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Résumé

Résumé

Le rosier est I'une des plantes ornementales les plus cultivées au monde, et ce depuis I’ Antiquité.
Au-dela de ses couleurs et de ses formes qui sont particulierement appréciées et valorisées dans
la peinture et la poésie, son parfum est universellement reconnaissable et aime. Au cours de
cette these, nous avons étudié les composés organiques volatils qui jouent un rdle dans
I’attractivité du parfum des roses. Ainsi, dans une premicre expérience, dix variétés de roses
fraichement cueillies ont été présentées en aveugle a vingt participants ayant pour consigne de
noter les odeurs selon différents parametres perceptifs (hédonicité, familiarité...). En parallele
de ces jugements, nous avons évalué, par vidéo-tracking, le comportement moteur des
participants reflétant Dattractivit¢ des odeurs de maniére inconsciente. Les composés
organiques volatils émis par les différentes roses ont ensuite été captures par headspace et
analyses par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Dans ce
contexte, nous avons étudié les relations entre les espaces biochimiques, perceptifs et
comportementaux et montré en particulier I’importance des oxylipines dans le caractére plaisant
des roses. Ces donnees originales mettent en lumiére la complexité des mécanismes mis en jeu
dans la perception d’un mélange complexe d’odorants et I’importance de composés a odeur
verte dont le role a été jusqu’ici négligé dans I’attractivité du parfum de la rose.

Dans une seconde expérience, nous nous sommes demandé dans quelle mesure la sélection a
pris en compte le caractere olfactif et si cela a influencé la diversité des alleles des génes
impliqués dans les voies de biosynthése des composés olfactifs. Nous avons donc étudié la
diversité allélique des génes NUDX1-1 et PAAS dans soixante cultivars de roses, aux origines
géographiques différentes. Cette diversité des alleles s’est révélée faible ce qui pourrait
suggerer une faible diversité génétique des croisements réalisés par les obtenteurs. Ce résultat
pourrait également étre da a la prise en compte du caractére « parfum » dans le processus de
sélection.

Ce travail a été financeé par le Pack Ambition Recherche de la Région AURA et soutenu par le
CNRS, I'INSERM et I'Université Jean Monnet de Saint-Etienne.



Abstract

Abstract

The rose is one of the most cultivated ornamental plants in the world and has been since
antiquity. In addition to its colors and shapes, which are particularly appreciated and valued in
painting and poetry, its fragrance is universally recognizable and loved. During this thesis, we
studied the volatile organic compounds that play a role in the attractiveness of the rose
fragrance. Thus, in a first experiment, ten varieties of freshly picked roses were presented
blindly to twenty participants who were instructed to rate the odors according to different
perceptual parameters (hedonicity, familiarity, etc.). In parallel to these assessments, we
evaluated, by video-tracking, the motor behavior of the participants reflecting the attractiveness
of the odors in an unconscious manner. The volatile organic compounds emitted by the different
roses were then captured by headspace and analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry. In this context, we studied the relationships between biochemical, perceptual,
and behavioral spaces and showed the importance of oxylipins in the pleasantness of roses.
These original data highlight the complexity of the mechanisms involved in the perception of a
complex mixture of odorants and the importance of green-smelling compounds whose role in

the attractiveness of rose scent has been neglected until now.

In a second experiment, we asked to what extent selection has considered the olfactory character
and whether this has influenced the allele diversity of genes involved in the biosynthetic
pathways of olfactory compounds. We therefore studied the allelic diversity of the NUDX1-1
and PAAS genes in sixty rose cultivars of different geographical origins. This allelic diversity
was very low, which could suggest a small genetic diversity of crosses made by breeders. This

result could also be due to the consideration of the fragrance character in the selection process.

This work was financed by the Ambition Research Pack of the AURA Region and supported
by the CNRS, INSERM and the University Jean Monnet of Saint-Etienne.
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Liste des abréviations

2PE : 2-phényléthanol

BNST : Noyau du lit de la strie terminale

CCD : (di-)oxygénase de clivage des caroténoides
COV : Composés volatiles odorants

DMT : 3,5-diméthoxytoluéne

DMAPP : diméthylallyl diphosphate

FPP : Farnésyl diphosphate

GPP : Géranyl diphosphate

GLV : Green Leaf Volatiles

HE : Huile essentielle

HPA : Axe hypothalamo-pituitaire-adrénocortical
IPP : Isopentényl diphosphate

IRMT : Imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle
LOX : Lipoxygénases

MDBF : Multidimensional Mood Questionnaire
MEP : Méthylerythritol phosphate

MVA : Acide mévalonique

OBP : Odorant Binding Proteins

OOMT : Orcinol O-méthyltransférases

PAAS : Phenylacétaldehyde synthase

PAP1 : Anthocyanine pigment 1

PAR : Phénylacétaldéhyde réductase

R. : Rosa

RO : Récepteurs olfactifs

RyPPDC : Phénylpyruvate décarboxylase

VIGS : Virus-induced gene silencing
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Introduction

Introduction

I] La rose, son histoire et son parfum

A] Le genre Rosa

Les rosiers sont des angiospermes (plantes a fleurs) et font partie de la famille des

Rosacees. Cette famille comprend également certaines espéces fruitieres comme le pommier

ou le fraisier, mais aussi des espéces ornementales comme le laurier cerise. Environ 150 espéces

de roses sauvages sont répertoriées (MacPhail & Kevan, 2001). La classification botanique des

rosiers proposée par Alfred Rehder (Rehder, 1940) est encore fréquemment citée. Selon cette

ancienne classification, le genre Rosa est divisé en 4 sous-genres : Hesperodos, Platyrhodon,

Hulthemia et Eurosa, lui-méme sous-divise en 10 sections (Table 1).

Cependant, cette classification n’est pas enticrement validée par les études

phylogénétiques, qui montrent que le genre Rosa serait plutét divisé en 2 sous-clades majeurs,

les Synstylae et les Cinnamomeae (Fougére-Danezan et al.,, 2015; Wissemann, 2003;

Wissemann & Ritz, 2005).

Table 1 : Classification des sous-genres du genre Rosa, de ses sections ainsi que ses origines
(Adaptée de la révision de Wissemann en 2003 de la classification de Rehder, 1960).

Sous-genre Sections Origines
Hesperodos Amérique du Nord
Platyrhodon Chine / Japon
Hulthemia Asie
Eurosa Banksianae Chine
Bracteatae Chine
Caninae Europe / Asie
Carolinae Amérigue du Nord
Cinnamomae Europe / Asie / Amérique
Gallicanae Europe
Indicae Chine
Laevigatae Chine
Pimpinellifoliae Europe / Asie
Synstylae Europe / Asie / Amérique
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Toutefois, la prise en compte des processus d’hybridations interspécifiques et des
différents niveaux de ploidie rend la classification encore difficile aujourd’hui (Debray et al.,
2022). Les rosiers ont un nombre de chromosomes de base de x=7 et sont souvent polyploides
avec des espéces a niveaux de ploidies variées : diploides, triploides, tétraploides, pentaploides
ou encore hexaploides.

Les plus vieux fossiles du genre Rosa dateraient de plusieurs millions d’années et
présentent des fragments de folioles ou de tige et non de fleur entiere (Guoliang, 2003;
Krussmann, 1981). La toute premiére représentation de rose daterait de 1700 a 1500 ans avant
J-C, découverte realisée lors des fouilles du palais de Cnossos en Créte en 1900 (Tucker, 2004).
Sur cette représentation, « la fresque a 1’oiseau bleu » sont figurées trois roses, dont une
seulement est originelle et les deux autres rajoutées lors de la restauration du palais. Les espéces
sauvages du genre Rosa ont généralement cing pétales et cing sepales, avec un grand nombre
d’étamines. Elles sont issues principalement d’Europe et d’Asie de I’Est, du sous genre Eurosa,
le plus important en nombre d’especes.

Le parfum de la rose est émis de maniere rythmique durant la journée, particulierement
en milieu de matinée (Picone et al., 2004). L’émission de ce parfum permet I’attraction des
pollinisateurs, essentiellement généralistes dont les abeilles et les bourdons. Le pollen a une
odeur particuliére, différente de I’odeur générale de la fleur, conduisant les pollinisateurs vers
le pollen (Dobson, 1991). L’age de la fleur détermine le comportement des pollinisateurs, au
fur et a mesure que la fleur entre en sénescence, celle-ci produit moins de pollen et perd en
couleur. Les insectes pollinisateurs sont attirés par les odeurs et les couleurs des fleurs, dont la
rose, et reconnaissent une fleur fraichement epanouie, produisant le plus de pollen (MacPhail
et al., 2007).

Il existe des composés, tels que 1’eugénol, ayant une odeur dite « pollinique »,
permettant aux insectes pollinisateurs de différencier les fleurs mais également de distinguer si
une fleur offre du pollen en quantité suffisante ou non pour I’insecte (Dobson & Bergstrom,
2000).

B] Domestication et diversités des variétés modernes

De huit a vingt especes de roses auraient conduit a la domestication des rosiers cultivés
(dont R. canina, R. chinensis, R. foetida, R. gallica, R. gigantea, R. moschata, R. multiflora, R.

phoenicia, R. rubra, R. rugosa, R. wichurana) (Dubois et al., 2011). A partir de ces espéces,
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I’humain a créé plus de 30000 variétés de roses. La domestication a ainsi donné de nouveaux

groupes horticoles du genre Rosa (Cairns, 2003; Guoliang, 2003) (Figures 1 et 2).
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moschata

—

Naoizette

Rosa indica
vulg.

Thé jaune

FRoza indica
sulph

_'—I

Bourbon
L

Rosa indica
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Roza indica
odor.
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F indics . L
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L
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Hybrides Partland
Chine :
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Figure 1 : Groupes horticoles du genre Rosa (Figure adaptée d’aprés Cairns, 2003).

‘ Genus Rosa l
| Species roses I ‘ Old garden roses | | Modern roses l
+ Alba ~ Floribunda and Climbing Floribunda
+ Ayrshire + Grandiflora and Climbing Grandiflora
+ Bourbon and Climbing Bourbon - Hybrid Kordesii
- Boursalt - Hybrid Moyesii
+ Centifolia - Hybrid Musk
+ Damask ~ Hybrid Rugosa
+ Hybrid Bracteata + Hybrid Wichurana

+ Hybrid China and Climbing Hybrid China
+ Hybrid Eglanteria

+ Hybrid Foetida

+ Hybrid Gallica

+ Hybrid Multiflora

+ Hybrid Perpetual and Climbing HP

- Hybrid Tea and Climbing Hybrid Tea
~ Large-Flowered Climber

+ Miniature and Climbing Miniature

- Mini-Flora

- Polyanta and Climbing Polyantha

- Shrub

FRosa
sampafiorens

+ Hybrid Sempervirens

+ Hybrid Setigera

+ Hybrid Spinosissima

+ Miscellaneous OGRs

+ Moss and Climbing Moss
+ Noisette

+ Portland

- Tea and Climbing Tea

Figure 2 : Classification des roses cultivées (Figure issue de la these de C. Conart, 2022)

Un des criteres de sélection des rosiers dans la domestication est la remontance, due & une
mutation de certaines variétés chinoises. Ces variétés peuvent fleurir plusieurs fois entre le
printemps et ’automne, ce qui leur a permis d’étre particulierement appréciées par les amateurs
de roses. La plupart des rosiers européens, eux, ne fleurissent qu’une seule fois mais la floraison
peut durer plus longtemps que celle des rosiers chinois. La remontée de floraison serait

contr6lée par un géne majeur, le géne RoKSN. Les rosiers non-remontants produisent un
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répresseur (KSN) aprés la premiere floraison mais une mutation empéche la production du
répresseur chez les rosiers a floraison continue (Iwata et al., 2012). A partir de cette observation,
I’humain a croisé des variétés asiatiques et européennes, pouvant bénéficier des qualités de
chacune, par des processus d’hybridation. Par son influence, I’humain a domestiqué la rose,

provoquant I’apparition de plusieurs nouveaux groupes de rosiers au cours du temps.
1) La domestication, de [’antiquité a nos jours

Pour les Grecs antiques, la rose était née du sang d'Adonis et des pleurs que versa Aphrodite
sur son amant. Pour les Perses, elle était fleur du "paradis", ces premiers jardins de I'humanité
emplis de charmes et de sagesse. Des écrits de 1’antiquité montrent que la rose était déja bien
appréciée des Egyptiens, des Grecs et des Romains. Confucius, philosophe chinois (551-479 av
JC) évoquait déja dans ses ecrits les roses des jardins impériaux de Pekin. Plus tot encore, des
récits de I'lliade (Homére, IXéme s. av JC) racontent qu’Hector, guerrier troyen tué par Achille
a ¢été enduit d’huile de rose avant son enterrement, pour le laver de toutes les souffrances que
son corps a endurées. Sans oublier I’histoire de Cléopatre qui, dans le but de séduire Marc-
Antoine, aurait répandu dans tous ses appartements des pétales de roses afin qu’il puisse
associer a son souvenir le parfum envoutant de la rose. L’odeur de la rose est au centre de
nombreux usages depuis trés longtemps, lors de cérémonies religieuses, de bains thermaux, lors
de banquets, elle peut étre aussi utilisee comme matiére premiere de médicaments (Caissard et
al., 2022).

On ne retrouve les rosiers sauvages que dans 1’hémisphére nord initialement. Au 13°™
siecle, avec les croisades, les voyageurs auraient ramené du proche orient, notamment de la
région de Damas, R. gallica ‘officinalis’ a Provins, en France. Cette rose fut surnommée la rose
des apothicaires car elle était initialement utilisée pour ses vertus médicinales, bien qu’ensuite
elle fut cultivée pour sa beauté au jardin. La rose R. x damascena ‘Trigintipetala’ ou
‘Kazanlick’, communément appelée « Rose de Damas », est principalement cultivée de nos
jours pour I’extraction de son huile essentielle (Rusanov et al., 2009).

La rose était considérée au XIXeme siécle voire au début du XXéme siecle comme symbole
de richesse, puisque seulement les personnes tres fortunées avaient le privilege de la cultiver.
Elle faisait I’objet d’exhibition « de richesse », comme des vétements de haute couture ou des
bijoux de grande valeur. Bien que plus accessible aujourd’hui, ses couleurs, son parfum, ses

formes sidérent encore et la placent toujours comme la reine des fleurs. Elle est tres présente
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dans nos souvenirs d’enfance, symbole de nostalgie, d’amour de la beauté mais surtout

d’amour.

Les deux principales zones de domestication des roses étaient la Chine et la zone
périméditerranéenne, qui englobe une partie de I'Europe et du Moyen-Orient, ou R. chinensis
Jacq. et R. gallica L. (respectivement) auraient contribué de maniére prédominante au processus
de sélection des rosiers (Dubois et al., 2011). Les croisements artificiels entre les rosiers
asiatiques et européens ont permis la création des "cultivars de roses modernes". Bien que des
témoignages et des documents historiques documentent les principaux croisements qui ont
conduit aux roses modernes, la base génétique sur laquelle les cultivars de roses modernes sont
établis est encore mal comprise (Martin et al., 2001). Les premiers croisements donnent les
rosiers Bourbon, Noisette, Thé et les hybrides remontants (Fig. 2). Cependant, les rosiers
ramenés des pays chauds ont du mal a supporter le froid d’Europe. Les obtenteurs ont alors
commencé a créer de nouveaux hybrides plus résistants. En 1900, le rosiériste Pernet-Ducher
créa a partir d’'un croisement ‘Antoine Ducher’ x R. foetida ‘Persian Yellow’ un nouvel
hybride : ‘Soleil d’Or’, qui fut la premiére variété de couleur jaune orangé avec un parfum
agréable. Deés lors, de nouvelles expérimentations donnent lieu notamment au premier rosier
moderne hybride de thé : le rosier ‘La France’, par Jean-Baptiste Guillot en 1867. Le rosier ‘La
France’ résulte de croisements entre une rose ancienne (Thé) et une rose chinoise (hybride
remontant). Cette date marque un tournant dans I’histoire des roses car elle a permis la création
de roses pouvant fleurir du printemps aux premieres gelées et ainsi garantir une floraison
pendant presque une demi-année. Dans les années 60s, nous avons pu constater la création des
« roses rétro » qu’on appelle aussi « roses anglaises » par le rosiériste David Austin, qui a croisé
des roses modernes et des roses anciennes, qui ont la particularité d’avoir le feuillage résistant
des roses d’aujourd’hui et les fleurs et le parfum des roses anciennes.

La beauté d’une rose ne vient pas uniquement de son esthétique ou de son parfum, mais elle
plait également a travers la symbiose avec son environnement. Ses couleurs, ’ampleur de la
taille de ses pétales, son parfum, dépendent du temps qu’il fait au cours de la floraison de la

rose. Lorsqu’il fait trop chaud, les pétales palissent et lorsqu’il pleut, le parfum est absent.

2) Usages actuels

Le rosier est utilisé aujourd’hui de différentes maniéres : comme plante de jardin, comme

fleur coupée ou pour la production d’huile essentielle.
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Pour les roses de jardin, la sélection prend en compte de nombreux critéres ornementaux
(port de la plante) et esthétiques (couleur, forme de la fleur). La durée et le nombre de floraisons
(remontance), la résistance aux maladies et la présence de parfum sont des caractéres importants
qui sont également pris en compte dans la sélection. A partir de ces roses de jardin, certains
obtenteurs ont sélectionne des variétés pour les utiliser dans le marché des fleurs coupees. En
France, en 2011, les dépenses en fleurs de la Saint Valentin se montent a 26 millions d’euros,
dont la moitié environ pour les roses, soit 12 % des roses offertes de I’année (Pinet & Calas,
2013). En 2017, a ’occasion de la Saint Valentin, les roses ont représenté 74% des achats de
fleurs coupées en France (Joly, 2018). Moins de 1% de ces roses sont produites en France, les
autres provenant essentiellement du Kenya et des Pays-Bas. Toutefois, les roses coupées ont
perdu leur parfum par rapport aux roses de jardin, chez lesquelles le parfum est souvent bien
présent. Cette perte de parfum n’est pas encore totalement expliquée, bien que certaines
hypothéses aient été émises : la tenue en vase et la capacité d’adaptation et de défense contre
les maladies auraient été selectionnées aux dépens du parfum des roses (Caissard et al., 2022).
Toutefois, une étude a infirmé I’hypothése de la tenue en vase en montrant que lI'émission de
composes volatils dans les roses coupées se produit independamment de la sénescence des
pétales (Borda et al., 2011).

La rose est aussi cultivée un peu partout dans le monde a des fins cosmétiques. L’huile
essentielle (HE) est produite a partir de I’hydrodistillation des pétales de roses dont la
décantation permet d’obtenir également de I’eau de rose (Figure 3). L'hydrodistillation est la
plus ancienne méthode d'extraction d’HE (Katekar et al., 2022). C’est en Perse (actuel Iran) que
I’HE de rose aurait été créé. Une légende raconte que lors de sa nuit de noces, une princesse
perse aurait été attirée par des pétales de roses flottant sur un bassin en plein soleil, laissant
émaner ses huiles odorantes. Aujourd’hui, I’HE de rose est devenue 1’une des huiles les plus
utilisées par les parfumeurs. Le processus d'extraction de la rose pour créer I’'HE est trés
méticuleux. La culture des roses est trés contr6lée. Celle-ci doit étre réalisée dans des régions
localisées a une altitude d’au moins 1050 m au-dessus du niveau de la mer. La récolte des roses
se fait entre mai et juin, en début de matinée. La production d’HE se fait immédiatement apres
la cueillette. Ces particularités de cueillette de la rose font d’elle une fleur précieuse et trés
prisée. Dans leur revue, Katekar et ses collaborateurs ont tenté d'énumérer les conditions
opératoires optimales pour un rendement maximal de 'HE de rose par hydrodistillation
(Katekar et al., 2022). La distillation de deux tonnes de rose, soit environ 100 millions de pétales

de rose, est nécessaire a la production de 500 g d’HE de rose (Van de Pol, 2003).
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Figure 3 : Principaux sites producteurs d'huiles de roses dans le monde (Figure issue de Mileva et
al, 2021).

