., 2002 ; Debener, 1999 ; Dugo et al., 2005 ; Schupert, 2005 ; Spiller et al., 

2010).  

E  , l a al se d u e des e da e d u  oise e t e t e u  osie  à fleu  si ple et u  

osie  à fleu  dou le a ait o t  u u e oiti  de des e da ts p oduisaie t des « fleurs doubles » 

et l aut e oiti  a o aie t des « fleurs simples » (Debener, 1999) i di ua t u u e utatio  

do i a te est à l o igi e de l appa itio  de la fleu  dou le hez le osie . Ult ieu e e t, d aut es 

études g ti ues o t o t  ue le oise e t e t e Old Blush  et u e a i t  a est ale à « fleur 

simple » telle que Rosa wichurana produit également une moitié de descendants à « fleur double » et 

une autre moitié à « fleur simple » et que le rétrocroiseme t d Old Blush  a e  u  de ses des e da ts 

à « fleur simple » conduit au même ratio (Figure 21 ; Schupert, 2005). Il e  a t  o lu u Old Blush  

tait h t oz gote pou  la utatio . Ai si, ous a o s pu he he , ap s e o st u tio  de l i te alle 

o te a t le d te i a t g ti ue à l o igi e du ph ot pe « fleur double », des gènes présents à 

l tat h t oz gote da s le g o e d Old Blush . Pou  e fai e, ous nous sommes intéressés en 

p io it  au  utatio s fa ile e t ide tifia les, ota e t l i se tio  d l e ts t a sposa les, ui 

so t o us pou  t e u e ita le fo e ot i e pou  l olution génétique et phénotypique des 

organismes (Kidwell and Lisch, 1997 ; Nitasaka, 2003 ; Wessler, 1988).  



Figure 21: Le rosier modèle ‘Old Blush’ est hétérozygote pour la mutation à l’origine du phénotype

« fleur double ».

Résumé de l’étude génétique réalisée par D. A. Shupert durant sa thèse, Inheritance of flower, stem, leaf,

and disease traits in three diploid interspecific rose populations (2005).

Le croisement entre Rosa chinensis ‘Old Blush’ et la fleur simple R. wichurana produit des plantes à fleurs

doubles et des plantes à fleurs simples en proportions cohérentes avec un rapport 1/2 versus 1/2.

Lorsque les fleurs simples issues de ce croisement sont à leur tour croisées avec ‘Old Blush’, le rapport 1/2

versus 1/2 est conservé.
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 AP2L, un candidat pertinent pour la formation de la fleur double 

 

R su  de l’a ti le : Alo s ue les oses sau ages o t ue i  p tales, la atu e de la 

mutation causant le passage de cette fleur simple à une fleur double possédant plus de 20 pétales, 

estait i o ue. Jus u à p se t, l a al se des tau  de s g gatio  et a tes g ti ues i di uait ue 

le trait « fleur double » était dû à une seule mutation, dominante, hétérozygote chez Old Blush , situ e 

sur le chromosome 3 (Schupert, 2005 ; Spiller et al., 2010) et ue ette utatio  tait à l o igi e d u e 

restriction du territoire d expression du gène RcAGAMOUS (RcAG) vers le centre du méristème floral 

(Dubois et al., 2010). À partir du génome de Rosa chinensis  Old Blush  ou elle e t séquencé, 

assemblé et publié par l uipe (Raymond et al., 2018, Nature Genetics), il a été possible de 

reconstruire la séquence des deux haplotypes sur l intervalle génétique contenant le locus « fleur 

double ». Parmi les 631 gènes de cet intervalle, un gène de la famille des euAP2 (APETALA2-LIKE ou 

RcAP2L) est apparu comme candidat répondant à tous les critères. En effet, il a été observé que ce 

g e e istait sous la fo e de deu  all les diff e ts, l u  de t pe sau age et l autre contenant un 

g a d l e t t a sposa le. L tude de diff e tes a i t s de osiers à fleurs simples et à fleurs 

dou les a e suite pe is d ide tifie  u e o latio  e t e ette utatio  et le ph ot pe « fleu  

double » chez les rosiers d o igi e hi oise. E fi , l a al se de do es de ‘NA-seq a montré que la 

transcription de cette fo e ut e p oduit u  A‘N essage  t o u , sista t à l i hi itio  o ale 

par miR172. Alors que chez A. thaliana, AP  est o u pou  i hi e  l e p essio  d AG et que la 

su e p essio  d u  a ia t sista t au i‘  e t aî e sou e t la fo atio  de pétales 

supplémentaires (Chen, 2004), ous a o s pu p opose  u  od le pe etta t d e pli ue  la 

formation des fleurs doubles chez le rosier. Selon ce modèle, la protéine RcAP2LΔ172 s a u ule ait du 

fait de la sista e de so  A‘N  au i‘  et est ei d ait da a tage l e p essio  de RcAG au centre 

du méristème floral. Ainsi, la frontière entre les domaines A et C se trouverait elle aussi déplacée vers 

le centre du méristème, ce qui induirait la conversion des étamines en pétales. 
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A miR172 target-deicient AP2-like 
gene correlates with the double 
lower phenotype in roses
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One of the well-known loral abnormalities in lowering plants is the double-lower phenotype, which 
corresponds to lowers that develop extra petals, sometimes even containing entire lowers within 
lowers. Because of their highly priced ornamental value, spontaneous double-lower variants have 
been found and selected for in a wide range of ornamental species. Previously, double lower formation 
in roses was associated with a restriction of AGAMOUS expression domain toward the centre of the 
meristem, leading to extra petals. Here, we characterized the genomic region containing the mutation 
associated with the switch from simple to double lowers in the rose. An APETALA2-like gene (RcAP2L), 

a member of the Target Of EAT-type (TOE-type) subfamily, lies within this interval. In the double lower 
rose, two alleles of RcAP2L are present, one of which harbours a transposable element inserted into 
intron 8. This insertion leads to the creation of a miR172 resistant RcAP2L variant. Analyses of the 
presence of this variant in a set of simple and double lower roses demonstrate a correlation between 
the presence of this allele and the double lower phenotype. These data suggest a role of this miR172 
resistant RcAP2L variant in regulating RcAGAMOUS expression and double lower formation in Rosa sp.

Roses are widely used as garden ornamental plants and cut lowers worldwide. A number of their agricultural 
and decorative traits specify their commercial value1 and have been selected during domestication. Examples of 
these important traits are recurrent lowering, double lowers, petal colour and fragrance2. Double lower refers 
to a characteristic of modern roses giving blooms with an increased number of petals that can vary from 10 to 
more than 200 petals per lower, whereas wild-type simple lowers are composed of 5 petals. his characteristic is 
tightly associated with lower development and organ identity patterning, as it results from homeotic conversion 
of stamens into petals3. However, the underlying molecular mechanisms are not fully understood in roses, or in 
other non-model species.

In the past three decades, most of the genetic and molecular networks controlling loral development have 
been extensively studied in model species such as Arabidopsis thaliana and Antirrhinum majus. hese studies 
led to the establishment of the ABCE model of lower development4,5. In this model, the combinatorial actions 
of four classes of homeotic genes (A, B, C and E) determine lower organ identity. Briely, from the outer to the 
inner whorl of the loral meristem, the A-class genes (APETALA1, AP1; APETALA2, AP2) alone determine sepal 
formation; the A-class genes together with the B-class genes (PISTILLATA, PI; APETALA3, AP3) determine petal 
fate, the C-class gene (AGAMOUS, AG) associated with the B-class genes specify stamen formation, and inally 
the C-class gene determines carpel fate. E-class genes are necessary for all loral organ identity. A-class genes have 
also an antagonistic role toward the expression of the C-class gene AG, and vice versa. his leads to the expression 
of the A-class genes in the sepal and petal whorls and of AG in the stamen and carpel whorls. In Arabidopsis, AG 
loss-of-function leads to over-accumulation of A-class genes in the third whorl and homeotic conversion of sta-
mens into petals6. Similarly, over-accumulation of AP2 protein leads to a reduced expression of AG in the third 
whorl and a similar homeotic conversion of stamens into petals7. his conceptual framework for loral organ 
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identity patterning is broadly valid for lowering plant species that have been studied8,9. However, during evolu-
tion, some genes underwent duplication and neo- or sub-functionalization, leading to small diferences in their 
regulatory interactions. For example, the canonical C-function, performed by AG in Arabidopsis, is carried out by 
PLENA in Antirrhinum, that is orthologous to the Arabidopsis SHATTERPROOF genes (SHP)10. In Petunia, the 
restriction of the C-class gene expression needs mainly the actions of the microRNA BLIND, but involves a gene 
from the euAP2 family, PhBEN11,12. his diversity of the canonical ABCE functions, together with the absence 
of comprehensive genome data giving access to all members of each gene family, hampered the identiication of 
the key genes determining loral organ identity in non-model species, such as in rose. Recently, eforts have been 
made to identify canonical rose A-, B-, C- and E-class gene orthologues, but we are still far from understanding 
their exact role in rose loral phenotype patterning3,13–19.

Previously, we demonstrated that a downregulation and a restricted expression domain of the rose orthologue 
of AGAMOUS (RcAG) correlates with an increase in petal number in domesticated roses3. his was later con-
irmed by transient RcAG downregulation using Virus Induced Gene Silencing20. Similar associations between 
AG expression and double lowers formation were shown in other species such as Ranunculids, Cyclamen, 
Japanese gentian and Prunus21–24. Yet, the molecular mechanism by which the restriction of the expression of 
RcAG occurs remains unknown. Indeed, the rose RcAG gene does not co-segregate with the major locus (Df) 
located on Linkage Group 3 that has been shown to control the switch from the simple lower to the double lower 
phenotype25,26. In roses, a yet unknown gene located in the Df locus and acting upstream of RcAG must be the 
determinant for double lower formation3.

In order to identify the genetic determinant of the double lower phenotype, we localized and analysed the 
sequence of the double lower interval using the recent high-quality Rosa chinensis ‘Old Blush’ genome assem-
blies27. he irst corresponds to the homozygous rose assembly27,28 consisting of seven assembled pseudomole-
cules and representing a haplotype of the rose genome. he second assembly corresponds to the heterozygous 
Rosa chinensis ‘Old Blush’ consisting of 15,937 scafolds, and provides access to the two haplotypes of the genome 
and information on alleles. Among the candidate genes in the interval, we identiied a gene belonging to the 
euAP2 family, of which certain members are known to repress AG expression in many species6,12,29,30. We show 
that in double lower roses this gene is present as two diferent alleles, one of which harbours a transposable ele-
ment insertion that is never found in simple lower roses. his insertion leads to a truncated RcAP2L version that 
lacks the miR172 binding site, meaning it is no longer negatively regulated by this microRNA. he data provide 
a basis for a mechanism by which double lowers are formed and open new perspectives to dissect in detail the 
underlying molecular and biochemical mechanisms in roses and likely in other species.

Results
Localization of the genetic interval associated with the double lower phenotype. In roses, the 
double lower phenotype is associated with a dominant mutation in the yet unknown Df (DOUBLE FLOWER) 
locus. This locus was previously shown to map on LG325,26. We used the high-quality genome assembly 
(RcHm)27,28 to identify lanking markers that deine the mapping interval containing Df. Flanking markers were 
retrieved from the previously reported genetic maps26,31,32 and mapped on the rose genome sequence27 and those 
that had unique match allowed to mark out an interval of 6.2 Mb on Chromosome 3 at coordinates 13,535,933 
to 19,743,495 (Fig. 1a). Genes within this interval were then retrieved using the gene annotation of the reference 
rose genome27,28 (Supplementary Table 1). he assembled interval on Chromosome 3 contained 631 annotated 
genes (Supplementary Table 1). Alleles for each gene were then retrieved using the genome assembly of the het-
erozygous genome (RcHt)27. Previous studies showed that a modiied expression pattern of RcAG was associated 
with double lower formation in rose3. RcAG maps on Chromosome 5 of the rose genome, thus corroborating 
previous data indicating that RcAG is not the Df gene3. Among the 631 annotated genes that lie within the double 
lower mapping interval, no gene showed similarities to RcAG gene. hese data suggest that the gene responsible 
for double lower formation could be an upstream regulator of RcAG.

A mutant allele of an AP2-like gene lies within Double Flower interval. To narrow down the num-
ber of Df gene candidates, we searched within the assembled double lower interval for genes that share homolo-
gies with those known to regulate AG expression in Arabidopsis and that are present at heterozygous state in the 
double lower rose R. chinensis ‘Old Blush’. Indeed, previous genetic segregation analyses involving “Old Blush” 
or other rose cultivars as parents showed that the double lower trait is controlled by a dominant allele at het-
erozygous state25,33–35. Interestingly, one candidate gene had high sequence similarity to APETALA2 (AP2). In 
Arabidopsis, AP2 was shown to negatively regulate the expression of AG in the sepal and petal whorls, restricting 
its expression to the stamen and carpel whorls6,36. he identiied rose AP2-like gene (RcAP2L, RcHm3g0468481; 
Fig. 1c) contains 10 exons and 9 introns, and encodes for a 460 amino-acid protein. Analysis of the predicted 
RcAP2L protein showed the presence of two AP2 DNA-binding domains, indicating a similar structure to the 
Arabidopsis A-class gene AP237. Additionally, a miR172 binding site and two EAR motifs (Ethylene-responsive 
element binding factor-associated amphiphilic repression) were also found in this gene. hese three features are 
characteristic of the euAP2 family members38,39.

BLASTP of the Arabidopsis AP2 protein on rose and strawberry predicted protein sequences identiied four 
potential members of the euAP2 family in each of the species (Fig. 2). Protein sequence alignments and phyloge-
netic analyses using the AP2 domains of euAP2 genes from Petunia hybrida, Solanum lycopersicum, Arabidopsis 
thaliana, Capsella rubella, Medicago truncatula, Vitis vinifera and Prunus persica showed that each of the four rose 
predicted proteins groups with a single and unique strawberry and Prunus predicted protein, supporting their 
orthologous relationship and the quality of the tree (Fig. 2). Bootstrap values highly support the presence of a 
single rose member of the AP2-type subfamily (RcHm2g0106221). he remaining three rose euAP2 members, 
including RcAP2L, likely belong to the Target Of EAT-type (TOE-type) subfamily (Fig. 2). he rose TOE-type 
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Figure 1. RcAP2L lies within the double lower interval in the rose. (a) Graphical representation of 
chromosome 3 showing the localization of the double lower interval and its lanking markers from 
the genetic map. (b) Detailed comparison of the two haplotypes containing RcAP2L and neighbouring 
sequences. he upper haplotype contains the wild-type allele of RcAP2L. he lower haplotype contains 
RcAP2L∆172 with TE insertion. Blue and orange box-arrows indicate annotated genes and transposable 
elements, respectively. Sequence similarities between the two haplotypes are shown with purple shades. he 
darker is the purple colour intensity, the highest is the Blastn identity (ranging between 100 to 90%). he plot 
shows k-mer occurrences along the region: corresponds to the number of times each word of 47 bp in length 
is found in the 375 Gb set of reads used to assemble the heterozygous genome27. High occurrence counts 
indicate repeated sequences (grey shading). (c) Intron/exon structure of the two alleles of RcAP2L, conirmed 
by cDNA sequencing. Exons are shown as blue boxes. Light blue indicate 5′ and 3′ UTR. cDNA sequences 
conirmed by RT-PCR are shown. he transposable element inserted in RcAP2L∆172 is shown in orange. 
Purple lines show identical sequence and grey lines indicate single nucleotide polymorphisms and short 
INDELs (overall identity: 93,4%). (d) Structure of mature mRNAs from RcAP2L alleles. he three area plots 
show RNA-seq read coverage along mRNAs. Dark blue: reads matching speciically one of the two alleles. 
Light blue: reads that could come from any of the two RcAP2L alleles. Green: reads also matching at other 
loci in rose genome. Expression data conirm the structure of the two alleles, including the correct splicing 
of exon 9′ of RcAP2L∆172 originating from the inserted TE, and the appearance of a new polyadenylation site 
at position 1,500 bp. he region of RcAP2L∆172 homologous to exons 9 and 10 exhibits a negligible expression 
level (highest value ≤ 2). (e) Expression of wild-type allele RcAP2LWT (green) and RcAP2L∆172 allele (orange) 
early on in lower formation. Stage 1: sepal initiation, stage 2: petal initiation, stage 3: stamen initiation. Data 
were extracted from RNA-seq analyses. Y-axis is labelled in FPKM.
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subfamily contains a single homolog for AtTOE1 (RcHm5g0061501) and a gene (RcHm1g0364341) that groups 
in a branch with Arabidopsis TOE2, SMZ (SCHLAFMUTZE) and SNZ (SCHNARCHZAPFEN). he higher diver-
gence of this last branch from the rest of the tree is likely due to the presence of a non-functional second AP2 
DNA-binding domain, that could have accumulated more mutations and putatively acquired a new function12,39.

Phylogenetic analyses, using AP2 domains, revealed no direct orthologue of RcAP2L (RcHm3g0468481) in 
Arabidopsis genome. Interestingly, RcAP2L appears to group with the Petunia PhBEN and PhBOB gene. PhBEN 
was reported to repress the expression of the C-function genes in the perianth, and together with PhBOB, it is 
required for organ growth in the second whorl12.

Gene sequence analyses, using the assembled heterozygous genome of ‘Old Blush’, revealed that in the double 
lower of R. chinensis ‘Old Blush’, RcAP2L is present as two diferent alleles. he irst allele, located on scafold 
RcHt_S35027, corresponds to the wild-type sequence of RcAP2L (RcAP2LWT). A second allele, located on two 
assembled scafolds (RcHt_S3277 and RcHt_S1251), contains an additional sequence of 10,790 bp inserted in its 
8th intron (genome coordinates 14,494,849 – 14,505,638; Fig. 1b).

Figure 2. RcAP2L belongs to the euAP2 family and the TOE-subfamily. Neighbor-Joining tree based on the 
aligned AP2 DNA binding domains of the euAP2 members from Rosa chinensis (RcHm and RcHt)27, Fragaria 
vesca (Fv), Petunia hybrida and P. axillaris (Ph and Peaxil, respectively), Solanum lycopersicum (Solyc or Sl), 
Arabidopsis thaliana (At), Capsella rubella (Carub), Medicago truncatula (Medtr), Vitis vinifera (GSVIVT) and 
Prunus persica (Prupe). he tree was rooted with AINTEGUMENTA (ANT) and tested with 2,000 bootstraps. 
EuAP2 members clearly group together with a bootstrap of 100. Among this family, the AP2- and TOE-
subfamilies are also well separated (bootstrap of 86 and 78 respectively). Each distinct gene of close species 
generally groups together conirming the reliability of the tree. RcAP2L is part of the TOE-subfamily (observed 
for both the truncated  RcHm3g0468481 and the wild-type RcHt_S350.36 version).
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he inserted sequence is repeated in the rose genome and corresponds to a transposable element (TE) belong-
ing to the Gypsy LTR retrotransposon family (Fig. 1b). Sequence alignment also showed that the two LTRs of the 
inserted TE are 100% identical on their whole length, indicating a recent insertion40. he inserted TE contains 
an open reading frame of 5,535 pb and DANTE sotware predicted the presence of at least 5 retroviral sequences 
coding for the structural protein GAG, a protease, a reverse transcriptase, a H-Ribonuclease and an integrase. 
We found 17 complete copies from this TE family in the rose genome, and 66 solo-LTRs, making it moderately 
repeated.

he TE insertion in RcAP2L creates a new splicing acceptor site that is predicted to lead to a fusion of the 8th 
exon of RcAP2L with a sequence from the 5′ LTR from the TE. his new splicing creates a premature STOP codon 
and the loss of the 9th and the 10th exons, which causes the formation of a truncated protein composed of 342 
amino acids, and the loss of the miR172 binding site (Fig. 1d). his allele was consequently named RcAP2L∆172.

We mapped RNA-seq reads on the predicted transcripts to validate the mRNA structures; as a few SNPs and 
INDELs exist between the sequences of the two alleles (Fig. 1d), we were able to distinguish reads coming from 
each. he RNA-seq coverage drastically decreased at one of the predicted polyadenylation sites of RcAP2L∆172 
identiied by PASPA sotware41, indicating that the corresponding mRNA existed and was properly spliced, and 
thus must be stable. he RNA-seq mapping also showed that exons 9 and 10 of the mutated allele, located ater the 
TE insertion, are not expressed, indicating that the mRNA from this allele no longer have a miR172 binding site. 
Sequencing of cDNA prepared from RNA extracted from R. chinensis ‘Old Blush’ conirmed the predicted intron/
exon structures but also indicated a potential alternative splicing with the loss of the 6th exon (Fig. 1c).

Expression analyses showed that both alleles RcAP2LWT and RcAP2L∆172 are expressed during lower for-
mation (Fig. 1e). he expression of both alleles is high in lower primordia at stages 1 and 2 (sepal and petal 
initiation, respectively), and their expression starts to signiicantly decrease at stage 3 (stamen initiation), thus 
consistent with a role in perianth formation.

The presence of the RcAP2L∆172 allele correlates with double lower formation in Chinese and  
modern roses. To further address the correlation between the presence of the RcAP2L∆172 allele and dou-
ble lower formation, we investigated its presence in the available genomic data from ive other rose geno-
types that exhibit either double lowers (R. odorata ‘Hume’s Blush’, R. x hybrida ‘La France’) or simple lowers 
(R. chinensis ‘Sanguinea’, R. chinensis ‘Spontanea’ and R. wichurana)27. he insertion of the TE in intron 8 of 
RcAP2L was investigated by the presence of reads overlapping both 5′ and 3′ junctions, while its absence was 
conirmed by reads overlapping the intact position on the wild type RcAP2L gene (Table 1). For example, a 
mean of 6.9 reads per 108 reads and 9.2 reads per 108 reads were shown to overlap respectively the 3′ and 5′ TE 
junctions in R. odorata ‘Hume’s Blush’ and 8.4 reads per 108 reads were overlapping the wild type position of 
the gene (Table 1), indicating that this genotype had one of each allele. Conversely, R. wichurana had no read 
overlapping the TE junctions and 8.6 reads per 108 reads overlapping the intact position, indicating that this 
genotype only has the wild type allele at homozygous state. his analysis indicated that all double lower roses 
of the panel harbour both the wild-type RcAP2LWT allele and the truncated RcAP2L∆172 allele. Conversely, sim-
ple lower roses harbour only the RcAP2LWT allele and never the RcAP2L∆172. Together, these data corroborate 
the observation in ‘Old Blush’ and show the existence of a correlation between the presence of RcAP2L∆172 and 
double lower formation.

To further conirm our hypothesis, we investigated the presence of RcAP2L∆172 in a set of modern rose culti-
vars (Supplementary Table S2). he presence or absence of RcAP2L∆172 was investigated by PCR ampliication of 
the TE insertion junctions using DNA extracted from 6 rose plants exhibiting simple lowers and from 13 rose 
plants exhibiting double lowers (Supplementary Table 2; Fig. 3). DNA fragments overlapping both let and right 
borders of the transposon were detected in all these double lower roses (Fig. 3a), while no similar DNA fragment 
could be detected in the simple lower roses (Fig. 3b). Our data show a correlation between the double lower 
phenotype and the presence of the transposable element insertion, thus providing another argument in favour of 
the role of RcAP2L∆172 during double lower formation. It should be noted that none of the analysed double lower 
cultivars were homozygous for the truncated allele and all had wild type and truncated alleles.

Genotype Flower multiplicity
Ploidy 
level

Overlapping reads per 108 reads

WT 5′ of TE 3′ of TE

R. chinensis ‘Old Blush’ Double lower 2x 5.7 7.2 7.4

R. chinensis homozygous genome NA 2x 0 22.2 16.7

R. odorata ‘Hume’s Blush’ Double lower 2x 8.4 9.2 6.9

R. x hybrida ‘La France’ Double lower 3x 5.1 5.1 8.0

R. chinensis ‘Sanguinea’ Simple lower 2x 22.5 0 0

R. chinensis ‘Spontanea’ Simple lower 2x 13.2 0 0

R. wichurana Simple lower 2x 8.6 0 0

Table 1. Identiication of RcAP2L alleles present in 7 resequenced genotypes. Number of 100 bp genomic 
reads overlapping intra-gene (denoting the presence of a wild-type RcAP2L allele) or gene-TE (mutated allele, 
RcAP2L∆172) junctions, for genotypes with double or simple lowers. he read counts were normalized according to 
the read library size, and expressed as reads per 100 million reads. Ploidy level: According to Raymond et al.27.
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Discussion
In roses, the formation of double lowers is associated with a shit of the A/C boundary and a restriction of RcAG 
expression domain toward the centre of the meristem which in turn leads to a conversion of stamens into pet-
als3. Genetic mapping identiied the major locus Df as involved in the control of rose double lower formation25. 
However, RcAG does not lie within the double lower interval suggesting that a yet unknown upstream regulator 
of RcAG must be the determinant of double lower formation.

In this study, we identiied a gene of the euAP2 family, RcAP2L, that localizes within the double lower inter-
val. We identiied a truncated allele version of RcAP2L (RcAP2L∆172) whose presence correlates with double lower 
formation in Chinese roses and modern roses, such as R. hybrida ‘La France’, that have Chinese rose cultivars as 
ancestors. Such an allelic form is absent in all simple lower roses. A TE insertion in the 8th intron of RcAP2L leads 
to the loss of the miR172 target site. We demonstrate that the position of the TE insertion is conserved among 
diferent double lower rose varieties that have a parent from the Chinense section. hese data indicate that this 
allele must have been inherited from a single common Chinese ancestor and spread among its double lower 
modern descendants due to the positive human selection during rose domestication.

Phylogenetic analysis indicates that RcAP2L is a member of the TOE-subfamily. In Arabidopsis, most stud-
ies focused on AP2 and only a few reports addressed the role of other euAP2 family members such as TOE1, 
TOE2 and TOE3. Arabidopsis AP2 is known to restrict AG expression to the third and fourth whorls (stamens 
and carpels, respectively). Knockout of AP2 results in ectopic expression of AG in the sepal and petal whorls, 
which is associated with a conversion of sepals to carpeloid structures and loss of petals6. Recently, ChIP-qPCR 
experiments in Arabidopsis showed that both AP2 and TOE3 bind to AG second intron (containing transcription 
cis-regulatory elements) to decrease its expression level29,42. hese published data support our indings on RcAP2L 
as a pertinent candidate for double lower determination, likely by regulating the expression pattern of RcAG.

In Arabidopsis, TOE1 overexpression induces late lowering while its loss-of-function leads to early low-
ering with no apparent flower phenotype variations43. Conversely to Arabidopsis, in some species certain 
TOE-subfamily genes have a lower patterning function. In Petunia, PhBEN was shown to inhibit the C-function 
in the perianth primordium, thus consistent with a function similar to that of the Arabidopsis AP2. It is clear that 
TOE genes have evolved to perform diferent functions in diferent species, and in roses, their misexpression is 
likely at the origin of the appearance of the double lower abnormality.

Figure 3. he transposable element insertion is only observed in the analysed double lower roses. PCR to 
detect the TE were performed on genomic DNA from diferent rose cultivars exhibiting simple (b) or double 
lowers deriving from R. chinensis (a). he lower band (419 bp) corresponds to the combination of primers that 
ampliies the wild type allele, while the two higher ones (770 bp and 754 bp) correspond to ampliication of the 
let and right borders of the transposable element insertion, respectively.
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EuAP2 family members are characterized by the presence of a miR172 binding site that is important for 
their post-transcriptional regulation. It has been reported that overexpression of miR172 induces early lower-
ing as well as loral defects similar to the ones observed in ap2 mutants43. During lower formation, miR172 is 
highly expressed in whorls 3 and 4 and targets AP2 transcripts to prevent its expression in the centre of the meris-
tem, where the stamen- and carpel-identity gene AG is expressed30. However, in Arabidopsis it has been reported 
that when AP2 lacks the miR172 binding site (as for the RcAP2L∆172), its expression is maintained in the centre 
of the meristem, which leads to continuous downregulation of AG expression30,44. Such downregulation of AG 
expression results into the formation of lowers with an increased number of petals or stamens and a loss of loral 
determinacy7,44, a phenotype resembling that of ag loss-of-function mutant45. Similarly, AG expression is reduced 
when a miR172-resistant TOE3 is expressed in Arabidopsis lowers29, indicating that other members of the euAP2 
family can also have antagonistic role on the expression of AG.

In a recent study, Han et al.46, reported that the down-regulation of the rose AP2 orthologue leads to the 
reduction of petal number46. However, the RcAP2 gene (corresponding to RcHm2g010622127) studied by Han 
et al.46, is located on chromosome 2 and not on chromosome 3, where the interval containing the double lower 
mutation lies.

In double lower roses, the RcAP2L∆172 truncated allele lost its miR172 binding site but still contained both 
AP2 DNA binding domains and EAR domains (Ethylene-responsive element binding factor-associated amphi-
philic repression), thus consistent with an RcAP2L gain of function hypothesis and the dominant character of the 
Df gene. Indeed, Arabidopsis AP2 is known to interact with TOPLESS via its EAR domain to recruit the histone 
deacetylase HDA19 to its DNA binding sites including the AG second intron47. It has been demonstrated that a 
fusion between the AP2 DNA binding domains and TOPLESS, with the addition of an artiicial miR172 binding 
site, is suicient to complement the Arabidopsis ap2 phenotype, indicating that the main loral function of AP2 is 
established via its TOPLESS interaction and recruitment to DNA target sites. Further investigation also revealed 
that TOE1, TOE2 and TOE3 interact with TOPLESS48, indicating a potentially conserved mechanism among the 
whole euAP2 family. herefore, it is likely that in roses, the expression of the miR172 resistant allele (RcAP2L∆172) 
is responsible for the observed restricted expression of RcAG toward the centre of the lower, which in turn leads 
to the formation of lowers with an increased number of petals.

Our data, taken together with published data in Arabidopsis and other plants, suggest the following model. 
In simple lower roses, RcAP2L and RcAP2 proteins are produced only in the irst two whorls, where they can 
inhibit RcAG transcription. his induces sepal and petal organ identity determination and development in whorls 
1 and 2, respectively. In the third and fourth whorls, the accumulation of miR172 interferes with euAP2 mRNA 
accumulation, which in turn results in the expression of RcAG that mediates stamen and carpel organ identity 
determination and development (Fig. 4). However, in a double lower such as ‘Old Blush’, the presence of the 
miR172 insensitive variant RcAP2L∆172 leads to a prolonged accumulation of RcAP2L protein toward the centre of 
the meristem and consequently prolonged downregulation of RcAG expression (Fig. 4). his causes a restriction 
of RcAG expression toward the centre of the lower, as described previously3. As a consequence, the homeotic 
conversion of stamens into petals leads to the formation of a double lower.

Our model is supported by previous work on kiwifruit, where a downregulation of miR172 and an 
up-regulation of AP2 were observed in lower buds from the “Pukekohe dwarf ” kiwifruit double lower cultivars, 
but not in the “Hayward” and “Chietain” simple lower cultivars49.

Our data taken together with that in the literature, strengthen the conclusion that misregulation of the 
miR172/AP2 loop is likely the cause of the double lower phenotype in many species. To address more in deepth 
the molecular mechanisms that link the miR172 insensitive allele of RcAP2L to the double lower formation, a 
futur experiment would be to overexpress it in simple lower roses.

he fact that many double lower roses still develop carpels suggests that the accumulation of the miR172 
insensitive variant RcAP2L∆172 afects RcAG expression only in the third whorl, but not in the fourth whorl. his 
indicates that the rose may have evolved diferently from Arabidopsis where miR172 insensitive variant of AP2 
afect both whorls 3 and 4. It will be interesting to address the molecular mechanisms of such diference and 
whether such mechanism is applicable to other species with double lowers.

Material and Methods
Plant material. Double lower rose cultivars Rosa chinensis ‘Old Blush’, R. odorata ‘Hume’s Blush’, R. x hybrida 
‘La France’, R. x hybrida ‘Rouge Meilland’, R. x hybrida ‘Bébé Fleuri’, R. x hybrida ‘Bengale d’Automne’, R. x hybrida 
‘Cramoisi Supérieur’, R. x hybrida ‘Comtesse de Cayla’, R. x hybrida ‘Ducher’, R. x hybrida ‘General Shablikine’, R. 
x hybrida ‘Blush Noisette’, R. x hybrida ‘Herodiade’ and R. x hybrida ‘Louise d’Arzens’, and simple lower cultivars 
R. chinensis ‘Spontanea’, R. chinensis ‘Sanguinea’, R. chinensis ‘Mutabilis’, R. wichurana, R. gigantea and R. moschata 
were ield grown at the Lyon-Botanical-Garden and/or in environmentally controlled greenhouse conditions at 
the Ecole Normale Supérieure of Lyon with 16 h/8 h day/night periods and 25 °C/18 °C day/night temperatures.

Staging rose lower development. Flower development stages were distinguished and dissected under 
a binocular microscope as previously deined by Dubois et al.14. Stages 1 to 3 correspond to development stages 
when sepal, petal and stamen primordia arise, respectively. During stage 4, carpels are produced in the centre of 
the meristem, which will then sink below at stage 5.

DNA extraction and genotyping PCR. Young leaves or axillary buds were collected and ground in PVP 
and homogenization bufer (Tris pH8 15 mM, EDTA 2 mM, NaCl 20 mM, KCl 20 mM, β-mercaptoethanol 0,1%, 
Triton 0,5%). DNA extraction was performed using the DNeasy kit (Qiagen).
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DNA fragments were ampliied using the GoTaq Polymerase Chain Reaction according to the manufac-
turer’s recommendation (Promega). An initial denaturing step was carried at 95 °C for 5 min. Fiteen cycles of 
touch-down PCR were then performed 95 °C for 30 s, 65 °C (with a decrease of 1 °C per cycle) for 30 s, 72 °C for 
1 min 30 s. his was followed by 30 cycles of standard PCR with the following cycle 95 °C for 30 s, 50 °C for 30s and 
72 °C for 1 min 30 s. A inal elongation step was performed for 10 min at 72 °C.

RNA puriication and cDNA sequencing. Total RNA was prepared from loral meristems at diferent 
developmental stages (1 to 3) using the Spectrum plant total RNA kit (Sigma) and TURBO DNA-freeTM AM 1907 
(Ambion), mainly as previously described3. Contaminating DNA was removed using the DNA-freeTM kit follow-
ing the manufacturer’s recommendations (Ambion). One microgram of total RNA was then used in a reverse 
transcription assay. cDNAs were PCR ampliied, cloned and sequenced using primers designed to speciically 
target RcAP2L or RcAP2L∆172 (Supplementary Table 3).

Characterisation of the double lower interval. he high quality rose genome from Rosa chinensis ‘Old 
Blush’ was recently published27 in the form of two complementary assemblies. he irst one was obtained from 
PacBio long read sequencing using a homozygous rose material derived from the heterozygous Rosa chinensis 
‘Old Blush’27,28 and consists of 7 assembled pseudomolecules representing a haplotype of the rose genome. he 
genome of the heterozygous Rosa chinensis ‘Old Blush’ (Illumina sequencing) consists of 15,937 scafolds and 
provides access to the two haplotypes of the genome.

Flanking markers of double lower interval31 were mapped on the Rosa chinensis homozygous reference 
genome27 using the following parameters: evalue < 10−6, lengthHSP > 40, percentage identity >97%. Markers 
that had unique match were kept and used to deine the corresponding physical region on the rose genome 
sequence. Genes within this interval were analyzed using Blast and Pfam web interface50,51.

Analysis of the presence of the TE element in RcAP2L was also performed using the available genome 
sequences of rose cultivars27. Single reads from resequenced genomes of the different rose cultivars27 were 
trimmed using cutadapt52 and custom Perl scripts. hey were cut to an homogeneous length of 100 bp and aligned 
on the reference rose genome using bwa sotware53 allowing up to two mismatches on the whole length of the read 
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(end-to-end alignment). Reads overlapping genomic positions of interest over at least 15 bp on each side were 
counted. Read counts were normalized on the library size for each genotype. psRNATarget webserver interface 
was used to detect miR targets54.

Haplotype identiication and comparison. Sequence analysis was performed using the high-quality 
genome assembly of homozygous R. chinensis ‘Old Blush’27. he two distinct haplotypes within the double lower 
interval were retrieved from the heterozygous genome assembly27. Blastn55 and gene synteny were used to con-
irm alleles sequences. he water program from Emboss suite56 was used to obtain optimal end-to-end align-
ments between allelic regions and identify polymorphisms.

Gene sequence analysis. Gene models were recovered from the rose reference genome sequence anno-
tation27. Splicing site predictions and untranslated region (UTR) boundaries were manually adjusted based on 
cloned cDNA sequences and RNA-seq data. Putative functions for genes lanking RcAP2L were inferred from 
Arabidopsis best blast hit. Unknown protein domains were identiied using InterProScan sotware version 5.27.-
66.057, Pfam database version 31.050 and manual annotation. miR172 putative binding sites were predicted using 
a local instance of WMD3 sotware (Ossowski Stephan, Fitz Jofrey, Schwab Rebecca, Riester Markus and Weigel 
Detlef, personal communication).

Transposable element annotation. To identify repeated regions, the genomic sequence of RcAP2L neigh-
bourhood was cut into 47 bp overlapping k-mers, and the number of occurrences of each k-mer was counted in 
the 375 Gb-dataset of genomic reads used to assemble the Rosa chinensis heterozygous rose genome sequence27. 
hese occurrence counts were plotted along the sequence (Fig. 1b) and compared to the mean occurrence counts 
for homozygous and heterozygous regions. Automatic transposable element (TE) annotations from the rose 
genome27 were used as a starting point, and manually curated.

he boundaries of the two long terminal repeats (LTRs) were accurately identiied using a graphical dotplot 
program58 and LTR sequences were compared using bl2seq alignment55. Open reading frames were predicted 
in the TE internal region using Pfam sotware50 and protein domains were annotated by similarity search using 
DANTE (http://repeatexplorer.org/).

Using the LTR sequence as a Blastn query (parameters: M = 6 N = −7 Q = 8 R = 8; e-value ≤ 10−20, match 
length ≥600 bp) and the internal part sequence as tBlastx query (parameters: BLOSUM80 Q = 9 R = 3; 
e-value ≤ 10−15, overall coverage of query ≥800 bp), we looked for LTR pairs lanking a putative internal part, 
to detect complete copies of TEs from the same family. Using more stringent criteria (e-value ≤ 10−80 and match 
length ≥900 bp), we also identiied solo-LTRs from the same family59.

Expression analysis. Paired-end RNA-seq data from young lower buds at stage 1, 2 and 3 were previously 
described27.

Pairs of reads putatively originating from RcAP2LWT and RcAP2L∆172 alleles were selected using Tophat ver-
sion 2.1.160 with relaxed parameters (“–read-realign-edit-dist 0–b2-very-sensitive –max-intron-length 25000” 
and insert size and insert size SD estimated beforehand on the whole predicted transcriptome for each library). 
hese read pairs were remapped on the whole genome with Tophat allowing up to 5 multimatches and second-
ary alignments. Based on the number of matches and the alignment scores, read pairs were sorted into four 
categories: (i) speciic to RcAP2LWT, (ii) speciic to RcAP2L∆172, (iii) coming indiscriminately from RcAP2LWT or 
RcAP2L∆172, and (iv) coming indiscriminately from RcAP2LWT, RcAP2L∆172 or other loci in the genome (hereaf-
ter called non-speciic read pairs). Read pairs that Tophat could match on the extracted genomic sequences of 
RcAP2L alleles, but not on the whole genome, were put in category (iv). his case is expected for reads originating 
from repeated sequences. he read pairs from each category were mapped on the predicted transcripts using 
Bowtie2 version 2.3.4.161. Coverage at each position was computed using Samtools version 1.562. Normalization 
was done using the library sizes (custom Perl scripts), before adding up the coverage values from all libraries. 
Reads from categories (iii) and (iv) were spread between the two alleles according to the ratio (i)/(ii), computed 
on a sliding window of width 241 bp. After ensuring that sequence polymorphism between RcAP2LWT and 
RcAP2L∆172 transcripts was suicient to estimate independently their expression level, we used Tophat version 
2.1.160 on the annotated Rosa chinensis heterozygous genome27, with corrected annotations for RcAP2L alleles, 
and we normalized read counts using DESeq. 2 version 1.2.063.

Phylogenetic analysis. EuAP2 family members were identiied by using the Arabidopsis thaliana AP2 pro-
tein as a Blast query against rose and strawberry predicted proteins27. Sequences were aligned using ClustalW64 
and BioEdit sotware65. Where applicable, gene annotation was corrected manually.

Neighbor-Joining tree based on the aligned AP2 DNA binding domains of the euAP2 members from Rosa 
chinensis (RcHm and RcHt)27, Fragaria vesca (Fv), Petunia12, Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana, Capsella 
rubella, Medicago truncatula, Vitis vinifera and Prunus persica. Sequences were downloaded from the Phytozome 
website (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). he aligned regions containing the two AP2 domains 
(Supplemental Data File 1) were selected for phylogenetic analysis. Neighbor-Joining tree was computed with 
Treecon sotware66 using the following parameters (1) Distance estimation options: Tajima and Nei67; Distance 
calculations; insertions and deletion not taken into account; Alignment positions: all; Bootstrap analysis: yes, 
2000 samples. (2) Infer tree topology options: Neighbor-joining; Bootstrap analysis: yes. (3) Root unrooted trees 
options: outgroup option: single sequence (forced); bootstrap analysis: yes. Tree was rooted using the Arabidopsis 
ANT protein.
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 Résultats complémentaires et conclusions 

Depuis la publication de cet article, de nouvelles corrélations ont été identifiées et permettent 

d appu e  d auta t plus le pote tiel ôle de RcAP2LΔ172 dans la détermination du phénotype « fleur 

double ». 

Tout d a o d, u  uta t d Old Blush , i-après r f  e  ta t ue T , p oduisa t des fleu s 

simples a été obtenu par mon équipe (P. Vergne et coll.) après culture in vitro et transformation par 

A. tumefaciens (Figure 22-A). Ce ph ot pe a a t t  o te u u u e fois su  la ui zai e 

d e e ts de transformation obtenus lors de cette expérience, il a été supposé que le phénotype 

tait pas li  à l i se t e  lui-même. De manière surprenante, il a pas t  possi le d a plifie  pa  

PCR les jonctions entre le TE et RcAP2L dans le génome de cette lignée T  (Figure 22-B). Ces jonctions 

sont a a t isti ues de l all le RcAP2LΔ172 qui est no ale e t p se t da s le g o e d Old Blush  

et responsable du phénotype « fleur double » selon notre hypothèse (François et al., 2018). Cette 

observation sugg ait u e li i atio  de l allèle RcAP2LΔ172 lors de la culture in vitro d u  al d Old 

Blush , e ui au ait pe is l appa itio  du ph ot pe « fleur simple » hez T . De plus, le mapping 

allèle-spécifique de données de RNA-seq comparant les stades précoces du développement de 

bourgeons floraux chez Old Blush  et T , réalisé par Jérémy Just (Ingénieur de Recherche dans 

l uipe , confirme ue l all le RcAP2LΔ172 est pas exprimé chez T49  (Figure 22-C), prolongeant la 

corrélation entre la présence de cet allèle et le phénotype « fleur double ». U e tude à l helle du 

g o e de l e p essio  sp ifi ue des deu  haplot pes a pe is de o t e  u u e g a de région de 

cet haplotype du h o oso e  tait plus exprimée chez cet individu (Figure 22-D), suggérant une 

pote tielle d l tio  d au oi s ,  ga ases, i lua t l all le ‘ AP LΔ172, ui se ait à l o igi e de la 

réversion du phénotype. 

D aut e pa t, des tudes hez le p he  Prunus persica (L.) Batsch o t aussi o t  u u e 

mutation, dominante et localisée sur une portion du chromosome 6, pouvait aussi t e à l o igi e de 

l i du tio  du ph ot pe « fleur double » chez cette espèce (Pascal et al., 2017). Récemment, il a été 

d o t  ue l o thologue de RcAP2L se t ou ait da s et i te alle g ti ue et u u e d l tio  du 

site d i hi itio  pa  miR172 dans celui-ci corrélait aussi avec le phénotype « fleur double » chez le 

pêcher (Gattolin et al., 2018). 

L e se le de es i fo atio s o o de t a e  l h poth se fo ul e da s ot e a ticle, 

proposant que la résistance au miR172 de l all le ‘ AP LΔ172 chez le rosier, mais certainement aussi 

hez d aut es ‘osa eae, soit à l o igi e d u e p olo gatio  de l a ti it  de la p ot i e ‘ AP L, ui se ait 

alo s apa le d i hi e  RcAG plus longte ps et d a oît e la p odu tio  de p tales, au  d pe s de 

celle des étamines. 



‘Old Blush’ ‘T49’

Callogénèse
Culture in vitro

(transformation) Régénération

A

B

D

Figure 22 : Un variant d’‘Old Blush’ obtenu après culture in vitro a perdu l’allèle RcAP2LΔ172 et produit

de nouveau des fleurs simples.

(A) Obtention inattendue d’un mutant d’‘Old Blush’ à fleurs simples après culture in vitro et

transformation. De manière surprenante, aucun insert n’a pu être détecté dans le génome de ‘T49’.

(B) PCR amplifiant la jonction sauvage (416 pb) et les deux jonctions entre RcAP2LΔ172 et l’élément

transposable (770 et 754 pb) chez la fleur double ‘Old Blush’ et son mutant à fleur simple ‘T49’. Ce

dernier semble avoir perdu l’allèle RcAP2LΔ172.

(C) Niveaux d’expression de RcAP2LΔ172 et RcAP2LWT déterminés à partir des données

transcriptomiques obtenues lors des stades précoces du développement floral d’‘OB’ et ‘T49’.

(D) Expression des deux allèles de chaque gène, en FPKM, sur les portions du génome dont les deux

haplotypes sont complètement assemblés (représentés en rose et bleu; 2889 gènes), dans des

boutons floraux d’‘Old Blush’ et ‘T49’. On observe chez ‘T49’ une perte d'expression de l’haplotype

du chromosome 3 contenant RcAP2LΔ172 sur une portion d'au moins 28,8 Mb (1349 gènes). Les

autres paires de chromosomes, y compris les chromosomes 4 à 7 non représentés sur la figure, ont

leurs deux haplotypes exprimés.
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III. Caractérisation fonctionnelle de RcAP2L 

 RcAP2L, un facteur de transcription spécifique des jeunes tissus en division 

L tude des do es t a s ipto i ues p oduites da s l uipe (Dubois et al., 2010) permet 

d ide tifie  le p ofil d e p essio  glo al de RcAP2L (Figure 23-A). Ainsi, il semble spécifiquement 

exprimé dans les bourgeons végétatifs et floraux, des tissus méristématiques en cours de division, ainsi 

que dans les anthères matures. Un deuxième RNA-seq réalisé spécifiquement sur les bourgeons 

floraux indique que son expression est forte lors de la formation des verticilles de sépales (stade 1) et 

de pétales (stade 2), avant de commencer à diminuer au stade 3, lors de la mise en place des étamines 

(Figure 23-B), ce qui est cohérent avec un rôle dans le déterminisme des organes du périanthe. En 

comparaison, les autres membres de la famille euAP2 ont un profil d e p essio  plus te du, puis u ils 

semblent aussi exprimés dans les racines, les feuilles et les fleurs jeunes, matures voire sénescentes 

(Figures 24 et 25 . Les o thologues d AP2 et de TOE1 (RcHm2g0106221 et RcHm5g0061501, respecti-

vement) ont des ni eau  d e p essio  plutôt ho og es au sei  de l e se le des o ga es de la 

plante, avec RcAP2 plus fortement exprimé que RcTOE1 en moyenne. En revanche, le niveau 

d e p essio  de RcHm1g0364341, plus proche gène de TOE2, SNZ et SMZ (Figure  de l a ti le François 

et al., 2018), montre une bien plus grande variabilité puisque celui-ci semble fortement exprimé dans 

les feuilles et les racines mais pas dans les fleurs matures et les cynorhodons. Ainsi, bien que ces 

quatre g es poss de t ha u  u  otif de gulatio  pa  i‘ , leu s p ofils d e p essio  so t 

assez diff e ts, i di ua t ue la gulatio  de leu  e p essio  e epose pas u i ue e t su  l a ti it  

du microARN. En particulier, il est probable que le promoteur de RcAP2L soit plus spécifique que celui 

des aut es e es de la fa ille et u il e pe ette l e p essio  de RcAP2L que dans les méristèmes 

et jeunes tissus floraux. Au contraire, les promoteurs de RcAP2 et RcTOE1 pourraient promouvoir 

l e p essio  de es g es da s l e se le des o ga es de la pla te. 

Éto a e t, l o thologue d AP2 reste fortement exprimé au stade 3 (Figure 25), lors de la 

ise e  pla e des p i o dia d ta i es, e ui se le e  o t adi tio  a e  so  ôle supposé dans 

l i hi itio  de RcAG et de la formation des étamines (Han et al., 2018). Cette observation est cependant 

cohérente avec certaines études réalisées chez A. thaliana, identifiant que miR172 pourrait 

esse tielle e t lo ue  la t adu tio  de ses i les plutôt ue d induire la dégradation des ARNm 

(Aukerman and Sakai, 2003). Ainsi, bien que les ARNm de RcAP2 et RcAP2L soient détectés dans les 

méristèmes floraux de stade 3, il est possible que peu ou pas de protéine soit produite à ce stade. 

À l heu e a tuelle, au une hybridation in situ a pou  l i sta t pe is de o fi e  le p ofil 

d e p essio  de RcAP2L, et e e tai e e t à ause d u  p o l e li  au  so des utilis es puis u u  

t oi  positif, do t le i eau d e p essio  e  ‘NA-seq dans les méristèmes floraux est similaire à celui 

mesuré pour RcAP2L, pe et d o te i  u  sig al et lo s de es e p ie es. Il se ait do  essai e 

de o ti ue  l opti isatio  de e p oto ole afi  d o te i  les diff e ts p ofils d e p essio  des 



Figure 23 : RcAP2L est exprimé essentiellement dans les jeunes tissus aériens.

(A) RNA-seq réalisé sur différents organes de R. chinensis cv ‘Old Blush’ et décrit dans Dubois et

al. (2012). FTN : jeunes feuilles; RAC : jeunes racines; NDB : bourgeons axillaires dormants; DBO :

bourgeons axillaires actifs; IFL : bourgeons floraux lors de la transition vers un méristème floral;

IMO : méristèmes floraux et développement précoce des organes floraux; BFL : bouton floral fermé;

DET : étamines aux stades de microsporogenèse et microgamétogénèse; OFT : fleurs épanouies;

SEN : fleurs sénescentes; CYN : cynorhodons.