Une autre méthode est utilisée pour extraire le parfum de la rose. Ainsi, la concréte de rose
est fabriquée a partir d’une extraction par le solvant hexane jusqu’a saturation, cette extraction
étant ensuite décantée, concentrée et distillée ; Le produit final est appelé absolue de rose
(Caissard et al., 2022). Pres de 400 kg de pétales de rose sont nécessaires pour 1’obtention d’1
kg de concrete et de 0,5 kg d’absolu de rose. A titre indicatif, le prix des produits de rose, en
2008, pour 1 kg d’huile essentielle de rose était de plus de 5200 €, 550 € pour 1 kg de concréte
de rose et 1300 € pour 1kg d’absolu.

En 2018, le march¢ mondial de ’'HE de rose était évalué a 278,7 millions de dollars
américains (Rose Oil Market Size, Share | Global Industry Analysis Report, 2025) et devrait
croitre a un taux annuel moyen de 6,8% au cours de la période actuelle (entre 2019-2025). En
2025, l'estimation du revenu prévu est de 442 millions de dollars US pour atteindre 742,7
millions de dollars US en 2032 (Rose Extract Market, 2022). Des données récentes présentent
'Europe comme la région mondiale dominante sur le marché de ’'HE de rose avec une part de
41 %. Environ 70 % de ’HE de rose sont utilisés pour les parfums et les cosmétiques. En 2018,
les demandes des consommateurs pour les parfums sont des notes fruitées et florales. Parmi les
variétés de roses, R. x damascena et R. centifolia présentent la majorité de la part du marché
mondial (Rose Oil Market Share, Size, Growth, Opportunity and Forecast 2022-2027). La rose

est présentée comme gage de valeur pour certaines grandes marques de parfumerie de luxe
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(Rose Oil Market Share, Size, Growth, Opportunity and Forecast 2022-2027). Outre son
utilisation en cosmeétique et en parfumerie, la rose est également utilisée dans les produits de
soins personnels et notamment pour le bien-étre induit avec I'aromathérapie. L'aromathérapie
est une méthode alternative et complémentaire a la médecine traditionnelle qui consiste a
utiliser I’HE des plantes pour moduler 'humeur et la santé (Ali et al., 2015).

L’humain cultive donc la rose pour son esthétique et son parfum emblématique mais
également pour ses bienfaits en cosmétologie. En effet, ’'HE de rose a des propriétés anti-
inflammatoires mais aussi hydratantes grace aux acides gras et aux cires extraits des pétales de
roses, qui peuvent également stimuler la synthése de collagene de la peau, lui apportant plus
d’¢élasticité et de souplesse. L’HE de rose présente également des propri€tés antiseptiques et

calmantes. Elle est utilisée a de nombreuses fins (Figure 4).

Huiles essentielles

Utilisations pour la saveur et P . I . e .
lag ozﬁ' mentaire Utilisations pour le soin Utilisations pharmaceutiques Utilisations industrielles
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Antibactérien *  Sprays
Aromes »  Parfums, eaux de Cologne 1\[}11t011g1(111€ . REPQIS‘fS
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Boissons *  Savons et shampoings +  Pharmaceutiques Vernis
Nettoyants

Desodorisants

Industrie du tabac Produits de soins dentaires Industries du papier
Aromes *  Crayons, encres
Fixateurs *  Dentifrices +  Etiquettes, emballages, papiers
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Pharmaceutiques *+  Antiseptiques Industries du caoutchouc et plastique
Aromes +  Ciments dentaires +  Désodorisants

Caoutchouc et plastiques

Produits ménagers Industries du textile
Savons et détergents «  Désodorisants
Nettoyants +  Tapisseries
Rafraichisseurs d’air * _ Matériaux de finition

Ciments et colles
Peintures et décapants
Nettoyants et rafraichisseurs d'air

Industries de la peinture et de I’adhésifs

Figure 4 : Différents domaines d’application de I’huile essentielle de rose (Figure adaptée de Katekar
et al., 2022).

Aussi, peu de fleurs ont tout un vocabulaire qui leur est dédié : les rosomanes, qui étaient
les passionnés de roses, les rosiéristes, qui sont les horticulteurs qui cultivent les rosiers, les
rhodologues décrivant les spécialistes de la culture des roses, ou de leur étude scientifique ou
encore les roseraies qui font référence aux parcs et plantations de rosiers. Quant aux roseraies,
certaines se voient offrir pour une durée de cing ans, le label de jardins remarquables attribué
par le Conseil national des Parcs et Jardins, institution dépendante du ministére de la Culture et

de la Communication. Ce label est réservé aux parcs présentant un « intérét culturel, esthétique,
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historique ou botanique, qu'ils soient publics ou privés ». Par ailleurs, la ville ou j’ai réalisé en
grande partie ma thése est riche en histoire de roses. Le célebre Parc de la Téte d’Or de Lyon
ne compte pas moins de trois roseraies : la Roseraie internationale de Lyon, la Roseraie
Historique du Jardin Botanique de la Ville de Lyon ainsi que la Roseraie de Concours.

3) La culture de la rose en période de réchauffement climatique

A T’heure ou les activités humaines ont un impact trés important sur le réchauffement
climatique, la culture de la rose a également été repensée afin de limiter les productions de
dioxyde de carbone. Le domaine de la rose coupée est particulierement colteux en énergie.
Environ 90 % des roses importées en France proviennent des Pays-Bas et les 11 %
supplémentaires du Kenya, d’Ethiopie, d’Equateur et de Colombie (Joly, 2018). Tandis que les
roses cultivées en Afrique poussent et fleurissent en plein air dans des conditions climatiques
idéales, elles doivent étre réfrigérées lors du transport, dans des emballages plastifiés pour la
vente en Europe et le transport génere une consommation énergétique importante. A ’inverse,
la culture des roses en Europe et principalement aux Pays-Bas entraine moins d’émission de
CO: liée aux transports mais les roses y sont cultivées sous serre a 20 °C toute 1’année (Joly,
2018). Ainsi, une rose cultivée au Kenya ou aux Pays-Bas émet plus de 2 kg de CO3 : une
consommation trés importante. Les roses provenant d’Afrique et d’Amérique centrale voyagent
en avion et donc la culture de ces roses émet beaucoup de CO2. Une étude britannique en 2007,
de I'université de Cranfield, a démontré que la culture d’une rose aux Pays-Bas produit 6 fois
plus de CO2 qu’une rose cultivée au Kenya, a cause de la production en serre, du chauffage
et/ou de la climatisation et de I’éclairage. La production des roses est a elle seule responsable
de 99 % de ’empreinte carbone des roses aux Pays-Bas contre 7,3 % au Kenya (Alig &
Frischknecht, 2018; Franze & Ciroth, 2011; Williams, 2007).

Aussi, I'utilisation importante d’engrais et de pesticides contribue également d’une certaine
maniére au déreglement climatique. Plus de 100 kg de pesticides par hectare de roses sont
utilisés aux Pays-Bas et le double en Colombie (du Roy, 2014). Aucune réglementation
n’impose de limite quant a I'utilisation de produits chimiques pour les fleurs coupées non
comestibles (Ambert, 2021). Cependant, les producteurs tendent vers une démarche éco-
responsable de la culture de la rose en réduisant le recours aux produits phytosanitaires.

Pour la consommation d’eau, une méthode d’hydroponie avec systeme de récupération
d’eau est majoritairement utilisée aux Pays-Bas, dont il est encore difficile d’évaluer I’impact

environnemental (Ambert, 2021). Ainsi, une rose néerlandaise nécessite un peu plus de 3 L
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d’eau seulement comparée a une rose d’Equateur, cultivée en sol, qui utilise 18 L d’eau. Au
Kenya, la production de roses se concentre a coté du lac Naivasha, ce qui entraine son
assechement et sa pollution (Ambert, 2021; du Roy, 2014).

En France, plusieurs labels ont vu le jour pour garantir une culture de la rose respectueuse
de I’environnement tout en garantissant la qualité des roses, dont le label Fairtrade/Max
Havelaar. En 2017, 23 millions de roses ont €té ainsi labellisés sur les 600 millions vendus. Ce
n’est encore qu’un début mais qui tend vers une prise de conscience massive de la
surconsommation induite par la culture de la rose. Les labels garantissent a la fois de bonnes
conditions environnementales visant a réduire la consommation d’eau et de pesticides mais
également de bonnes conditions sociales : protection sociale, salaire minimum légal, accés a de

meilleures conditions de travail (Franze & Ciroth, 2011).

C] Les composés volatils émis par la rose

L’odeur typique de rose n’est pas si évidente a se mettre en téte. En effet, il nous suffit de
nous promener a travers les jardins pour nous énivrer de différents parfums de rose avec tantot
des notes de thé ou d’anis, tantot de clou de girofle et bien souvent de fruit. Les composés
organiques volatils (COV) émis par les pétales de la fleur sont souvent considérés comme
attractifs pour les pollinisateurs, tandis que les COV émis par les parties dites « vertes » de la
plante (feuilles ou sépales) auraient plut6t un réle de répulsif pour d’autres insectes ravageurs
(Pichersky & Gershenzon, 2002). Parmi les variétés de roses a parfum, les rosiers d’origine
européenne et chinoise n’émettent pas les mémes COV, et donc ont un parfum assez distinct.
Les COV des rosiers européens sont principalement le 2-phenyléthanol et ses dérivés ainsi que
les monoterpénes et sesquiterpénes, tandis que les rosiers chinois émettent souvent des phényl
méthy|l éthers en grande quantité, ce qui donne a ces roses une odeur dite « de thé » (Conart et
al., 2022; Magnard et al., 2015; Roccia et al., 2019; Scalliet et al., 2002, 2008; Sun et al., 2020).

1) Production de l’odeur de rose

Tous les organes de la fleur de rosier ont une odeur. Les sépales sécrétent particulierement
des molécules de défense, en particulier des terpénes dans des glandes ou trichomes recouvrant
I’épiderme. Ces sécrétions collantes emprisonnent les insectes nuisibles et/ou ont un effet
répulsif. Les cellules des pétales de roses synthétisent des molécules variées, dont plusieurs

terpénoides tres différents (Caissard et al., 2006). Dubois et collaborateurs ont décrit les COV
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émis par les étamines qui peuvent étre différents de ceux des autres organes de la plante (Dubois
et al., 2010).

Le pétale est composé de deux couches d’épiderme : 1’épiderme supérieur est composé de
cellules coniques et I’épiderme inférieur est composé de cellules plates. Bergounoux et
collaborateurs ont montré que les deux épidermes produisent et émettent des COV,
contrairement au parenchyme qui se trouve entre ces deux épidermes (Bergougnoux et al.,
2007). Lorsque le pétale est observé en microscopie électronique a balayage environnementale,
les gouttes d’HE sont visibles sur les cellules de I’épiderme. Ces cellules, coniques, permettent
aux insectes de s’agripper aux pétales (Reed et al., 2022). Les COV sont donc produits dans les
différents organes de la fleur et dans les feuilles, ainsi que dans le pollen, mais la production de
COV dans les pétales est tres majoritaire (cinq fois plus de composés émis par les pétales par
rapport a ceux émis par le pollen) (Caser & Scariot, 2022).

2) Les composés volatils de la rose et leurs voies de biosynthése

Les terpenes, les composés aromatiques et les dérivés d’acides gras (ou oxilipines), sont les
principaux COV émis par la rose. Les quantités de ces molécules different selon 1’origine
géographique de la variété mais également selon la variété elle-méme. Cependant, la quantité
d’une molécule n’est pas nécessairement proportionnelle a la capacité¢ de détection du nez
humain. En effet, une molécule a tres faible concentration peut-étre facilement détectable et
discriminée par I’humain tandis que certains composés a plus forte concentration sont
imperceptibles. La quantité de COV a elle seule ne fait donc pas la qualité du parfum. Les
interactions entre molécules peuvent également rentrer en jeu, mais les mélanges d’odeurs sont
complexes a évaluer car il est difficile de modéliser et de simplifier les implications de ces
interactions selon la présence d’autres composés. Aussi, ’humain peut étre comme anosmique
a certaines molécules odorantes. Par exemple, Plotto et collaborateurs ont montré que seulement
50% des participants de leur étude détectaient la B-ionone (Plotto et al., 2006). Aussi, certaines
molécules peuvent amener différentes représentations mentales de 1’odeur selon la
concentration. Par exemple, I’indole a faible concentration évoque une odeur florale, tandis
qu’a concentration ¢élevée il peut nous rappeler une odeur putride. Une centaine de molécules
compose le parfum de la rose. Nous allons voir dans cette partie les catégories de molécules

majoritaires classifiées selon leurs voies de biosynthese.
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2.1) Les terpenes et leurs dérives

Les terpenes représentent la classe de composés chimiques la plus grande et la plus
variée de celles retrouvées chez les plantes (Tholl, 2015). Tous les terpénes sont dérivés de
l'isopentényl diphosphate (IPP) et de son isomére allylique, le diméthylallyl diphosphate
(DMAPP) (Figure 5). Chez les plantes, deux voies indépendantes pour produire I'IPP et le
DMAPP ont été mises en évidence : la voie de I'acide mévalonique (MVA), principalement
cytosolique, et la voie du méthylerythritol phosphate (MEP) qui est plastidiale (Tholl, 2015).
Ces précurseurs sont ensuite transformés en prényl diphosphates, géranyl diphosphate (GPP)
pour les monoterpenes (composés en C10), et farnésyl diphosphate (FPP) pour les
sesquiterpénes (composés en C15). Finalement, le GPP et le FPP sont utilisés comme substrats
par des mono- ou des sesquiterpene synthases, pour la production des monoterpénes et des
sesquiterpénes, respectivement (Tholl, 2015). Dans cette partie, nous nous intéresserons
principalement aux monoterpenes, sesquiterpenes, ionones et oxydes de rose, qui composent
majoritairement la classe des terpénes dans le parfum de la rose. La voie MVA fournit
principalement les précurseurs pour la biosynthese cytosolique des sesquiterpenes, et la voie
MEP est impliquee dans la biosynthése des monoterpénes, des caroténoides et de leurs produits
de dégradation, comme les ionones (Tholl, 2015). Cependant, récemment, Corentin Conart a
démontré dans sa thése que chez la rose, la biosynthese du géraniol, composant majeur de
I’odeur de rose, implique la voie du MVA. Cette voie de biosynthése est cytosolique, ce qui

indique que plusieurs voies sont mises en jeu dans la synthése des monoterpénes (Conart, 2022).
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Figure 5 : Voie de biosynthése des terpenes dans la cellule végétale. Adapté de Pulido et al. 2012 et issue de
Conart, 2022. Les noms des enzymes sont en noir et les produits en bleu. En rouge sont représentés les
inhibiteurs spécifiques. Les fleches en pointillé représentent une étape enzymatique multiple ou une enzyme
inconnue. AACT : acétoacétyl-CoA thiolase ; DMAP : phosphate de diméthylallyle ; DMAPP : diphosphate de
diméthylallyle ; DXP: 1-désoxy-D-xylulose5-phosphate ; DXR: 1-désoxy D-xylulose 5-phosphate
réductoisomérase ; DXS : 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase ; CDP-ME : 4-(cytidine 5'-diphospho)-
2-C-méthyl D-érythritol ; CDP-MEP : 4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-méthyl D-érythritol 2-phosphate ; CMK :
4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-méthyl Dérythritol kinase ; FPP, farnésyl diphosphate ; FPPS, farnésyl
diphosphate synthase ; GA-3P, glycéraldéhyde 3-phosphate ; GP: géranyl phosphate ; GPP : géranyl
diphosphate ; GGPP : géranyl-géranyl diphosphate ; HDR : 1-hydroxy-2-méthyl-2-butényl 4-diphosphate
réductase ; HDS : 1-hydroxy-2-méthyl-2-butényl 4-diphosphate synthase ; HMBPP : 1-hydroxy-2-méthyl-2-
butényl 4- diphosphate ; HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA ; HMGR : 3-hydroxy 3-méthylglutaryl
CoA réductase ; HMGS : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA synthase ; HOMO : GPPS homodimérique ; IPK :
isopentényl phosphate kinase ; IPP : isopentényl diphosphate ; LSU : grande sous-unité ; MCT, 2-C méthyl-
Dérythritol 4-phosphate cytidyltransférase ; MDS : 2-C-méthyl D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase ;
MDD : 5-diphosphomévalonate décarboxylase ; IDI : isopentényl diphosphate isomérase ; MECPP : 2-
Cméthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate ; MEP : 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate ; MK : mévalonate
kinase ; MVA, : acide mévalonique ; MVP : 5-phosphomévalonate ; MVPP : 5-diphosphomévalonate ; NUDX :
nudix hydrolase ; PMK : 5-phosphomévalonate kinase ; SSU : petite sous-unité.
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2.1.1) Monoterpénes

Les monoterpenes les plus fréquents chez la rose sont le géraniol, le citronellol, le nérol
et leurs dérivés (Erbas & Baydar, 2016; Jirovetz et al., 2005; Magnard et al., 2015; Umezu et
al., 2002; Yassa et al., 2015; Yi et al.,, 2019). Ces monoterpénes participent grandement a
I’odeur de rose douce et citronnée (Xiao et al., 2017). Chez la plupart des plantes, la synthese
des terpénes fait intervenir des enzymes particulieres, les terpene synthases. Chez la rose, il a
été montré que la synthése des monoterpenes résulte de I’implication d’un géne original,
NUDX1-1. La superfamille des NUDX joue un role trés intéressant chez la rose car trés différent
du réle habituel qu’elle joue chez les autres especes. Les NUDX forment un groupe de protéines
partagé par les trois grands domaines de la vie cellulaire et les virus. Elles ont en général un
réle de réduction du stress cellulaire oxydatif (Bessman et al., 1996). Ce clade aurait évolué de
maniére différente dans le genre Rosa, jouant un réle fonctionnel dans la synthése de certains
COV, les monoterpenes comme le géraniol (Conart et al., 2022; Magnard et al., 2015).
L’enzyme NUDX1-1 transforme le géranyl diphosphate (GPP) en géranyl monophosphate
(GP), qui est lui-méme transformé en géraniol par une phosphatase encore inconnue.
RhNUDX1-1 est 1000 a 7000 fois plus exprimé chez les roses trés parfumées par rapport aux
roses non parfumées, et cette expression est fortement corrélée a I’émission de monoterpenes.