(B) RNA-seq réalisé sur de très jeunes bourgeons en séparant les stades où se forment respectivement

les primordia de sépales (stade 1), les primordia de pétales (stade 2) et les primordia d’étamines

(stade 3).

N.B. Les deux expériences ayant été réalisées indépendamment, les niveaux d’expression en (A) et (B) ne

sont pas comparables, ce qui justifie le choix de couleurs différentes pour les deux figures.
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Figure 24 : Comparaison des niveaux d’expression des différents membres de la famille des euAP2.

Heatmaps réalisées à partir des données de RNA-seq réalisé sur différents organes de R. chinensis cv ‘Old

Blush’ et décrit dans Dubois et al., 2012. FTN : jeunes feuilles; RAC : jeunes racines; NDB : bourgeons

axillaires dormants; DBO: bourgeons axillaires actifs; IFL : bourgeons floraux lors de la transition vers un

méristème floral; IMO : méristèmes floraux et développement précoce des organes floraux; BFL : bouton

floral fermé; DET : étamines aux stades de microsporogenèse et microgamétogénèse; OFT : fleurs

épanouies; SEN : fleurs sénescentes; CYN : cynorhodons.
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Figure 25 : Comparaison des niveaux d’expression des différents membres de la famille des euAP2 dans

les jeunes bourgeons floraux.

Heatmaps réalisées à partir des données de RNA-seq réalisé sur de très jeunes bourgeons en séparant les

stades où se forment respectivement les primordia de sépales (stade 1), les primordia de pétales (stade 2)

et les primordia d’étamines (stade 3).
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membres de la famille des euAP2, et éventuellement de celui de miR172, pour lequel un protocole 

spécifique serait nécessaire (Wollmann et al., 2010). 

 RcAP2L, un facteur de transcription pouvant se fixer aux séquences 

régulatrices de RcAG 

Les e es de la fa ille AP /E‘F so t a a t is s pa  la p se e d au oi s un domaine 

de liaiso  à l ADN de t pe AP  et so t di is es e  deu  p i ipales sous-familles : les membres de la 

sous-famille ERF (pour « Ethylene Response Factor ») e o tie e t u u  seul do ai e de liaiso  à 

l ADN alo s ue eu  de la sous-famille AP2 en contiennent deux (Kim et al., 2006). Bie  u AP  soit 

un facteur de transcription particulièrement important pour le développement floral, aucune structure 

cristallographique de ses domaines de liaison à l ADN e iste à e jou . E  e a he, elle a t  

déterminée pour deux facteurs de transcription de la sous-famille ERF (ERF1 et ERF96) (Allen et al., 

1998 ; Chen et al., 2018). Ce do ai e AP  d e i o   a ides a i s, aussi appel  GBD pou  « GCC-

box Binding Domain », est organisé en trois brins β a tipa all les, sui is d u e h li e α riche en acides 

aminés hydrophobes (Allen et al., 1998). Les brins β peu e t s i s e  da s le g a d sillo  de l ADN et 

o tie e t des a ides a i s apa les d i te agi  a e  l ADN, soit a e  des ases azot es sp ifi ues 

soit avec le squelette phosphoribosique (Figure 26-B , alo s ue l h li e α est e tai e e t 

responsable de la structuration et de la compaction du domaine complet (Allen et al., 1998). 

L alig e e t et la comparaison des séquences protéiques du premier domaine AP2 de RcAP2L 

et elui de E‘F  pe et d ide tifie   a ides a i s o se s e t e les deu  p ot i es (Figure 26-A). 

E  pa ti ulie , il est possi le d o se e  u e plus g a de o se atio  au iveau des structures 

se o dai es du i  β  et de l h li e α, i di ua t ue l o ga isatio  du do ai e pou ait t e 

suffisamment similaire entre ces deux protéines pour prédire la structure du domaine de RcAP2L à 

l aide de elle d E‘F . Et effe ti e e t, la modélisation de la structure de ce domaine avec le logiciel 

PHYRE2 (pour Protein Homology/AnalogY Recognition Engine 2 ; Kelley et al., 2015), a permis la 

prédiction structurale du domaine AP2R1 (Figure 26-B), en se fondant sur la comparaison de la 

séquence de celui-ci avec ERF96 (présenté sur la figure) ou ERF1 (non représenté mais similaire). Il 

indique une confiance de , % su  l e se le de la st u tu e p dite pou  le do ai e, e ui pe et 

d utilise  ette p di tio  pou  la suite des a al ses. 

Alo s ue p s de la oiti  des a ides a i s apa les d i te agi  a e  le s uelette 

phosphoribosique sont conservés entre les deux protéines (Figure 26-A), seulement un des acides 

a i s espo sa les de l i te a tio  a e  les ases elles-mêmes est identique dans les deux protéines 

(Figure 26-A . Il est do  fo t p o a le ue les s ue es d ADN e o ues pa  les deu  p ot i es 

soient différentes, ce qui est cohérent avec le fait que les deux sous-familles de ces facteurs de 

transcription sont impliquées dans des processus biologiques différents et régulent des cibles 



Figure 26 : Modèle prédictif de la structure du domaine AP2R1 de RcAP2L et de son interaction putative

avec l’ADN.

(A) Alignement du domaine AP2R1 de RcAP2L avec le domaine AP2 de la protéine ERF96. Les acides

aminés prédits pour interagir avec le squelette phosphocarboné de l’ADN sont encadrés en rouge

alors que ceux prédits pour interagir avec les bases azotées sont marqués d’une étoile (Allen et al.,

1998; Chen et al., 2018).

(B) Superposition de la structure 3D de ERF96 (en bleu clair; Chen et al., 2018) et de la prédiction

structurale d’AP2R1 (en bleu foncé) modélisée par PHYRE2 (confiance de 99,9%) à partir de la

structure de ERF96.
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différentes (Kim et al., 2006). Ainsi, alors que les ERF sont connus pour lier des séquences riches en GC 

(Allen et al., 1998), il a t  o t  ue le do ai e AP ‘  d AP  lie u e s ue e i he e  AT (Dinh et 

al., 2012) ce qui confirme cette idée.  

Afi  de o fi e  l h poth se o e da s la se tio  p de te et p oposa t ue la 

résistance au miR172 de RcAP2LΔ 72 est à l o igi e de la est i tio  du do ai e d e p essio  de RcAG 

chez les fleu s dou les, j ai oulu ifie  si ‘ AP L tait effe ti e e t apa le de lie  le p o oteu  de 

RcAG, o e est le as pou  les p ot i es AP  et TOE  hez A. thaliana (Dinh et al., 2012 ; Jung et 

al., 2014 ; Yant et al., 2010). Pour cela, une analyse sans a priori semblait adaptée pour quatre 

principales raisons :  

 Les s ue es gulat i es de l i t o   d AG et RcAG sont globalement trop divergentes 

pour être alignées et comparées entre elles, avec des tailles de 3027 pb et 3491 pb pour AG et RcAG 

espe ti e e t. E  pa ti ulie , les deu  f ag e ts de l i t o   d AG li s pa  AP  in vivo, nommés 

f ag e t AB  p  et f ag e t II  p , e so t pas ais e t ide tifia les da s l i t o  de RcAG.  

(2) La séquence nucléotidique cible identifiée par Dinh et al. en 2012 a t  tudi e u à pa ti  

du do ai e de liaiso  à l ADN AP ‘  et o  à pa ti  de la p ot i e e ti e. Lo s de leu s a al ses, 

au u e sp ifi it  da s la s ue e d ADN li e a pu t e ide tifi e e  utilisa t la p ot i e e tière 

d AP . 

(3) Cette séquence ne fait que 6 nucléotides (TTTGTT), et est donc trop fréquente dans un 

génome. En effet, celle-ci est en moyenne trouvée 12 fois ie  u à p o i it  du odon d i itiatio  

(+/- 3kb) de chaque gène du génome. 

(4) RcAP2L appartenant à une sous-fa ille des euAP  diff e tes de elle d AP  et de TOE , 

ses séquences cibles pourraient être substantiellement différentes. 

Pa  o s ue t, j ai d id  de alise  des e p ie es de eta d su  gel e  p se e des 

protéines codées par les deux allèles de RcAP2L et de différents fragments du second intron de RcAG 

(RcHm5g0012431), arbitrairement découpé en amplicons chevauchants de 500 pb (Figure 27-A). Ces 

derniers ont été amplifiés et marqués grâce à des amorces liées au fluorophore IRD dye 700, 

pe etta t u e latio  du sig al g â e au s st e d i age ie Od sse  CL  LI-COR). En parallèle, 

les protéines sauvage et tronquée ont été fusionnées à un tag Histidine et à la Maltose Binding Protein 

(MBP), puis produites en système E. coli et pu ifi es su  olo es d affi it  Nickel-Sepharose grâce au 

tag Histidine. Elles seront désormais désignées comme RcAP2LWT-MBP et RcAP2LΔ -MBP 

respectivement. Les deux protéines ont ensuite été mises en présence de chacun des fragments du 

promoteur de RcAG et d ADN o  o p titif de sau o  à 60 µg·mL-1 pe etta t de s assu e  de la 

sp ifi it  de la fi atio . Ap s u e i u atio  d u e heu e, les mélanges ont été migrés sur gel 

d aga ose à % pe etta t alo s de isualise  u e pote tielle i te a tio  physique entre la protéine 

et le f ag e t d i t t pa  eta d de ig atio  e  o pa aiso  à la ig atio  du f ag e t 



A

RcAP2LΔ172

Figure 27 : RcAP2LWT et RcAP2LΔ172 sont capables d’interagir spécifiquement avec une portion du

deuxième intron de RcAG.

(A) Structure du gène RcAG et position des fragments amplifiés pour les expériences de retard sur gel.

L’ensemble de l’intron a été découpée en neuf fragments de 500 pb.

(B) Retard sur gel comparant la capacité d’interaction entre la protéine RcAP2LWT, fusionnée aux tags

Histidine et MBP, et les différents fragments du promoteur de RcAG.

(C) Retard sur gel comparant la capacité d’interaction entre la protéine RcAP2LΔ172, fusionnée aux tags

Histidine et MBP, et les différents fragments du promoteur de RcAG.
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li e, i u  e  l a se e de p ot i e. Da s le as d u e i te a tio , l aug e tatio  p og essi e de la 

concentration en prot i e, a ia t de  M à  µM, pe et de fi e  de plus e  plus d ADN li e et 

ainsi de faire disparaître la bande correspondant à la sonde libre. Les premiers résultats, présentés sur 

la Figure 27-B, le t ai si u à l exception du fragment 5 et peut-être du fragment 6, seul un faible 

signal de retard peut être identifié aux plus fortes concentrations, ce qui correspond certainement à 

une interaction aspécifique. En revanche, dans le cas du fragment 5, la bande correspondant à la sonde 

libre commence à disparaître dès la plus faible concentration et est totalement consommée à partir 

de 0,5 µM et 1 µM pour la protéine sauvage et la protéine tronquée, respectivement. Celui-ci est 

localisé entre les positions 1846 pb et 2376 pb à partir du codon d i itiation de RcAG (Figure 27-A). Le 

fragment 6 présente quant à lui un profil intermédiaire. Ces expériences devront bien sûr être répétées, 

mais elles indiquent, par comparaison aux autres fragments qui peuvent servir de témoins négatifs, 

que RcAP2L, aussi bien sous sa forme sauvage que sous sa forme mutée RcAP2LΔ  (Figure 27-B et C), 

a une plus grande affinité pour le fragment  de l i t o  de RcAG que pour les autres séquences 

utilisées, confirmant que RcAP2L pourrait reconnaître spécifiquement des séquences régulatrices de 

RcAG. Ainsi, ces premiers résultats permettent désormais d o ie te  la e he he du site e a t e o u 

par cette protéine. En effet, il serait intéressant de continuer à découper le fragment 5 en fragments 

plus petits afin de mieux caractérise  la s ue e li e et ieu  la o pa e  à elles d A. thaliana. Alors 

ue l alig e e t des s ue es o pl tes de l i t o  d AG et de RcAG est difficile du fait de la forte 

a iatio  e t e es s ue es, l alig e e t MUSCLE du seul f ag e t  a e  l i t o  de AG i di ue u il 

pourrait contenir la région II, une des régions liées par AP2 chez A. thaliana (Bomblies et al., 1999 ; 

Deyholos and Sieburth, 2000 ; Dinh et al., 2012 ; Sieburth and Meyerowitz, 1997). Enfin, pour aller plus 

loi , il se ait i t essa t d e isage  de vérifier cette interaction in vivo grâce à la fusion des différents 

variants de RcAP2L avec la protéine trans-a ti at i e VP  et l utilisatio  d u  p o oteu  de RcAG 

incluant son second intron et fusionné à une protéine fluorescente.  

Pour conclure, bien que ces expériences doivent être répétées et approfondies, les premiers 

sultats o te us se le t e  a o d a e  le od le ue ous a o s p opos  da s l a ti le pu lié en 

2018 et où nous proposions que RcAP2LΔ  pou ait i hi e  l e p essio  de RcAG en se liant à ses 

séquences régulatrices (François et al., 2018). 

 Une mutation dans le domaine AP2R1 de RcAP2 Δ 7  pourrait induire la 

réversion du phénotype « fleur double » 

La variété Rosa chinensis  “i gle Pi k  a t  d ite o e u  uta t so ati ue spo ta , 

ou spo t, d Old Blush  a o a t des fleu s si ples Figure 28-A ; Phillips, 1988 ; Soule, 2009). Or 

l l e t t a sposa le i s  da s RcAP2LΔ 7  et p opos  o e à l o igi e de la p odu tio  de fleu s
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Figure 28 : Caractérisation d’un mutant spontané d’‘Old Blush’ produisant des fleurs simples et

exprimant une version de RcAP2LΔ172 avec une mutation dans le domaine de liaison à l’ADN AP2R1.

(A) PCR amplifiant la jonction sauvage (416 pb) et les deux jonctions entre RcAP2LΔ172 et l’élément

transposable (770 et 754 pb) chez la fleur double ‘Old Blush’ et son mutant spontané à fleur simple

‘Single Pink’.

(B) Niveaux d’expression de RcAP2LΔ172 et RcAP2LWT déterminés à partir des données transcriptomiques

utilisées dans François et al. (2018) et obtenues lors des stades précoces du développement floral de

‘OB’ et ‘SP’.

(C) Identification d’une mutation ponctuelle dans le premier domaine de liaison à l’ADN de RcAP2LΔ172

de ‘SP’. Cette mutation induit la substitution d’une tyrosine par une histidine, chargée positivement

au pH cellulaire.
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dou les hez Old Blush  est u  t ot a sposo  de t pe Ty3/Gypsy (élément à ARN, dit de classe I) qui 

se propage par un mécanisme de copier- olle  da s le g o e et e s e ise g ale e t pas 

(Wessler, 2006). Il est donc surprenant de voir une restauration du phénotype « fleur simple » dans un 

uta t so ati ue d Old Blush  da s le g o e du uel il est e o e possi le d ide tifie  par PCR la 

p se e de l l e t t a sposa le i s  da s RcAP2LΔ 7  (Figure 28-A). De plus, l ARNm 

correspondant à RcAP2LΔ 7  a pu être détecté par RT-PCR et par RNA-seq réalisés sur des ARNm extraits 

de jeunes bourgeons floraux (Figure 28-B). Cela confir e l e p essio  de l all le sista t à i‘ , 

comme chez Old Blush , e ui d ap s ot e od le de ait o dui e à la p odu tio  de fleu s dou les 

et semble donc à première vue incohérent avec le phénotype « fleur simple » observé. Cependant, 

l alig e ent des reads provenant du RNA-se  a pe is d ide tifie  u e utatio  da s le do ai e de 

liaiso  à l ADN AP ‘  de RcAP2LΔ 7 , ui a e suite t  o fi e pa  lo age et s ue çage de l ADN  

o espo da t. Cette utatio  i duit le e pla e e t d u e t osi e par une histidine à la 

position 152 dans la protéine (Figure 28-C), et donc da s le i  β  de la st u tu e t idi e sionnelle 

(Figure 29-A). L alig e e t des do ai es AP ‘  de l e se le des e es de la fa ille euAP  

provenant de Petunia hybrida, Arabidopsis thaliana, Rosa chinensis, Prunus persica et Medicago 

truncatula i di ue ue ette utatio  est à u e positio  e t e e t o se e à l helle de ette 

famille (Figure 29-A). Ainsi, cette mutation pourrait t e à l o igi e de la réversion du phénotype « fleur 

double » vers un phénotype sauvage « fleur simple », en causant la non-fonctionnalisation de cet allèle. 

D aut e pa t, selo  la p di tio  st u tu ale d te i e au pa ag aphe précédent (Figure 26-B), 

cette tyrosine semble positionnée au co ta t du g a d sillo  de l ADN, à u e dista e de 4,2 Å d u e 

base azotée (Figure 29-B , i di ua t u elle pou ait t e i pli u e da s la e o aissa e pa  ‘ AP L 

de ses s ue es d ADN i les. Le e pla e e t de ette t osi e pa  u e histidi e, e  ajoutant une 

ha ge positi e à ette positio , pou ait alo s odifie , oi e a ule , l affi ité de RcAP2L pour ses 

séquences i les. Cette p opositio  a d auta t plus de se s ue hez E‘F  tout o e hez ANT, u e 

utatio  de l a ide a i  à ette e position, empêche la liaison de ces facteurs à leurs séquences 

cibles respectives (Chen et al., 2018a ; Krizek, 2003). Pou  alide  ette h poth se, j ai do  p t  les 

expériences de retard sur gel avec la protéine tronquée de “i gle Pi k  et le f ag e t  du p o oteu  

de RcAG, identifié précédemment comme étant reconnu par RcAP2L chez le rosier (Figure 29-C). Ainsi, 

même si la protéine RcAP2LΔ  p oduite hez “i gle Pi k  lie ie  e f ag e t, est a e  oi s 

d affi it  ue elle d Old Blush  : en effet, à tout autre paramètre constant, pour une même 

concentration, il reste toujours une bien plus grande quantité de sondes libres en présence de la 

p ot i e ut e u e  p se e de la p ot i e ‘ AP LΔ  d Old Blush  (Figure 29-C). Par conséquent, 

il est possi le u in vivo cette mutation dans la protéine RcAP2LΔ  de “i gle Pi k  e pe ette plus 
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Figure 29 : La mutation identifiée dans le domaine AP2R1 de ‘Single Pink’ impacte un acide aminé

extrêmement conservé au sein de la famille des euAP2 et réduit la capacité de liaison de la protéine au

promoteur de RcAG.

(A) Alignement protéique du domaine AP2R1 des euAP2 de R. chinensis, P. persica, P. hybrida,

M. truncatula et A. thaliana. L’étoile rouge indique la position de la tyrosine mutée en histidine,

identifiée chez la variété ‘Single Pink’. Cette tyrosine est localisée dans le brin β3 interagissant avec

l’ADN et est conservée dans toutes les espèces étudiées, à l’exception du mutant ‘Single Pink’.

(B) Prédiction de la position de la tyrosine mutée chez ‘SP’ selon le modèle structural du domaine

AP2R1 réalisée dans la figure 26-B. Celle-ci semble se trouver en contact direct avec l’ADN.

(C) Retard sur gel comparant les capacités de liaison des protéines RcAP2LΔ172 d’‘Old Blush’ et de

‘Single Pink’ aux fragments 4 et 5 du promoteur de RcAG. Pour augmenter la solubilité des

protéines et faciliter leur purification, celles-ci ont été fusionnées aux tags Histidine et MBP.
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la reconnaissance des séquences régulatrices de RcAG, qui, ous l a o s ifi  à pa ti  de do es de 

séquençage génomique, sont intactes chez cette variété. 

L ide tifi atio  d u e o latio  se o dai e e t e la e sio  du ph ot pe « fleur double » 

vers un phénotype « fleur simple » et la pe te de fo tio  de l all le RcAP2LΔ 7  est un argument fort 

e  fa eu  du od le d jà p opos  da s l a ti le de . À pa ti  de es o servations, il est alors 

possible d tendre ce modèle et de proposer le scénario suivant (Figure 30) : lors du processus de 

domestication des rosiers chinois, un phénotype de type « fleur double » est appa u suite à l i se tio  

d u  l e t t a sposa le da s RcAP2L, le laissant toujours fonctionnel mais le rendant insensible à 

l i hi itio  pa  i‘  ; l e p essio  p olo g e de et all le, et pa  o s ue t l i hi itio  p olo g e 

de RcAG da s le e t e du ist e flo al, est alo s à l o igi e de l aug e tatio  du nombre de 

p tales da s ette a i t  o igi ale. Le ph ot pe a e suite t  ai te u et i t oduit da s d aut es 

a i t s de osie s, e ui a pe is l o te tio  des a i t s ode es a tuelles à « fleur double ». Plus 

tard, la réversion du phénotype vers un phénotype sauvage à « fleur simple », o e est le as pou  

les a i t s “i gle Pi k  et T , peut t e i duite pa  la o -fo tio alisatio  ou l a se e 

d e p essio  de et all le sista t au i‘ . 

 Le lo age de l e p essio  de ‘ AP LΔ 7  hez Old Blush  i duit des retards 

de développement végétatif 

Pour aller plus loin dans la confirmation du rôle de RcAP2LΔ172 da s le passage d u  ph ot pe 

« fleur simple » à un phénotype « fleur double », il était important de vérifier si RcAP2LΔ172 est 

nécessaire et suffisant pour obtenir des fleurs doubles. Pour cela, une stratégie se fondant sur 

l utilisatio  de i oA‘N a tifi iels pou  i le  et i hi e  l e p essio  RcAP2LΔ172 a t  ise e  œu e 

durant ma thèse (Figure 38). 

 Un protocole permettant le choix des séquences des microARN artificiels ciblant les gènes 

d i t t g â e à l i te fa e e  WMD  (Schwab et al., 2006) ainsi que leur insertion dans le backbone 

du miR319 caractérisé chez A. thaliana tait d jà ta li da s l uipe, o e d it da s la se tio  

Matériel et Méthodes (Figure 38). D aut e pa t, l i stallatio  de l instance locale du programme WMD3 

sur une machine virtuelle hébergée au Centre Blaise Pascal (ENS Lyon), et son adaptation pour tourner 

sur le génome du rosier décrite dans le Chapit e III ‘ sultats, se tio  I. Ide tifi atio  d u  p e ie  

candidat pour le contrôle du nombre de pétales, partie 6. Di i utio  du iveau d e p essio  de RcUGO, 

permet dorénavant u e ifi atio  de l a se e des off-targets chez le rosier et donc une plus grande 

précision dans le dessin des guides. Pour cette étude, deux constructions ont ainsi été réalisées et 

introduites hez Old Blush  pa  t a sfo atio  di e pa  A. tumefaciens. La première (amiARN1) est 

spécifique de RcAP2LΔ172 alors que la seconde (amiARN2) cible les deux allèles de RcAP2L (Figure 31-A). 

Ces transformations, réalisées en février 2018, commencent tout juste à permettre la régénération 
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de pla tes e p i a t les i oA‘N et les sultats o te us este t do  p li i ai es. Pou  l i sta t, 

es pla tes s a li ate t diffi ile e t à la ultu e su  te eau et o t e t des eta ds de 

développement forts comparé à une plante sauvage transférée de culture in vitro au même moment 

(Figure 31-B . Leu s feuilles so t petites et al fo es et au u e fleu  a e o e t  p oduite. Ces 

effets pléiotropiques, alors que RcAP2L est e  th o ie exprimé que dans les méristèmes et anthères, 

suggèrent soit un rôle essentiel de RcAP2L y compris dans le développement végétatif, soit que les 

produits de dégradation du transcrit de RcAP2L dans ces organes pourraient être exportés dans 

d aut es o ga es et i le  à leu  tou  d aut es e es de la fa ille AP  pa tagea t des s ue es 

nucléotidiques similaires (Meng et al., 2011). Malheu euse e t, l a se e de fleu s p oduites jus ue-

là ne permet pas de statuer sur le rôle de RcAP2L dans le déterminisme du phénotype « fleur double » 

pou  l i sta t.  

Pou  o tou e  ette diffi ult , l utilisatio  de la te h ologie CRISPR/Cas9 (Mali et al., 2013), 

ui a e  th o ie pas de pe ussio  su  les aut es g es de la fa ille, se le u e alte ati e 

adaptée. Cependant, comme la méthode de mutagénèse par CRISPR en est encore à ses premiers 

balbutiements chez le rosier, la transformation correspondante a nécessité une durée plus longue de 

préparation et a été lancée plus tardivement, a e  u  guide i la t l e o   de RcAP2LΔ 7  (Figure 31-A). 

D i i uel ues se ai es, il se a possi le de ifie  l ditio  de RcAP2LΔ 7  dans les cals transformés, 

a a t d i dui e la g atio  des pla tes do t l ditio  g o i ue pou ait e d e la protéine 

RcAP2LΔ  non fonctionnelle. Ensuite, les plantes adultes, qui sont attendues pou  le ois d o to e 

 au plus tôt, pou o t t e ph ot p es afi  d appo te  ou o  la validation de nos hypothèses.  

 Surexpression de la version tronquée chez les Rosaceae  

Afin de poursuivre les confirmations fonctionnelles, il est aussi nécessaire de confirmer que la 

seule expression de RcAP2LΔ 7  dans un génotype produisant normalement des fleurs simples est 

suffisante pour induire la formation de fleurs doubles. Pour cela, la variété commerciale Rosa 

pimpinellifolia  Pi p e elle , seule ariété transformable et à fleur simple dans les chambres de 

ultu e de l EN“ de L o , a t  utilis e pou  su e p i e  sous le p o oteu  “ du i us de la osaï ue 

du chou-fleur (ou CaMV, pour « Cauliflower Mosaic Virus ») les différents allèles de RcAP2L identifiés 

lors de cette étude, soit RcAP2LWT, RcAP2LΔ 7  et la e sio  t o u e ide tifi e hez “i gle Pi k  

RcAP2LSP
Δ 7 . Bie  u u e p e i e te tati e de t a sfo atio  ait pas permis de régénérer de 

pla tes à ause d u  taux de mortalité élevé chez les als, la se o de a pe is d o te i  e e t 

de jeunes plantules transformées. Ainsi, une première très jeune plante surexprimant RcAP2LΔ  vient 

d t e o te ue et se le oît e o e te e t. À l heu e a tuelle, elle- i e fait e o e u u e dizaine 

de centimètres et devrait fleurir dans les mois qui arrivent. Si une augmentation du nombre de pétales 

par fleur était o se e, e se ait u e o fi atio  di e te de l i po ta e de l i se tio  de l l e t 



RcAP2LΔ172

amiARN2 amiARN1CRISPR

RcAP2L_amiARN1‘OB’

A

B

Figure 31 : Chez Rosa chinensis, l’inhibition de l’expression de RcAP2LΔ172 par des microARN artificiels

semble perturber le développement végétatif.

(A) Illustration des deux méthodes mises en œuvre pour inhiber l’expression de RcAP2LΔ172. Le

microARN1 cible l’exon 8 de l’ARNm de l’allèle RcAP2LΔ172 spécifiquement, alors que le microARN2

cible l’exon 5 des deux allèles de RcAP2L. Une édition de génome par la technique CRISPR/Cas9

utilisant un guide spécifique de l’exon 1 de RcAP2LΔ172 a également été initiée.

(B) Comparaison du phénotype d’un plant d’‘Old Blush’ sauvage et d’un plant d’‘Old Blush’ exprimant le

microARN1 trois mois après régénération de culture in vitro. Les deux autres plantules

génétiquement modifiées sont mortes lors de l’acclimatation. À l’heure actuelle, aucune plantule

exprimant le microARN2 n’a été suffisamment forte pour être acclimatée. La forte altération du

développement, visible sur cette photo, ne permet pas à la plante de produire des bourgeons floraux;

il nous est donc impossible de statuer sur le phénotype floral induit par l’inhibition de RcAP2LΔ172.

Les plantes mutagénisées par la méthode CRISPR/Cas9 sont, quant à elles, encore sous forme de cals et en

cours de régénération.
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transposable dans RcAP2LΔ 7  comme déterminant génétique du phénotype « fleur double ». Dans le 

ut d aussi o fi e  l i pa t de la utatio  da s le do ai e AP ‘  de ‘ AP LΔ  identifiée chez 

“i gle Pi k , ette o st u tio  a aussi t  i t oduite hez Pi p e elle  ; les plantes sont en cours de 

génération et sont attendues plus tardivement (o to e . D ap s os h poth ses, au u e 

odifi atio  du o e de p tales est atte due, par rapport aux cinq pétales habituellement 

produits par cette variété en laboratoire. 

Pour aller plus loi  da s l tude du d te i is e de la fo atio  de la fleu  dou le, nous 

avons souhait  ifie  si la fo tio  d AP2L était conservée au sein des Rosaceae, et en particulier 

chez une espèce très proche du genre Rosa, comme le fraisier Fragaria vesca (Figure 32). Lors de 

l a al se du g o e d Old Blush  e  ue de la pu li atio  de sa s ue e, la e te pu li atio  du 

génome du framboisier, Rubus occidentalis (VanBuren et al., 2016), nous a amenés à nous poser des 

questions sur les relations phylogénétiques précises entre les trois genres très proches Rosa, Fragaria 

et Rubus. J ai alors participé à la résolution de leurs liens de parenté, jusque-là encore incertains 

(Longhi et al., 2014) ou supportés par peu de données (Xiang et al., 2017). Pour cela, 748 séquences 

de gènes, identifiés comme uniques dans chacun des génomes grâce au logiciel BUSCO (Simão et al., 

2015), ont permis de comparer la distance moléculaire entre ces espèces. Les résultats, publiés dans 

Nature Genetics (Raymond et al., 2018) et présentés en annexe, indiquent une distance en moyenne 

similaire entre chacune des séquences du génome de R. chinensis et de celles de Fragaria vesca 

(Shulaev et al., 2008) ou de Rubus occidentalis (VanBuren et al., 2016), confirmant que la divergence 

entre ces trois genres a été quasiment simultanée, ce qui peut être qualifié de radiation évolutive. 

L alig e e t a e  MUSCLE (Edgar, 2004) de chacune de ces séquences indépendamment a ensuite 

permis de réaliser 748 arbres phylogénétiques indépendants révélant que plus de 68% des arbres à 

t s fo te o fia e ootst ap > ,  suppo te t l h poth se d u e plus fo te p o i it  e t e les 

genres Rosa et Fragaria. E  pa ti ulie , la o at atio  de l e se le de es s ue es, et do  la 

alisatio  d u  a e ph log ti ue i t g a t l e se le des do es de es  g es, pe et 

d o te i  u  a e o sensus aussi cohérent avec cette hypothèse. 

Pa  ailleu s, l a al se ph log ti ue des e es de la fa ille euAP , p se t e dans 

François et al. (2018), a pe is d ide tifie  FvH4_6g15180 (ou gene18070-v1.0 pour la première 

e sio  de l a otatio  du g o e de F. vesca  o e l o thologue de RcAP2L. Il sera dorénavant 

nommé FvAP2L. “a s ue e oda te, p se te à l tat sau age et do  f e o e FvAP2LWT, a 

t  s th tis e pa  l e t ep ise IDT (Integrated DNA Technologies, https://eu.idtdna.com/) et clonée 

da s le e teu  d e trée pENTR-D/TOPO. Afi  de p odui e les o st u tio s i a t l i pa t de 

l i se tio  de l l e t t a sposa le hez Old Blush  et “i gle Pi k , u e e sio  t o u e de la 

séquence codante (FvAP2LΔ 7 ) a été générée à partir de la séquence précédente en utilisant une 

amorce reverse se terminant par 18 nucléotides additionnels mimant ceux de RcAP2LΔ  provenant 



Vecteur Nombre 

d’explants

Nombre d’explants 

transformés

Taux de transformation

à 10 jours

Survie

à 3 mois

Témoin positif 42 28 66.6 % 30%

35S::FvAP2LWT 104 73 70.1 % 0 %

35S::FvAP2LΔ172 121 77 63.6 % 0 %

35S::FvAP2LSP
Δ172 96 92 95.8 % 0 %

35S::FvAP2LWT 35S::FvAP2LΔ172

35S::FvAP2LSP
Δ172 Témoin positif

Figure 32 : La surexpression des différentes versions de FvAP2L chez le fraisier n’a pas permis de

régénérer de plantes transformées.

(A) Représentation des 3 constructions générées à partir de la séquence codante de FvH4_6g15180,

l’orthologue de RcAP2L chez le fraisier.

(B) Signal GFP obtenu à la loupe à épifluorescence à partir de cals de fraisier transformés 10 jours

auparavant. Afin de s’assurer de l’efficacité des transformations, chaque construction utilisée

possède, en addition du gène d’intérêt, la séquence de la GFP sous le promoteur ubiquitaire proID.

Chaque amas de cellules fluorescentes correspond à un événement de transformation génétique

indépendant.

(C) Nombre d’explants transformés identifiés et taux de survie pour chaque construction.

Ces transformations, à l’exception de la production des constructions, réalisée par mes soins, ont été

réalisées par Aline Potier (INRA de Bordeaux, équipe « Organogénèse du fruit et endoréduplication »).

Malheureusement, aucun explant n’a survécu suffisamment longtemps pour permettre la régénération de

plantes transformées.

FvAP2LWT

FvAP2LΔ172

FvAP2LSP
Δ172

1 1
2

A

B

C

ARNm FvAP2L
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de la fusio  de l e o   a e  u e po tio  du LT‘ de l l ment transposable (Tableau 5 ; Figure 32-A). 

D aut e pa t, u e utag se di ig e pe etta t d i t odui e la utatio  ide tifi e hez “i gle Pi k  

a été réalisée à partir du plasmide précédent. Ces trois constructions ont ensuite été mises sous le 

contrôle du promoteur ubiquitaire p35S, dans le plasmide pK7WG2D (Annexe 1), et transformées dans 

A. tumefaciens. Les transformations de cals de fraisier ont ensuite été réalisées en collaboration avec 

l IN‘A de Bo deau , et plus p is e t a e  Béatrice Denoyers et Aline Potier (Équipe 

« Organogenèse du fruit et endoréduplication »), selon le protocole décrit dans la section Matériel et 

Méthodes. Bie  ue les ifi atio s de l effi a it  de t a sfo atio  aie t t  positi es à  jou s 

après transformation (Figure 32-B , au u e pla te a alheu euse e t pu t e g e à pa ti  de 

ces transformations et ce malgré les deux réplicats i d pe da ts alis s à u  ois d i te alle 

(Figure 32-C). Des difficultés similaires avaient été rencontrées lors de la réalisation des 

transformations équivalentes chez la variété R. pimpinellifollia cv. Pi p e elle , a e  la pe te de tous 

les événements de transformations dans les trois premiers mois de la première expérience, mais une 

deu i e t a sfo atio  hez Pi p e elle  a epe da t t  plus f u tueuse. Le tau  de o t 

prématurée des cals transformés, inhabituel chez ces deux espèces, pourrait être dû à une certaine 

to i it  ellulai e d AP L, ua d elui-ci est exprimé en trop grande quantité. 

 Surexpression de la version tronquée chez A. thaliana  

Afin de contourner les difficultés rencontrées chez F. vesca et le délai important entre le début 

et la fi  d u e t a sfo atio  hez Old Blush , ous a o s aussi t a sfo  g ti ue e t l ot pe 

Col  d A. thaliana, avec les constructions déjà utilisées hez Pi p e elle . Cela de ait ous pe ett e 

d a al se  la o se atio  de la fo tio  de RcAP2L chez A. thaliana. D ap s les fo tio s des 

membres de la famille euAP2 assurées chez cette Brassicaceae (Aukerman and Sakai, 2003 ; Chen, 

2004 ; Jung et al., 2014), j ai pa ti uli e e t p t  atte tio  à l i pa t de es su e p essio s su  la 

durée de la période végétative avant floraison et le phénotype floral. 

Après sélection des transformants sur milieu MS supplémenté en kanamycine, une 

observation rapide semblait indiquer que les premières fleurs de certains transformants surexprimant 

RcAP2LWT ou RcAP2LΔ 7  a aie t plus d o ga es u u e pla te sau age Figure 33). En effet, certaines 

fleu s poss daie t jus u à  p tales, u e dizai e d ta i es ou e o e pa fois deux pistils. Cette 

aug e tatio  du o e d o ga es a aussi t  o se e hez les pla tes su e p i a t la e sio  

mutée de RcAP2LSP
Δ 7  o ale e t e p i e hez “i gle Pi k , ais le ph ot pe pa aissait oi s 

fréque t et oi s fo t ue pou  les deu  aut es o st u tio s. D aut e pa t, il s est a  ue les 

plantes surexprimant RcAP2LΔ 7  ont fleuri plus tardivement que les plantes sauvages et que les plantes 

surexprimant la version mutée de RcAP2LSP
Δ 7  (Figure 34-A . L e se le de es o se atio s, 

obtenues lors la première génération de plantes transformées (T1), semblait cohérent avec le modèle 



T2 

35S::RcAP2LΔ172 35S::RcAP2LWT

T1 

Figure 33 : Phénotypes floraux observés chez les plantes surexprimant différents allèles de RcAP2L.

Effets de la surexpression des CDS de RcAP2LWT et RcAP2LΔ172 lors des premières et deuxièmes

générations. L’augmentation du nombre total d’organes (pétales, étamines et carpelles) n’a pas pu être

confirmée à la troisième génération, indiquant soit un artéfact soit un diminution de l’expression du

transgène au cours des générations (« silencing »).

N.B. L’augmentation du nombre d’organes a aussi pu être observée chez certaines plantes surexprimant la

version mutée de RcAP2LΔ172 clonée chez ‘Single Pink’, mais certainement moins fréquemment que pour

les autres transformants. Elle n’a pas été observée chez les plantes sauvages (Col0) cultivées dans les

mêmes conditions.

113



 
 

  114 

proposé chez le rosier et le rôle des membres de la famille euAP2 dans le déterminisme des pétales, la 

p o otio  de l a ti it  ist ati ue ou l i hi itio  de la ise à fleu  hez A. thaliana (Aukerman 

and Sakai, 2003 ; Jung et al., 2014 ; Wollmann et al., 2010). Cependant, après sélection des insertions 

uniques en T2, ces phénotypes ont commencé à être plus subtils : certaines fleurs possédaient encore 

des organes surnuméraires mais aucun reta d de flo aiso  tait o se a le. E o e plus su p e a t, 

ap s s le tio  des lig es ho oz gotes pou  l i se t, les t oisi es g atio s de pla tes T  

semblaient complètement sauvages (Figure 34-B) et ce y compris après un deuxième semis 

indépendant. 

À la lumière de ces résultats, il est malheureusement à déplorer que les phénotypes des T1 et 

T  aient pas t  o ito s plus p is e t et ota e t u ils aie t pas t  ua tifi s. E  

particulier, le nombre de transformants indépendants concernés pa  l aug e tatio  du o e 

d o ga es et l i te sit  du d lai de flo aiso , ai si ue la o pa aiso  e t e la e sio  sau age et la 

version tronquée de RcAP2L, sont des informations cruciales qui restent manquantes. Seulement, il 

généralement préférable et attendu de mesurer ces données sur des lignées homozygotes pour une 

insertion unique (T3), et non sur une population hétérogène, avec parfois plusieurs insertions, telle 

ue elle di e te e t issue de la t a sfo atio  T , d où l a se e de ua tifi ation pour ces 

générations. 

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer les observations décrites ci-dessus. La première 

serait que les phénotypes soient artefactuels, liés aux conditions de culture, en particulier pour la 

durée de la période végétative. En effet, le délai de floraison observé chez les plantes surexprimant 

RcAP2LΔ 7  pourrait être lié à un stress plus important de ces plantes, comme par exemple des 

ha pig o s su  les oîtes de ultu e ou u  d faut d a osage. U  ou eau se is et phénotypage 

pou o t i alide  ette h poth se, le as h a t. La deu i e pou ait t e elle d u e i hi itio  

p og essi e de l e p essio  du t a sg e pa  la pla te au ou s des g atio s ; ceci est aussi appelé 

« gene silencing » en anglais. En effet, il arrive que l utilisatio  d u  p o oteu  “ puisse i dui e e 

type de réaction de défense (Daxinger et al., 2008 ; Okumura et al., 2016 ; Weinhold et al., 2013). Bien 

que de rares données concernant le phénotype induit par la fusion transcriptionnelle du promoteur 

“ a e  la s ue e d AP2 aient déjà été publiées concernant A. thaliana (Chen, 2004), il reste 

possi le ue l e p essio  de la o st u tio  introduite ici ait été inhibée. Pour étayer cette hypothèse, 

u e e t a tio  d A‘N  à pa ti  de jeu es feuilles des diff e tes lig es e  T  et T  a t  alis e, 

sui ie d u e ‘T-PC‘ pou  le  la p se e ou o  de l A‘N  od  pa  le t a sg e. Bie  ue ces 

données soient encore préliminaires, il semblerait que le transgène ne soit pas exprimé de manière 

stable et homogène dans toutes les plantes puisque, indépendamment de la génération, certaines 

pla tes l e p i e t alo s ue d aut es o  (Figure 34-C). Cela pourrait donc expliquer pourquoi le 

phénotype est aussi variable en fonction des plantes et serait à confirmer en réalisant de nouvelles 



Figure 34 : Impact de la surexpression de RcAP2L sur la durée de la période végétative de A. thaliana.

(A) Comparaison de la croissance et de la phase végétative entre Col0 et la première génération de

transformants surexprimant le CDS de RcAP2LΔ172 cloné chez ‘Old Blush’ ou sa version mutée clonée

chez ‘Single Pink’. Pour chaque construction, les plantes les plus avancées et les moins avancées

parmi les 9 étudiées sont montrées sur cette photo.

(B) Comparaison du nombre de feuilles de rosette produites avant mise à fleur entre les plantes

sauvages (Col0), et les différents transformants après sélection de trois lignées indépendantes par

construction, homozygotes et à une seule insertion (3e génération). Chaque point correspond à la

moyenne mesurée sur 8 individus.

(C) Vérification de l’expression des transgènes par RT-PCR sur des ARNm extraits de jeunes feuilles

d’A. thaliana transformées. Les témoins positifs (T+) ont été réalisés à partir d’ARNm de jeunes

bourgeons de rosier.

Le retard de floraison, observé à la première génération chez les plantes surexprimant OB_RcAP2LΔ172,

n’est pas confirmé à la troisième génération, indiquant soit un artéfact soit un diminution de l’expression

du transgène au cours des générations (« silencing »).

OB_RcAP2LΔ172 RcAP2LSP
Δ172 Col0

Col0 OB_RcAP2LΔ172 RcAP2LWTRcAP2LSP
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T+OB_RcAP2LΔ172 (T2)
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transformations, RT-PCR quantitatives et phénotypages sur des T1 afin de o le  l i te sit  des 

ph ot pes et le i eau d e p essio  des t a sg es. 

 

 Conclusions 

Da s le hapit e p de t et o e ous l a o s pu li  da s Scientific Reports (François et al., 

2018), ous a o s p opos  ue la p se e de l all le muté RcAP2LΔ 7  tait à l o igi e de la fo atio  

de la fleur double chez le rosier. “elo  ot e h poth se, ‘ AP L se ait apa le d i hi e  l e p essio  

de RcAG et, dans le cas des fleurs doubles, son expression prolongée induite par la délétion du site 

d i hi itio  pa  i‘  i dui ait u e p olo gatio  de ette i hi itio  et u  d pla e e t de la 

f o ti e A/C e s le e t e du ist e. Da s e hapit e, j ai o fi  ue ‘ AP L i te agissait 

spécifiquement avec une portion du deuxième intron de RcAG in vitro, intron connu pour contenir les 

séquences régulatrices de l e p essio  d AG chez A. thaliana. J ai aussi o fi  que, bien que 

tronquée, RcAP2LΔ  était aussi capable de reconnaît e e f ag e t d i t o . E fi , ous a o s 

identifié un mutant sponta  d Old Blush  à fleu s si ples po ta t u e utatio  da s le do ai e de 

liaiso  à l ADN de ‘ AP LΔ  ui di i ue l affi it  e t e la p ot i e et les s ue es gulat i es de 

RcAG. Cette observation, qui suggère que la non-fonctionnalisation de cet allèle est suffisante pour 

réverter le phénotype, est une première confirmation fonctionnelle. Des transformations génétiques 

de R. chinensis, R. pimpinellifollia, F. vesca et A. thaliana ont été initiées afin de confirmer ces analyses 

et vérifier si ce mécanis e d i hi itio  d u  euAP  de la sous-famille TOE pourrait être conservé chez 

diff e tes esp es. Malheu euse e t, il s est a  ue a ipule  le i eau d e p essio  de RcAP2L 

n est pas chose aisée et de nouvelles analyses seront nécessaires. 
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Il y a quelques années, notre équipe a démontré que l augmentation du nombre de pétales 

chez le rosier était corrélée à une restriction du territoire d expression du gène RcAGAMOUS (RcAG) vers 

le centre du méristème floral (Dubois et al., 2010). Alors que les cartes génétiques localisent la 

utatio  i duisa t le passage d u e fleu  si ple à une fleur double sur le chromosome 3, RcAG est 

porté par le chromosome 5, il ne peut donc pas être le déterminant de la fleur double. Nous avons 

do  he h  des a didats, lo alis s da s l i te alle g ti ue o te a t la utatio  « fleur 

double » et i te e a t e  a o t da s la gulatio  de l expression de RcAG. 

Plus récemment, nous avons séquencé, assemblé et publié le génome de Rosa chinensis 

cv Old Blush  (Raymond et al., 2018, Nature Genetics), un ancêtre des rosiers modernes qui produit 

déjà des fleurs doubles. Après e t a ail au uel j ai pa ti ip , l asse lage de pseudo ol ules 

o ti ues à l helle des h o oso es nous a permis de reconstruire la séquence des deux haplotypes 

sur l intervalle génétique contenant le locus « fleur double ». Durant ma thèse, nous avons choisi, 

parmi les 631 gènes de cet intervalle, deux candidats qui nous ont semblé particulièrement pertinents. 

J ai ensuite concentré mon travail sur un gène de la famille des euAP2 (APETALA2-LIKE ou RcAP2L) qui 

était lo alis  da s l i te alle. Ce gène a attiré notre attention car il existait sous la forme de deux 

allèles différents hez Old Blush , l u  de t pe sau age et l autre contenant l i se tio  d un grand 

l e t t a sposa le. L a al se de do es de ‘NA-seq a montré que la transcription de cette forme 

ut e p oduit u  A‘N essage  t o u , sista t à l i hi itio  o alement assurée par miR172. 

Sachant que, chez A. thaliana, AP  est o u pou  i hi e  l e p essio  d AG (Dinh et al., 2012 ; Drews 

et al., 1991), j ai pu o fi e  ue les deu  all les de ‘ AP L so t eu  aussi apa les de lie  

spécifiquement une portion du second intron de RcAG connu pour contenir les séquences régulatrices 

de son expression au sein du méristème (Dinh et al., 2012 ; Sieburth and Meyerowitz, 1997), 

t oig a t ue ‘ AP L pou ait i hi e  l e p essio  de RcAG. D aut e pa t, alors que la surexpression 

d u  a ia t sista t au i‘  e t aî e sou e t la fo ation de pétales supplémentaires (Chen, 

2004), j ai ta li ue la p se e de l all le ut  désormais appelé RcAP2LΔ 7 ) corrélait avec le 

phénotype de « fleur double » chez tous les rosiers d o igi e hi oise tudi s. Une exception a 

cependant t  ide tifi e : u  uta t spo ta  d Old Blush  à fleu s si ples, “i gle Pi k , po te u e 

mutation dans le domaine de liaiso  à l ADN de RcAP2LΔ172 qui di i ue l affi it  de la p ot i e pou  la 

séquence régulatrice de RcAG identifiée. Cette observation suggère que la non-fonctionnalisation de 

cet allèle est suffisante pour réverter le phénotype observé, et constitue une nouvelle indication de 

l i pli atio  de e g e da s le d terminisme de la fleur double. Selon le modèle que nous proposons, 

la protéine RcAP2LΔ  s a u ule ait du fait de la résistance de son ARNm au miR172 et restreindrait 

da a tage l e p essio  de RcAG vers le centre du méristème floral. Ainsi, la frontière entre les 

territoires A et C se trouverait elle aussi déplacée vers le centre du méristème, ce qui induirait la 

conversion des étamines en pétales.  
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Figure 35 : Bilan des connaissances produites lors de la thèse.

(A) Nombre moyen de pétales par fleur chez les descendants d’un croisement entre un rosier à « fleur

simple » et un rosier à « fleur double » (Debener, 1999). La moitié des descendants produit des

fleurs à 5 pétales, l’autre moitié produit des fleurs à plus de 12 pétales mais dont le nombre varie

grandement en fonction de l’individus. Le passage d’un rosier produisant des fleurs à 5 pétales vers

un rosier produisant des fleurs à plus de 10 pétales est sous le contrôle d’un seul locus chez les

rosiers étudiés. Grâce aux travaux présentés dans ce manuscrit, il apparaît dorénavant évident que

l’insertion d’un élément transposable dans RcAP2L est à l’origine de cette modification de

phénotype. La grande variation du nombre de pétales par individus à « fleurs doubles » souligne

aussi la présence de gènes pouvant avoir un effet additif sur l’allèle RcAP2LΔ172.

(B) Proposition de candidats futurs pour le contrôle du nombre de pétales au sein des rosiers à « fleurs

doubles ».

A

B

Fleur simple
Fleur semi-double Fleur double, voire très double
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 Le second gène étudié, RcUGO, poss de u  pat o  d e p essio  i t essa t ta t do  u il 

chevauche ceux de RcWUS et RcAG et que leurs orthologues chez A. thaliana ont un rôle dans 

l o ga isatio  des ist es flo au , sugg a t ue elui-ci pourrait intervenir dans le contrôle de 

l a ti it  ist ati ue et, pou uoi pas, da s le contrôle du nombre de pétales au sein des fleurs 

doubles. 

“i l e se le de es sultats pe et de p opose  un modèle pouvant expliquer la formation 

des fleurs doubles chez le rosier, des validations fonctionnelles supplémentaires sont encore 

essai es pou  o fi e  d fi iti e e t e od le et l te d e à d aut es ‘osa eae et pou  ieu  

o p e d e l olutio  de la lignée des gènes euAP2 chez les Angiospermes et le rôle de RcUGO dans 

l o ga isatio  du ist e flo al. Dans les paragraphes suivants, des expériences permettant 

d app ofo di  les o aissa es a uises jus ue-là seront discutées, en même temps que la portée 

des résultats obtenus durant ma thèse. Toutefois, les points déjà abordés dans la discussion du papier 

François et al. (2018) ne seront pas approfondis de nouveau ici. 