Il existe de nombreuses copies de NUDX1 dans le génome de ‘Old Blush’, une des
premiéres roses domestiquées (Conart et al., 2022; Sun et al., 2016). Ces copies sont présentes
sur 4 chromosomes, les chromosomes 2, 4, 6 et 7. La présence de copies sur le chromosome 2
est assez récente chez les Rosacées car elle n’est observée que dans le genre Rosa, et pas chez
les autres genres de cette famille (Conart et al., 2022). D’apres I’étude de Conart et al., (2022),
le gene NUDX1-1b initialement présent sur le chromosome 4 serait issu d’une mutation de
NUDX1-3 sur le méme chromosome. Puis, probablement suite a I’activité d’un transposon, le
gene NUDX1-1b aurait migré sur le chromosome 2 pour finalement devenir NUDX1-1a. Ce
gene se serait ensuite dupliqué a plusieurs reprises. Le nombre de répétitions de ce géne sur le
chromosome 2 est proportionnelle a I’expression de NUDX1-1a dans les pétales, qui est elle-

méme corrélée avec la quantité de monoterpénes, géraniol et ses dérivés (Conart et al., 2022).

2.1.2) Sesquiterpénes

Alors que le gene NUDX1-1 joue un rble important dans la biosynthése des
monoterpenes, un autre gene, appartenant toujours a la superfamille des NUDX, est impliqué

dans la synthese de certains sesquiterpénes. Les sesquiterpénes sont synthétisés en grandes
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quantités par certaines roses. Par exemple, de grandes quantités de E,E-farnesol sont présentes
chez I’hybride R. x wichurana (Roccia et al., 2019). En 2020, une étude a mis en évidence le
role du géne RWNUDX1-2 dans la synthése de ce sesquiterpene. En effet, ce géne utiliserait le
farnesyl diphosphate (FPP) pour produire du farnésyl monophosphate (FP), qui serait ensuite
déphosphorylé par une phosphatase encore inconnue (Sun et al., 2020). D’autres sesquiterpénes
comme le germacrene D, tres présent chez les roses, sont synthétisés par des terpenes synthases
classiques (D. Weiss et al., 2006).

2.1.3) lonones

Les caroténoides jouent un réle dans la couleur des fleurs, tout comme les flavonoides.
Les couleurs jaunes et orangées des roses sont surtout associées aux caroténoides (Zvi et al.,
2012) Les ionones, appelées aussi cétones de rose, sont des COV émis par les roses en quantités
souvent faibles. Elles sont les produits de dégradation des carotenoides par les (di-)oxygénases
(CCD) (Huang et al., 2009). Les différentes protéines CCD générent des produits différents.
Par exemple, la protéine CCD1 permet la synthése de B-ionone a partir de la molécule de -
caroténe (Paparella et al., 2021).

Le facteur de transcription participant a la production de 1’anthocyanine pigment 1
(PAP1) est également impliqué dans la production de B-ionone (Zvi et al., 2012). Les ionones
sont surtout caracteristiques des odeurs florales et particulierement de violette retrouvées chez
les plantes.

La pB-damascénone, molécule trés utilisée notamment en parfumerie pour apporter un
coté floral et rosé aux mélanges, n’est pas synthétisée directement par la rose. En effet, celle-Ci
n’est obtenue qu’apres distillation des pétales de roses. Retrouvée en trés petite quantité dans
I’HE de rose, la f-damascénone contribue de maniere importante a son odeur, car son seuil de
détection olfactif est tres bas (Ohloff & Demole, 1987).

2.1.4) Oxydes de rose

Les oxydes de rose font également partie des molécules responsables de ’odeur de rose.
Les isoméres d’oxydes de rose ont des qualités olfactives différentes. En effet, I’isomére (-)-Cis
apporte I’odeur typique de rose (Zhang et al., 2022). La production chimique d’oxydes de rose
est possible a partir du B-citronellol, avec le procédé de « dark singlet oxygenation » par
I’intermédiaire du processus d'oxydation de 1'iodosylbenzéne qui permet ainsi la peroxydation

radicale du B-citronellol (Alsters et al., 2010; Dwivedi et al., 2018). Cependant, si on suppose
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que le B-citronellol pourrait étre le précurseur de ces composés, leur biosynthése dans les pétales

de rose n’a pas encore été ¢lucidée.

2.2) Les composés aromatiques

2.2.1) Phenylpropanoides et benzénoides

Le 2-phényléthanol (2PE, composé en C6-C2 appartenant aux phénylpropanoides),
majoritairement retrouvé dans le parfum de certaines roses, est utilis€é dans 1’industrie
cosmétique car il est trés caractéristique de I’odeur de rose. Au niveau de la plante, cette
molécule a des propriétés antimicrobiennes (Berrah & Konetzka, 1962) et est trés attractive
pour les insectes pollinisateurs, jouant ainsi un réle important dans la reproduction sexuée des
plantes (Pichersky & Gershenzon, 2002).

Le 2PE est synthétise en partie a partir de 1’expression du géne RhPAAS
(« Phénylacétaldehyde synthase ») (Kaminaga et al., 2006) (Figure 6). L’enzyme catalyse une
décarboxylation couplée a une oxydation de la L-phénylalanine, pour produire du
phénylacétaldéhyde. La synthése du 2PE est complétee par une phenylacétaldéhyde réductase
(PAR) (Chen et al., 2011).

En 2016, une voie alternative a la production de 2PE décrite ci-dessus a été proposée
par Hirata et collaborateurs. Cette voie alternative se produirait plutot pendant 1’été et serait due
a des adaptations saisonnicres des plantes sous I’effet de fortes températures. En effet, la voie
initiale produirait du 2PE toute I’année, indépendamment des changements de température,
avec une production réguliere et constante de cette molécule (Hirata et al., 2016). Cette voie
adaptative utilise une phenylpyruvate décarboxylase (RyPPDC) (Figure 6). Les niveaux de
transcription du géne RyPPDC et la production de 2PE qui en résulte sont augmentés en
fonction du temps sous des températures élevées, de maniére bien plus importante qu’avec la
voie initialement décrite (Hirata et al., 2016).

Certaines variétés de rose produisent aussi des benzénoides (composés en C6-C1),
comme le benzyl alcool et le benzaldéhyde, qui contribuent a leur odeur florale. Les voies de
biosynthése de ces composés, partiellement connues chez d’autres plantes (Widhalm &

Dudareva, 2015), n’ont pas encore été étudiées chez la rose.
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2.2.2) Phénylpropenes

Parmi les phénylpropénes (composés en C6-C3), I’eugénol et le méthyl eugénol sont
souvent retrouvés parmi les COV émis par les roses et sont caractéristiques de 1’odeur épicée
de certaines variétés. Les étamines, en particulier, sont des organes privilégiés pour 1’émission
de ces COV (Dubois et al., 2010). Le gene RCEGS1 joue un role important dans la synthése de
ces molécules (Figure 6). Son rble a été démontré par Yan et collaborateurs, qui ont diminué
I’expression de ce géne dans des pétales de rose, grace a la technique de VIGS (« virus-induced
gene silencing »). Cette expérience a permis de réduire de maniére significative les quantités

d’eugénol chez les roses transformées (Yan et al., 2018).
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Figure 6 : Voie de biosynthése des phénylpropanoides chez le rosier. Deux voies sont décrites chez
le rosier pour produire le 2-phénylacéaldéhyde, précurseur du 2-phényléthanol. Les fleches en
pointillé représentent des étapes enzymatiques multiples non caractérisées. AATL, alcool
acétyltransférases ; AAAT3, aminoacides aromatiques aminotransférases ; EGS1, eugénol synthase
; OMT1, O-méthyltransférase ; PAAS, phénylacétaldéhyde synthase ; PAL, phénylalanine ammonia
lyase ; PAR, phénylacétaldéhyde réductase ; PPDC, décarboxylase de l'acide phénylpyruvique.
Figure issue de Caissard et al, 2022.
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2.2.3) Phényl méthyl éthers (DMT et TMB)

Certaines variétés de roses sont dites « & odeur de thé ». L’origine de cette appellation
n’est pas claire et n’a peut-&tre pas de rapport avec I’odeur des feuilles de thé. Elle pourrait
plut6t venir de la déformation du terme anglais « Fa Tea roses », indiquant que ces roses ont
été ramenées de la pépiniére chinoise « Fa Ti». Quoi qu’il en soit, I’odeur de « thé » de ces
roses est principalement due a I’émission de deux composés : le 3,5-diméthoxytoluéne (DMT)
et le 1,3,5-triméthoxybenzéne (TMB), tous deux issus de la méme voie de biosynthése. Les
roses hybrides de thé sont des croisements des roses européennes et chinoises, 1’odeur de « thé »
provenant de ces derniéres, principalement de la rose sauvage R. gigantea. Selon les
croisements et leurs descendances, toutes les roses n’émettent pas de DMT ou de TMB. Des
analyses du transcriptome des petales de la rose chinoise, R. chinensis ‘Old Blush’, ont permis
I'identification de deux orcinol O-méthyltransférases, OOMT1 et OOMT2, catalysant des
méthylations successives de I’orcinol pour produire du DMT (Figure 7) (Lavid et al., 2002;
Scalliet et al., 2002, 2006, 2008). OOMT1 et OOMT2 partagent 96,5% d'identité, mais
présentent des spécificités de substrat différentes, qui dépendent principalement d'un seul acide
amineé dans le site catalytique (Scalliet et al., 2008). Une analyse de la famille des genes OOMT
dans le genre Rosa a révélé que toutes les espéces contiennent le ggne OOMT2, mais que seules
les roses chinoises comme R. gigantea possedent le gene OOMT1. Comme OOMT2 peut
effectuer la premiere étape de la biosynthése, bien qu'avec moins d'efficacité que OOMTL, cela
suggere que le géne OOMTL1 dérive d'une duplication et d'une divergence d'un géne OOMT2
ancestral. Le DMT, qui est utilisé dans des parfums relaxants, est aussi percu par les abeilles
(Shalit et al., 2004; Wright et al., 2005). L’évolution de la synthése du DMT suggére que ce

composeé est une cible olfactive pour les insectes pollinisateurs (Scalliet et al., 2008).
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Figure 7 : Voie de biosynthese des phényl méthyl éthers chez le rosier. OOMT1 et OOMT?2 sont
impliquées dans le 3,5 diméthoxytoluéne et le 1,3,5-triméthoxybenzéne. OOMT, orcinol O-
méthyltransférase ; POMT, phloroglucinol O-méthyltransférase. Figure issue de Conart, 2022
d’aprés Lavid et al, 2022 et Scalliet et al, 2002, 2006 et 2008.

2.3) Les oxylipines

Les oxylipines ou dérivés d’acides gras, sont les produits d’oxygénation d’acides gras
polyinsaturés, par des processus enzymatiques et non-enzymatiques, pouvant étre de différentes
natures : des alcools, des aldéhydes, des cétones, des acides et des hydrocarbures gazeux. Les
lipoxygénases (LOX) entrainent I’oxygénation des acides gras dans une région spécifique de la
molécule, soit sur le carbone 9 donnant lieu aux 9-hydroperoxydes, soit au niveau du carbone
13 donnant ainsi les 13-hydroperoxydes (Grechkin, 1998) (Figure 8). A partir de ces
hydroperoxydes, plusieurs voies de biosynthése s’ensuivent, dont les deux voies métaboliques
qui sont respectivement impliquées dans la synthese des jasmonates et des Green Leaf VVolatiles
(GLV) (Feussner & Wasternack, 2002; Heitz et al., 2002; Scala et al., 2013; Wasternack &
Strnad, 2018). Les GLV sont des molécules a six carbones qui peuvent étre des aldéhydes, des
alcools ou des esters. Elles sont impliquées dans la signalisation entre plantes ainsi que dans les
interactions plantes-herbivores (Matsui, 2006; Vancanneyt et al., 2001). La 13-hydroperoxyde
lyase métabolise l'acide 13-hydroperoxylinolénique pour former [lacide 12-oxo-(Z)-9-
dodécénoigue et du (Z)-3-hexénal (Matsui, 2006) (Figure 5). Les isoméres (Z)-3-hexénal et (E)-
2-hexénal peuvent passer d’une forme a une autre de maniére spontanée ou enzymatique. La
voie de biosynthése de ces composés peut encore se poursuivre avec une réduction des isomeres

en alcools puis ensuite en aldéhydes (Griffiths, 2015). Les GLV portent également le nom de
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« green odors » en référence a leur odeur herbacée. Celle-ci rappelle I’odeur « végétale » ou
« verte » des tiges, des feuilles ou encore des sépales des fleurs. Leur role dans le parfum de la
rose a été peu étudié, malgré leur présence et leur odeur. Ces molécules sont utilisées
principalement pour apporter une note de fraicheur aux accords floraux et donnent un aspect

plus « naturel » au parfum.
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Figure 8 : Schéma simplifié de la voie de biosynthése des oxylipines. LOX : 13- lipoxygénases. 13-
HPOTE : acide 13(S)-hydroperoxy 9Z,11E,15Z-octadecatrienoique. 13-HPODE : acide 13(S)-
hydroperoxy 9Z,11E-octadecadienoique. HPL : hydroperoxide lyase. IF : (32) : (22)-énal
isomérase. ADH : alcool déshydrogénase. AAT : alcool acétyltransférase (Figure adaptée de Scala et
al, 2013).
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I1] La perception des odeurs

Pendant des années, la recherche en olfaction a tenté une classification des odorants sur
la base de leur structure physicochimique. En effet, certaines caractéristiques physicochimiques
des molécules odorantes sont liées a leur perception, telles que la taille, le poids ou la
complexité de la molécule qui sont corrélés avec la perception hédonique des odorants
(Hendrickson et al., 1987; Kermen et al., 2011; Khan et al., 2007; Zarzo, 2011). Le nombre de
carbones et la position de certains groupements chimiques influencent également la perception
olfactive (Guerrieri et al., 2005; Keller & Vosshall, 2016). Cependant, la structure d’une
molécule odorante ne reflete pas toujours sa perception. Par exemple, des énantiomeres peuvent
avoir des perceptions tres différentes comme la D-carvone qui sent la menthe verte et la L-
carvone qui sent le cumin ; ou des perceptions similaires comme les énantiomeres du limonene
qui présentent tous deux des odeurs d’agrumes. Aussi, deux molécules de structures tres
différentes peuvent faire référence a des odeurs a peu prés similaires comme le 2PE et le
géraniol qui évoquent I’odeur de rose. La perception des odeurs peut changer également en
fonction de la concentration des molécules odorantes, comme I’exemple de 1’indole a
différentes concentrations. Ainsi, il peut étre aussi difficile d’établir et de prédire des liens

directs entre stimulus olfactif et perception.

A] Fonctions de 1’odorat

La perte de ’odorat souvent associée a la maladie de la COVID-19 a permis de faire
prendre conscience, plus largement, du role essentiel de ’odorat au quotidien (Doty, 2022).
Bien que la taille du cerveau et du bulbe olfactif varie grandement selon 1’espece, les fonctions
olfactives sont assez similaires chez les mammiferes (Jacobs, 2012). La variabilité de la taille
du bulbe olfactif s’expliquerait par la nécessité et la demande de la perception olfactive, selon
I’espéce animale. Richard J. Stevenson classe les fonctions de I’odorat en plusieurs grandes
catégories (Stevenson, 2010).

En effet, I’odorat a une place prépondérante, particuliérement dans 1’alimentation, la
navigation, la détection de danger ainsi que dans des aspects sociaux et émotionnels comme la
reproduction (Sarafoleanu et al., 2009). Pourtant, malgré son importance pour la survie de
I’espéce, 1’odorat fut longtemps ignoré par les scientifiques puis mis en lumiére en 2004 gréce
aux travaux de Linda B. Buck et Richard Axel qui ont été récompensés par le Prix Nobel de

Physiologie et Médecine.

35



Introduction

Il est important de faire la distinction entre odorant, odeur et olfaction. Un odorant est
un composé chimique volatil, soluble et pouvant se fixer aux récepteurs olfactifs. Une odeur est
une perception consciente de ’odorant et la représentation mentale de celui-ci. L’olfaction fait

référence a la capacité de percevoir ces odorants, leurs traitements neuraux et cognitifs.

A partir de ces notions, nous allons dans cette partie décrire les fonctions de 1’odorat,
I’organisation anatomique du systéme olfactif, le codage de la perception hédonique des odeurs
(odeurs plaisantes vs déplaisantes), ainsi que le codage des mélanges d’odeurs complexes et

naturelles.
1) Alimentation, recherche de nourriture

La gustation est le sens qui permet d’identifier cinq différentes saveurs : le sucre, le salé,
I’amer, 'umami et I’acide. L’olfaction et la gustation sont deux sens étroitement liés qui
permettent la sensation de la flaveur. La flaveur est la sensation provoquée lors de ’ingestion
d’un aliment, impliquant le gott, le toucher, I’olfaction ainsi que le systéme trigéminal. Deux
voies olfactives coexistent : la voie rétronasale, ou « voie arriére », désigne la voie par laquelle
les molécules odorantes émises lors de 1’ingestion d’aliments atteignent les récepteurs olfactifs,
de la bouche vers I’épithélium olfactif et la voie orthonasale fait référence aux molécules
odorantes passant directement par la cavité nasale pour rejoindre 1’épithélium o Ifactif (Figure
9) (Rowe & Shepherd, 2016). Dans les deux cas, I’information olfactive est ensuite envoyée de
I’épithélium olfactif aux aires olfactives cérébrales.

L’olfaction est impliquée tout d’abord dans la quantité d’aliments ingérés. Le processus
d’ingestion alimentaire implique le noyau arqué de I’hypothalamus et le noyau du tractus
solitaire du bulbe rachidien, qui projettent tous deux sur le noyau paraventriculaire du thalamus
(Gascuel et al., 2012). Ce noyau est une cible de projection neuronale des aires corticales
olfactives. Ainsi, les signaux olfactifs transmis jusqu’a ’hypothalamus peuvent moduler le
comportement alimentaire (J.-H. Zhou & Chen, 2022). Dans ce contexte, Proserpio et
collaborateurs ont étudié les effets de ’exposition d’odeurs sur I’appétit et ont observé une
augmentation de la production de salive, de ’appétit ainsi que de la prise alimentaire (Proserpio
et al., 2017). Une modification de I’odorat en fonction de I’état de satiété a aussi été mise en
évidence (Rolls & Rolls, 1997).

L’odorat est également impliqué dans les processus de sélection d’aliments, permettant
d’établir cette fois-ci la qualité de ’aliment a ingérer. L’odeur des aliments palatables entraine

une attraction de I'individu tandis que ’odeur d’aliments pourris ou avariés indiquera a
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I’individu qu’il vaut mieux ne pas s’y aventurer. Toutefois, ces comportements peuvent étre
modifiés selon ’expérience (Breslin & Spector, 2008).

Toujours dans le cadre de la prise alimentaire, 1’odorat n’est pas seulement impliqué
dans la détection, I’identification, le choix d’odeurs pour I’ingestion, il ’est également dans la
chasse et le suivi d’odeur sur de longues distances, ce qui permettrait de localiser et traquer une
proie (Piep et al., 2008). Une augmentation du comportement olfacto-moteur est observée

lorsque I’individu est trés proche d’une source alimentaire (Nevo & Heymann, 2015).

Récepteurs olfactifs

/
Voie
orthonasale

Figure 9 : Schéma simplifié des voies ortho- et rétro-nasales chez I’humain. (Figure adaptée de
Rowe et Sheperd, 2015).