I. Vers une meilleure compréhension du réseau de signalisation 
déterminant le nombre de pétales chez les rosiers 

 Confirmation que RcAP2LΔ 7  est nécessaire et suffisant au phénotype 

« fleur double » hez les osie s d o igi e hi oise 

Afi  de o fi e  ue l e p essio  de l all le ut  RcAP2LΔ172 est nécessaire et suffisant pour 

p odui e des fleu s dou les, il est i po ta t de o t e  ue l i se tio  de cet allèle dans des rosiers à 

fleu s si ples i duit la fo atio  de fleu s dou les et, u au o t ai e, la supp essio  de et all le du 

fo d g ti ue d u  osie  à fleu s dou les i duit la e sio  de elui-ci vers un phénotype à fleurs 

si ples. L ide tifi atio  d u e utatio  da s l all le RcAP2LΔ172 chez un mutant somatique de 

R. chinensis  Old Blush  p oduisa t de ou eau des fleu s si ples, est u  a gu e t fo t e  fa eu  

de la nécessité de la présence de cet allèle pour produire des fleurs doubles. En effet, cette mutation, 

lo alis e da s le do ai e de liaiso  à l ADN de la p ot i e ‘ AP LΔ172, réduit en conditions 

e p i e tales l affi it  de et all le pou  les s ue es gulat i es de RcAG, sugg a t ue est sa 

non-fonctionnalisation qui induit la réversion du phénotype « fleur double » vers un phénotype « fleur 

simple ». “eule e t, ie  ue ette o se atio  soit t s o ai a te e est pas u e p eu e 

i futa le ta t do  ue e est pas la seule diff e e g o i ue p se te e t e “i gle Pi k  et 

Old Blush , do t la di e ge e a o e  il  a au oi s u e e tai e d a es (Phillips, 1988 ; 

Soule, 2009). La confirmation définitive du modèle implique la transfo atio  g ti ue d Old Blush  

pour inhiber RcAP2LΔ172. Étant donné les problèmes de croissance observés lors de la première 

a ipulatio  du i eau d e p essio  de RcAP2LΔ172 par microARN artificiels exprimés sous le pro-

moteur ubiquitaire fort 35S, u e p e i e possi ilit  se ait de p te  l i se tio  du e i roARN 
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artificiel sous un promoteur spécifique des méristèmes floraux ; ela de ait li ite  l i pa t de elui-

ci aux primordia floraux et ne plus perturber la croissance et la floraison des plantes. Idéalement, il 

se ait i t essa t d utilise  le p op e p omoteur de RcAP2L ais, jus u à p se t, les te tati es de 

clonage de celui- i o t pas t  f u tueuses. U e aut e se ait de utag ise  l all le RcAP2LΔ172 d Old 

Blush  pa  la thode CRISPR/Cas9 (Mali et al., 2013) ; ette solutio  a d jà t  ise e  œu e, les 

plantes sont en cours de régénération et sont attendues pour le début de l hi e  . D aut e pa t, la 

génération de rosiers sauvages initialement à « fleurs simples » surexprimant les allèles RcAP2LWT, 

RcAP2LOB
Δ172 et RcAP2LSP

Δ172 de ait aussi pe ett e de sa oi  si la p se e d u  allèle RcAP2LΔ172 

fonctionnel est suffisante pour induire la formation de fleurs doubles ; ces plantes sont attendues pour 

l auto e . “elo  le od le, il est atte du ue seules les pla tes su e p i a t RcAP2LΔ172, et 

peut-être les plantes surexprimant trop fortement RcAP2LWT pou  ue l e se le des A‘N  soie t 

inhibés par miR172, verront leur nombre de pétales augmenté. 

Enfin, des constructions plus exotiques auraient aussi pu être envisagées : en particulier il 

aurait été possible de réintroduire une cible de miR172 à l all le RcAP2LΔ172 ou de muter 

spécifiquement le site de fixation de i‘  de l all le RcAP2LWT afin de vérifier que le phénotype est 

bien lié à la résistance au microARN et non à la perte de la portion en C-terminal de la protéine ou à 

u  aut e effet se o dai e de l i se tio  de l l e t t a sposa le.  

 Identification des partenaires de RcAP2L da s la gulatio  de l e p essio  
de ses cibles 

Il serait intéressant de mieux caractériser la ou les voies de signalisation impliquée(s) avec 

RcAP2L dans le contrôle du nombre de pétales. 

Pour commencer, il serait pertine t d ide tifie  uelles so t les p ot i es, et ota e t les 

cofacteurs, nécessaires au fonctionnement de RcAP2LΔ172. Pour cela, deux approches pourraient être 

envisagées. La première est une approche avec a priori ; elle pourrait se fonder sur la littérature 

existante chez A. thaliana pour choisir des candidats probables pour jouer le rôle de cofacteurs de 

‘ AP L. Nota e t, il a t  o t  u AP  pou ait, g â e à so  do ai e EA‘ positio  à p o i it  

de so  do ai e de liaiso  à l ADN, i te agi  ph si ue e t a e  TOPLESS (Causier et al., 2012 ; Krogan 

et al., 2012) et le recruter à proximité de ses gènes cibles (Krogan et al., 2012). Ensemble, ils recrutent 

l histo e d a t lase HDA , apa le d effa e  notamment les marques H4K16Ac, réduisant ainsi 

l a essi ilit  de l ADN au  pol ases et i hi a t l e p essio  des g es à p o i it  (Krogan et al., 

2012). Le ôle de es p ot i es da s la est i tio  de l e p essio  d AG aux verticilles 3 et 4 est confirmé 

pa  l o se atio  d u e di i utio  du o e total d o ga es flo au  et de la p se e de s pales 

carpelloïdes chez le quintuple mutant de la redondante famille TOPLESS tpl-2 tpr1 tpr2 tpr3 et tpr4 ou 

chez le mutant hda19 (Krogan et al., 2012). Fait particulièrement intéressant, la complémentation du 
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mutant ap2 pa  l i se tio  d u e fusio  de TPL a e  le do ai e de liaiso  à l ADN d AP  seulement, 

indique que, chez A. thaliana, AP2 fonctionne essentiellement en recrutant TPL à proximité de ses 

cibles pour inhiber leur expression. Ainsi, il pourrait être intéressant de vérifier si cette interaction est 

conservée chez le rosier et si la perte de fonction de RcTPL pourrait être une source de réversion de 

phénotype « fleur double ». Pour cela, des expériences de Virus Induced Gene Silencing (VIGS) (Unver 

and Budak, 2009) pou aie t t e e isag es afi  d tudie  l effet de la di i utio  de l e p essio  d u  

ou plusieurs membres de la famille TPL ou de RcAP2L sur la structure florale. Il serait ensuite possible 

d a al se  les i eau  d a t latio  des histo es à p o i it  du g e RcAG, en même temps que son 

i eau d e p essio  pa  ‘T-PC‘ selo  es diff e tes o ditio s d i hi itio . La o pa aiso  e t e le 

i eau d a t latio  da s des ou geo s au  stades de fo atio  des s pales et p tales a e  elui des 

bourgeons où RcTPL et/ou de RcAP2L so t i hi s pe ett ait de o fi e  l i te a tio  e t e les deu  

p ot i es et leu  effet su  l e p essio  de RcAG. 

La deuxième approche, sans a priori, pourrait se baser sur des expériences de co-immuno-

précipitation couplées à une spectroscopie de masse, méthode de choix pour identifier toutes les 

p ot i es apa les d i te agi  a e  u e p ot i e d i t t, et da s e as ‘ AP L (Köcher and Superti-

Furga, 2007). Cette e p ie e se ait do a a t fa ilit e pa  l e iste e de p ot i es ‘ AP L 

a u es pa  u  tag Histidi e oupl  ou o  à u  tag MBP, ue j ai g es pour les expériences de 

retard sur gel. Elles permettront en effet l utilisatio  d a ti o ps o e iau , a ipul s 

uotidie e e t au la o atoi e, sa s passe  pa  la p odu tio  d a ti o ps sp ifi ues à ‘ AP L. Ces 

analyses pourraient faciliter l ide tifi atio  de l e se le des i te a ta ts de la voie de signalisation 

liée à RcAP2L et, pourquoi pas, mettre en évidence de nouveaux candidats potentiels dans la régulation 

du nombre de pétales au sein des rosiers à fleurs doubles ou bien dans la domestication des fleurs 

dou les hez d aut es espèces ornementales. Cependant, la possibilité ou non que ceux-ci aient joué 

un rôle dans la domestication des fleurs doubles dépend aussi de la nature de la protéine et de ses 

fonctions. En effet, plus un gène est ubiquitaire, ou plus il possède des effets pléiotropiques, moins il 

est vraisemblable que celui-ci soit un candidat plausi le a  sa odifi atio  au ait i duit t op d effets 

délétères pour la plante. Ai si, il est p o a le ue, alg  le ôle esse tiel de TPL da s l a tio  d AP  

chez A. thaliana, les membres de la famille de TOPLESS aie t pas t  i l s lo s de la s le tio  des 

plantes ornementales à fleurs doubles car leur modification induirait certainement des modifications 

phénotypiques secondaires potentiellement inadéquates. 

  Identification des gènes cibles de RcAP2L 

D aut e pa t, il se ait i t essa t de ifie  si l effet de RcAP2LΔ172 su  l aug e tatio  du 

o e de p tales se fait u i ue e t ia so  i hi itio  de l e p essio  de RcAG ou si d aut es i les 

de RcAP2L sont tout aussi importantes. Pour commencer, il serait pertinent de mieux identifier la 
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s ue e d ADN li e pa  ‘ AP L da s l i t o  de RcAG en répétant les expériences de retard sur gel 

sur des portions plus courtes du fragment 5. La connaissance exacte de la séquence ciblée aurait deux 

o s ue es pou  le futu . Tout d a o d, ela pe ett ait de te te  de ute  ette s ue e pa  la 

méthode CRISPR/Cas9 et ainsi voir si cela induit la réversion du phénotype fleur double vers un 

phénotype fleur simple. Alors que la méthode de mutagénèse par CRISPR/Cas9 en est encore à ses 

p e ie s pas hez le osie , l utilise  su  les s ue es gulat i es de RcAG serait une façon élégante 

et elati e e t ais e de o fi e  so  appli a ilit . E  effet, il suffi ait d u  all le de RcAG insensible 

à la gulatio  de ‘ AP L pou  o t e  l effet du gai  de fo tio  i duit pa  l i se tio  de l l e t 

transposable dans RcAP2LΔ172 su  le do ai e d e p essio  de RcAG. Si une réversion du phénotype 

tait o se e, ela o fi e ait ue o t ôle  l expression de RcAG est vraiment la clé de la formation 

des fleu s dou les hez le osie , o e est le as hez de o euses aut es esp es appa te a t 

à d aut es fa illes (Galimba et al., 2012 ; Ingle and Gilmartin, 2015 ; Liu et al., 2012 ; Ma et al., 2018 ; 

Nitasaka, 2003). 

Cepe da t, si la e sio  tait pas o pl te, ela sig ifie ait ue d aut es g es i les de 

RcAP2L so t aussi i pli u s. Alo s, il se ait essai e de e he he  d aut es g es gul s pa  RcAP2L, 

par exemple grâce à des analyses de ChIP-seq (pour Chromatine ImmunoP e ipitatio  sui ie d u  

séquençage), qui permett ait de s ue e  l e se le des s ue es d ADN au uelles ‘ AP L peut 

se fi e  et ai si a oi  a s à l e se le des i les pote tielles de celle-ci (Chen et al., 2018b). Les 

candidats obtenus à partir de cette analyse sans a priori pourraient ensuite être confirmés en 

e he ha t les s ue es i les de ‘ AP L ide tifi es da s l i t o  de RcAG ou en répétant les 

expériences de retard sur gel afin de regarder si RcAP2L interagit véritablement avec leurs séquences 

régulatrices. En se fondant sur les gènes cibles déjà identifiées chez A. thaliana et P. hybrida, on 

attendrait pa  e e ple à et ou e  les o thologues d AP3 et de SEP3 (Krogan et al., 2012 ; Morel et al., 

2017). 

L ide tifi atio  de l e se le des oies de sig alisatio  i pli u es e  a al de RcAP2L 

pe ett ait e suite d o ie te  les e he hes pour répondre aux nombreuses questions encore en 

suspe s à l heu e a tuelle et d elopp es da s les pa ag aphes sui a ts. 

 Les rosiers non chinois à fleurs doubles seraient-ils mutés dans un autre 

intervenant de la voie RcAP2L ? 

L histoi e de la do esti atio  des osie s ode es poss de deu  olets pa all les. E  effet, 

les rosiers sauvages ont été domestiqués par deux fois, de façon indépendante : une fois en Asie et 

une en Europe (Bendahmane et al., 2013). Les multiples croisements et changements de niveau de 

ploïdie e de t la e o st u tio  de l histoi e des osie s ode es diffi ile. La g alogie la plus 

p ise dispo i le aujou d hui a t  pu liée dans Bendahmane et al. (2013) et est présentée en 
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Figure 36. Ainsi, le phénotype « fleur double » a été sélectionné deux fois, indépendamment, avant 

que les deux lignées ne soient mises en contact au XVIIIe siècle, suggérant que les mécanismes 

pou aie t t e diff e ts. Da s les deu  as, u e est i tio  de l e p essio  de RcAG a été observée 

(Dubois et al., 2010), indiquant que les deu  utatio s, ie  u i d pe da tes, doivent avoir un effet 

similaire sur RcAG. 

Les travaux effectués dans cette thèse ont majoritairement concerné les rosiers modernes 

d o igi e hi oise, do t la a a t isatio  g ti ue et ol ulai e du a is e à l o igi e de la 

formation des fleurs doubles a commencé par les cartographies présentées en introduction et 

indiquant que la mutation était dominante (Debener, 1999 ; Dugo et al., 2005 ; Spiller et al., 2010). 

Cependa t, des do es p li i ai es et o  pu li es se le t i di ue  ue e est pas le as pou  

les osie s d o igi e péri-méditerranéenne dont la domestication et la sélection du phénotype « fleur 

double » a été faite indépendamment (Bendahmane et al., 2013 ; Dubois et al., 2010). En effet, l all le 

RcAP2LΔ172 est absent du génome des rosiers péri-méditerranéens à fleurs doubles analysés, comme 

par exemple R. damascena et R. gallica  offi i alis  (Figure 36 . Cela est d aut e pa t oh e t a e  

le mécanisme potentiellement co-dominant identifié (Olivier Raymond, communication personnelle, 

données non publiées). Alo s ue la positio  de la utatio  a pas e o e t  tudi e, u  a is e 

différent doit probablement être en jeu, peut-être en lien avec les autres intervenants de la voie de 

signalisation de RcAP2L (section précédente) ou bien directement au niveau de RcAG ou de ses 

s ue es gulat i es. O  pou ait pa  e e ple i agi e  u u e des s ue es a ti at i es, est-à-

di e e uta t u  fa teu  de t a s iptio  apa le d i dui e l e p essio  de RcAG, comme LEAFY, 

APETALA1 ou NF-Y (NUCLEAR FACTOR-Y) (Hong et al., 2003), ait été rendue non fonctionnelle. Ainsi, bien 

ue l a ti ateu  soit p se t, elui-ci ne pourrait plus se lier au promoteur de RcAG et induire son 

e p essio , i duisa t u  d lai da s l a ti atio  de RcAG et donc un déplacement de la frontière A/C 

vers le centre du méristème selon un effet dose cohérent avec la semi-dominance du phénotype. 

 Origine du contrôle polygénique du nombre de pétales au sein des rosiers à 

fleurs doubles 

Alo s ue le passage d u e fleu  si ple à u e fleu  dou le est sous le o t ôle d u  u i ue 

g e hez les osie s hi ois, les fleu s dou les issues d u  oise e t e t e u  osie  à fleu  si ple et 

d u  osie  à fleu  dou le p se te t u  o e de p tales pa  fleu  a ia t d u e dizaine à plusieurs 

dizaines (Debener, 1999), sugg a t l i te e tio  de o eu  aut es g es se o dai es ui 

pou aie t odule  l effet de la utatio  de RcAP2L (Figure 35). Jus u à p se t, ta t do  ue le 

déterminant de la fleur double lui- e tait pas e o e ide tifi , les QTL (pour « Quantitative Trait 

Loci ») associés à la variance du nombre de pétales au sein des fleurs semi-doubles à dou les o t t  

que très peu étudiés. Ainsi, une des rares tentatives pour localiser ces QTL avait donné lieu à la 



Figure 36 : Généalogie des rosiers modernes et déterminisme génétique du phénotype « fleur double ».

Généalogie théorique des rosiers modernes selon l’origine de leurs ancêtres, adaptée de Bendahmane et

al. (2013). À droite, les rosiers d’origine chinoise (sections Chinenses et Synstylae) et leurs descendants. À

gauche, les rosiers domestiqués dans l’espace péri-méditerranéen (section Gallicanae). Les premières

indications de mise en contact des différentes variétés des deux bassins de domestication datent du

XVIIIe siècle, suggérant une absence de flux génétiques jusqu’à cette époque et donc deux sélections

indépendantes du phénotype « fleur double ».

Les variétés encadrées en rose correspondent aux variétés à fleurs doubles testées et possédant l’allèle

RcAP2LΔ172 alors que les variétés encadrées en bleu correspondent aux variétés à fleurs doubles testées

mais ne possédant pas l’allèle muté. Alors que la corrélation entre RcAP2LΔ172 et le phénotype « fleur

double » a été mise en évidence chez les rosiers d’origine chinoise, ce n’est pas le cas chez les rosiers

d’origine péri-méditerranéenne. Un mécanisme différent a certainement été sélectionné ; celui-ci est très

peu caractérisé à ce jour.
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p opositio  de la p se e d u  aut e g e i pa ta t lui aussi le o bre de pétales à proximité du 

lo us d te i a t le passage d u e fleu  si ple à u e fleu  dou le (Hibrand-Saint Oyant et al., 2007) 

ais au u e e he he a depuis pu o fi e  es sultats. La d ou e te de RcAP2L comme facteur 

d le heu  du passage d u e fleu  si ple à u e fleu  dou le pe et do a a t de chercher des 

candidats pour le contrôle polygénique du nombre de pétales au sein des variétés à fleur double, en 

commençant par les cibles de RcAP2L qui pourraient amplifier le phénotype observé. 

 ‘e he he d u  lie  e t e RcAP2L et RcUGO 

À partir des nouvelles do es g es pa  l tude e o e e  ou s des a is es de 

fonctionnement de RcAP2L, il serait intéressant de rechercher un éventuel lien entre RcAP2L et RcUGO 

dans le contrôle du nombre de pétales. Ainsi, peut- t e ue le i eau d e p essio  de RcUGO est partie 

intégrante de ce contrôle multigénique du nombre de pétales au sein des fleurs doubles. Étant donné 

u ils appa tie e t à des fa illes de p ot i es o pl te e t diff e tes ui e so t pas o ues 

pour interagir entre elles chez A. thaliana, il est peu probable que ces deux protéines interagissent 

physiquement mais peut-être interviennent-elles dans la même voie de signalisation. En particulier, 

d ap s la litt atu e, es deu  p ot i es se le t toutes les deu  o t ôle  l a ti it  ist matique 

et t s e tai e e t le i eau d e p essio  de WU“ (Brandt et al., 2013 ; Würschum et al., 2006). 

Appartiennent-elles à la même voie de signalisation ? RcUGO est-il sous le contrôle de RcAP2L, comme 

pou ait le sugg e  sa plus fo te e p essio  hez le osie  à fleu s dou les Old Blush  ? Plus 

précisément, y aurait-il des séquences cibles de RcAP2L dans le promoteur de RcUGO ? Et, bien que 

RcUGO ne soit t s e tai e e t pas à l o igi e de la fo atio  de la « fleur double » chez le rosier, 

pourrait-il intervenir dans le contrôle polygénique du nombre de pétales chez les rosiers à « fleur 

double », ota e t e  p o ou a t l a tivité méristématique ? En effet, la position de RcUGO sur le 

chromosome 3, semble o espo d e à l i te alle ide tifi  comme contenant le principal QTL 

contrôlant le nombre de pétales chez les fleurs doubles (Hibrand-Saint Oyant et al., 2007), ouvrant la 

possibilité que RcUGO pourrait correspondre à celui-ci (Figure 35). 

II. I po ta e ho ti ole de l ide tifi atio  de la utatio  de RcAP2L 

 Vers une accélération du processus de création variétale chez le rosier 

L ide tifi atio  du d te i a t de la fleu  dou le est u e ita le a a e à la fois 

technologique et fondamentale. Sur le plan horticole, il sera dorénavant aisé de déterminer si de 

jeu es pla tules issues d u  oise e t p odui o t des fleu s si ples ou dou les, pe etta t ai si u  

gai  de te ps, d espa e et d eau i po ta t pou  les s le tio eu s. E  effet, u e si ple e t a tio  

d ADN su  des pla tules de uel ues se ai es, sui i d u e PC‘ de génotypage, comme présentées 

dans François et al. (2018), se o t suffisa tes pou  d te i e  si l all le RcAP2LΔ 7  est présent, et donc 
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prédire le phénotype floral avant même que les plantes ne soient capables de fleurir. Dans le cas où 

d aut es esp es po te aie t le e t pe de utatio , o e ela se le le as chez les pêchers 

ornementaux (Gattolin et al., 2018), cette méthode pourrait être aussi transférée chez ces espèces. 

 Mutation fleur double dominante hez d aut es espèces ornementales : une 

modification de la famille euAP2 ? 

D aut e pa t, l ide tifi atio  du ôle d u  e e de la fa ille euAP  sista t à i‘  da s 

la domestication des fleurs doubles chez au moins deux espèces de Rosaceae, le rosier et le pêcher 

(François et al., 2018 ; Gattolin et al., 2018) ouvre la voie à des recherches si ilai es hez d aut es 

espèces ornementales pour lesquelles le déterminisme de la fleur double est encore inconnu et, en 

pa ti ulie , elles pou  les uelles la utatio  est do i a te. Alo s u au u e utatio  do i a te 

induisant un phénotype fleur dou le a ja ais t  ide tifi e hez A. thaliana, le phénotype fleur 

dou le est sous le o t ôle d u e u i ue utatio  do i a te hez Petunia hybrida (Krol and Chua, 

1993) et la Fabaceae Cercis canadensis (Yokoya et al., 2000) notamment. Un séquençage des régions 

génomiques et des ADNc des orthologues de RcAP2L chez ces espèces pourrait apporter de nouvelles 

informations quant à leur état chez ces espèces.  

III. Importance fondamentale : conservation des mécanismes de contrôle de 
la fonction C chez les plantes à fleurs ? 

 Deux voies de restriction de la fonction C ont été sélectionnées en fonction 

des espèces 

Deux grandes voies de sig alisatio  espo sa les du o t ôle du do ai e d e p essio  d AG 

ou de ses orthologues ont été décrites chez les plantes à fleurs. La première, déjà discutée longuement 

ici et dans François et al. (2018), d pe d de la ala e e t e l e p essio  de e es de la fa ille AP  

et de leur inhibiteur miR172. La seconde, caractérisée chez P. hybrida et Antirrhinum majus, dépend 

aussi de la ala e e t e l e p essio  d u  g e et d u  i oA‘N apa le d i hi e  so  e p essio  : 

est la ou le NF-YA – miR169 (Cartolano et al., 2007). En plus de ne pas appartenir à la même famille 

de gènes, la différence majeure entre ces deux voies est que NF-YA est un régulateur positif de 

l e p essio  d AG et ue est l i hi itio  de elui-ci dans les verticilles 1 et 2 par miR169 qui bloque 

l e p essio  des o thologues d AG et pe et do  la fo atio  d u  p ia the (Cartolano et al., 2007). 

Chez es deu  de i es esp es, la fa ille des euAP  e joue u u  ôle a e doti ue da s la 

est i tio  du pat o  d e p essio  des g es de lasse C et da s le d te i is e des s pales et des 

pétales alors que chez A. thaliana, la voie NF-YA est pas i pli u e da s le d te i is e de 

l o ga isatio  flo ale. Ai si, il se le ait ue l ta lisse e t d u  p ia the d pe de ajo itai e e t 

de la est i tio  des g es de lasse C et o  fo e t de l e p essio  de g es de lasse A comme 
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le proposait le modèle ABC originel. On parle alors de modèle (A)BC, où e se ait l a se e de 

l e p essio  des g es de lasse C ui pe ett ait la fo atio  des s pales et p tales.  