2) Evitement de danger

L’odorat permet également a I’individu de faire face a un danger dans son
environnement plus ou moins proche. Le danger peut étre de nature biologique comme un
prédateur, et de nature non biologique comme une fuite de gaz ou un incendie. Aussitét alerte,
I’individu présente des comportements de fuite et/ou d’évitement avec une augmentation de
Pactivité de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, impliqué dans les mécanismes de
réponse au stress (Stevenson, 2010). Il est d’ailleurs important de noter que beaucoup
d’accidents domestiques, particulierement observés chez les personnes dgées, sont dus a une
détection anormale de certaines odeurs de gaz ou de brlé (Cantone et al., 2017; Nguyen et al.,
2016). Pour nous aider a détecter une odeur de gaz, de I’éthyl mercaptan est rajouté au gaz de
ville ou aux bouteilles afin de lui donner une odeur propre, détectable a tres faible concentration
(en dessous d’1 ppb) (Yeshurun & Sobel, 2010). La perte d’odorat est ainsi trés inquiétante et
représente un réel sentiment d’insécurité pour les personnes souffrant d’anosmie face a ce genre

de situations (Schafer et al., 2021).
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3) Relations sociales

L’odorat est aussi trés important lors de la construction de relations sociales de différents
ordres. Par exemple, les relations mere-enfant sont en parties médiées par les odeurs corporelles
émises, avec une reconnaissance et une préférence particuliere de la meére vers I’enfant et
inversement, notamment lors de 1’allaitement (Coureaud et al., 2010; Raimbault et al., 2007;
Schaal et al., 2003; Schéafer et al., 2020). Aussi, le choix de partenaire sexuel peut étre médié
par les odeurs, avec également une reconnaissance et préférence pour les odeurs corporelles
d’un conjoint (Knaapila et al., 2012; Mahmut et al., 2019).

B] Anatomie fonctionnelle du systeme olfactif

L’organisation du systéme olfactif primaire est assez conservée a travers les différents
mammiféeres (Ache & Young, 2005; Laurent, 2002). Dans la partie qui suit sera decrite
I’anatomie détaillée du systéme olfactif, de ’entrée des informations olfactives au niveau de
I’épithélium olfactif aux centres olfactifs supérieurs (cortex olfactifs primaires et secondaires)

avec les différents relais corticaux, notamment le premier, le bulbe olfactif.

1) Epithélium olfactif

L’odorat est un sens chimique, dont les sensations olfactives proviennent de
I’interaction des molécules olfactives avec des récepteurs olfactifs contenus dans les neurones
sensoriels olfactifs. Le nez contient 10 a 100 millions de récepteurs olfactifs situés dans
1’épithélium olfactif qui a une superficie de 10 cm? chez I’espéce humaine (15 cm? chez le rat,
20 cm? chez le chat et 380 cm? chez le chien). L’épithélium olfactif recouvre la face intérieure
de la lame criblée de I’ethmoide et s’étend le long du cornet nasal supérieur. Il contient trois
types de cellules : les neurones sensoriels olfactifs qui ont pour fonction de détecter les

molécules odorantes, les cellules de soutien et les cellules basales (Figure 10).
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Figure 10 : Organisation schématique de 1’épithélium olfactif. (Figure adaptée depuis le site web de
Biorender).

Les neurones sensoriels olfactifs contiennent les récepteurs olfactifs sur leurs cils. 1l y a
un seul type de récepteur olfactif par neurone olfactif (environ 400 chez ’homme et 1300 chez
la souris (Niimura, 2009). Ces récepteurs peuvent lier difféerentes molécules odorantes selon
leur affinité (Duchamp-Viret et al., 1999). Ce sont des neurones bipolaires dont 1’axone passe
a travers la lame criblée de 1’ethmoide pour se projeter sur le bulbe olfactif. Les glandes de
Bowman, qui se situent dans le chorion de la muqueuse olfactive, permettent de sécréter du
mucus ayant plusieurs fonctions, celle de nettoyage, d’apport en nutriment, d’humidification et
de fixation des molécules odorantes sur les récepteurs par le biais de protéines de transport, les
« Odorant Binding Proteins » (OBP). Les OBP permettent également la dissolution des
molécules odorantes dans I’épithélium. L’épithélium olfactif forme une barriére immunitaire
en protégeant les neurones olfactifs d’atteintes extérieures. Une molécule odorante est une
molécule volatile, c’est-a-dire qu’elle pénétre dans le nez a 1’état gazeux et soluble dans le
mucus. Les neurones sensoriels olfactifs transforment une stimulation chimique en potentiels
d’action qui forment la réponse olfactive. Plus précisément, la transduction du signal olfactif se
fait par I'intermédiaire des récepteurs olfactifs couplés aux protéines G qui activent un second
messager, ’adénylate cyclase permettant I’ouverture des canaux sodiques, I’entrée d’ions
sodium, qui entraine une dépolarisation, et ainsi la création d’un influx nerveux se propageant

le long de I’axone du neurone olfactif (Legouis, 1995).
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Un odorant peut étre reconnu par plusieurs récepteurs olfactifs (Malnic et al., 1999).
Ainsi, deux odorants différents entrainent I’activation de combinaison différentes de récepteurs
olfactifs. C’est ce qu’on appelle le codage combinatoire (Malnic et al., 1999). Ainsi, différents
patterns d’activation sont associés a des différentes odeurs, dont un exemple est présenté en

Figure 11,

Vanille Jasmin Vinaigre

Figure 11 : Exemple de patrons d’activation des récepteurs olfactifs en réponse a différents
odorants. Chaque récepteur répondant de maniére unique (associé ici a une et une seule couleur),
seule la combinaison des différentes activations des récepteurs est associée a un stimulus propre.

Les neurones olfactifs s’adaptent aussi tres rapidement, avec 50 % des cellules devenant
insensibles a la stimulation olfactive dans la premiere seconde. L’insensibilit¢é complete a
certaines odeurs trés fortes est observée au bout d’une minute environ (Zufall, 2000). Les
axones des cellules olfactives sont dépourvus de myéline et forment des faisceaux d’axones qui
rejoignent le bulbe olfactif, au niveau de structures sphériques appelées glomérules olfactifs.
Les axones des neurones olfactifs exprimant le méme type de récepteur olfactif convergent vers

les mémes glomérules (Imai, 2014).

2) Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif, premier relais cortical du systeme olfactif, est un paléocortex,
composé de six couches : la couche des nerfs olfactifs, la couche glomérulaire, la couche
plexiforme externe, la couche des cellules mitrales, la couche plexiforme interne et la couche
de cellules granulaires (Nagayama et al., 2014) (Figure 12).

Etant donné que les neurones olfactifs exprimant les mémes récepteurs se projettent sur
les mémes glomérules, le codage combinatoire observé dans I’épithélium olfactif permet
d’obtenir des cartes spécifiques d’odeurs dans le bulbe olfactif (Leon & Johnson, 2003; Linster
et al., 2001). C’est dans la couche glomérulaire, au sein des glomérules, que les terminaisons
synaptiques des neurones sensoriels olfactifs font synapse avec les dendrites des neurones
relais, les cellules mitrales (Bozza et al., 2002). Le message des cellules mitrales est régulé a

deux niveaux par des interneurones inhibiteurs : a I’entrée par les cellules périglomérulaires et
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en sortie par les cellules granulaires, qui forment la couche la plus profonde du bulbe olfactif
des vertébrés. Le traitement des informations sensorielles dans le bulbe olfactif est modulé par
des retours corticaux et neuromodulateurs : 1) le systeme cholinergique (impliqué dans les
processus attentionnels et la mise en mémoire a court terme), 2) le systéme sérotoninergique
(influengant les comportements liés a I'numeur) et 3) le systeme noradrénergique (en partie
responsable de la vigilance et de la mémoire) (Brunert & Rothermel, 2021; Harvey &
Heinbockel, 2018).

En plus de transmettre les informations olfactives aux aires olfactives primaires et
supérieures, le bulbe olfactif est primordial dans de nombreuses fonctions telles que
I’augmentation du ratio signal sur bruit (Cleland et al., 2007), I’encodage de la mémoire
olfactive (Forest et al., 2019; Wilson & Stevenson, 2003), des apprentissages olfactifs et
sociaux (Mandairon et al., 2018; Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009), la discrimination des
odeurs (Wu et al., 2020), le codage de la détection et I’intensité du stimulus (Escanilla et al.,
2010; Harrison & Scott, 1986), ainsi que pour I’hédonicité des stimuli olfactifs (Kermen, 2021;
Zatorre et al., 2000).

[elec]

Figure 12 : Organisation schématique du bulbe olfactif. CSO : Cellule sensorielle olfactive. PGL :
Cellule périglomérulaire. GL : Glomérule. P : Cellule a panache. M : Cellule mitrale. GR : Cellule
granulaire. CGL : Couche glomérulaire. CPE : Couche plexiforme externe. CCM : Couche des
cellules mitrales. CPI : Couche plexiforme interne. CCG : Couche de cellules granulaires.

3) Les structures cibles du bulbe olfactif

Les cellules mitrales et a panache glutamatergiques du bulbe olfactif projettent a leur

tour sur plusieurs aires cérébrales impliquées dans le traitement perceptif des odeurs, composant
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les aires olfactives secondaires, décrites ci-aprés (Figure 13). Ainsi, la perception olfactive se
distingue des autres modalités sensorielles dans le sens ou elle se fait de maniére plus directe :
sans relais thalamique entre les récepteurs et les aires cérébrales de 1’olfaction. Le bulbe olfactif
et le cortex piriforme joueraient le « réle thalamique » de la conscientisation perceptive de
I’olfaction (Keller & Young, 2014).

L+
@+
(\sl) 4+

Figure 13 : Représentation schématique du systéme olfactif. BO : Bulbe olfactif. NOA : Noyau
olfactif accessoire. Ctx Pir : Cortex piriforme. Ctx Ent : Cortex enthorinal. TO : Tubercule olfactif.
Amyg : Amygdale. Hipp : Hippocampe. (Figure adaptée depuis le siteweb de Biorender).

3.1) Cortex piriforme

Le bulbe olfactif projette directement et massivement vers le cortex piriforme. Ce cortex
est un archicortex a trois couches, considéré phylogénétiquement plus ancien que le néocortex
a six couches, avec une organisation glutamatergique et gabaergique (Franks et al., 2011). Le
cortex piriforme est impliqué dans la formation des associations d’odeurs, dans la recollection
de la mémoire olfactive, ainsi que dans le codage de I’identification et de I’intensité des odeurs
(Blazing & Franks, 2020; Bolding et al., 2020; Franks et al., 2011; Roland et al., 2017; Uchida
et al., 2014).

3.2) Noyau olfactif antérieur

Le noyau olfactif antérieur est situé au niveau de la commissure antérieure, qui permet
la communication anatomique des hémispheres cérébraux, le noyau olfactif antérieur
permettrait ainsi la communication neuronale entre les deux bulbes olfactifs. Cette place
stratégique permettrait au noyau olfactif antérieur de détecter et de localiser rapidement des

sources odorantes (Esquivelzeta Rabell et al., 2017; Kikuta et al., 2010). Celui-ci serait impliqué
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dans I’apprentissage contexte-dépendant des odeurs et I’intégration multisensorielle (Levinson
et al., 2020), le traitement des odeurs sociales (Wacker et al., 2011), le stockage mnésique des
odeurs (Agrabawi & Kim, 2020) ainsi que dans le codage temporel de la présentation d’odeur
(Tsuji et al., 2019).

3.3) Cortex entorhinal

Le cortex entorhinal est situé¢ sous I’hippocampe. Sa position lui permet des connexions
réciproques privilégiées avec celui-ci et participe ainsi grandement au traitement mnésique des
odeurs (Biella & de Curtis, 2000; Li et al., 2017). La stimulation du cortex entorhinal module
’activité de ’amygdale et du cortex piriforme aux entrées du bulbe olfactif chez le rat (Mouly
& Di Scala, 2006).

3.4) Amygdale

L’amygdale, qui porte son nom en référence a sa forme en amande, joue aussi un role
trés important dans le codage olfactif. Essentielle au traitement des émotions, particulierement
négatives, elle joue un role important dans la perception des odeurs et I'induction de
comportements d’approche ou de retrait face a une source odorante. Elle est composée de trois
sous-régions impliquées dans le codage olfactif : I’lamygdale médiane, I’amygdale corticale et
le complexe périamygdaloide (Noto et al., 2021). Ces trois régions pourraient présenter des
fonctions olfactives différentes. L’amygdale médiane serait impliquée dans la génération rapide
de comportements moteurs en réponse a un stimulus olfactif (dans des contextes d’approche et
de retrait). Le complexe périamygdaloide serait impliqué dans I’intégration multisensorielle des
informations olfactives en lien avec d’autres systémes sensoriels. Enfin, ’amygdale corticale,

quant a elle, serait impliquée dans le traitement de la réecompense olfactive (Noto et al., 2021).

3.5) Tubercule olfactif

Pour finir, le tubercule olfactif est au croisement du circuit de la récompense (dont il
forme avec le noyau accumbens le striatum ventral) et du circuit olfactif. Le tubercule olfactif
recoit des projections glutamatergiques directes du bulbe olfactif via les cellules a panache et
les cellules mitrales (Imamura et al., 2011; Nagayama et al., 2014; Xiong & Wesson, 2016),
mais également des projections indirectes via le cortex piriforme. Le tubercule olfactif joue
donc lui aussi un réle dans le traitement du caractére récompensant et attractif des odeurs
(Midroit et al., 2021; Zhang et al., 2017).
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3.6) Aires olfactives supérieures

Parmi les aires olfactives supérieures, nous retrouvons 1’hippocampe, le thalamus,
I’insula et le cortex orbitofrontal. L hippocampe joue un role majeur dans la mémoire,
notamment olfactive. De par les projections du cortex entorhinal sur 1”hippocampe, ce dernier
joue un role important dans la discrimination des odeurs (Gourévitch et al., 2010; Martin et al.,
2007) et la mémoire des séquences d’odeurs (Agster et al., 2002). Le thalamus, aire majeure
dans la perception sensorielle consciente, serait impliqué dans I’attention portée a ’odeur
(Courtiol & Wilson, 2015; Plailly et al., 2008). L’insula est une aire primaire gustative mais
joue également réle dans la perception olfactive. Une activation différentielle droite/gauche en
présence d’odorant désagréable a ét€ mise en évidence, caractérisant ainsi cette aire cérébrale
comme codant pour le dégodt (Royet et al., 2003). Enfin, le cortex orbitofrontal recevant des
projections du cortex piriforme, est également considéré comme impliqué dans la perception
olfactive et plus précisément dans le traitement d’informations complexes liés aux odeurs, dans
I’adaptation du comportement (Jonker et al., 2015), dans I’apprentissage associatif olfactif
(Banerjee et al., 2020) ainsi que dans la perception hédonique des odeurs (de Araujo et al.,
2005; Kringelbach, 2005).

C] Perception hédonique des odeurs

L’¢tude de la valeur hédonique de I'odeur de rose est un point essenticl de ma
problématique de thése. C’est pourquoi, nous nous intéresserons ici particulierement a la
description et aux mesures de cette valeur hédonique ainsi qu’aux structures cérébrales

impliguées dans son codage neuronal.

1) Description de la valeur hédonique

L’odorat régit nombre de nos comportements, notamment a travers la perception
hédonique des odeurs qui correspond a la question : est-ce que nous aimons ou non cette odeur
(Richardson & Zucco, 1989; Yeshurun & Sobel, 2010). Cette question, nous nous la posons
avant méme d’essayer de I’identifier ou de la discriminer par rapport a une autre odeur. Les
odeurs désagréables sont détectées plus rapidement et plus précisement que les odeurs agréables
dans le but de garantir la survie de I’individu, ces odeurs portant trés probablement un message
de danger (Boesveldt et al., 2010). C’est pourquoi, trés tot, nous sommes capables de dire si

nous aimons ou non une odeur sans apprentissage, on parle de valeur hédonigue innée. Cela dit,
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il est également possible d’inverser ou de modifier cette valeur a travers les expériences vécues,
la culture ou I’apprentissage (Herz et al., 2004; Oleszkiewicz et al., 2022; Poncelet et al., 2010).
Nous parlons ainsi de valeur hédonique acquise, dont un exemple est I’odeur du fromage,
notamment celle du camembert, appréciée en France mais moins dans le reste du monde, ou
encore les fameux ceufs de 100 ans, a la forte odeur de soufre, en Chine. La valeur hédonique
des odeurs peut également étre modifiée avec I’age. Il est intéressant de noter que cette valeur
hédonique des odeurs s’installe rapidement pendant le développement puisque les enfants agés
de 3 ans présentent des préférences aux odeurs similaires a celles des adultes (Rinck et al., 2011,
Schmidt & Beauchamp, 1988) et qu’elle est altérée par le vieillissement seulement pour les
odorants a valeur hédonique positive, les odorants désagréables ne présentant pas d’altération

avec ’age (Joussain et al., 2013).

Cependant, méme si cette perception de la valeur hédonique des odeurs est modifiée par
les apprentissages comme on vient de le voir, elle reste globalement stable a travers les cultures
et serait ainsi fortement médiée par des principes universels (Arshamian et al., 2022;
Oleszkiewicz et al., 2022). De maniéere intéressante, il a été également montré qu’une
conservation de la valeur hédonique des odeurs a travers les mammiferes a été mise en place au
cours de I’évolution lorsqu’on voit que le temps d’investigation d’odeurs par des souris
(traduisant leur attraction a I’odeur) est corrélée avec la valeur hédonique jugée par ’humain
(Mandairon et al., 2009). La stabilité de la valeur hédonique retrouvée au sein des cultures et
chez les mammiferes pourrait étre en partie expliquée par la structure chimique et les propriétés
physiques des molécules odorantes. En effet, d’apres plusieurs études, le jugement hédonique
des composés chimiques serait corrélé avec le poids, la taille ou a la complexité moléculaire
(Kermen et al., 2011; Khan et al., 2007; Licon et al., 2019; Zarzo, 2011). Les molécules
contenant le plus d’oxygene seraient percues comme plus plaisantes, tandis que les sulfures et
les acides carboxylés seraient percus comme les molécules les moins plaisantes (Zarzo, 2011).
Ainsi, il serait possible de prédire la valeur hédonique a partir de la structure de la molécule
odorante (Khan et al., 2007).

2) Mesures de la valeur hédonique des odeurs

I1 est possible d’avoir acces a cette valeur hédonique avec des méthodes objectives et
subjectives. Par exemple, chez I’humain, 1'usage de questionnaires est récurrent dans

I’évaluation subjective de la valeur hédonique des odeurs (Attia & Hamdan, 2021; Ferdenzi et
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al., 2016; Gaby & Tepper, 2020; Kepler et al., 2022). Aussi, des paramétres physiologiques non
conscients tels que des paramétres de conductance cutanée, de fréquence de pouls au doigt, de
mesure de potentiels évoqués et de variabilité de la respiration abdominale sont également
utilisés (Bensafi et al., 2002a, 2002b; Croy et al., 2013; Ikei et al., 2014; Joussain et al., 2017).
Des paramétres moteurs sont aussi porteurs d’informations sur la perception de la valeur
hédonique des odeurs tels que le nombre ou la durée du flairage ou les mouvements d’approche
ou de retrait face a la stimulation odorante (Chalencon et al., 2022; Iravani et al., 2021; Schaefer
et al., 2021). La mesure de la valeur hédonique des odeurs chez I’animal non-humain se fait
grace a I’analyse du comportement moteur. La durée d’exploration ou vitesse d’approche des
odeurs est corrélée avec le caractére plaisant chez I’humain (Jagetia et al., 2018; Mandairon et
al., 2009a; Mandairon et al., 2009b; Manoel et al., 2019; Midroit et al., 2021).