 Histoire évolutive de la famille euAP2 

Sur le plan fondamental, l e iste e d u  e e de la sous-fa ille TOE apa le d i hi e  la 

fonction C suggère que, contrairement à ce qui était identifié chez A. thaliana, ette fo tio  est pas 

spécifique de la sous-famille AP2. Ainsi, cela rejoint les observations réalisées chez P. hybrida où les 

gènes PhBEN et PhBOB sont eux aussi capables de restreindre la fonction C. A. thaliana et R. chinensis 

appartiennent aux Rosidées, alors que P. hybrida appartient aux Astéridées, soulignant que la présence 

d u  TOE apa le d i hi e  la fo tio  C est pas li it e à u e fa ille est ei te d esp es. Alo s ue 

l tude de l arbre phylogénétique présenté dans François et al. (2018) a montré que RcAP2L, PhBEN et 

PhBOB étaient potentielle e t des o thologues d i a t d u  a t e o u , au u  o thologue a 

pu être identifié chez A. thaliana, ou Capsella rubella, alo s u il e iste u  o thologue pote tiel hez 

Medicago truncatula (une autre Rosidée). Ainsi, d u  poi t de ue pa imonieux, il semble 

e isagea le ue l a t e o u  au  ‘osid es et Ast id es poss dait u  e e de la sous-

fa ille TOE apa le d i hi e  la fo tio  C et ue elui- i ait t  pe du du a t l olutio  ui a e  

à ces deux Brassicaceae. Afin de confirmer cette h poth se, il se ait i t essa t d a al se  les 

e es de la fa ille euAP  da s u  plus aste pa el d esp es afi  de ifie  s il est possi le de 

trouver un orthologue à RcAP2L et PhBEN/PhBOB hez u e ajo it  de es esp es et d aug e te  le 

bootstrap associé à cette observation, qui était seulement de 50 avec ce jeu de données.  

D aut e pa t, o t ai e e t à e ui est o se  hez A. thaliana où la restriction de la 

fonction C est assurée uniquement par les membres de la sous-famille AP2 des euAP2, chez 

R. chinensis et P. hybrida à la fois ‘ AP L et PhBOB/PhBEN, ie  u appa te a t à la sous-famille TOE, 

se le t apa les d i hi e  la fo tio  C. Pou ta t, u  ou plusieu s ai s  o thologue s  d AP  est 

o se  hez es esp es, e ui a e à s i terroger sur leur fonction. Chez P. hybrida, leur mutation 

induit la formation de sépales chimériques et colorés, phénotype similaire à celui observé chez 

Nicotiana benthamiana lo s de la su e p essio  de i‘ , et do  de l i hi itio  des e es de la 

famille euAP2. La transformation, même partielle, des sépales en organes pétaloïdes, suggère une 

e pa sio  du do ai e d e p essio  des g es de lasse B au p e ie  e ti ille. Ainsi, la perte de 

fonction des membres de la sous-fa ille AP  i duit pas u  ph ot pe de t pe pe te de fo tio  A 

si ilai e à elui d A. thaliana (Morel et al., 2017), mais il semblerait que, tout comme chez 

N. benthamiana, les o thologues d AP  aie t plutôt o se  u  ôle da s la est i tio  des g es de 

la fonction B. Cependant, la surexpression de PhAP2a permettrait tout de même de complémenter la 

mutation ap2 chez A. thaliana (Maes et al., 2001), suggérant que PhAP2a pourrait avoir conservé 
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toutes les fonctions présentes chez A. thaliana et que, potentiellement ce soient les séquences 

régulatrices de ses cibles qui aient évolué chez P. hybrida.  

Chez Rosa, peu d tudes o t t  alis es su  la fa ille euAP  et do  su  la sous-famille AP2. 

En particulier, les études fonctionnelles par transformation génétique étant longues et laborieuses, 

au u e do e est e o e dispo i le. Cepe da t, des i hi itio s t a sitoi es de l e p essio  de 

RcAP2 par Virus Induced Gene Silencing (VIGS) ont été réalisées (Han et al., 2018) et semblent indiquer 

que RcAP2 pourrait effectivement induire une conversion homéotique des pétales en étamines, mais 

des analyses plus détaillées semblent nécessaires pour confirmer cette observation. Ainsi, excepté 

ette o se atio  et elle de l i hi itio  de l e p essio  de RcAG par VIGS (Ma et al., 2018), les seules 

analyses fonctionnelles des gènes du développement floral chez le rosier ont été réalisées en système 

hétérologue, et notamment chez A. thaliana (Kitahara and Matsumoto, 2000 ; Kitahara et al., 2001). 

Placée sous un promoteur 35S, la surexpression de RcAP2 semble perturber légèrement le 

développement floral, avec la production de quelques chimères pétales/étamines. À la vue des 

données de cet article, et conjointement avec les observations réalisées ici lors de la surexpression 

RcA2PL sous un promoteur 35S chez A. thaliana, il se le ait ue le p o oteu  “ e soit pas l outil 

id al pou  u e tude e  s st e h t ologue, soulig a t la essit  d utilise  des p o oteu s plus 

spécifiques du méristème et moins sensibles au silencing lors des transformations futures. 

Pou  o lu e d u e a i e glo ale, l tude fo tio elle d esp es o  od les, ou ie  

e  oie de s ta li  e  ta t u esp es od les, appo te u e di e sio  oluti e au t a ail su  les 

familles de gènes et permet de mieux caractériser les grandes voies de signalisation, y compris au cours 

des processus de domestication. 

IV. Quels oteu s de l volutio  ph ot pi ue ? 

À pa ti  des g es tudi s da s e p ojet de th se, il est possi le d e t e oi  et souligner 

plusieu s a is es à l o igi e de l apparition de nouvelles voies de régulation, menant elles-mêmes 

à de nouveaux phénotypes. Ces sou es de a iatio  so t pa ti uli e e t i t essa tes d u  poi t de 

ue olutif ta t do  u elles so t sou ises à la s le tio , atu elle ou hu ai e, et peu ent 

a e e  à l appa itio  de ou elles esp es ou a i t s. 

 Importance des duplications de séquences dans la diversification des 

fo tio s au sei  d u e fa ille de g es 

Les duplications de gènes ou de génomes ep se te t u e fo e ajeu e de l olutio  en 

levant une partie de la pression de sélection sur la fonction initiale du gène ancestral et en facilitant le 

pa tage des fo tio s e t e les deu  g es fils su fo tio alisatio  ou l appa itio  de ou elles 

fonctions (néofonctionnalisation) (Lynch and Conery, 2000 ; Ohno, 1970 ; Otto and Yong, 2002). 

L appa itio  d u  g e ab initio à pa ti  d u e s ue e i te g i ue e o te a t au u e i fo ation 
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est extrêmement rare a , afi  d o te i  u  g e fo tio el, u e s ue e oda te, sa s odo  stop 

prématuré et codant pour une séquence protéique capable de se structurer et d a o pli  une 

fonction donnée, ainsi que des séquences gulat i es pe etta t l e p essio  du g e sont 

nécessaires (Kaessmann, 2010). À l oppos , lo s ue les p ot i es poss de t diff e ts do ai es se 

partageant différentes sous-fonctions modulables, le réarrangement de ces domaines après 

duplication, ou leur combinaison avec des domaines prove a t d aut es p ot i es, so t plus f ue ts 

et peu e t t e à l o igi e d u e a iatio  de fo tio , et e tuelle e t d une variation du 

ph ot pe. Da s le as d u e dupli atio  de g es ou de génome, la fonction ancestrale peut être 

maintenue par une des opies, ta dis ue l aut e peut olue  li e e t, sa s o s ue e d l t e 

su  l o ga is e. Cela peut être illustré par l histoi e oluti e du premier ancêtre MADS des gènes de 

classe C, tel que développée par Causier et al. (2005). En effet, après la duplication de cet ancêtre, la 

fo tio  C a tout d a o d té retenue par des paralogues différents chez Arabidopsis thaliana 

(AGAMOUS) et chez Antirrhinum majus (AmPLENA . D aut e pa t, le deu i e pa alogue a a uis des 

fonctions différentes chez ces deux espèces. En effet, SHATTERPROOF 1 et 2, les o thologues d AmPLENA, 

sont nécessaires au développement des ovules et du fruit d A. thaliana (Favaro et al., 2003) tandis que 

l o thologue d AG, AmFARINELLI, est responsable de la formation appropriée des étamines (Davies et 

al., 1999). 

De manière intéressante, même lorsque la séquence du gène dupliqué commence à dégénérer 

(pseudogénisation), une nouvelle fonction peut apparaître. Cette notion est illustrée par la structure 

de RcUGO et de ses orthologues chez A. thaliana, qui, ie  ue d i a t d u e dupli atio  de g e 

sui ie d u e pe te de la ajo it  des do ai es fo tio els du g e a est al, o se e u  ôle 

esse tiel da s le o t ôle de l ho ostasie du ist e (Wenkel et al., 2007). Il en a résulté la 

p odu tio  d u  do i a t gatif a a t la fo tio  i e se de l HD-ZIP III a est al puis u il i hi e ses 

pa alogues poss da t e o e l e se le des do ai es fo tio els. “i ilai e e t, il est p opos  ue 

les microARN dérivent au départ d u e dupli atio  de g e i e s e e  ta de , olua t tout d a o d 

e  petit A‘N de t pe siA‘N a a t pa fois d t e duits jus u à fo e  des i oA‘N pa  pe te 

progressive de la majorité de la séquence (Allen et al., 2004 ; Cuperus et al., 2011). Ainsi, les deux 

g es ide tifi s da s ette tude soulig e t l i pli atio  des dupli atio s de g es et g o es da s 

l a uisitio  de seau  de gulatio  post-transcriptionnelle dans le développement des plantes, soit 

par des microARN soit par des microprotéines, aussi nommées Small Regulatory Proteins en anglais 

(SRP). 
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 Les éléments transposables comme source de variabilité phénotypique 

importante 

 Les éléments transposables, grâce à leur forte mobilité et leu  apa it  à s i s e  

aléatoirement dans le génome, sont eux aussi une source prolifique de variants et de diversité 

phénotypique permettant notamment la sélection humaine (Kidwell and Lisch, 1997 ; Lisch, 2013). 

Chez le melon (Cucumis melo) par exemple, la production de fleurs unisexuées femelles résulte de 

l i se tio  d u  l e t t a sposa le à p o i it  du g e CmWIP1 induisant une hyperméthylation 

de son promoteur et ainsi l i hi itio  de l e p essio  de e fa teu  apa le de p o ou oi  la fo atio  

des étamines et d i hi e  elle des a pelles (Martin et al., 2009). Da s le as de l i du tio  de la 

formation de fleurs doubles, pas moins de trois insertions indépendantes dans des orthologues du 

gène AG ont été identifiées o e ta t à l o igi e de la fo atio  de fleu s dou les chez Ipomoea 

nil (Nitasaka, 2003), Thalictrum thalictroides (Galimba et al., 2012) et Gentiana scabra (Tasaki et al., 

2017). Dans chacun de ces cas, ces inse tio s e de t les o thologues d AGAMOUS non fonctionnels 

alors que dans le cas de RcAP2LΔ 7  on observe au contraire un gain de fonction lié à une expansion de 

so  do ai e d a ti it . De a i e si ilai e, il a été o t  ue l i se tio  de l l e t t a sposa le 

Hopscotch très en amont du gène TEOSINTE BRANCHED1 (TB1) induit son expression ectopique dans les 

ou geo s a illai es du aïs. Il i hi e alo s l a ti it  des ist es a illai es et est à l o igi e de la 

r du tio  du o e de a hes lat ales pa  pla te pe etta t le passage d u  po t a ustif de 

type téosinte à un port à forte dominance apicale de type maïs (Studer et al., 2011), étape clé de la 

domestication du maïs. L e se le de es e e ples o t e à uel poi t les l e ts t a sposa les 

peuvent être une source importante de variabilité, fournissant une diversité essentielle avec certaines 

mutations potentiellement sélectionnées dans la nature ou lors de la domesti atio  et à l o igi e de 

nouvelles espèces ou variétés. 

 

Pou  o lu e, l e se le de es tudes et h poth ses au ait ja ais t  possi le sa s des 

séquences génomiques de haute qualité, produites pa  l uipe da s le as du osie  (Raymond et al., 

2018). La disponibilité de ces séquences, pour des espèces non- od les à l o igi e, pe et de ieu  

o p e d e l olutio  à différentes échelles, de l histoi e oluti e des fa illes de g es jus u à une 

meilleur compréhension des mécanismes de création et de sélection variétales, comme ce fut le cas 

par exemple lors du d ptage de l o igine hybride du rosier moderne R. hybrida  La F a e . 

Dorénavant, seul un petit pas sépare encore ces séquences de la caractérisation des mécanismes 

ol ulai es à l o igi e de ha u  des t aits d i t t ultu al hez les esp es do t le g o e est 

séquencé, ouvrant un immense éventail de possibilités pour les chercheurs à venir. 
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I. Culture et transformation des plantes 

 Rosiers 

Les rosiers de cette étude (Tableau 3) ont été cultivés au Jardin botanique de Lyon ou dans des 

chambres de culture dédiées aux osie s de l École Normale Supérieure de Lyon, avec une 

photopériode de 16h de jour et 8h de nuit et des températures de 23°C le jour et de 18°C la nuit, et 

une hygrométrie de 60%. 

Dans le cas des transformations génétiques, après culture in vitro, les jeunes rosiers 

(Tableau 4) o t d a o d t  transférés sur terreau et acclimatés dans un incubateur réservé à cet usage 

dans les mêmes conditions climatiques u e  ha e de ultu e (ci-dessus), mais avec une 

hygrométrie contrôlée à 85% d hu idit , pendant environ 40 jours, jus u à e ue les pla tes soient 

suffisamment résistantes pour être cultivées en chambre de culture. 

 Arabidopsis thaliana 

Les plantes ont été cultivées en chambre de culture avec une intensité lumineuse de 

70 µmoles·m-2·s-1 de photons et une photopériode de 16h/8h (jour/nuit) et des températures de 

25°C/18°C (jour/nuit). Les Arabidopsis mutantes ont été obtenues par transformation médiée par 

Agrobacterium tumefaciens (Tableau 4). 

Après récolte manuelle, les graines ont été séchées à 37°C pendant 3 à 7 jours, incubées une 

nuit à - °C afi  de tue  les e tuels œufs de pu e o s puis st ilis es au di hlo e gazeu  pe da t 

e i o  h la ge de L d a ide hlo h d i ue  M avec 100 L d h po hlo ite de sodiu  à % 

de chlore actif, dans une boîte hermétique de 5 L ; Lindsey et al., 2017). Elles ont ensuite été stratifiées 

durant  jou s à l o s u it  et à °C pou  ho og ise  la le e, puis se es et epi u es u e se ai e 

après.  

 T a sfo atio  d Agrobacterium tumefaciens 

Dans cette étude, deux souches d A. tumefaciens électrocompétentes ont été utilisées : les 

EHA105 pour les rosiers et les C58PMP90 pour A. thaliana. Elles ont été transformées selon la même 

méthode : 50 µL de bactéries décongelées sur glace ont été mis en contact avec 100 à 200 g d ADN 

plas idi ue a a t d t e t a sf es da s des u es d le t opo atio  Eu oge te  p ala le e t 

refroidies, et électroporées (2 kV, 335 Ω,  µF, 5 s) avec un appareil MicropulserTM (BioRad). Après 

addition rapide de 400 µL de milieu LB, les bactéries ont été incubées pendant 3h à 27°C et étalées sur 

boîte de Petri contenant les antibiotiques adaptés à la sélection plasmidique et à celle de la souche 

d A. tumefaciens (rifampicine 50 µg·L-1 et gentamicine 20 µg·L-1, ci-après Rif50+Genta20, pour les 

C58PMP90, Rif10 pour les EHA105).  



Tableau 3 : Ensemble des variétés de rosiers étudiées.

Variété Phénotype floral Culture Ploïdie supposée Attribution

R. chinensis cv ‘Old Blush’ Fleur double Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. x hybrida cv ‘Louise d'Arzens’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Noisette

R. x hybrida cv ‘Hérodiade’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Noisette

R. x hybrida cv ‘Blush Noisette’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Noisette

R. x hybrida cv ‘Ducher’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Thé

R. x hybrida cv ‘Lady Hilington’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Thé

R. x hybrida cv ‘Louise Odier’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Bourbon

R. x hybrida cv ‘Souvenir de la Malmaison’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or Triploïde Bourbon

R. x hybrida cv ‘General Schablikine’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Chinenses

R. x hybrida cv ‘Comtesse de Cayla’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Chinenses

R. x hybrida cv ‘Cramoisi Supérieur’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Chinenses

R. x hybrida cv ‘Bengale d'Automne’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Chinenses

R. x hybrida cv ‘Bébé Fleuri’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Chinenses

R. chinensis cv ‘Hume's Blush’ Fleur double Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. x hybrida cv ‘Rouge Meilland’ Fleur double Chambres de culture ENS Lyon N.D. Hybride moderne

R. x hybrida cv ‘La France’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or Triploïde Hybride moderne

R. damascena cv ‘Kalanzik’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or Tetraploïde Gallicanae

R. gallica cv ‘Officinalis’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or Tetraploïde Gallicanae

R. x ‘Portland’ Fleur double Roseraie de la Tête d'Or N.D. Portland

R. moschata Fleur simple Roseraie de la Tête d'Or Diploïde Synstylae

R. wichurana Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Synstylae

R. chinensis cv ‘Mutabilis’ Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. chinensis cv ‘Sanguinea’ Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. chinensis cv ‘Spontanea’ Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. gigantea Fleur simple Roseraie de la Tête d'Or Diploïde Chinenses

R. chinensis cv ‘Single Pink’ Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. chinensis cv ‘T49’ Fleur simple Chambres de culture ENS Lyon Diploïde Chinenses

R. pimpinellifolia cv ‘Pimprenelle’ Fleur simple en 

laboratoire

Chambres de culture ENS Lyon Tétraploïde Hybride moderne

N.D. : non determiné.
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 Transformation génétique des rosiers et sélection des transformants 

Les cals embryogènes provenant des variétés R. chinensis Old Blush  (Vergne et al., 2009) et 

Rosa pimpinellifolia cv. Pi p e elle  (Vergne et al., données non publiées) ont été transformés 

génétiquement selon le protocole is e  pla e da s l uipe d a ueil et décrit dans Vergne et al. 

(2010), avec les modifications suivantes :  

(1) Les A. tumefaciens EHA  o t d a o d t  p -cultivées 24h à 27°C en milieu AB liquide 

a a t d t e culottées, resuspendues et incubées 24h à température ambiante dans 50 mL de milieu 

inducteur des gènes de virulence VIR-IND (Tableau 6). Une fois resuspendues dans du milieu MSØ (MS 

basal salts, pH 5.8), elles ont été mises en co-culture avec des embryons préalablement blessés par 

agitation avec du sable de Fontainebleau pendant deux fois 1min 30sec.  

(2) Le milieu T (Tableau 6) a t  utilis  pou  l tape de co-culture entre les embryons et les 

A. tumefaciens ainsi que lors de la semaine suivant l arrêt de la transformation, avec addition de 

céfotaxine à 500 µg·mL-1 final et carbénicilline à 50 µg·mL-1 final pour cette étape. 

L e se le des tapes de la t a sfo atio  g ti ue à proprement parler, ainsi que de la 

régénération des plantes est résumé dans la Figure 37. La sélection des cals transformés 

génétiquement se fait lors des repiquages successifs sur les milieux EMM, SIM et Multiplication 

contenant de la kanamycine à 60 µg·L-1 (EMM) puis 30 µg·L-1 (SIM et Multiplication). Cependant, la 

su e p essio  de la GFP pe et aussi de ifie  l effi a it  de la t a sfo atio  g ti ue, 

notamment en cas de mauvaise santé des embryons. 

 T a sfo atio  g ti ue d A. thaliana et sélection des lignées 

transformées 

Les t a sfo atio s g ti ues d A. thaliana ont été réalisées selon la méthode du « floral 

dipping », décrite par Clough and Bent (1998) et qui consiste à tremper de jeunes inflorescences dans 

u e solutio  d A. tumefaciens contenant 5% de saccharose, 10 mM de MgCl2 et 0,025% de Silwet L-77 

(Agridine). Ap s h d i u atio  da s u  sa  e  plasti ue, les pla tes t a sfo es g ti ue e t 

ont été remises en chambre de culture et leurs graines collectées après séchage sur pied. 

 Afin de sélectionner les graines génétiquement transformées, celles-ci ont été cultivées sur 

milieu MS (Murashige and Skoog, 1962) additionné de kanamycine à 50 µg·mL-1 (kana50) pendant une 

semaine en jours continus à 20°C. Seules les plantes résistantes ont été conservées et auto-pollinisées 

afi  d ide tifie  les lignées T1 portant une insertion unique. Pour cela, elles ont été semées sur milieu 

MS + kana50 pour analyse de la ségrégation : les lignées ségrégant selon les lois mendéliennes avec 3/4 

des descendants résistants et 1/4 de descendants sensibles étant ensuite considérées comme portant 

une seule insertion du transgène dans leur génome. Une autopollinisation de ces T1 a ensuite permis 

d o te i  des T  ho oz gotes pou  l i se tio , ce qui a été vérifié par analyse des descendants T3 qui 



Figure 37 : Vue d’ensemble du protocole de transformation chez le rosier.

Les différentes étapes de la transformation R. chinensis cv ‘Old Blush’ est décrite dans la section Matériel et 

Méthodes - Cultures de plantes -Transformation des rosiers et sélection des transformants.
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devaient être résistants à 100 %. L e se le des e p ie es p se t es da s ette th se a t   

effe tu  su  des T  ho oz gotes e poss da t u u e seule i se tio  (Tableau 4), sauf mention 

contraire. 

 Transformation génétique des fraisiers 

Les transformations génétiques de Fragaria vesca ont été réalisées en collaboration avec 

B at i e De o es et Ali e Potie  de l uipe « Organogenèse du fruit et endoréduplication » (UMR 

1332 - INRA de Bordeaux), principalement selon le protocole de Oosumi et al. (2006). La différence 

majeure comparée au protocole de transformation génétique réalisé sur Old Blush  o espo d au fait 

que de jeunes feuilles sont utilisées comme matériel de départ pour le contact avec les A. tumefaciens, 

ce qui permet une régénération plus rapide des explants. 

II. Biologie moléculaire 

 E t a tio  d ADN  

Les e t a tio s d ADN o t t  alis es a e  le kit DNeas  Qiage  su  de jeu es feuilles ou 

bourgeons axillaires collectés et broyés dans du polyvinylpyrrolidone (PVP40) et un tampon d homo-

généisation (Tableau 6). 

 Extraction des ARNm et p odu tio  d ADN  

Les méristèmes floraux à différents stades de développement ont été identifiés et disséqués 

sous une loupe binoculaire. Les stades 1, 2, 3 et 4 correspondent respectivement aux moments où les 

sépales, pétales, étamines et carpelles sont initiés alors que le stade 5 correspond au moment où le 

centre du méristème commence à se creuser pour donner sa forme au réceptacle (Dubois et al., 2010). 

Tout de suite après avoir été disséqués, les méristèmes ont t  plo g s da s l azote li uide et 

rassemblés en fonction de leur stade de développement. Ce matériel a ensuite été broyé au pilon dans 

du tampon de lyse additionné de 1% de β-mercaptoéthanol et de PVP , da s l azote li uide, et les 

ARN totaux purifiés à l aide du kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne), selon 

les e o a datio s du fa i a t. U  à  i og a es d a ides u l i ues o t e suite t  t ait s 

avec la DNAse TURBO DNA-freeTM AM 1907 (Ambion, Austin Texas, États-Unis). Finalement, la qualité 

de l e t a tio  a t  ifi e pa  ig atio  de  µL de p oduit su  gel d aga ose à % da s du TAE . 

Entre 0,5 à 1 µg d ARN totaux résultant de ce traitement ont par la suite été utilisés pour la 

t a s iptio  i e se a e  l enzyme RevertAid Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific) et des 

amorces oligo(dT) (T11VN, Tableau 5 , selo  le p oto ole fou i a e  l e z e. 



Tableau 4 : Ensemble des lignées transformées étudiées.

Lignées Espèce transformée Fond génétique Transgène Sélection Description de la lignée

p35S::RcAP2L
WT 

Arabidopsis thaliana Col0 p35S::RcAP2L
WT 

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la version sauvage de la séquence 

codante de RcAP2L

p35S::RcAP2L
Δ172

Arabidopsis thaliana Col0 p35S::RcAP2L
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la séquence codante de RcAP2L
Δ172 

de ‘Old Blush’

p35S::RcAP2LSP
Δ172

Arabidopsis thaliana Col0 p35S::RcAP2LSP
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la séquence codante de RcAP2L
Δ172

de ‘Single Pink’

CRISPR-RcAP2L
Δ172

Rosa chinensis ‘Old Blush’ 

(fleur double)

CAS9_sg2 Resistance kanamycine + GFP Perte de fonction de RcAP2L
Δ172

AmiARN1_RcAP2L
Δ172

Rosa chinensis ‘Old Blush’

(fleur double)

p35S::AmiARN1_RcAP2L
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression d'un microARN artificiel ciblant 

RcAP2L
Δ172

AmiARN2_RcAP2L
Δ172

Rosa chinensis ‘Old Blush’

(fleur double)

p35S::AmiARN2_RcAP2L
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression d'un microARN artificiel ciblant 

RcAP2L
Δ172

et RcAP2L
WT

p35S::RcAP2L
WT 

Rosa pimpinellifolia ‘Pimprenelle’

(fleur simple)

p35S::RcAP2L
WT

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la version sauvage de la séquence 

codante de RcAP2L

p35S::RcAP2L
Δ172

Rosa pimpinellifolia ‘Pimprenelle’

(fleur simple)

p35S::RcAP2L
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la séquence codante de RcAP2L
Δ172 

de ‘Old Blush’

p35S::RcAP2LSP
Δ172

Rosa pimpinellifolia ‘Pimprenelle’

(fleur simple)

p35S::RcAP2LSP
Δ172

Resistance kanamycine + GFP Surexpression de la séquence codante de RcAP2L
Δ172

de ‘Single Pink’

AmiARN1_RcUGO Rosa chinensis ‘Old Blush’

(fleur double)

p35S::AmiARN1_RcUGO Resistance kanamycine + GFP Surexpression d'un microARN artificiel ciblant RcUGO

AmiARN2_RcUGO Rosa chinensis ‘Old Blush’

(fleur double)

p35S::AmiARN2_RcUGO Resistance kanamycine + GFP Surexpression d'un microARN artificiel ciblant RcUGO
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 Clonage des séquences codantes à surexprimer  

Afin de surexprimer les différents allèles d i t t, les ADN  o espo da ts ont été amplifiés 

à pa ti  d A‘N e t aits de R. chinensis Old Blush  a e  la pol ase haute-fidélité Phusion 

(ThermoFisher) et en suivant les recommandations du fabricant. Les amorces utilisées (Tableau 5) 

correspondent au début et à la fin de la séquence codante (CDS). Après avoir confirmé la taille 

attendue par électrophorèse, les produits PCR ont été purifiés avec le kit Nucleospin Gene and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel). L ajout, e   des a o es se s, d u e s ue e CACC a pe is le lo age 

di e tio el de es s ue es oda tes da s le plas ide d e t e pENT‘-D-TOPO (carte présentée sur 

l a e e ) puis leur transformation dans des bactéries DH5 alpha thermocompétentes. La ligation des 

inserts a ensuite été vérifiée par PCR sur colonies (GoTaq, Promega, amorces M13_Forward et 

M13_Reverse) puis séquençage Sanger (Société GATC, https://www.eurofinsgenomics.eu/). Ces 

inserts ont été transférés dans le plasmide de destination PK7GW2D (Annexe 1) par recombinaison 

Gateway (kit LR ClonaseTM II Plus Enzyme Mix, Invitrogen) selon les recommandations du fabricant 

sui ie d u e t a sfo atio  da s E. coli. Ce plasmide de destination est adapté à la transformation 

chez le rosier car il contient un gène de résistance à la kanamycine et exprime la GFP sous un 

promoteur ubiquitaire, deux éléments essentiels à la sélection des cals transformés. 