3) Structures cérébrales impliquées dans le codage de la valeur hédonique des odeurs

Concernant les structures cérébrales impliquées dans la perception de la valeur
hédonique, elles ont été decrites dans la partie précédente. En effet, le codage de la valeur
hédonique des odeurs a été mise en évidence dans plusieurs régions du systeme olfactif. Ainsi,
elle a été mise en évidence des I’épithélium olfactif, selon une organisation spécifique de la
localisation des récepteurs olfactifs (Lapid et al., 2011), mais également dans le bulbe olfactif,
I1 existe une signature neurale de la valeur hédonique qui serait présente le long de 1’axe antéro-
postérieur du bulbe olfactif (Kermen et al., 2016a). Une stimulation avec des odorants
désagréables entraine une plus grande densite de cellules activées dans les couches glomérulaire
et granulaire ventro-postérieures du bulbe olfactif ainsi que dans la couche glomérulaire
postérieure de la partie dorsale du bulbe olfactif. En revanche, les odorants agréables induisent
une activité plus élevée dans la zone antéro-ventrale des couches glomérulaire et granulaire du
bulbe olfactif (Kermen et al., 2016a). Aussi, une manipulation optogénétique locale de ces
régions du bulbe olfactif module le degré d’attractivité de ces odeurs (Kermen et al., 2016a).

Le tubercule olfactif joue lui aussi un rdle dans le codage de la valeur hédonique des
odeurs. En effet, une activité neurale plus importante en réponse aux odeurs agréables versus
désagréables a été observée dans le tubercule olfactif grace a I’imagerie c-Fos et
I’électrophysiologie  (Midroit et al., 2021). De plus, une voie privilégiée bulbe olfactif -
tubercule olfactif a également été mise en évidence par méthode de transparisation, qui consiste
a rendre un tissu transparent favorisant son observation (Midroit et al., 2021). Ces résultats ont

également été confirmés chez ’humain avec une activité neurale plus importance dans le
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tubercule olfactif observée par imagerie par résonnance magnéetique fonctionnelle (IRMf) apres
présentation d’odorants plaisants par rapport & des odorants déplaisants (Midroit et al., 2021).

Chez I’humain, des techniques d’imageries comme la Tomographie par Emission de
Positons ou 'IRMf ont permis d’identifier d’autres aires cérébrales impliquées dans le codage
des odeurs agréables telles que ’amygdale gauche, le gyrus cingulaire antérieur droit et I’insula
droite (Anderson et al., 2003; Bensafi et al., 2012; de Araujo et al., 2005; Gottfried, 2010;
Grabenhorst et al., 2007; Katata et al., 2009; Patin & Pause, 2015; Rolls et al., 2003).

Un circuit cérébral en partie différent permet le traitement des odeurs désagréables, avec
I’implication de I’amygdale droite, le cortex orbitofrontal médian gauche et le cortex
orbitofrontal latéral droit, le cortex piriforme gauche, I’insula gauche et I’insula antérieure, ainsi
qu’une région spécifique du cortex insulaire, autour du sillon insulaire central (Bensafi et al.,
2007, 2012; Gottfried, 2010; Gottfried et al., 2002; Katata et al., 2009; Patin & Pause, 2015;
Roy-Coté et al., 2021, p.; Royet et al., 2003; Wicker et al., 2003; Zelano et al., 2007).

D) Codage des mélanges d’odeurs

Dans notre environnement, nous sommes entourés d’odeurs et il est trés rare d’étre
confronté a des odorants uniques. Ce qui compose une odeur est en fait souvent un mélange de
plusieurs odorants monomoléculaires. Ces melanges sont peuvent étre percus comme des
« ensembles configuraux » (i.e, I’odeur d'un mélange est spécifique et différente de celle de ses
composants) permettant ainsi la perception synthétique, s’opposant a la perception analytique
des mélanges (i.e. I’odeur d’un mélange est pergue a travers celle de ses composants) (Coureaud
et al., 2022). Dans cette thése, nous nous intéressons a 1’odeur naturelle de la rose, composée
de plusieurs centaines de COV décrits dans les paragraphes I] C], induisant une perception
synthétique.

Dans cette partie, nous allons décrire les processus olfactifs sous-tendant le codage et la
perception des mélanges d’odeurs, des récepteurs olfactifs aux aires cérébrales secondaires

supportant le traitement complexe des informations sensorielles.
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1) Au niveau des recepteurs

La perception de milliers d’odeurs par quelques centaines de récepteurs olfactifs
différents est possible grace au codage combinatoire expliqué plus haut. Selon le récepteur
olfactif (RO), un odorant peut agir aussi bien en tant qu’agoniste, qu’antagoniste (Sanz et al.,
2008). Ce codage agoniste/antagoniste est observé particulierement lors de la perception des
mélanges d’odorants. Deux types de processus d’encodage de mélanges d’odorants peuvent
étre mis en jeu : un systeme compétitif ou deux agonistes (a affinité et efficacité intrinseque
similaire) peuvent en théorie se fixer au méme récepteur mais ou un seul va pouvoir s’y fixer ;
et un systéeme non-compétitif ou deux agonistes peuvent se fixer a un méme récepteur mais pas
sur le méme site de liaison principal, modifiant ainsi les propriétés propres du récepteurs
(Rospars et al., 2008). Par étude électrophysiologique in vivo des neurones olfactifs chez le rat,
il a été montré que les interactions non-compétitives jouent un réle majeur dans I’encodage des
mélanges d’odorants et que ce dernier n’est pas qu’un encodage des composés individuels du
mélange (Rospars et al., 2008). Les interactions entre odorants au niveau des récepteurs olfactifs
peuvent mener a des effets additifs ou suppressifs selon le récepteur olfactif (de March et al.,
2020) (Figure 14).

Odeur A Mélange A/B Odeur B

Figure 14 : Représentation schématique du codage additif et/ou suppressif des réponses des RO
activés. Les RO sont représentés par des points (le gris signifie I'absence de réponse) et leur taille
indique la force de la réponse. L'odeur A active un motif de RO (bleu) et I'odeur B active un motif
différent (violet). Le mélange A/B présente un schéma de réponse qui n'est pas la somme des
réponses aux odeurs A et B, avec certains RO qui continuent a répondre (respectivement en bleu et
enviolet), d'autres qui sont supprimées (en gris), et d'autres qui ne répondent qu'au mélange en raison
d'un effet additif ou synergique (orange). (Figure adaptée de de March et al., 2020).

2) Au niveau des aires olfactives primaires

Qu’il s’agisse d’odorants monomoléculaires ou de mélanges d’odorants, une activation
des régions olfactives primaires et secondaires a été observée mais différente en fonction de la
complexité du mélange (Thomas-Danguin et al., 2014). Une étude datant de 2006 a enregistré
par imagerie optique le signal intrinséque glomérulaire en réponse a des stimuli olfactifs (des

mélanges et des composés isolés (Lin et al., 2006)). Les auteurs ont observé des réponses
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glomérulaires différentes selon la complexité du stimulus : des composés isolés n’activent
qu’un glomérule tandis qu’un mélange peut en activer une vingtaine. Ainsi, les réponses a des
mélanges refletent l'activation additionnelle par de multiples composants, chacun ne
contribuant qu'a une petite partie de la représentation globale (Lin et al., 2006). Les mélanges
d’odorants sont codés dans le piriforme de mammifére ou le corps pédonculé de I’insecte
comme un seul groupe, de la méme manicre que peuvent 1’étre des odorants proches en termes
de caractéristiques physico-chimiques. Ces processus ont été conservés a travers 1’évolution et
sont sujets a modulation en fonction de I’expérience, permettant la mise a jour constante de la
perception des odeurs (Endo & Kazama, 2022). Ainsi, tandis que les neurones du bulbe olfactif
décorrelent les mélanges complexe d’odeurs, en discriminant deux odeurs trés proches des lors
qu’un seul ¢lément du mélange est manquant ou différent, le cortex piriforme lui a un réle
inverse (Barnes et al., 2008). Il joue un role de complétion de pattern qui permet de « retrouver »
I’¢lément manquant et ainsi de regrouper en un seul pattern de réponse deux mélanges différents
mais trés proches. Il permet ainsi la perception stable des odorants et joue un réle dans la
prédiction de la perception des odeurs (Barnes et al., 2008).

Enfin, une différence entre les deux types de perception (odorants simples ou mélanges
d’odorants) réside également dans 1’activation différentielle du cortex cingulaire moyen, du
cortex piriforme, du gyrus frontal supeérieur, du gyrus angulaire et du cortex orbito-frontal
(Boyle et al., 2009).

3) Perception olfactive des mélanges d’odorants

Comme mentionné en introduction, la perception des mélanges odorants peut étre
analytiqgue ou synthétique. La premiere se définissant par la capacité de discriminer et
différencier les divers composants d’un mélange, tandis que la seconde se produit lorsque le
mélange complexe génere une perception différente et unique de celle induite par les composés
isolés (Le Berre et al., 2008). Un exemple aujourd’hui connu de perception synthétique est
propose par Le Berre et collaborateurs en 2008. Il fait référence a la perception surprenante
d’une odeur d’ananas a partir du mélange d’éthyl isobutyrate (odeurs de fraise) et d’éthylmaltol
(odeurs de caramel) (Le Berre et al., 2008).

Dans la fin des années 70, tandis que la valeur hédonique des mélanges n’avait encore
¢été que tres peu étudiée, certains auteurs s’entendaient a dire que celle-ci ne reflétait que celle
des composés individuels du mélange (Dravnieks & Jarke, 1980; Moskowitz & Barbe, 1977).

De maniére intéressante, il a été montré qu’un mélange composés d’odorants a valeur
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hédonique variable entraine des perceptions différentes selon la proportion des odorants
plaisants et déplaisants. En effet, si un mélange est déséquilibré en termes de proportion de ces
odorants a valeur hédonique différente, le mélange n’entrainera pas de perception neutre et
’activité cérébrale sous-jacente traduit un « choix » de perception similaire a un des composés.
Par exemple, le mélange avec 70% de citral (a valeur hédonique positive) et 30% de pyridine
(a valeur hédonique tres négative) présente une valeur hédonique positive, presque similaire a
celle du citral. Mais lorsque dans le mélange, le taux de pyridine est nettement supérieur a celui
du citral, la valeur hédonique du mélange diminue légerement, bien que toujours plus grande
que celle de la pyridine seule, a intensité égale (Boyle et al., 2009).

Un autre exemple présenté par Grabenhorst et collaborateurs utilise deux odorants (le
jasmin jugé agréable et I’indole jugé désagréable) et un mélange de ces odeurs. Ce dernier a été
jugé comme plaisant (Grabenhorst et al., 2007). Les observations des auteurs montrent que ce
mélange présentait des patterns d’activation neurale dans les régions similaires a celles induites
par le jasmin. Les régions corrélées avec le caractere déplaisant des odeurs, a savoir la partie
dorsale du cortex cingulaire antérieur et le cortex orbitofrontal postérieur, présentent une
activation intermédiaire pour le mélange, entre celle induite par le jasmin (qui provoque une
désactivation de ces régions) et I’indole (une activation). La stimulation par le mélange induit
I’activation des régions impliquées dans la perception d’odeurs plaisantes et déplaisantes.
L’ajout d’un élément déplaisant dans un mélange peut rendre le mélange plus agréable. En effet,
I’ajout de I’indole dans le mélange (déplaisant quand isolé) apporte une caractéristique plaisante
au mélange.

Reprenons I’exemple de I’odeur d’ananas portée par le mélange d’odeurs de fraise et de
caramel. Ce phénomene est observé chez I’humain, mais également chez le lapereau avec la
perception de la phéromone mammaire ainsi que chez 1’abeille avec I'utilisation de différents
composeés et mélanges souvent utilisés chez cet insecte (le mélange 1-hexanol et 1-nonanol et
le mélange 2-octanone and octanal), qui présentent une perception différente et unique de celle
induite par les composes seuls (Coureaud et al., 2022). Si la perception des mélanges converge
entre diverses espéces de vertébrés et d’invertébrés, cette convergence pourrait apporter des
compétences adaptatives. En effet, I’organisation anatomique du systeéme olfactif est assez
similaire entre les espéces qui auraient un intérét commun a simplifier la complexité chimique

des odeurs afin de s’adapter a I’environnement au cours de 1’évolution (Coureaud et al., 2022).

Le parfum de la rose repose sur un mélange important de composés. Les parfums trés

différents des roses de jardins sont le reflet d’une perception synthétique de ces mélanges variés.
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Nous nous posons alors la question des bases neurales qui sous-tendent la perception

synthétique de 1’odeur de rose ainsi que son hédonicité.
E] Analyses sensorielles sur les roses et leurs composés

1) Perception de la rose et de son HE

Le parfum de la rose permet une perception synthétique, pouvant étre différente de celle
induite par ses composés individuels. Des analyses de descriptions verbales de I’odeur d’HE de
rose par des parfumeurs et des aromaticiens, la caractérise comme typique de ’odeur de rose
avec des nuances d’agrumes et de balsamiques, avec des sous tons floraux, ainsi que comme
une agréable odeur de rose sucrée avec des notes vertes, fraiches, de pin avec des notes épicées
(Jirovetz et al., 2005; Kurkcuoglu et al., 2020). Une description donnée par des étudiants non-
spécialistes a permis d’évaluer I’odeur de roses dont les fleurs ont été fraichement cueillies
comme douce et aromatique (Kim et al., 2016). La caractérisation de la valeur hédonique de

I’odeur de rose est une composante importante dans son évaluation sensorielle.

2) Perception des composés de la rose

Le parfum de la rose est composé d’une centaine de composés, dont les principales voies
de biosynthése ont été introduites et détaillées en premiere partie de cette these. Les
monoterpenes et les dérivés du 2PE sont les composés les plus largement utilisés en analyse
sensorielle parmi les composés de la rose et sont percus comme des odorants agréables (Zhao
et al., 2016). Par exemple, en utilisant une échelle de notation subjective, il a été montré que le
2PE, un des composés le plus identifié dans I'odeur synthétique de la rose, est percu comme un
odorant agréable (Chalencon et al., 2022; Han et al., 2020; Martinez-Avila et al., 2018;
Nobuyuki et al., 2007). Aussi, Sezille et collaborateurs ont étudié la différence de perception
de la valeur hédonique des odeurs et de leur description verbale entre novices et experts et ont
utilisé des composés d'odeur de rose tels que l'eugénol, le linalol, I’a-pinéne, le 3-hexénol, la
B-ionone et le citronellal (Sezille et al., 2014). Parmi ces composés, le linalol a été jugé comme
le plus agréable, suivi du citronellal, du 3-hexanol et de 1'a-pinéne. L'eugénol et la B-ionone
n'ont pas été évalués comme désagréables mais plut6t neutres (évalués respectivement a 4,6/9
et 4,4/9 sur une échelle visuelle). Ainsi, I’odeur complexe de roses fraiches ou d’HE de rose est

jugée plaisante méme si tous ses composés principaux ne sont pas jugés a ce niveau.
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Bien que plaisants, ces composés ont été jugés moins agréables par les personnes plus
agées (59 ans) par rapport a des jeunes adultes (20 ans) (Joussain et al., 2013). L'age est donc

un paramétre important a prendre en compte lors de 1’étude sensorielle de I’odeur de rose.

3) Bases neurales

Anderson et collaborateurs ont montré par une étude IRMf la modulation de l'activation
cérébrale lorsque les participants devaient sentir soit du citral (mélange de géranial et néral) soit
de l'acide valérique (Anderson et al., 2003). Les auteurs ont montré que lors de la stimulation
olfactive, l'activité de I’amygdale était particuliecrement corrélée a l'intensité de 1’odeur mais
pas a la valence des odeurs, alors que I'activité du cortex orbitofrontal était liée a la valence et
non a l'intensité des odeurs. Ces résultats sont en contradiction avec ceux mis en avant par Patin
et Pause dans une revue rapportant I’implication de I’amygdale dans le traitement de la valeur
hédonique des odeurs (Patin & Pause, 2015). Ils ont mis en avant I'implication du cortex
orbitofrontal lors d’une stimulation olfactive avec du 2PE. Concernant la stimulation au 2PE,
elle induit une activation du cortex piriforme droit, et de I'amygdale, hippocampe, insula, cortex
orbitofrontal et thalamus droits et gauches en IRMf (Xiao et al., 2020). Ces résultats concordent
en partie avec ceux décrits plus haut sur les aires cérébrales impliquées dans le traitement de la
valeur hédonique des odeurs mais mettent également en lien le codage d’une stimulation
olfactive agréable avec une activité de I’insula. Le 2PE est donc traité comme une odeur

plaisante mais présente eégalement des spécificités de traitement neuraux.

L’influence de I’odeur de rose a également été étudiée a travers 1’analyse de potentiels
évoques, mesurant les changements électriques dans le cerveau lors de la stimulation olfactive.
Les composantes précoces refletent particulierement les caractéristiques physiques du stimulus
et les composantes tardives la plupart des processus endogénes, comme 1’évaluation
émotionnelle subjective du stimulus. Croy et collaborateurs ont démontré que le 2PE comme
d’autres odorants agréables, restait agréable aprés plusieurs présentations (Croy et al., 2013).
De plus, les composantes neurales a la suite de I’inhalation de 2PE ne différent pas selon les
répétitions, c'est-a-dire que les participants ne sont pas moins concentrés sur la troisiéme ou
quatriéme présentation de l'odeur.

Ces données intéressantes indiquent ainsi que l'odeur de la rose est évaluée comme

agréable avec la méme attention accordée a son odeur au fur et a mesure de ses présentations et
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aurait une action positive sur le circuit de la récompense qui renforcerait la motivation a

ressentir I’odeur.

[IT] Impact de I’odeur de la rose, de son huile essentielle ou de ses composés sur

le comportement émotionnel et le bien-étre

A] Impact sur I'numeur, le stress et les émotions

L’humeur est une sorte d’affect qui n’est pas associ€e a un stimulus en particulier, elle
est moins intense, plus diffuse et plus durable qu’une émotion (Luomala & Laaksonen, 2000).
L humeur peut se mesurer a travers I’utilisation de questionnaires subjectifs assez similaires a
ceux utilisés pour mesurer les émotions (Wolf, 2021). Une émotion peut étre définie comme
toute expérience vive de forte intensité et hédonicité induisant des reactions cognitives,
physiologiques et comportementale (Cabanac, 2002; Mulligan & Scherer, 2012). Le stress peut
étre défini de maniere générale comme une réaction de I'organisme a des exigences qui pesent
sur l'organisme, nécessitant un ajustement ou une réponse physique, mentale ou émotionnelle
(Kumar et al., 2013).

1) Effet de I’odeur de la rose ou de son HE

Des effets physiologiques et psychologiques de I’odeur de rose ont été reporté de
maniére positive. Par exemple, I’inhalation de roses fraiches, a travers la fleur entiére ou bien
juste les pétales, induit un effet positif sur I’humeur, avec une diminution des sensations de
tension, de stress et de colere, évoquant une odeur douce (Emadikhalaf et al., 2023; Kim et al.,
2016; Tomi et al., 2017).