 Clonage des séquences codantes pour production des protéines dans E. coli 

Les i se ts des plas ides d e t e o te a t les CD“ d intérêt ont été transférés dans le 

plasmide de destination pHM-GWA (Annexe 1) par recombinaison Gateway (kit LR ClonaseTM II Plus 

Enzyme Mix, Invitrogen) selon les recommandations du fabricant. Ces vecteurs, conférant une 

sista e à l a pi illi e, o t pe is de fusio e  les s ue es d i t t à u  tag Histidi e sui i d u  

tag MBP, pour « Maltose Binding Protein » ui pe et d aug e te  la solu ilit  et la sta ilit  des 

protéines. 

 Choi  et lo age des i oA‘N a tifi iels pou  di i ue  l e p essio  d u  
gène 

Afi  de di i ue  l e p essio  e dog e des g es d i t t hez le osie , u e st at gie 

utilisant des microARN artificiels a été adoptée (Figure 38 . Tout d a o d, pou  dessi e  les s ue es 

de 21 nucléotides ciblant spécifiquement les gènes candidats, le programme WMD3 

(http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi ; Ossowski Stephan, Fitz Joffrey, Schwab Rebecca, 

Riester Markus and Weigel Detlef, communication personnelle) a été installé sur une machine virtuelle 

et adapté pour fonctionner sur le génome du rosier. Après avoir choisi deux séquences spécifiques par 

gène, le programme a de nouveau été utilisé pour déterminer la séquence complémentaire 

correspondante et en incluant un mésappariement en position centrale. Ces deux séquences ont



Figure 38 : Construction d’un microARN artificiel.

(A) Vue d’ensemble des différentes étapes nécessaires à l’expression d’un microARN artificiel chez le 

rosier. WMD3 est un programme disponible sur http://wmd3.weigelworld.org/ et manuellement 

adaptable à tous les génomes. RNAfold est un programme en ligne (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) permettant de prédire la structure secondaire des ARN.

(B) Structure secondaire du miR319 d’Arabidopsis, modifié pour contenir le microARN d’intérêt.

microARN artificiel

Choix de la séquence 

cible du microARN

avec WMD3 rosier

Insertion des 

séquences 

artificielles dans la 

structure du miR319 

d’Arabidopsis

Choix du 

complément avec un 

mésappariement 

avec WMD3

Commande de la 

séquence complète

au prestataire

(synthèse de gène)

Clonage dans le 

plasmide de 

surexpression 

pK7WG2D

Vérification de la 

structure en tige-

boucle avec RNAfold

Vérification que la 

cible est unique dans 

le génome

Transformation chez 

‘Old Blush’

A

B

141



 
 

  142 

ensuite été insérées dans la séquence du microARN 319 d A. thaliana à la place des séquences 

endogènes (Schwab et al., 2006). La complémentarité des séquences et la bonne conformation du 

microARN ont ensuite été vérifiées avec le programme en ligne RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/ 

cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). 

La séquence résultante a ensuite été synthétisée par la société IDT (Integrated DNA 

Technologies, https://eu.idtdna.com/  a e  l additio  e   d u e s ue e CACC pour faciliter le 

clonage directionnel dans le pENTR-D-TOPO (Annexe 1). Une recombinaison Gateway (kit LR 

ClonaseTM II Plus Enzyme Mix, Invitrogen) dans le plasmide PK7WG2D (Annexe 1) permettant la 

surexpression de ces microARN sous le promoteur 35S a finalement été réalisée. 

 Choix et clonage des ARN guides pour éditer un gène par CRISPR/Cas9 

Les séquences des ARN guides pour dite  les g es d i t t pa  CRISPR/Cas9 ont été choisies 

à pa ti  de l a al se auto atis e des s ue es du g o e alis e pa  Jérémy Just (ingénieur de 

recherche au sein de mon équipe) par des scripts Perl utilisant Jellyfish v2.2.0 (Marçais and Kingsford, 

2011). L e se le des guides a a t u e i le u i ue da s le g o e o t t  ide tifi s selo  les règles 

suivantes : (1) séquences de 23 nucléotides se terminant en GG, (2) sans N lié à des indécisions de 

séquençage du génome, (3) sans répétition consécutive de 4 T ou plus, (4) dont les 15 dernières bases 

apparaissent au plus 10 fois dans le génome, (5) pour lesquels il n'y a pas de variant des 15 dernières 

bases se terminant par AG. À partir du fichier contenant ces guides potentiels, ceux situés dans les 

e o s les plus e   du g e o t t  fa o is s. 

Le protospacer, qui correspond à la séquence du guide sa s le NGG e  , a t  o a d  e  

ta t u a o e à la so i t  IDT (https://eu.idtdna.com/) a e  l ajout e   de celle-ci de la 

séquence ATTG. De la même manière, son brin complémentaire a été commandé avec e   la 

séquence AAAC. Ces deux amorces, chacune concentrée à 2 µM, ont ensuite été chauffées à 95°C 

pendant 10 min puis hybridées à température ambiante. Les deu  s ue es ajout es e   des 

amorces ont permis de créer des bouts collants facilitant le clonage du fragment dans le plasmide 

d e t e pE -Chimera (Annexe 1). La ligation a été réalisée avec la T4 DNA ligase (New England 

BioLa s  selo  les e o a datio s du fa i a t. L i se tio  du f ag e t d ADN a e suite t  ifi e 

par PCR sur colonies et séquençage Sanger (https://www.eurofinsgenomics.eu/ . Pou  fi i , l i se t a 

été transféré par recombinaison Gateway (kit LR ClonaseTM II Plus Enzyme Mix, Invitrogen) dans un 

plasmide de destination pDE-CAS9 (Fauser et al., 2014 ; Annexe 1) modifié qui contient lui aussi un 

gène de résistance à la kanamycine et un gène codant pour la GFP, ainsi que les gènes codant pour 

l a ti it  Cas . 



Tableau 5 : Amorces utilisées. (partie 1)

Nom de l'amorce Séquence Usage

B1Fseq CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
Séquencage après LR simple

B2Rseq CCACTTTGTACAAGAAAGC

AP2L-TE_Jt1_F GAAGCTGCAAGGTCTTTACGTTAAT
Amplification jonction RcAP2L/TE en 5’

AP2L-TE_Jt1_R GAGACTCTTCCACTTTGTTTCCTTG

AP2L_TE_Jt2_F GTGGTGAGAAGTAGTTCCTAGCTAG
Amplification jonction RcAP2L/TE en 3’

AP2L_TE_Jt2_R AGACCAAATAGTAGATCCTCACACG

AP2L_JtWT_F ATTGCTATGTCATGTCTTCACAACC
Amplification jonction sauvage de RcAP2L

AP2L_JtWT_R TATGGATGGGAAAGAAGTTGGAGTT

AP2L_all_START_F CACCATGCTAGATCTCAACCTCAA

Clonage directionnel des CDS de RcAP2LWT et RcAP2LΔ172APL2_D_STOP_R TTATTTGCTTCGGAAAACCC

AP2L_WT_STOP_R TCAGCTCCTGCAATAGAAAT

AP2D_sg2_F ATTGTGATGATCGGCGTCGTCGTA
Guide CRISPR contre RcAP2LΔ172

AP2D_sg2_R AAACTACGACGACGCCGATCATCA

Fra_AP2L_vers_SP_1 AATGGGAAGCAGGTGCACTTGGGTGGGTTTGA Mutagénèse dirigée pour introduire la mutation de type ‘Single Pink’

chez le fraisierFra_AP2L_vers_SP_2 TCAAACCCACCCAAGTGCACCTGCTTCCCATT

Fra_AP2L_start_all_F CACCATGCTAGATCTCAACCTCAA
Génération d'une version FvAP2LΔ172 similaire à celle d’‘Old Blush’

Fra_AP2LD_R TTATTTGCTTCGGAAAACCCTTGATCTCATGTGAATAGGC

AG_reg_Fragment1_F TAACCGTGGCCGCCTCTATGAG

Amplification du promoteur de RcAG par fragment de 500 pb
pour expérience de retard sur gel 

AG_reg_Fragment1_R GCCTGCATACATTCCAAAACCCAC

AG_reg_Fragment2_F GGTTTGGTAGAAGCATAGATCTGGTG

AG_reg_Fragment2_R CTCCTGTGTTGAACTTTCCAGGTG

AG_reg_Fragment3_F GGGTTTTCCTTGAACTGTGTTAG

AG_reg_Fragment3_R GTTGAGAGCTGTGAGCTCATTG

AG_reg_Fragment4_F GCTGCCTATCTTTCCTTTCCTCAC

AG_reg_Fragment4_R CCCTAAACCTTATCCTATTACCCACC

AG_reg_Fragment5_F GATGTTGTCATCAGAGTTTCAGACAG

AG_reg_Fragment5_R CACATATATCTCAATGTGCCAAGGAAG

AG_reg_Fragment6_F GAAGCTGTAATCTGGTTGTGTCAC

AG_reg_Fragment6_R GAAGTTTTCCATGGTGAAGTAAAGGG

AG_reg_Fragment7_F GAATGAAGGTCTACTCTAGTTTACCTC

AG_reg_Fragment7_R CAAAGCAAAGGGTTGGACCTATC

AG_reg_7bis_F AGAAGCTTGATATATAGTATTAGGG

AG_reg_7bis_R TGAGATAATAGAAAAGACAGAACCC

AG_reg_8_F CGAAGTACTGCTATTCCTCTTTTC
AG_reg_8_R TATTGCTAGTTCACACTACCCAG
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 V ifi atio  de la p se e de l l e t t a sposa le pa  PC‘ 

Les f ag e ts d ADN g o i ue sp ifi ues de l all le sau age RcAP2LWTou des bordures de 

la jo tio  e t e l all le t o u  RcAP2LΔ 7  et l l e t t a sposa le Tableau 5) ont été amplifiés par 

PC‘ a e  l ADN pol ase GoTa  (Promega), conformément aux recommandations du fabricant. Une 

tape de d atu atio  i itiale a t  alis e à °C pe da t  i . Afi  d aug e te  la sp ifi it  de 

la réaction, quinze cycles de PCR en gradient ont ensuite été effectués avec les étapes suivantes : 95°C 

pendant 30 secondes, 65°C (avec une diminution de 1°C par cycle) pendant 30 secondes et 72°C 

pendant 1 minute et 30 secondes. Cela a été suivi de 30 cycles standard avec le cycle suivant : 95°C 

pendant 30 secondes, 50°C pendant 30 secondes et 72°C pendant 1 minute et 30 secondes. Une étape 

finale d'élongation de 10 min à 72°C a permis de terminer la réaction. 

III. A al ses d e p essio  des g es 

 RT-PCR quantitatives (qRT-PCR) 

Deux couples d amorces différents par gène d intérêt ont été conçus avec le programme 

Primer3 v2.4.0 (Untergasser et al., 2012) utilisé en ligne de commande avec les paramètres suivants : 

(1) taille de l a pli o  e t e  et  pai es de ase,  pourcentage de GC compris entre 40 et 60%, 

(3) diff e e de te p atu e d h idatio  e t e les  a o es e pou a t pas e de  °C, 

(4) a o es se s et a tise s de pa t et d aut e d u  i t o  ua d ela tait possi le. La sp ifi it  de 

l a plifi atio  a t  o t ôl e su  les p di tio s d A‘N  du génome de rosier et avec le logiciel de 

prédiction de PCR in silico ePCR v2.3.12-1 (Rotmistrovsky et al., 2004) et les paramètres suivants : « -t4 

-d40-450 -w4 -f3 -n2 -g1 -p+ », où –t permet de choisir le format de sortie des résultats ; –p+ active le 

filtrage des hits redondants ; –d i di ue la taille de l a pli o , –w identifie la longueur des mots 

exactement identiques e he h s pa  l heu isti ue, –f le nombre de mots exacts non contigus et –n 

et –g correspondent respectivement au nombre de mésappariements et de gaps tolérés. 

Cette vérification a ensuite été réalisée par PCR réelle sur les ADNc obtenus à partir des jeunes 

ou geo s flo au  et ig atio  su  gel d aga ose %. E fi , l effi a it  de l a plifi atio  de ha ue 

ouple d a o es a t  esu e par qRT-PCR à pa ti  des p oduits d a plifi atio  pa  PC‘ dilués en 

série. 

Les PCR quantitatives ont été effectuées avec le kit FastStart DNA Master SYBR Green (Roche) 

et l appa eil Step-OnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA). Des triplicats techniques ont été 

réalisés. Les i eau  d e p essio  o t t  e p i s e  u it s a it ai es et al ulés avec la méthode 

de quantification relative suivante effA
-CtA/(effTCTP

-CtTCTP x effGAPDH
-CtGAPDH x effTUB

-CtTUB )-1/3 où le Ct, pour 

C le Th eshold , correspond au nombre de cycles de PCR nécessaires pour atteindre un seuil de 

fluo es e e ta li pa  l appa eil et eff o espo d à l effi a it  d a plifi atio  sp ifi ue à ha ue 

ouple d a o es conçu précédemment. Les niveaux d'expression ont été normalisés avec les gènes 



Tableau 5 : Amorces utilisées. (partie 2)

Nom de l'amorce Séquence Usage

RhAG HIS for AGGGAACTTGACTTGCACAACAATAACC
Hybridation in situ de RcAG

RhAG HIS rev T7 TGTAATACGACTCACTATAGGGCGTAATGCCAGTACTAACTGTGGGAGAGGTT

littleZIP_ISH1_Fwd CCCTCACTTCTTCACCACACA
Hybridation in situ de RcUGO

T7_littleZIP1_R TAATACGACTCACTATAGGGACACCACTGCTACTTGTCCT

RhTCTP-F2 GATGCTGATGAGGGTGTTGA
qPCR et mesure d'expression de RcTCTP

RhTCTP-R2 CTTGGTTGCTCCCTCAATGT

GAPDH_F GGTCAAGGTCATTGCTTGGT
qPCR et mesure d'expression de RcGAPDH

GAPDH_R GGATCGATCACATCGACAGA

TUB_F ATTGAGCGTCCCACCTACAC
qPCR et mesure d'expression de RcTUB

TUB_R AGCATGAAATGGATCCTTGG

littleZIP_qPCR1_Fwd GATTGCCTCTGCTCTCTCCG
qPCR et mesure d'expression de RcUGO

littleZIP_qPCR1_Rev GCCTTCTTCCTCAGCCTCTC

5'_lZIP_F CACCATGGAAAGGCTAAACTCGAAG
Clonage directionnel de la CDS de RcUGO

3'_lZIP_avecTGA_R TCAGTTGCTGGAACTGGAAGG

B1Fseq CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
Séquençage après LR simple (clonage)

B2Rseq CCACTTTGTACAAGAAAGC
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RcHt_S1070.3 (RcGAPDH), RcHt_S1963.26 (RcTUB), RcHt_S1460.7 (RcTCTP) (Dubois et al., 2010 ; Szécsi 

et al., 2006), après vérification que celui- i tait e p i  de faço  sta le da s l e se le des 

échantillons.  

 Hybridations in situ 

L h idatio  in situ a été réalisée principalement comme décrit dans Dubois et al. (2010). Les 

a o es pou  a plifie  les so des sp ifi ues des A‘N  d i t t o t t  dessi es de so te ue 

l a pli o  esu e  à  pai es de ase. Leu  sp ifi it  a t  ifi e e  utilisa t le p og a e 

ePCR (Rotmistrovsky et al., 2004) (paramètres : -t4 -d40-450 -w4 -f3 -n2 -g1 -p+) sur les ARNm prédits 

à partir du génome du rosier publié par Raymond et al. (2018), et la sp ifi it  de la so de l a t  e  

utilisant un blast nucléotidi ue. L ajout e   de l a o e a tise s portant la séquence correspondant 

au promoteur T7 (TAATACGACTCACTATAGG) permettra ensuite la transcription in vitro (Tableau 5). 

Afi  d a plifie  le f ag e t d i t t, des PC‘ o t t  alis es su  les ADN  d Old Blush  puis 

ifi es su  gel d aga ose % et purifiées avec le kit Macherey Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean 

Up. La transcription in vitro (IVT) d A‘N a u s à la digo ig i e a t  alis e sur la nuit à 37°C avec 

1 µ g de produit PCR, dans un volume total de 20 µL et selon le protocole du fabriquant du kit DIG RNA 

Labelling (Roche). Ap s ifi atio  de l effi a it  de la t a s iptio  pa  ig atio  su  gel de  µL de 

p oduit d IVT, les ARN ont ensuite été purifiés dans de l éthanol à 70% additionné de 0,1 volume 

d a tate de sodiu  à  ol·L-1. Après précipitation pendant 30 min à -20°C, les ARN ont été 

centrifugés à 13 000 g pe da t  i  et à °C, la s deu  fois à l tha ol %, s h s et dissouts da s 

 µL d eau ult apu e. L h d ol se des so des dans du tampon carbonate 1X a ensuite été réalisée à 

°C pe da t u e du e pe etta t d o te i  des tailles de so des d e i o   pai es de ase puis 

a t e a e   µL d a ide a ti ue à %. Après une nouvelle purification, cette fois en présence de 

380 µg·mL-1 d A‘Nt, les so des o t t  esuspe dues da s  µL d eau ult apu e et o se es à -20°C. 

De jeunes boutons floraux fraîchement collectés ont été immédiatement placés dans une 

solution de fixation contenant 50% d éthanol, 5% d acide acétique et 4% de paraformaldéhyde. Les 

échantillons ont été infiltrés sous vide deux fois pendant 1 heure avant d être transférés dans une 

solution d éthanol à 70% et incubés pendant 12 heures à 4°C. Deux lavages dans de l éthanol à 90% 

ont été effectués avant stockage des échantillons dans du méthanol à -20°C pour être ultérieurement 

inclus dans de la paraffine. Pour cela, ils ont d abord été déshydratés lors de lavages successifs à 

l éthanol, à l tha ol additio  d osi e puis à l'Histo-Clear (Fisher Scientific) avant d être inclus dans 

du Paraplast X-TRA (Sigma-Aldrich). Des coupes de 8 micromètres ont été réalisées avec le microtome 

Microm HM355S (Thermo Scientific). 

Les échantillons ont ensuite été débarrassés de la paraffine dans de l Histo-Clear et 

progressivement réhydratés a a t d t e i u s  i  da s de l a ide hlo h d i ue , %,  i  
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dans du citrate de sodium salin 2X pour la perméabilisation cellulaire, dans du PBS avec 10 µg·mL-1 de 

protéinase K Fungal (Invitrogen) pour éliminer les protéines liées à l A‘N. E t e ha ue traitement, 

des lavages à l eau ultrapure ont été effectués. Après une étape de fixation de 10 minutes dans du PBS 

contenant 3,7% de formaldéhyde, les échantillons ont été à nouveau déshydratés et incubés sur la nuit 

à 50°C dans 80 µL de tampon d hybridation (DIG Easy HybTM, Roche) contenant 3 µL de sondes 

marquées. Le jour suivant, les sections ont été lavées 2 fois 1h30 dans un tampon avec 50% de 

formamide et du citrate de sodium salin 2X. Un traitement avec du TBS 1X additionné d u  age t de 

blocage (Blocking reagent, Roche) a ensuite été effectué pour réduire le bruit de fond, suivi d un lavage 

de 30 minutes dans une solution de TBT (Tableau 6). Une incubation de 90 minutes avec un anticorps 

anti-DIG 1:1000 dans du TBT a ensuite été réalisée avant la révélation du signal en présence de NBT / 

BCIP pendant une nuit. 

IV. Analyses des interactions protéine-promoteur 

 Prédictions structurales 

Les alignements de séquences protéiques ont été réalisés avec les outils en ligne MULTALIN 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ ; Corpet, 1988 ; paramètres par défaut) et ESPript 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ; Robert and Gouet, 2014). La modélisation de la structure des 

protéines a été réalisée avec l outil en ligne PHYRE2 (Kelley et al., 2015) et en utilisant comme modèle 

la structure cristallographique de ERF96 identifiée dans (Chen et al., 2018a). La visualisation de la 

structure protéique 3D et l alignement des structures 3D ont été réalisés avec le logiciel PyMOL v2.3 

(https://pymol.org/). 

 Synthèse des protéines dans E. coli 

Toutes les protéines recombinantes ont été exprimées dans la souche E. coli BL21 DE3. Les 

bactéries ont été cultivées dans du milieu LB liquide (Tableau 6) jusqu à une densité optique à 600 nm 

entre 0,6 et 0,9. L expression des protéines d i t t a alors été induite avec l isopropyl-β-D-1-

thyogalactopiranoside (IPTG) à une concentration finale de 400 µM, pour une production de protéines 

à 18°C sur la nuit.  

 Purification des protéines 

Les cultures de bactéries ont ensuite été centrifugées 30 min à 3000 g et les culots de bactéries 

résultants ont été resuspendus dans du tampon de lyse (Tableau 6), avant sonication. Une 

centrifugation à 13 000 g a permis de récupérer les fractions solubles qui ont ensuite été passées à 

travers des résines de Ni-sépharose, préalablement équilibrées avec le tampon de lyse (Tableau 6). 

Ensuite, les protéines marquées avec un tag MBP-His ont été éluées avec de l imidazole 300 mM après 

une étape de lavage précédente avec de l imidazole 30 mM. 
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Afi  de ifie  l effi a it  de la pu ifi atio , les différentes fractions résultant de l expression 

et de la purification des protéines (fractions non induites, induites, totales, solubles, de lavage et 

d élution) ont été analysées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS-page afin de révéler la 

présence ou non de la protéine d intérêt dans chaque fraction. Les protéines ont été dénaturées en 

les mélangeant avec un tampon de dénaturation (Tableau 6) durant 5 min à 95°C. Les protéines 

dénaturées ont été chargées sur des gels de polyacrylamide SDS-PAGE à 10% conjointement avec un 

marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Standar Dual Color, Bio-Rad). La migration des protéines 

a été réalisée dans du tampon d le t opho se Tableau 6) jusqu à ce que le bleu de bromophénol 

quitte le gel. Les protéines ont été révélées dans les gels en les colorant avec une solution de bleu de 

Coomassie (Instant Blue CoomassieTM, SigmaAldrich), puis en les décolorant da s de l eau. 

Enfin, la concentration en protéine a été quantifiée par mesure d absorbance à 280 nm avec 

le Nanodrop 2000 (Thermofisher). Les concentrations ont été calculées par la loi de Beer-Lambert, 

selo  la fo ule A = ε ∙ l ∙ C ; où l est la distance optique et ε est le oefficient d extinction molaire 

calculé pour chaque protéine à l aide de l outil ProtParam (ExPASy ; 

https://web.expasy.org/protparam/). 

 S th se des so des d ADN a u es 

Afin de visualiser les ADN après interaction avec les protéines, des amorces marquées au 

fluorophore IRD dye 700 (Tableau 5) ont été commandées chez IDT (Integrated DNA Technologies, 

https://eu.idtdna.com/) et utilis es pou  a plifie  les f ag e ts d ADN g o i ue pa  PC‘ avec la 

polymérase PrimeStar, conformément aux recommandations du fabricant (Ambion). Les produits PCR 

o t e suite t  ig s su  gel d aga ose à % afi  d esti e  la o e t atio  e  ADN et appo te  les 

échantillons les plus concentrés à des concentrations similaires à celles des moins concentrés. 