L'inhalation d’HE de rose a également montré un effet positif sur 'humeur. A partir de
I’utilisation d'une échelle visuelle analogue du caractére hédonique et du « Multidimensional
Mood Questionnaire » (MDBF), il a été démontré que I’HE de rose était jugée plus agréable
qu'un stimulus contréle (eau sans odeur) et induisait une amélioration de I’humeur,
accompagnée d’une augmentation de la sensation de calme et de I’état de vigilance des
participants (Weber & Heuberger, 2008). Avec une stimulation olfactive d’HE de rose, des
automobilistes nerveux se sont sentis moins nerveux, plus détendus, positivement affectés,
moins émotifs, plus attentifs et plus positifs pendant la conduite (Dmitrenko et al., 2020). David

et ses collaborateurs ont étudié les effets psychologiques et les bases neurales sous-jacentes lors
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d’une stimulation olfactive avec une créeme cosmetique parfumée a base de rose. Les auteurs
ont utilisé une échelle d'auto-évaluation des états émotionnels basés sur des visages positifs,
neutres et négatifs. Le parfum de la rose évoquait plus de bonheur et conduisait a un état plus
détendu, plus satisfait, plus heureux et moins stressé. lls ont également observé une diminution
de l'activité dans les zones du cerveau impliquées dans le traitement des menaces et des stimuli
négatifs, comme l'amygdale, le cortex cingulaire antérieur et le cortex orbitofrontal. Ils ont
observé une augmentation de ’activité dans les ganglions de la base et spécifiquement dans le
noyau caudé, impliqué dans le systéeme de récompense (David et al., 2019).

L’activité¢ du systeéme sympathique, a travers des mesures de la variabilit¢ de la
fréquence cardiaque, de la pression sanguine ou de taux de cortisol salivaire par exemple, est
un indicateur des états de stress (Goldstein, 1987; Igarashi et al., 2014). Par exemple,
l'inhalation d’HE de Rosa x damascena a une concentration de 2% a été montré comme
suffisante pour induire une diminution de l'activité sympathique relative (Haze et al., 2002).
L'analyse GC-MS de cette huile a indiqué que ses principaux composés étaient le citronellol, le
géraniol, le nonadécane, le nérol, le linalol, le méthyl eugenol et le 2PE. Les auteurs ont en effet
observé une diminution de 40% de l'amplitude a basse fréquence de la pression sanguine
systolique (utilisée comme indice de l'activité sympathique) apres seulement 3 min d'inhalation,
et une diminution de 30 % de la concentration d'adrénaline dans le plasma aprés 7 min
d'inhalation. L'HE de rose a induit une inhibition de I'activité sympathique qui a conduit a une
augmentation du sentiment de confort (Haze et al., 2002). Le cortisol salivaire est également
utilisé comme biomarqueur des états de stress, sa concentration étant proportionnelle au stress
ressenti (Hellhammer et al., 2009). Fukada et collaborateurs ont mesuré les concentrations de
cortisol salivaire aprés inhalation de ’HE de Rosa alba obtenue par hydrodistillation dont les
composeés majoritaires sont les suivants : citronellol, géraniol, nérol, 2PE, eugénol et linalol.
L'inhalation de ’'HE de rose a été faite avant, pendant et aprés des examens scolaires sur 14
femmes sur lesquelles des patchs aromatiques imbibés d’HE diluée a 1% ont été posés. Les
auteurs ont observé dans une premiére expérience que l'inhalation d’HE de rose a permis de
maintenir constante la concentration salivaire de cortisol pendant et apres les examens
contrairement au groupe témoin chez lequel ils ont observé une augmentation significative de
la concentration de cortisol. L’inhalation d’HE de rose a eu donc un effet relaxant. Dans une
seconde expérience avec comme stimulus controle & I’'HE de Rose, de I’'HE de jasmin, les
mémes auteurs ont observé une diminution significative de la concentration salivaire de cortisol
uniquement aprés inhalation de I’HE de rose mais pas de jasmin (Fukada et al., 2012). Par

ailleurs, cette méme étude s’est également portée sur I’étude des effets de ’'HE de rose sur les
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états de stress chez le rat. Ainsi, chez des rats soumis a un stress aigu de contention, I'inhalation
d’HE de rose pendant 90 min a permis de diminuer l'augmentation de la corticostérone
plasmatique. Ces observations €taient accompagnées d’une réduction de 1’activité cellulaire
dans le noyau paraventriculaire hypothalamique, dont I’activité module 1’activation de l'axe
hypothalamo-pituitaire-adrénocortical (HPA) et le systéme nerveux sympathique lors d’une
situation de stress (Herman et al., 2002). L’axe HPA est activé également par le noyau du lit
de la strie terminale (BNST) lors de la présentation d’une odeur de prédateur, le TMT, chez le
rongeur (Fendt et al., 2003). Le nombre de cellules activées lors de la présentation de TMT
couplée a une HE de rose a été montré significativement réduit dans la partie médiane de la
BNST (Matsukawa et al., 2011). L’inhalation de I’HE de rose pourrait contrecarrer la réponse
au stress induite par le TMT en inhibant I’activité neuronale de la mBNST (Matsukawa et al.,
2011).

2) Effet des composés individuels de la rose

L'effet des composés de la rose sur I'humeur a également été etudié. Des composants
majoritaires de I’odeur de rose, le citral, le citronellol, le géraniol et le 2PE ont été testés
individuellement par Jin et ses collaborateurs. Les auteurs ont utilisé différentes concentrations
d’odorants (faibles entre 1 et 2,5 ppm et moyennes entre 4 et 100 ppm) et évalué 1I’impact sur
I’humeur en utilisant le « Mood Signature Questionnaire ». Ils ont observé que le géraniol
induisait un état de "calme-relaxé" pour de faibles concentrations a "excité-énergisé" pour une
concentration moyenne, 1’inhalation du citronellol et du 2PE quant a eux évoquait une humeur
"calme-relaxée™ pour les deux concentrations. Ainsi, tous les composés de la rose utilisés ont
¢été percus comme agréables en induisant une humeur positive, particulierement lorsqu’ils sont
sentis a de faibles concentrations. Le 2PE était également associé a une humeur agréable-
confiante (Jin et al., 2018).

En conclusion, ’odeur de certains composés individuels comme 1’odeur de rose
améliore I’humeur en induisant des états calmes et relaxants, et favorise la concentration.
Ainsi, il semblerait que les composés et la fleur aient les mémes bénéfices sur ces paramétres
d’humeur enregistrés. L utilisation de roses fraiches présentant plus de contraintes pratiques
dans la mise en place de protocole, ’'HE de rose ou ses composés semblerait un bon compromis

dans le but d’améliorer ’humeur.

B] Effet de ’odeur de rose sur l'anxiété

55



Introduction

L'anxiété est une émotion négative qui correspond a l'attente plus ou moins consciente
d'un danger ou d'un probléme. Elle peut correspondre chez 1’animal non-humain a I'état
précédent une attaque prédatrice potentielle (Craske et al., 2011). Elle est mesurée de maniére
subjective chez I’humain a travers différents types de questionnaire. Elle est mesurée chez
I’animal par des tests comportementaux standards reposant principalement sur I’évitement par

le rongeur des plus zones exposées, lumineuses, et donc plus anxiogénes.

1) Chez I’humain

Plusieurs études ont testé I’effet des odeurs de I’HE de rose ou de ses composées dans
des situations particulierement anxiogenes comme des interventions chirurgicales mais
également avant ou apres un accouchement. Par exemple, Dagli et ses collaborateurs ont étudié
l'effet de I’'HE de rose, obtenue a partir d'une distillation de pétales de roses turques fraiches,
sur les états anxieux de patients nécessitant une septorhinoplastie/rhinoplastie (Dagli et al.,
2019). Les expérimentateurs ont placé I’HE sur un diffuseur d'ar6mes a ultrasons avant de se
rendre au bloc opératoire et ont utilisé un questionnaire compose de plusieurs items allant de
"Je me sens effrayé(e) / perturbé(e)" a "Je me sens calme / détendu(e)". L’inhalation de ’'HE
de rose s’est réveélée efficace pour réduire de maniere significative les états anxieux des patients
avant la chirurgie (Dagli et al., 2019). De méme, certaines etudes rapportent I'effet anxiolytique
de ’'HE de rose chez les femmes avant et aprés I'accouchement. Kheirkhah et collaborateurs
ont fait sentir a des femmes, a différentes étapes de dilatation avant ’accouchement, une HE de
rose iranienne, tout en évaluant leur anxiété sur une échelle visuelle. Les auteurs ont constaté
que le niveau d'anxiété des femmes sur le point d’accoucher était significativement diminué
apres la séance d’inhalation par rapport a celui des femmes qui avaient subi les soins courants
de la salle d'accouchement (c'est-a-dire sans utilisation d’HE de rose) (Kheirkhah et al., 2014).
Plus récemment et de maniére similaire, Abbasijahromi et ses collaborateurs ont étudié I'effet
de ’HE de rose de Damas sur le niveau d'anxiété de femmes sur le point d’accoucher par
césarienne. Trois gouttes de cette huile ont été diffusées a des femmes dont I’accouchement par
césarienne était programmé le jour méme. Les auteurs ont constaté que la diffusion de I’'HE
induisait une diminution de la séverité des états anxieux et de la douleur ressentie
(Abbasijahromi et al., 2020). L'effet de I'odeur de rose a également été testé sur lI'anxiété induite
par la peur de la douleur chez les patients brilés (Daneshpajooh et al., 2019). Cette étude a
¢valué les effets de la diffusion de ’'HE de rose de Damas (5 gouttes d'arome de rose a 40 %)

combinée a une technique de relaxation. Les auteurs ont constaté un effet synergique des deux
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méthodes sur le comportement émotionnel des patients, plus efficace qu'avec une seule
intervention. L'inhalation d’HE de rose pourrait donc étre utilisée comme méthode
complémentaire.

Ainsi, les différents types d’HE de rose, relativement similaires en termes de
composition, ont mis en évidence des effets anxiolytiques et ce malgré des différences de durée
d’exposition ou de concentration. Ces données suggérent un effet relativement robuste des HE
sur le comportement anxieux, les effets de I’inhalation de roses fraiches sur les états d’anxiété

n’ayant pas encore ¢été testés.

2) Chez I’animal

L'effet de ’'HE de rose sur la diminution des comportements anxicux a également été
mis en évidence chez les rongeurs. Des tests standards sont couramment utilisés pour mesurer
I'anxiété dont les plus populaires sont les tests de la « Black-White Box », « I'Openfield » et
« Elevated-Plus Maze » (Lezak et al., 2017). Ces tests sont bases sur l'exploration des
dispositifs expérimentaux par les animaux, avec des temps plus élevés caractérisant un état
d'anxiété plus faible.

Almeida et collaborateurs ont montré que la diffusion de I’HE de rose (a I’aide de cotons
imprégnés de 2 mL d’HE) avait des propriétés anxiolytiques chez le rat, similaires a celles
observées apres traitement médicamenteux au diazépam (benzodiazépine anxiolytique), testé
par les scores comportementaux au test « Elevated-Plus Maze » (de Almeida et al., 2004). Dans
la lignée de cette étude, Bradley et collaborateurs ont montré que 200 pL seulement (équivalent
a 4 gouttes) d’HE de R. x damascena Mill., distribuée via un vaporisateur €lectronique et une
pierre a ardme placée dans les salles d'hébergement et d’expérimentation de gerbilles, induisait
une réduction des comportements anxieux observes dans les tests de la « Black-White Box » et
de I’« Elevated-Plus Maze ». Cette fois encore, les résultats étaient similaires a ceux observeés
apres traitement des gerbilles au diazépam (Bradley et al., 2007). Le 2PE, un des composants
majeurs de I'HE de rose, induit également des effets anxiolytiques évalués
comportementalement par test du labyrinthe en croix surélevé et physiologiquement, par

diminution des niveaux de corticostérone sanguin (Galliot et al., 2012).

Ainsi, chez I’animal également, différents types d’HE de rose montrent des effets
anxiolytiques et ce malgré des différences de durée d’exposition ou de concentration confirmant

un effet anxiolytique de 1’odeur d’HE de rose.
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C] Effet de I’odeur de rose sur les états de dépression

La dépression se caractérise par une perte de la motivation, une anhédonie et un
sentiment de désespoir. L’HE de rose a également été testée sur les états de dépression et/ou

une anhédonie (perte d'intérét et/ou de plaisir) (Athanassi et al., 2021).

1) Chez I’humain

Des effets bénéfiques d’une inhalation de 1’odeur de rose ont été montrés chez I’humain.
Par exemple, des patients sous hémodialyse, présentant des symptdmes de dépression, ont vu
une différence significative positive apres seulement une heure d’inhalation d’HE de rose de

Damas (Dehkordi et al., 2017).

2) Chez I’animal

Le test de préférence au sucrose est un test largement utilisé chez le rongeur pour
mesurer ’anhédonie et sa modulation par un traitement (Liu et al., 2018). En effet, un animal
présentant des troubles de type dépressif verra sa consommation de sucrose (tres attrayant)
diminuée (anhédonie). Ce test a été utilisé sur des rats chez lesquels des symptémes de type
dépressif ont été induit par un protocole de stress chronique et qui ont été ensuite soumis a un
protocole d’inhalation pendant 28 jours d’HE de R. x damascena Mill. Une consommation de
sucrose plus élevée a été observée apres inhalation d’HE de rose par rapport a un groupe de rats
contrble n’ayant pas inhalé d’odeur, cette observation étant de plus en plus importante au cours
du temps (Naziroglu et al., 2013).

Les composés isolés d’HE de rose se sont aussi révélés efficaces pour induire des effets
positifs sur le comportement de type-dépressif chez I’animal. Avec un test de suspension par la
queue (dont les scores sont utilisés également pour évaluer les états de type dépressif chez le
rongeur par mesure du comportement dit de désespoir), Ueno et collaborateurs ont mis en
évidence un effet anti-dépresseur de I’inhalation de 2PE aprés 15 min de présentation, sans
modulation de I’activité motrice, de la force musculaire, de 1’agressivité et des fonctions
cognitives de la souris (Ueno et al., 2019).

Ainsi, les symptomes de type dépressifs peuvent étre significativement diminués apres
inhalation d’HE de rose ou de 2PE, dont I’efficacité est encore plus importante apres plusieurs
semaines d’intervention. 1 serait intéressant de décrypter les bases neurales sous-tendant cette

diminution des comportements de type dépressifs.
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D] Conclusion

L’HE de rose présente des propriétés antidépressives, calmantes et anxiolytiques
intéressantes et son utilisation pourrait étre complémentaire des traitements médicamenteux ou
thérapeutiques aujourd’hui utilisés. Il est maintenant important de décrypter les bases neurales
de la modulation des comportements et états présentés ci-dessus apres 1’inhalation de roses
fraiches, de ’'HE de rose ou encore de ses composés. Enfin, bien que 1’odeur de rose fraiche
soit trés agréable, celle-ci n’a pas toujours été testée dans les protocoles présentés. Celle-ci
pourrait activer des circuits neuronaux recouvrant mais pas completement avec I’HE ou ses
composés. Nous pouvons alors nous poser la question de son impact sur les comportements

émotionnels.
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Objectifs de la these

L’introduction générale de cette thése a permis d’établir 1’état de 1’art actuel portant sur
la rose et son parfum, complexe et envoltant, ayant un pouvoir fort attractif. La rose est une
plante dont les molécules odorantes émises sont assez bien connues aujourd’hui et dont les
voies de biosynthése tendent a étre mieux décryptées au cours du temps. Son parfum est utilisé
dans de nombreux contextes et est vanté a travers différents domaines: botanique,
thérapeutique, cosmétologique et autres. Son aspect universel lui vaut son statut de « reine des
fleurs ». Cependant, le parfum de la rose est complexe et il existe non pas un mais plusieurs
centaines voire milliers de parfums de rose différents, selon la composition en molécules
odorantes, toutefois reconnaissables. Ce projet de thése, pluridisciplinaire, incluant les
neurosciences, la biologie végétale, la génétique et la biochimie nous a permis d’identifier les
molécules clefs du parfum caractéristique et plaisant des roses.

Ainsi, ce travail de theése s’est concentré sur deux problématiques : 1) quelles sont les
molécules odorantes qui dictent 1’odeur de rose et son aspect plaisant et 2) quelle est la part de
diversité des genes impliques dans leur parfum ?

Dans un premier temps, une revue de bibliographie a permis de retracer les
connaissances scientifiques de I’origine du parfum de la rose. Cette revue s’axe sur un volet
historique, biochimique et génétique, se focalisant principalement sur les composés majoritaires
du parfum de la rose et leurs voies de biosynthése.

Dans un second temps, une étude expérimentale a recherché les catégories de
molécules et molécules issues du parfum de rose a ’origine de son hédonicité. Cette étude a été
permise grace a des analyses des données psychophysiques obtenues sur 19 participants et
biochimiques des molécules émises par dix variéetés différentes de roses.

Dans un chapitre faisant office d’étude expérimentale préliminaire, nous avons étudié
la diversité d’alleles de genes dont le role important dans la biosyntheése de composés majeurs
du parfum de la rose est connu. Une soixantaine de roses ont été sélectionnées dans ce volet
pour I’étude des alléles de NUDX1-1a et de PAAS. NUDX1-1a est impliqué dans la synthése
du géraniol et de ses dérivés uniquement chez la rose. PAAS est connu pour participer a la
synthese de 2PE et ses dérivés. La question que nous nous posons dans cette partie est la
suivante : existe-t-il une diversité réduite ou large de ces alleles dans un panel de variétés, qui
pourrait résulter d’une pression de sélection de la part des obtenteurs ? Les résultats de cette

étude étant préliminaires, cette partie a été rédigée de maniére hybride entre article expérimental
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et chapitre littéraire, soulignant I’importance de poursuivre les travaux afin de répondre a la
problématique.

Comme beaucoup de projets scientifiques ces derniéres années, le mien a aussi subit de
plein fouet les conséquences de la COVID-19 qui a émergée en 2020, soit un an seulement
aprés le début de ma thése. L’impact fort de la pandémie sur nos vies et sur la recherche
scientifique a eu pour conséquence de mettre en pause un moment mes travaux initialement
mengs sur la rose. Cependant, j’ai saisi ’opportunité de travailler sur un projet annexe : I’étude
de I’impact d’un entrainement olfactif sur les comportements anxieux chez la souris ainsi que
sur I’activité et de la connectivité cérébrale sous-tendant ces modifications du comportement
émotionnel. Certains odorants utilisés pour I’entrainement olfactif sont synthétisés par la rose.
Ce projet est présenté en annexe a la fin de ce manuscrit. J’ai également eu 1’occasion de
travailler sur un chapitre expérimental en olfaction, publié, dont certaines méthodologies ont
été utilisées pour I’étude expérimentale principale de ma thése. Ce chapitre est également

présenté en annexes.
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Do we really know the scent of roses?
Jean-Claude Caissard
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, Inés Adrar, Corentin Conart, Saretta N. Paramita and Sylvie Baudino

Université Lyon, Université Saint-Etienne, CNRS, Saint-Etienne, France

ABSTRACT

Roses have been admired ever since antiquity. They have followed all of the human history for
reasons other than just medicine and food, mostly because of their beauty and their fragrance.
They have always been used in perfumes, in gardens, and yet again in the cut flower market.
Humans have listed more than 25,000 cultivars to this day, while there are only a little over a
hundred species in the wild. In this review, we will present the domestication history of roses used
for perfumes, and the selection of garden roses and cut rose cultivars. We will also compare the
scent of modern roses and wild roses and give the chemical analysis of representative volatile
compounds that have been characterized in roses. We will then summarize the biochemical
pathways that have been studied in roses at the gene level. We will conclude that scent is not a
trait in itself but a multitude of traits driven by many genes. Their alleles could perhaps be used as

markers for the selection of new cultivars.

Introduction

Among flowers, roses have had a place of honor ever
since antiquity (Krissmann 1981). In ancient Greece,
Aphrodite, the Goddess of Love, is said to have created
red roses with her blood, and in ancient Persia and
India, the bride of Vishnu was created from rose petals.
The rose is mentioned in the oldest cuneiform texts
known to mankind (approx. 1800-800 B.C. E. for
different versions; (Azrié 2015). As far back as 600
B.C.E., Sappho, an Archaic Greek poet, named her the
gueen of flowers. This craze has never ceased to this
day and has spread throughout the world. It is the
most striking example of a plant that has followed
history of Mediterranean civilizations on a large scale
for aesthetic and symbolic reasons, and not strictly for
food or medicine. It can be estimated that over 25,000
cultivars have been created by breeders (Cairns 2000;
Young and Schorr 2007), most of them since the 18t
century in Western countries. Fragrance has always
been a criterion of choice for the domestication of
spontaneous mutations or crossings, and for the
breeding of roses. The Romans and Persians already
cultivated roses and used them to perfume objects,
fabrics, oils, or water by maceration. This is not very
different from what is being done today, with the
exception that hydrodistillation and modern
techniques are now used for the extraction of scent
(Brun and Fernandez 2015). Nowadays, garden roses
have a huge diversity of scents such as myrrh, tea,
lemon, peach, or parsley for example. This is the result
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of a long history of domestication and breeding from
wild briars of the genus Rosa to modern roses (Figure
1), a process in which the scent was one of the major
players. Unfortunately, some cultivars, such as those
used for cut roses, are less fragrant. Indeed, during the
20™ century and for the cut flower market, growers
have paid more attention to the long vase life character
rather than to the criteria of scent.

For the past 20 years, researchers have begun to
decipher the biochemical pathways of volatile
molecules that constitute the rose scent (Smulders et
al. 2019). This allowed them to suspect that the scent
is not a trait in itself but a multitude of traits driven by
many genes (Spiller et al. 2010; Roccia et al. 2019;
Schulz et al. 2021). Furthermore, they discovered that
roses sometimes synthesize common volatile
compounds with uncommon enzymes. Evolution’s
driving force may have played a major role in this
phenomenon, or the domestication process may have
created new biochemical functions (Magnard et al.
2015; Sun et al. 2016; Baudino et al. 2020).

In this review, we will describe the domestication of
roses, in particular those which are used for the
perfume market. We will also question whether the
fragrance of wild roses is different from that of modern
roses. This aspect will allow us to discuss the chemical
composition of the fragrance of roses, the biosynthesis
of their volatile compounds and the corresponding
genes that have been studied. We will conclude on the
possibility of understanding the inheritance of fragrant
molecules to drive crossbreeding more efficiently.

CONTACT Jean-Claude CAISSARD caissard@univ-st-etienne.fr Université Lyon, Université Saint-Etienne, CNRS, UMR 5079, Laboratoire de
Biotechnologies Végétales appliquées aux Plantes Aromatiques et Médicinales, Saint-Etienne, France © 2022 Société botanique de France
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Figure 1. Schematic representation of historical stages of rose domestication.

History of the domestication of roses used for
perfumes

The domestication of roses certainly dates back more
than 2,000 years in the Mediterranean area, the
Middle East, and China (Kriissmann 1981; Touw 1982;
Wang 2007). Earliest Western record of a wild rose
drawing was found on the murals of Knossos palace
(approx. 1700-1500 B.C.E.; Figure 2), but one of the
oldest types of evidence (approx. 1200 B.C.E.) for the
use of roses was discovered on a tablet in the palace
of Nestor in Greece, which reported the composition
of an anointment. Furthermore, Homer, the Greek
poet, narrated the anointing of the corpse of Hector
by Aphrodite with rose oil as a divine oil, before 8t
century B.C.E. After that, ancient authors described
the importance of the scent of roses in religious
ceremonies, in pharmacopoeia, in banquets, in
thermal baths, or even for seduction (Brun 1998; Brun
and Monteix 2009). Concrete evidence of the
domestication of roses were provided by recipe
descriptions of rose perfumes, named rhodinon, by
depiction on murals, and by texts describing

cultivation of ever- blooming roses with hundreds of
petals (Krissmann

Figure 2. The blue bird fresco in Knossos (approx. 1700—
1500 B.C.E.). The arrow points to the only original drawing
of a wild rose. Personal photography.

1981; Brun and Monteix 2009; Fernandez and
Levasseur 2013). Rhodinon was obtained by
maceration of petals in hot oil. Indeed, semi-double
roses are painted on murals of Villa de Livia in Rome
(55 to 29 B.C.E), and in Casa del Bracciale d’Oro in
Pompei (79 C.E.). Double roses are represented in
mosaics (100- 200 C.E.) of the Museum of Vatican, and
fields of ever- blooming roses were described by Virgil
(37 to 30 B.C. E.) and Martial (101 to 102 C.E.). Semi-
double, double and ever-blooming characteristics can
be interpreted as domestication traits. Numerous
authors tried to identify these roses and it is very
common to give the name R. x damascena ‘Bifera’ to
ever-blooming roses of the Roman Empire, and R.
gallica ‘Officinalis’ or R. x centifolia, to roses found on
antic murals and mosaics. Nevertheless, the exact
identification of these species is impossible, as the
notion of species and variety did not exist at that time.
For example, the mention of the term “biferous rose”
in an ancient text could very well correspond to a
mixture of roses in the same field, some flowering early
and the others later.

In reaction to Romans, early Christians denounced the
use of perfumes, assimilated to lust, around the year
100 C.E. (Touw 1982). In the Middle Ages, rose
perfumes were only used in the Middle East. In Europe,
roses were mainly used for their symbolism and rose
cultivation for perfumes was neglected until around
the years 700-800 C.E (Krissmann 1981). In China,
roses had also been cultivated ever since at least 200
B.C.E., but traits of domestication such as the ever-
blooming character seem to have appeared later on,
around 1000 C.E. (Wang 2007). The use of rose water,
thus hydrodistillation, is attested by a written debt of
30,000 bottles to the Caliphate of Baghdad circa 810-
817 C.E. (Widrlechner 1981). The separation of water
and oil during the distillation process was described in
the Middle East around the year 900 C.E. The essential
oil was called “attar of roses” (Touw 1982). Europeans
reintroduced the use of roses for medicine and for
hygiene by bringing back cultivated roses during the
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Crusades and afterwards. From this period, only two
main roses were used for the extraction of perfumes:
R. gallica ‘Officinalis’ and R. x damascena
‘Trigintipetala’. According to some authors, the first
cultivar had been known since Antiquity; for others it
was brought back from the region of Damask in 1238
C.E. by Thibault IV of Champagne, or by “Le Bon Roi
René” in the 15 century (Joyaux 1998). Rosa gallica
‘Officinalis’ was largely cultivated in Provins (France),
firstly for its medicinal properties but rapidly for its
beauty and perfume. It quickly became the rose of
apothecaries, called the Rose of Provins. At this period
(Champier 1512) wrote a book on plants used for
nutrition and health, and named it R. gallica.
Unfortunately, there are lots of confusions in the
literature regarding R. gallica, R. gallica ‘Officinalis’,
Rose of Provins, Apothecary Rose, Gallic Roses, and
their hybrids. It is very difficult to identify synonyms or
varieties among these names. The second cultivar, R. x
damascena ‘Trigintipetala’, is a Damask rose commonly
equated with R. x damascena ‘Kazanlik’. Indeed, this is
probably the same cultivar as the one which had been
cultivated in Kazanlak in Bulgaria since the 16" century.
In an ordinance, Sultan Murad IIl (1574— 1574 C.E.)
gave the order to cultivate R. x damascena in the old
palace of Constantinople for its essential oil (Joyaux
2005; Roques 2021). Today, R. x damascena ‘Kazanlik’
is the most widely used rose cultivar for essential oil
extraction all around the Mediterranean basin and the
Middle East (Rusanov et al. 2009). The oil production is
mostly localized in Bulgaria, Turkey, and Morocco
thanks to the use of this cultivar. Some local
productions are also using this cultivar alongside
others, as in Iran or India for example. According to
genetic markers, all the Damask roses could be
originating from a single natural cross between R.
moschata and R. gallica, itself crossed with R.
fedtshenkoana (lwata et al. 2000). In any case, the
genetic diversity of these oil producing cultivars is
particularly low (Baydar et al. 2004; Rusanov et al.
2005, 2009; Smulders et al. 2011), with the exception
of some cultivars from Iran, which could thus be,
together with Turkey, the geographical origin of R. x
damascena’s biodiversity (Widrlechner 1981; Babaei et
al. 2007).

At the end of the 19t century, attempts to obtain new
cultivars for scent extraction were successful, but
unfortunately their usage did not last long. This is for
example the case for R. rugosa hybrids and for
Crimean roses. ‘Roseraie de I’'Hay’ and ‘Rose a Parfum
de I’'Hay’ were two famous cultivars obtained in 1901
C.E. by Jules Gravereaux and Cochet-Cochet to
respond to a request from the Ministry of Agriculture
for French essential oil production. The first one was
a seedling of R. rugosa ‘Rubra’, and the second one a
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progeny of (R. x damascena ‘Bifera’ x R. ‘Général
Jacqueminot’) x R. rugosa (Young and Schorr 2007).
Unfortunately, growers were used to harvesting roses
in May during a short blooming period, and then
moving on to another plant production. They
therefore never got used to working with staggered
and extended blooming. Furthermore, these cultivars
were not easy to acclimatize for production in Grasse,
the major production center in France at that time.
Crimean roses have also been selected in the Soviet
Union since 1877 C.E. after an order of the Ministry of
State Property to cultivate R. x damascena in Crimea
(Marko et al. 2020). The first cultivar adapted to cold
conditions was ‘Krymskaya Krasnaya’, a seedling of R.
gallica obtained in 1926 C.E. Numerous cultivars were
then obtained for local culture, such as ‘Festivalnaya’
for example (Widrlechner 1981; Marko et al. 2020).
They came from different crossings involving R. gallica
and R. x damascena. Unfortunately, despite the great
success for this oil in the U.S.S.R., production was
stopped at the end of the 20t century. Other cultivars
were sometimes used for oil production at the end of
the 19t century, such as ‘Ulrich Briinner fils’ in France
(Rolet 1918), and R. alba in Bulgaria (Rolet 1918;
Verma et al. 2020), but R. x damascena ‘Kazanlik’ has
never been dethroned. Nevertheless, some countries,
such as China for example, are still developing new
cultivars and trying to obtain quality certificates for
their rose extracts. Nowadays, hydrodistillation is the
most common process for obtaining essential oil.
Petals are immersed in water heated to 100°C. The
vapor condenses after cooling in a coil. Through
decantation, a layer of rose water is obtained,
surmounted by essential oil, essence, or attar of rose.
The production of 1 kg of distilled essential oil
requires 3 to 5 tons of roses, the equivalent of about
200 million petals. Consequently, the price of
essential oil is quite high, from 5000 to 7000 € kg™
depending on the sources and the year. A field of R. x
damascena ‘Kazanlik’ produces about 1.5 tons ha™ of
flowers from the third year of planting and then up to
5 tons ha™ in subsequent years. The flowers are
collected by hand, one by one, between 5 a.m. and 9
a.m., when the concentration of scent is at its
maximum.

At the end of the 19 century, a new technique of
extraction was set up for industrial purposes. In this
process, petals are washed in hexane until saturation.
The solution is then decanted, concentrated and
partially distilled to obtain a dough named concrete,
which is mixed with alcohol, filtrated, refrigerated at
-15°C, then filtrated again to remove plant waxes. The
pure extract is named absolute. The Chiris Company
developed this process on a large scale in Grasse in
1894 C.E. (Cocoual 2016), and Gilbert Nabonnand, a
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French breeder, introduced the famous ‘Rose de Mai’
in 1895 C.E. (Jean 1937), a new cultivar created
specifically for hexane extraction. Nowadays, this
cultivar is still cultivated in France and in several other
countries. It is sometimes extracted by supercritical
CO.. It is often named R. x centifolia, but is in fact a
hybrid of R. x centifolia with other unknown species or
cultivars. It should therefore be designated as R. x
centifolia  ‘Nabonnand’. Its absolute is a highly
concentrated and very expensive product (1200 to
2000 € kg™). Approximately 400 kg of roses are
extracted to obtain 1 kg of concrete and 0.5 kg of
absolute.

Nowadays, the world production of rose essential oil
and concrete is estimated at around 15 tons per year,
of which about 5 tons are essential oil. Turkey and
Bulgaria are the main two producers (80% of total
production). Iran, China, Egypt, France, India, and
Morocco are also important contributors in this
perfume sector. Both products, essential oil and
absolute, which have different scent characteristics,
are mostly used in perfumery and cosmetic industries.

Roses for gardens and the cut flower market

During the 18" and 19" centuries, gardeners, breeders
and rose lovers discovered wild roses and ancient
varieties from all over the world and cultivated them in
their gardens. At first, they used spontaneous
mutations, called sports, and natural random crosses.
At the end of the 19t century, they succeeded in
making crosses by manually transferring pollen from
the stamens of one rose to the pistil of another one
(Oghina- Pavie 2016). During this period, many
horticultural traits concerning scent, colors, number of
petals and blooming characters for example were
sought. Some of these traits, such as the yellow color
and the recurrent blooming for example, were very
rare and difficult to obtain. For crossings, breeders
extensively used roses coming from the Middle East
and Asia: the yellow roses R. x odorata ‘Parks' Yellow
Tea-scented China’, and R. foetida ‘Persian Yellow’, and
the ever- blooming roses R. x damascena ‘Bifera’, R.
chinensis ‘Old Blush’, R. x odorata ‘Hume’s Blush Tea-
scented China’, and R. chinensis ‘Semperflorens’ for
example (Krissmann 1981). All these crosses gave rise
to numerous horticultural groups, with a huge diversity
of scents. Following these multiple crossings, there is
some confusion in the nomenclature of groups of
horticultural  roses. Two  classifications  are
unfortunately mixed: the Rheder’s classification, and
the horticultural classification of the World Federation
of Rose Societies (Rehder 1940; Cairns 2003; Oghina-
Pavie 2015). For example, the common name “Gallic
rose” can designate different roses: i/ the wild species,
R. gallica, ii/ the very old cultivated rose of Provins, R.
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gallica ‘Officinalis’, which seems to be a semi- double
variety of R. gallica, or iii/ even sometimes one of the
unidentified R. gallica hybrids of the “Gallic Group”
(Joyaux 2005). In addition to this confusion on rose
names, the so-called “hybrids” in rose catalogs may be
crosses between species according to the botanical
nomenclature, or crosses between horticultural
groups, themselves hybrids. As an evidence, rose
nomenclature relies more heavily on historical events
and famous breeders’ names than on identified genetic
groups.

Studying genetic diversity of garden roses bred during
the 19™ and the beginning of the 20%™ centuries,
(Liorzou et al. 2016) has allowed the description of 16
genetic groups. These groups formed a continuous
series mostly driven by crosses with roses of four
ancestors from China (R. chinensis ‘Old Blush’, R.
chinensis ‘Slater’s Crimson China’, R. x odorata ‘Parks'
Yellow Tea-scented China’, and R. x odorata ‘Hume’s
Blush Tea-scented China’). Varieties from the beginning
of the 19" century have a European genetic
background, close to that of ancient
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European roses. Varieties from the middle of the 20t
century have a Chinese genetic background. This is
completely in line with the history of rose breeding, as
growers introgressed these varieties to obtain ever-
blooming roses during the 18" and 19%™ centuries.
Horticultural groups such as “Bourbon Group”,
“Damask Group” and “Noisette Group”, for example,
were very famous because blooming occurred twice
during the year, in spring and in autumn. To obtain
continuous blooms from spring to fall, Chinese roses
were extensively used during this period. Their hybrids
did not have the typical rose scent but a tea scent. They
were then crossed with other fragrant roses to obtain
ever-blooming roses with a typical scent, giving rise to
the “Hybrid Tea Group” at the end of the 19 century.
It is commonly accepted that the first rose of the
“Hybrid Tea Group” was the cultivar ‘La France’
obtained in 1867.

Among these garden roses, some breeders had the
idea to produce them in winter, forcing the plants to
bloom by different processes of culture: arcuate
culture, cut at ground level after the first bloom,
greenhouses . . . For this purpose, roses of the “Hybrid
Tea Group” were perfect, and several centers of
production began to select varieties for the cut flower
market: the French Mediterranean and Brie areas, as
well as the Netherlands (Maumené 1935; Nicol 1996;
Joyaux 2005; Leus et al. 2018). Unfortunately, during
the 20" century, the selection of rose cultivars
specifically for the cut-flower market has led to the loss
of scent in these cultivars. The cause of the absence of
typical rose scent in these varieties is not known. Some
authors hypothesize a genetic link between lack of
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scent and agronomic traits such as resistance to
Botrytis or to black spot disease, as well as vase life.
However, an anise scent is present in some varieties for
cut flowers. Moreover, some experiments failed to
demonstrate any relationship between the amounts of
volatile compounds emitted and vase life, when
fragrant and non- fragrant rose cultivars were
compared (Borda et al. 2011). Breeders today are
redoubling their efforts to obtain cultivars with a long
vase life and scent at the same time. Several genes
encoding enzymes involved in the biosynthesis of rose
scent have been identified in the past few years, which
should shed light on the genetic determinism of this
major trait.

Is the scent of wild roses different from that of
modern roses?

When speaking about rose scent, people often think of
the typical rose scent, similar to the one of roses used
for the perfume industry, or the one of some garden
roses such as R. ‘Papa Meilland’ for example. However,
lots of rose species and varieties have very different
scents, and sometimes no scent, as some recent bush
roses and cut roses.