 Expériences de retards sur gel 

Aussi appelées EMSA (pour « Electrophoretic Mobility Shift Assay »), elles ont été réalisées sur 

des gels d agarose à 2% préparés avec du tampon d le t opho se TAE 0,5X (Tableau 6). Les gels ont 

été équilibrés dans du tampon TAE 0,5X à 90V pendant 90 minutes à 4°C. Les mélanges protéine-ADN 

contenant d ADN compétitif de poisson à une concentration finale 45 µg·mL-1 et d ADN cible marqué 

ont été incubés 1h à 4°C dans le tampon d i te a tio  Tableau 6). Ils ont ensuite été déposés sur gel 

pou  u e ig atio  d u e heure à 90 V et à 4°C. Les retards de migration ont ensuite été visualisés 

grâce au s st e d i age ie Od sse  CL  LI-COR).  



Tableau 6 : Liste des milieux et tampons utilisés dans cette étude.

Nom du milieu Composition Utilisation Référence

Milieu LB (Lysogeny Broth) 10 g·L
-1

Tryptone (Sigma-Aldrich), 5 g·L
-1

Yeast Extract (Sigma-Aldrich),

10 g·L
-1

NaCl (Duchefa)

Culture E. coli Bertani, 1959

Milieu AB liquide Solution ‘AB salt’ 1X, 0,375% saccharose, 7,5 µg·mL
-1

rifampicine
et 75 µg·mL

-1
spectinomycine

Culture A. tumefaciens Gelvin et al., 2006

Milieu VIR-IND Solution ‘AB salt’ 1X, 2 mM NAH2PO4, 50 mM MES, 0,5% glucose (v/v)
et 0,1 mM d’acétosyringone préparée extemporanément

Induction A. tumefaciens Gelvin et al., 2006

Milieu T 4,3 g·L
-1

de MS basal salt and vitamins (Duchefa), 30 g·L
-1

saccharose,

1,34 µM NAA, 3,42 µM zéatine, 3,33 µM BAP et 0,58 µM GA3, pH 5,8
puis 7,2 g·L

-1
agar (Merck)

Transformation rosiers Communication 

personnelle de 
Philippe Vergne

EMM (Embryogenic callus 
Maintenance Medium)

4,3 g·L
-1

MS basal salt and vitamins (Duchefa), 2,4 g·L
-1

Gelrite
TM

ou 6,5 g·L
-1

VitroAgar (Kalys) et 60 µgm·L
-1

kanamycine
Transformation rosiers Dohm et al., 2001

SIM (Shoot Inducing Medium) 4,3 g·L
-1

MS basal salt and vitamins (Duchefa), 30 g·L
-1

saccharose,

0,05 µM AIB, 8,9 µM BAP, pH 5,8 puis 7,2 g·L
-1

Agar (Merck)
et 30 µg·mL

-1
kanamycine

Transformation rosiers Vergne et al., 2010

Milieu de multiplication 4,3 g·L
-1

MS salts and vitamins (Duchefa), 0,1 g·L
-1

Fe-EDDHA,
30 g·L

-1
saccharose, 0,02 µM NAA, 0,29 µM GA3, 2,22 µM BAP, pH 5,8

puis 6,5 g·L
-1

VitroAgar (Kalys) et 30 µg·mL
-1

kanamycine

Transformation rosiers Vergne et al., 2010

Tampon d’homogénéisation Tris HCl pH 8 15 mM, EDTA 2 mM, NaCl 20 mM, KCl 20 mM,

β-mercaptoéthanol 0,1%, Triton 0,5%

Extraction ADN François et al., 2018

TBS (Tris Buffer Saline) Tris HCl pH 7,5 100 mM, NaCl 400 mM Hybridation in situ Javelle et al., 2011

TBT (TBS BSA Triton) TBS 1X, Triton à 0,3%, BSA à 1% Hybridation in situ Javelle et al., 2011

Tampon de dénaturation Tris-HCl 50 mM, pH 6,8; glycérol à 10%; SDS à 1%; bleu de bromophénol
0,0025%; dithiothréitol à 0,4%

Migration des protéines Stigliani et al., 2018

Tampon d’électrophorèse Tris-HCl 25 mM; glycine 192 mM; SDS 0,1% p/v Migration des protéines Stigliani et al., 2018

Tampon de lyse Tris-HCl pH8 20 mM; NaCl 500 mM; TCEP 1mM;
antiprotéase (cOmplete

TM
ULTRA Tablets, Roche)

Extraction des protéines Stigliani et al., 2018

Tampon d’interaction Tris-HCl pH 7,5 400mM; KCl 200 mM; KCl 100 mM; glycérol 10%;
Triton 0,1%

Retard sur gel Stigliani et al., 2018
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V. Analyses phénotypiques des lignées 

 Co ptage du o e d o ga es flo au  

Les différents organes floraux qui ont été comptés sont les sépales, les pétales, les étamines 

o ga es âles  et les a pelles o ga es fe elles  o espo da ts à des o ga es i s s à l i t ieu  

du réceptacle et dont le style et le stigmate dépassent à l e t ieu  de e dernier (Figure 1-B). Il arrive 

parfois que certains organes aient une identité intermédiaire entre deux organes différents, ils ont 

alors été appelés chimères. Tous les types de chimères ont pu être observés mais seules les chimères 

entre pétales et étamines ont été vus de manière récurrente et en quantité significative pour cette 

étude. 

 Suivi de la date de flo aiso  d A. thaliana 

Afi  d a al se  la date de flo aiso  des pla ts d A. thaliana, deux paramètres généralement 

utilisés ont été p is e  o pte : la date d ou e tu e de la p e i e fleu  et le o e de feuilles 

principales mises en place avant que le méristème végétatif ne se transforme en méristème floral. Ce 

dernier est utilisé comme indicateur de la date de floraison depuis les années 90 (Devlin et al., 1996). 

 Microscopie Électronique à Balayage 

Les échantillons fraî he e t olle t s o t t  i ag  a e  l appa eil H“-300 (Hirox) à une 

température de -20°C et un voltage de 15 kV. 

VI. Analyses bioinformatiques 

Ce travail a été effectué en partie grâce aux ressources du PSMN (Pôle Scientifique de 

Modélisation Numérique) et du CBP (Centre Blaise Pascal) de l'ENS de Lyon et a e  l aide de J  

Just I‘ da s l uipe  et Ma io  Ve de aud IE da s l uipe . 

 Génomes et séquences utilisés 

Les a al ses p se t es da s e a us it o t fait appel à l utilisatio  de o eu  sultats 

de séquençage obtenus à partir de matériel biologique varié et en utilisant des méthodes de 

séquençage variées. Le contenu est résumé ci-dessous. 

(1) Le génome du rosier diploïde modèle R. chinensis cv Old Blush  h t oz gote est dispo-

nible da s l uipe depuis 2014 sous la forme de 15 937 scaffolds, pour une longueur 

totale de 882,7 megabases (pour une taille de génome haploïde estimée à 560 Mb). Ces 

séquences ont été obtenues en séquençant, par la méthode Illu i a, l ADN g o i ue de 

R. chinensis cv Old Blush . Il est appelé dans ce manuscrit le « génome hétérozygote » et 

est dorénavant disponible en ligne sous le u o d a ession BioProject PRJEB24406 

(Raymond et al., 2018). À mon arrivée, il tait pas possi le de plus asse le  e t e eu  



 
 

  151 

ces scaffolds à cause de la forte hétérozygotie du génome et la présence de nombreuses 

séquences répétées. Au ou s des diff e tes a al ses effe tu es depuis l o te tio  de 

cet asse lage,  o p is elles de o  t a ail de th se, ous a o s esti  u e i o  

les 2/3 du génome ont été assemblés sous forme de deux haplotypes séparés, et le tiers 

resta t sous fo e d u  o se sus e t e les deux haplotypes. 

(2) En 2016, un deuxième type de séquençage a été réalisé sur un haploïde doublé dérivant 

d Old Blush  (Vergne et al., 2018). Ce at iel haploïde a t  p oduit da s l uipe à pa ti  

de microspores extraites d a th es d Old Blush  et régénéré sous forme de cals 

embryogènes. Il est possible de produire des jeunes tiges à partir de ces cals, en culture in 

vitro, ais pas de g e  des pla tes e ti es. L ADN de e at iel a t  utilis  pou  

s ue e  u  haplot pe du g o e d Old Blush , avec la méthode de séquençage de 

reads longs PacBio. Ceux- i o t pe is l asse lage de et haplot pe e  7 pseudo-

molécules correspondant aux 7 chromosomes présents chez le rosier. Ce génome, appelé 

« génome homozygote » d Old Blush  dans cette étude, a été déposé après publication 

(Raymond et al., 2018) da s Ge Ba k sous le u o d a ession PDCK00000000.  

(3) Les données de reséquençage génomique de différentes variétés de rosiers (en particulier 

R. chinensis  “i gle Pi k , R. odorata cv Hu e's Blush , R. x hybrida La F a e , 

R. chinensis cv “a gui ea , R. chinensis  “po ta ea  a d R. wichurana ; Raymond et al., 

2018), sous forme de paires de reads, ont été utilisées durant ma thèse pour étudier la 

présen e du TE da s d aut es g ot pes ue elui d Old Blush . Elles so t ua t à elles 

disponibles dans la « Sequence Read Archive », sous le numéro d accession SRP119986. 

(4) Des données de RNA-se  o pa a t le i eau d e p essio  des g es da s de jeu es 

feuilles (FTN), de jeunes racines (RAC), de bourgeons axillaires, aussi appelé méristèmes 

végétatifs, dormants (NDB), de bourgeons axillaires actifs (DBO), de bourgeons floraux lors 

de la transition vers un méristème floral (IFL), de méristèmes floraux lors du 

développement précoce des organes floraux (IMO), de boutons floraux fermés (BFL), 

d ta i es au  stades de i ospo oge se et i oga tog se DET , de fleu s 

épanouies (OFT), de fleurs sénescentes (SEN) et de cynorrhodons (CYN), comme décrits 

dans Dubois et al. (2012). Chacune de ces librairies ne contient que 400 000 à 1,2 millions 

de reads de 32 p , ais est e o e a tuelle e t la essou e t a s ipto i ue la plus 

i he e  te es de a i t  de stades et d o ga es existant pour le rosier. 

(5) Des données de RNA-seq comparant les stades de bourgeons floraux correspondant à 

l i itiatio  des primordia des sépales (stade 1), des pétales (stade 2) et des étamines 

(stade  hez Old Blush  et so  uta t spo ta  à fleu s si ples “i gle Pi k . Le 
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séquençage a été fait en paired-ends Illumina 2x100 pb orientés, en triplicats et chaque 

librairie contient 30 à 40 millions de reads. 

(6)  Des données de RNA-se  o pa a t des ou geo s flo au  d Old Blush  à eu  de T , 

uta t o te u fo tuite e t pa i la g atio  d e pla ts d Old Blush  pass s e  

culture in vitro, en 2012. Le séquençage a été fait en single end 101 pb, en triplicats et 

chaque librairie contient 20 à 30 millions de reads. 

Il est i po ta t de ote  u à ha u  des g o es h t oz gote et ho oz gote so t 

associées des annotations du génome, disponibles sous la forme de gènes prédits, ARN prédits (ARNm 

mais aussi ARNr et ARNnc), protéines prédites et éléments transposables prédits (Raymond et al., 

2018). Ils so t eu  aussi dispo i les e  lig e et o t t  esse tiels à l a al se de l i te alle o te a t 

la mutation entraînant la formation de la fleur double. 

 Analyses des données de transcriptomique 

L e se le de e t a ail, à l exception de l étape 3, a été réalisé avec Jérémy Just (IR dans 

l uipe . 

0/ Contrôle qualité et nettoyage des reads. 

La validation de la qualité globale des séquences brutes de RNA-se  et l ide tifi atio  des 

adaptateurs de séquençage ont été réalisés avec FastQC v0.11.3 à 0.11.7 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Les adaptateurs ont été détectés et 

supprimés des séquences avec Cutadapt v1.16 (Martin, 2011 ; paramètres : « --error-rate=0.1 --

times=3 --overlap=5 --minimum-length=40 --zero-cap --max-n=2 ») et les régions ayant une qualité 

Phred (Ewing and Green, 1998) inférieure à 28 sur une fenêtre glissante de 4 pb ont été coupées au 

moyen de scripts maison utilisant BioPerl v1.7.2 (Stajich et al., 2002). Les reads de moins de 25 pb à 

l issue du etto age, et les reads non pairés (dans le cas de séquençage paired-end) ont été supprimés. 

1/ Outils et paramètres de mapping.  

Les reads ont été mappés sur les différents génomes avec TopHat2 v2.1.1 (Kim et al., 2013) et 

Bowtie2 v2.3.4.1 (Langmead and Salzberg, 2012) en utilisant les annotations de gènes déjà obtenues, 

avec les paramètres suivants : « --read-realign-edit-dist 0 --min-anchor-length 5 --min-intron-length 9 

--max-intron-length 20000 --max-multihits 50 --coverage-search --microexon-search --min-segment-

intron 8 --max-segment-intron 50000 –b2-very-sensitive –prefilter-multihits -G <GFF3 file> ». Les 

fichiers BAM obtenus ont été triés avec Picard v2.4.1 (http://broadinstitute.github.io/picard/), puis le 

comptage du nombre de reads par gène a été fait avec HTSeq-count v0.11.1 (Anders et al., 2015). 

2/ Normalisation des librairies, analyse différentielle. 

La normalisation et le calcul des FPKM (pour « Fragments Per Kilobase of transcript per Million 

mapped reads ») ont été faits avec Cufflinks v2.2.1 (Trapnell et al., 2012), avec les paramètres « --frag-
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bias-correct --multi-read-correct --min-isoform-fraction 0.05 --max-multiread-fraction 1 --max-mle-

iterations 15000 --min-intron-length 20 --max-intron-length 50000 --overhang-tolerance 8 ». Les 

analyses différentielles entre échantillons ont été faites à partir des comptages bruts, avec le package R 

DESeq2 (Love et al., 2014). Pour limiter les effets des tests multiples, un filtrage a priori a été fait, et 

seuls les g es a a t au oi s u e o e e d u  ead pa  ha tillon ont été considérés.  

/ Co pa aiso  des do es d e p essio  su  les ou geo s e t e diff e ts p ojets. 

Afin de vérifier si les deux expériences de RNA-seq (Dubois et al., 2012, et Old Blush  s “i gle 

Pi k  taie t o pa a les, il tait essai e d tudie  la o latio  e t e les niveaux d e pression 

de gènes de ménage dans les échantillons communs, les bourgeons floraux au stade 3 du 

développement floral et dans les méristèmes floraux. Pour cette comparaison, tous les reads ont été 

remappés en single ends (pour les librairies paired-ends, seul le read forward a été utilisé). Ensuite, les 

orthologues, chez R. chinensis, des gènes de ménages caractérisés par Gu et al. (2014) chez A. thaliana 

ont été identifiés par BLAST (Altschul et al., 1990), soit RcHt_S1070.3 (RcGAPDH), RcHt_S1621.18 

(RcACT), RcHt_S1460.7 (RcTCTP), RcHt_S313.10 et RcHt_S1849.8 (RcEF1α), RcHt8199.1 (RcH3), 

RcHt_S1963.26 (RcTUB), RcHt_S1883.1 (RcUBC) et RcHt_S1682.11 (RcEIF5). Bie  u u e te da e fût 

isi le, le oeffi ie t de Pea so  tait ue de , , i di ua t u il tait pas possi le de o e ti  

les mesures du RNA-seq réalisé par Dubois et al. (2012) en mesures du même ordre de grandeur que 

elui alis  su  les ou geo s flo au . Pa  o s ue t, il tait plus p ude t d utilise  des helles 

séparées lo s de l a al se et la p se tatio  des do es des diff e ts ‘NA-seq. 

Les do es d e p essio  o te ues o t t  ep se t es sous u e fo e si ilai e à elle de 

l eFP B o se  d A. thaliana (Winter et al., 2007). À chaque mesu e d e p essio  e  FPKM a été associée 

une couleur selon les échelles du package R viridis v0.5.1 (première moitié des échelles de couleur 

Viridis et Inferno). La ep se tatio  g aphi ue des do es d e p essio  de plusieu s g es d u e 

même famille a été réalisée sous forme de « heatmap » en utilisant le programme du site web 

http://www.heatmapper.ca/expression/, avec les options suivantes : (1) sans normalisation 

indépendante pour chaque gène (« no scaling ») et (2) sans regroupement des gènes selon leur patron 

d e p essio  « o luste i g ethod »). 

 A al ses de l e p essio  all le-spécifique 

J a ais o se é dans les sultats de Cuffli ks, utilis  a e  l optio  « --multi-read-correct » sur 

le génome hétérozygote (paragraphe ci-dessus), des scaffolds entiers du chromosome 3 apparemment 

non exprimés. À partir de cette constatation, J  Just I‘ da s l uipe  a anal s  l e p essio  

allèle-sp ifi ue à l helle du g o e.  

1/ Identification des régions pour lesquelles on a les deux haplotypes 
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Les séquences des chromosomes des deux génomes homozygotes extraits d Old Blush  

(Raymond et al., 2018) ont été comparées avec LAST Kieł asa et al., , après entraînement de 

l algorithme sur les deux chromosomes 1. Le pourcentage de similarité entre les deux chromosomes a 

été calculé à partir de ces alignements sur une fenêtre glissante de 10 kb et représenté graphiquement. 

Lorsque les deux assemblages représentent le même haplotype, ce pourcentage est proche de 100% ; 

lorsque deux haplotypes distincts ont été séquencés, il est très variable, compris entre 90 et 99%. Les 

positions des régions correspondant à ce dernier cas ont été relevées manuellement. 

2/ Identification des groupes d allèles par similarité. 

Les transcrits prédits sur les deux assemblages ont été comparés avec BLASTN entre eux et avec 

les transcriptomes prédits de Fragaria vesca, Rubus occidentalis, Malus x domestica, Prunus domestica, 

P. avium et P. persica (paramètres: « M=1 N=-3 Q=3 R=3 W=7 E=1e-30 wordmask=dust B=200 V=200 

hspsepSmax=1000 hspsepQmax=1000 links pingpong sump »). Pour chaque transcrit de rosier, seuls 

ses hits sur d autres transcrits de rosier meilleurs que tous ses hits sur les autres espèces ont été 

considérés. Ces hits filtrés ont été utilisés pour trouver les meilleurs hits réciproques de chaque 

transcrit. 

3/ Filtrage des paires d allèles par colinéarité. 

Les alignements des chromosomes complets obtenus avec LAST ont été utilisés pour filtrer les 

allèles en position synténique à partir des candidats obtenus ci-dessus. Autour de chaque gène, la 

synténie a été modélisée sous forme d une relation affine entre coordonnées, à partir des alignements 

sur une région de 2 Mb. Si les coordonnées des deux allèles potentiels prédites par cette relation 

étaient distantes de moins de 400 kb, ils ont été considérés comme allèles réels (à la fois par similarité 

de séquence et position synténique). Ainsi, 23 199 paires potentielles d allèles ont été obtenues sur 

l ensemble du génome, dont 3 526 sont situées dans des régions pour lesquelles on a deux haplotypes 

distincts. 

4/ Mapping allèle-spécifique des reads. 

Pour déterminer pour chaque read s il pouvait être attribué spécifiquement à un allèle, les 

données de RNA-seq ont été mappées sur l union des deux génomes homozygotes (Raymond et al., 

2018) et du génome hétérozygote (Raymond et al., 2018) avec HISAT2 v2.1.0 et les paramètres « --min-

intronlen 20 --max-intronlen 50000 -k 30 --no-discordant --no-mixed --no-unal --no-softclip --non-

deterministic » et en utilisant les sites d épissages prédits dans l annotation des génomes. Ce mapping 

non déterministe a été itéré 100 fois, et le résultat de l ensemble des itérations a permis de classer les 

reads en « spécifiques d un haplotype », « communs aux deux haplotypes » ou « non spécifiques » 

(pour les reads ayant plus de deux meilleurs matches possibles). 

Le mapping des reads a été filtré en utilisant cette information, pour produire des fichiers BAM 

distincts pour chaque haplotype et chaque catégorie. Ces fichiers ont été traités avec Cufflinks 
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(Trapnell et al., 2012), comme décrit précédemment, pour estimer l expression de chaque allèle en 

termes de FPKM. 

 Correction des annotations du génome de rosier  

Ce travail a été réalisé a e  l aide de J  Just I‘ da s l uipe . Les modèles de gènes ont 

été extraits de l annotation des séquences des génomes homozygotes et hétérozygotes présentés ci-

dessus, ap s ide tifi atio  pa  o pa aiso  a e  les s ue es p ot i ues d A. thaliana (TAIR 10, 

http://www.arabidopsis.org/ ; Reiser et al., 2017). Qua d ela s est a  essai e, les s ue es 

ont été comparées entre elles et les annotations manuellement modifiées. En particulier, (1) les 

prédictions de site d épissage et les limites des régions non traduites (UTR) ont été ajustées 

manuellement en fonction des séquences d ADNc clonées et alignées avec EST2GENOME (EMBOSS 

v6.6.0.0 ; Mott, 1997 ; Rice et al., 2000) ainsi que des données transcriptomiques alignées avec 

TopHat2 v2.1.1 (Kim et al., 2013) sans utiliser les annotations déjà obtenues, et visualisées avec 

Artemis v17.0.1 (Rutherford et al., 2000). (2) les domaines protéiques ont été identifiés à l aide du 

logiciel InterProScan version 5.27.-66.057 (Quevillon et al., 2005), de la base de données Pfam version 

31.050 (Finn et al., 2016) et/ou d u e a notation manuelle. (3) Les sites de liaison supposés à miR172 

ont été prédits à l aide d une instance locale du logiciel WMD3 (Ossowski Stephan, Fitz Joffrey, Schwab 

Rebecca, Riester Markus et Weigel Detlef, communication personnelle). (4) Les annotations 

automatiques d éléments tra sposa les du g o e d Old Blush , réalisées avec REPET (Flutre et al., 

2011) ont été o fi es e  d oupa t les s ue es g o i ues d i t t e  k-mers chevauchants 

de 47 pb et en comptant leur nombre d occurrences dans l ensemble des 375 Gb de reads génomiques 

utilisés pour assembler le génome hétérozygote, avec Jellyfish v2.2.3 (Marçais and Kingsford, 2011). 

Qua d ela s est a  pertinent, les limites des LTR (pour Long Terminal Repeats) ont été identifiées 

avec précision à l aide du programme DOTTER (Sonnhammer and Durbin, 1995) et les séquences des 

LTR ont été comparées entre elles à l aide du programme d alignement bl2seq (Tatusova and Madden, 

1999). Les cadres de lectures ont été prédits dans la région interne des TE à l aide du logiciel 

Fgenesh (Solovyev et al., 2006) et les domaines protéiques ont été quant à eux annotés par recherche 

de similarité au moyen de DAnTE (http://repeatexplorer.org/ ; Polpitiya et al., 2008). 

VII. Analyses phylogénétiques 

 Identification des séquences d i t t  

Les séquences des génomes, ARNm et protéines prédits des espèces Fragaria vesca, Petunia, 

Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana, Capsella rubella, Medicago truncatula, Vitis vinifera and 

Prunus persica ont été téléchargées depuis le site web Phytozome (Goodstein et al., 2012 ; 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) et utilisées pour les analyses phylogénétiques. Les 
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p o hes pa e ts des p ot i es d i t t o t t  ide tifi s pa  BLAST protéique à partir de protéines 

entières et/ou de domaines conservés en fonction des besoins. 

 Alignement des séquences  

Les séquences ont été alignées en utilisant les programmes ClustalW v2.1 (Gouy et al., 2010) 

et BioEdit (Tajima and Nei, 1984) ou Seaview v4.6.4 (Gouy et al., 2010). Quand cela a été nécessaire, 

l alig e e t a t  a uelle e t o ig , a e  l aide de Mi hiel Va de uss he (Équipe « Évolution 

et développement de la fleur », laboratoire Reproduction et Développement des Plantes). En 

particulier, la position de certains motifs conservés au sein de la famille des euAP2 a été vérifiée. En 

as d a se e de e tai s de es otifs, la p di tio  de la st u tu e i t o /e o  a été contrôlée et 

corrigée si nécessaire. 

 Construction des arbres 

Les arbres phylogénétiques ont été construits avec la méthode Neighbor-Joining (Saitou and 

Nei, 1987) et les logiciels Treecon (Van de Peer and De Wachter, 1994) et/ou Seaview v4.6.4 (Gouy et 

al., 2010). Les paramètres suivants y ont été utilisés : (1) Estimation de distance : Méthode = Tajima et 

Nei (Tajima and Nei, 1984) ; Calculs de distance = insertions et délétions non prises en compte ; 

Positions d alignement : tous ; Analyse par bootstrap: oui avec 2000 répétitions. (2) Topologie 

d arborescence : Méthode = Neighbor-Joining ; Analyse Bootstrap = oui. (3) Racines : outgroup = 

séquence unique et forcée. 
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pDE-CAS9

16 975 pb

P ENTR/D-TOPO

Annexe 1 : Cartes des plasmides utilisés pour les clonages.

(A) et (B) plasmides utilisés comme vecteurs d’entrée pour les surexpressions et synthèses de protéines 

(A) et pour les éditions de gène par CRISPR/Cas9 (B). Plasmide de destination utilisé pour les 

surexpressions (C), pour les éditions de gène par CRISPR/Cas9 (D) et pour les synthèses de protéines dans 

E. coli (E). 

Les cartes ont été obtenues du site web : https://www.addgene.org/vector-database/
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