Wild roses have a wide variety of scents. For example,
R. arvensis have a sweet smell of myrrh, R. bracteata,
a fruity smell, R. foetida, an unpleasant smell of old
attic, R. moschata, a smell of musk or clove, and R.
roxburghii, no scent at all. In modern roses or “Hybrid
Tea Group”, scents sometimes also deviate from what
is considered as the typical rose scent. Breeders are
actively working to find original fragrances in cultivars
such as ‘Paul Ricard’ (anise scent), ‘Constance Spry’
(myrrh scent), ‘Gloire de Dijon’ (“tea scent”), ‘Prestige
de Lyon’ (raspberry) and ‘Souvenir de Marcel Proust’
(lemongrass), among others. The scent of roses is
extraordinarily complex, with hundreds of different
molecules in some species and varieties. For over 30
years, these molecules have been isolated, purified and
studied by chemists. From a chemical point of view, it
is interesting to focus on some specific compounds
which have a typical odor, and which were mixed when
roses were hybridized (Table 1). Rosa chinensis f.
spontanea and R. gigantea are supposed to be wild
ancestors of Chinese roses, and R. gallica ‘Officinalis’, a
putative ancestor of roses used for perfumes, R. x
centifolia ‘Nabonnand’ and R. x damascena
‘Trigintipetala’. R. ‘Papa Meilland’ is one of the most
famous scented garden roses, and R. ‘Rouge Meilland’,
an unscented parent. Roses with a tea scent have
several pg of 3,5-dimethoxytoluene (DMT), and roses
with a typical rose scent have huge amounts of 2-
phenylethanol, which smells powdery rose (Table 1).
The most fragrant cultivars also produce acyclic
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monoterpenes (geraniol, nerol, B-citronellol), which
smell of essential oil of rose, and their aldehydes
(geranial, neral, B-citronellal), which smell like sweet
lemon. Some trace compounds are sometimes very
appreciated by perfumers, as for example Z-3-hexenol
for the green note, or ionones for the violet note. Their
biochemical pathways are thus also investigated.
Modern garden roses have therefore inherited their
olfactory characteristics from multiple roses involved in
the history of breeding during the 19%™ century,
olfactory characteristics which they themselves had
inherited from wild roses. As a consequence, breeders
should consider fragrance not as a single phenotypic
trait but rather as a multitude of traits or molecules.
Furthermore, inheritance of scent traits may depend
on the genetic background of the cultivars. This is the
case for 2-phenylethanol for example, which
inheritance was shown to be distinct in two different
breeding populations (Spiller et al. 2010; Roccia et al.
2019).

To facilitate fragrant rose breeding, a possible approach
would be to use the genes involved in volatile
compound biosynthesis as markers during selection.
This strategy supposes an in-depth knowledge of the
biochemical pathways and a focus on genes which
encode flux-limiting enzymes, and/or alleles which
encode the most efficient enzymes.

BOTANY LETTERS
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Biochemical pathways involved in scent
compound production

In roses, emitted volatiles may be organized into
several main classes associated with their biosynthesis
pathways: fatty acid derivatives, phenyl methyl ethers,
phenylpropanoids/benzenoids, and terpenoids. Some
of them have been particularly studied during the last
two decades because they include major compounds
of rose fragrance (see Table 1 for the list of these
volatiles), but trace compounds have also been
studied.

Phenylpropanoids and benzenoids have a benzene
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aminotransferase (RyAAAT3) which then undergoes
decarboxylation to form phenylacetaldehyde by
RyPPDC (phenylpyruvic acid decarboxylase), and then
2-phenylethanol by RyPAR. This alternative pathway
identified for the production of 2-phenylethanol
seems to be activated in response to seasonal
changes in temperature (Hirata et al. 2016).

Other phenylpropanoid compounds are also present in
the rose flower, such as eugenol and methyleugenol.
These phenylpropenes are important constituents of
many plants in which they are supposed to play a role
in pathogen defense due to their antibacterial and
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Table 1. Main compounds extracted by hexane in rose petals from different varieties (ug g ™ FW).

Rose name Chinensis?! Gigantea? Provins rose? Damask rose* Provence rose® Papa Meilland®  Rouge

Meilland’
Fragrant Cloud Unscented Tea scent Strong rose scent  Strong rose scent  Strong rose scent  Rose scent Unscented
PE® 1.41+0.80 - 483.55 +44.22 570.53+94.51 436.29 £ 49.92 48.77 £ 8.90 -
Geraniol - - 192.08 £ 42.46 112.20+£39.51 4530+ 17.24 53.49+11.29 0.32+0.04
Nerol - - 49.23 £19.12 34.50 £ 22.05 2436 +7.75 5.39+1.75 -
B-citronellol - - 2430+ 13.34 63.38 £42.40 39.22+4.33 - -
Geranial - - 8.48+2.36 22.12+£19.18 7.72+£0.90 10.91+1.01 -
Neral - - 2.30+0.94 9.31+7.87 3.65+0.33 2.03+2.04 -
B-citronellal - - - 1.80+2.01 0.27+0.24 - -
DMT? 0.24+0.27 6.32+044 - - - 2.25+2.25 1.93+0.47
1 2 3 4

R. chinensis ‘Spontanea’, Asian wild rose, R. gigantea, Asian wild rose, R. gallica ‘Officinalis’, Eastern and European botanical rose, R. x damascena
‘Trigintipetala’, rose used for essential oil, °R. x centifolia ‘Nabonnand’, rose used for concrete and absolute, °R. ‘Papa Meilland’, famous garden

rose, 7 8 9

R. ‘Rouge Meilland’, rose for garden and for cut-flower market, 2-phenylethanol, 3,5-dimethoxytoluene.

ring in their skeleton and are found in many flower
odors (Knudsen et al. 2006; Widhalm and Dudareva
2015). Some of these compounds are major
constituents of the scent of roses, such as 2-
phenylethanol, with the typical odor of rose water.
Other more minor compounds such as eugenol and
methyleugenol, with a pronounced odor of clove, add
spicy notes to the fragrance of certain varieties. These
compounds are mostly derived from L-phenylalanine
(Figure 3). The genes and enzymes responsible for the
biosynthesis of 2-phenylethanol have been identified
in several plant species. Interestingly, plants have
developed different pathways to convert

L-phenylalanine to 2-phenylethanol. In roses, two
main pathways have been identified: the PAAS
pathway and the AAAT pathway. The
phenylacetaldehyde synthase gene (RhPAAS) was
cloned from R. ‘Fragrant Cloud’ (Kaminaga et al.
2006), and from R. ‘H190’ (Roccia et al. 2019). It is a
bifunctional enzyme that catalyzes the efficient
coupling of L-phenylalanine decarboxylation to
oxidation, generating phenylacetaldehyde. The
second step is performed by a phenylacetaldehyde
reductase (RdPAR) characterized in R. x damascena
(Chen et al. 2011b). Surprisingly, another pathway
also exists in roses, and was discovered in R. ‘Yves
Piaget’ (Hirata et al. 2012). In this alternative
pathway, L-phenylalanine is first converted into
phenylpyruvate by an aromatic amino acid

antifungal effects. Some phenylpropenes are also floral
attractants for pollinators (Koeduka 2014). In some
rose cultivars, they are present in high quantities in
stamens and, to a lesser extent, in petals, giving a clove
scent. Methyleugenol has recently drawn much
attention because of its carcinogenic activity in rodents
(Bouhlel et al. 2012). Eugenol is synthesized from
coniferyl acetate, by eugenol synthase (Figure 3). In
roses, a eugenol synthase gene, RJEGS1, has been
isolated, although the functional characterization of
the protein in vitro is still missing (Yan et al. 2012,
2018). An O-methyl transferase, encoded by RcOMT1,
a gene highly expressed in flowers of R. chinensis f.
spontanea, was shown to produce the methylated
derivative methyl eugenol, which is a potential floral
attractant for pollination (Wu et al. 2003).
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Despite their benzene skeleton, phenolic methyl ethers
are not derived from aromatic amino acids, and can be
classified in a specific class of biosynthetic compounds.
DMT is responsible for the characteristic “tea scent” of
some rose cultivars which, in reality, is not the scent of
tea. It is commonly explained that this semantic
ambiguity could come from a phonetic deformation of
“Fa-Ti roses”, Fa-Ti being a famous Chinese plant
nursery near Beijing. Anyway, this compound is
biosynthesized in two Chinese species, R. gigantea and
R. chinensis f. spontanea (Table 1).

Many modern “Hybrid Tea Group” roses contain only
small amounts of DMT, which are generally not
strongly perceived by the human nose. DMT is
synthesized by two specific enzymes, orcinol-O-
methyl transferases 1 and 2 (RcOOMT1 and
RcOOMT?2), that catalyze the methylations of orcinol
as substrate (Figure 4) (Lavid et al. 2002; Scalliet et al.
2002, 2006). RcOOMT1 and RcOOMT2 are very
similar enzymes. They exhibit different substrate
specificities that are consistent with their operating
sequentially in DMT biosynthesis. It has been shown
that these substrate specificities are mostly due to a
single amino acid polymorphism in their phenolic
substrate binding site. An analysis of the OOMT gene
family in 18 species representing the diversity of the
genus Rosa indicated that if all wild rose species have
OOMT2 genes, only Chinese roses also have OOMT1
genes. In addition, research provided evidence that

COOH .COOH
AAAT3 |
NH, > o

L-phenylalanine phenylpyruvate
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production in Chinese roses (Scalliet et al. 2008). This
gene, and thus the “tea scent”, were transmitted
during the process of creation of modern roses and
are found today in thousands of rose cultivars.
Terpenoids constitute a class of very important
fragrant molecules, responsible for the scent of many
flowers and aromatic plants (Tholl 2015). In many
roses, terpenoids represent the most abundant scent
compounds, in particular the monoterpene alcohols
such as geraniol, B-citronellol, nerol and their
derivatives. These terpenoids are generally
responsible for the floral and fruity notes typical of
the perfume of roses. In addition to these major
terpenoids, trace compounds such as the
norisoprenoid ionones also make a great contribution
to the scent of these roses because of their low odor
threshold in humans (Ohloff 1978). Pathways leading
to the biosynthesis of terpenoids are well
documented in dozens of plants. Precursors of all
terpenes, isopentenyl diphosphate (IPP) and
dimethylallyl diphosphate (DMAPP) are supplied by
the methylerythritol 4-phosphate pathway for the
monoterpene synthesis which generally takes place in
plastids (Rodriguez-Concepcion and Boronat 2002).
On the contrary, IPP and DMAPP for the biosynthesis
of sesquiterpenes are synthesized in the cytosol by
the mevalonate pathway (Hemmerlin et al. 2012).
These precursors are transformed to allylic
diphosphates, geranyl diphosphate (GPP) for the
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Figure 3. Biosynthesis pathway of phenylpropanoids in roses. Only the enzymatic steps whose genes have been cloned in
roses are indicated by a full arrow. Dashed arrows indicate several enzymatic steps not studied in roses. AAAT, aromatic amino
acid transferase; AAT, alcohol acyl transferase; EGS, eugenol synthase; OMT, O-methyl transferase; PAAS, phenylacetaldehyde
synthase; PAL, phenylalanine ammonia lyase; PAR, phenylacetaldehyde reductase; PPDC, phenylpyruvic acid decarboxylase.

the Chinese-rose-specific OOMT1 genes most
probably evolved from an OOMT2-like gene that has
homologs in the genomes of all extant roses. It was
proposed that the emergence of the OOMTI1 gene
may have been a critical step in the evolution of scent

monoterpenes and farnesyl diphosphate (FPP) for the
sesquiterpene biosynthesis by prenyltransferases.
GPP and FPP are then used as substrates by various
terpene  synthases for  monoterpene and
sesquiterpene production respectively (Chen et al.
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2011a). Finally, several enzymes such as P450
cytochromes or acetyltransferases are able to modify
these terpenes and perform oxidation or acetylation
reactions on the terpene skeletons (Shalit et al. 2003;
Boachon et al. 2015). In roses, only few genes have
been isolated so far (Figure 5). A sesquiterpene
synthase, RhGDS, responsible for the biosynthesis of
germacrene D has been characterized in R. ‘Fragrant
Cloud’ (Guterman et al. 2002). Data mining of ESTs
databases in the same cultivar also led to the
characterization of an alcohol acetyltransferase,
RhAAT1, involved in the formation of geranyl acetate
(Shalit et al. 2003; Guterman et al. 2006). RcLINS is
the first monoterpene synthase that was functionally
characterized in R. chinensis ‘Old Blush’. It was
showed that it is responsible for the production of the
minor compound, (-)-3R-linalool (Magnard et al.
2018).

Concerning major terpenes involved in the typical rose
scent, a key gene was discovered, the expression of
which is strongly correlated with the presence of

OOMT2
N,
(9 OH

3-methoxy-5-
hydroxytoluene

OOMT1
—
HO OH

orcinol
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terpenoids in different rose cultivars (Magnard et al.
2015). For this work, the transcriptomes of two rose
cultivars that have very different scents were
compared: highly fragrant R. ‘Papa Meilland’ and
unscented rose R. ‘Rouge Meilland’ (see Table 1). The
gene with the highest differential expression was found
to encode a nudix hydrolase, specifically expressed in
petals. In modern rose cultivars, its expression was
correlated with the presence of the monoterpene
geraniol. It was demonstrated by complementary
approaches that rose flowers use an alternative route
to produce geraniol by employing a completely
unexpected diphosphohydrolase enzyme of the Nudix
family.  RhNUDX1 is responsible for the
dephosphorylation of GPP, a precursor of
monoterpenes, into geranyl phosphate (Figure 5). It is
localized in the cytosol, although in other plants,
monoterpenes are synthesized principally into plastids,
thus raising the question of the origin of the cytosolic
GPP in roses. Nudix hydrolases belong to a superfamily
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Figure 4. Biosynthesis pathway of phenolic methyl ethers in roses. Only the enzymatic steps whose genes have been cloned
in roses are indicated by a full arrow. OOMT, orcinol O-methyl transferases.
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Figure 5. Biosynthesis pathway of terpenes in roses. Only the enzymatic steps whose genes have been cloned in roses are
indicated by a full arrow. Dashed arrows indicate several enzymatic steps not studied in roses. Single dashed arrows indicate
putative single enzymatic steps. (1), in this step there is a polymerization of one unit of isopentenyl diphosphate and one unit
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pyrophosphatases found in animals, plants and
bacteria (Srouji et al. 2017). They generally catalyze
the hydrolysis of nucleoside diphosphates linked to
other moieties (X) and contain the Nudix domain
defined by (Bessman et al. 1996) as
G(X5)E(X7)REUXEEXX. In plants, Nudix hydrolases are
poorly characterized, although up to 29 genes have
been identified in the Arabidopsis genome
(Kraszewska 2008). Based on sequence similarities,
several functional groups have been defined. These
enzymes can act as diphosphoinositol polyphosphate
phosphohydrolases, coenzyme A pyrophosphatases,
ADP-ribose pyrophosphatases, ApnA hydrolases and
mRNA decapping enzymes. In Arabidopsis, few Nudix
hydrolases have been linked to a specific function in
vivo. RhNUDX1 shows the closest similarity to
AtNUDX1 from Arabidopsis. This protein was
proposed to have a similar function to Escherichia coli
mutator protein MutT, which acts to eliminate
harmful compounds such as 8-oxo-dGTP which may
be misincorporated into DNA during replication (Maki
and Sekiguchi 1992; Yoshimura et al. 2007).
Nevertheless, in A. thaliana, it has been recently
shown that it can be involved in the regulation of IPP
concentration in leaves (Henry et al. 2015, 2018). The
discovery that a nudix hydrolase is involved in scent
production adds to an increasing line of evidence that
shows that although many plants produce similar, or
even exactly the same scent compounds, they
independently evolved the enzymes needed to do
this (Sun et al. 2016). It has recently been shown that
NUDX1 genes were highly duplicated in Rosa species.
From one to more than 10 copies were found in the
rose genome and four clades numbered Nudx1-1 to
Nudx1-4 could be defined. It was showed that the
RWNUDX1-2c gene was involved in E, E-farnesol
production in a hybrid of R. wichurana (Sun et al.
2020), and that a Nudx1-1a subclade contained the
genes involved in geraniol biosynthesis in the more
recent wild species of roses (Conart et al. 2022). Since
this discovery, NUDX1 genes have been found to be
involved in terpene biosynthesis in other plants. For
example, in Tanacetum cinerariifolium, a plastidial
Nudix hydrolase catalyzes the formation of
chrysanthemol which is the precursor of pyrethrins (Li
et al. 2020). In Pelargonium species, both terpene
synthases and nudix hydrolases could be involved in
the production of geraniol (Blerot et al. 2018;
Bergman et al. 2021). This could be similar to a
situation in R. x damascena, where (Onder et al.
2021) have cloned a putative geraniol synthase. The
Nudix family is thus more implicated in terpene
production that it was previously thought (Bessman
2019).
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Other key terpenoid compounds in rose essential oil
are norisoprenoids, such as [p-damascenone, -
damascone, and B-ionone, which are derived from
carotenoid degradation. lonones have a low
concentration in petals but it is enough to give a violet
note to the scent. Their odor thresholds are very low,
which explains their importance in the olfactory
characteristics of rose essential oil. However, B-
damascenone and B-damascone are not produced by
roses but come from the degradation of norisoprenoid
precursors during the distillation of essential oil (Suzuki
et al. 2002). Nevertheless, some genes responsible for
the cleavage of carotenoids, the carotenoid cleavage
(di-) oxygenase (CCD), were isolated from rose tissues
and functionally characterized (Figure 5). One
particular protein, RACCD1, which efficiently forms
C13-norisoprenoids in vivo and is expressed in R. x
damascena flowers, is probably involved in formation
of ionones (Huang et al. 2009).
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Conclusions

All these researches on the biosynthesis of rose
fragrance will no doubt lead to a better knowledge of
rose scent. These investigations will hopefully help
rose breeders in their difficult task of breeding, to
provide a beautiful, fragrant rose with a long vase life.
Understanding the molecular mechanisms that
control scent traits may allow the identification of
molecular and genetic markers to assist selection.
This technique has not been applied to the rose,
although it is widely used in animals and crops.
Towards this aim, correlating scent volatiles and
molecular markers is a powerful tool that has already
been used to find QTLs influencing the amounts of
rose volatiles compounds (Spiller et al. 2010; Roccia
et al. 2019). These genome-wide association studies
will certainly help to study the inheritance of scent in
roses, as was already done for other traits (Schulz et
al. 2016; Cheng et al. 2021).

Moreover, these studies could also be used to
establish a link between fragrance and other
parameters of flower quality, such as color and vase
life (Smulders et al. 2019). For example, precursors of
red to violets pigments (anthocyanins) are also
precursors of phenylpropanoids/benzenoid
compounds and some yellow to orange pigments
(carotenoids) are terpenoids, the degradation of
which produces scent compounds (norisoprenoids).
This pigment/scent relationship has already been
demonstrated in another fragrant flower: the
carnation (Zuker et al. 2002). Besides, in roses, the
overexpression of the Arabidopsis gene PAP1 that
encodes a transcription factor activating the
phenylpropanoid pathway led to an enhancement of
the production of both phenylpropanoid (color and
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scent) and terpenoid (scent) compounds (Ben Zvi et
al. 2012). Moreover, a few recent studies have tried to
correlate scent and color in rose petals, although no
direct link was demonstrated (Feng et al. 2021). The
role of phytohormones such as gibberellins in the
activation of the different branches of the
biosynthesis pathways has also recently been
demonstrated (Ravid et al. 2017). In the model plant
Arabidopsis thaliana L. (Heynh. 1842), key regulators
of flower maturation have been recently isolated and
have been shown to synchronize petal expansion and
volatile terpenoid emission (Liu et al. 2015).
Identifying such regulators in roses is an important
goal of future research. The breeding of rose cultivars
would certainly benefit from a better understanding
of the complex relationships between scent and other
flower traits, even the vase life trait. Finally, a major
challenge for rose research is to understand the
subcellular trafficking and secretion of scent. Indeed,
the subcellular localization, storage in the cellular
compartments, and transport out of the cell of the
volatile compounds remain largely unknown
(Widhalm et al. 2015).
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Résultats Etude 1

Abstract

The rose fragrance is known to be very pleasant and attractive to humans, it may be one reason why
the rose is the most widely cultivated ornamental plants in the world and this since millenniums. This
raises the question of which volatile organic compounds (VOCs) emitted by the flowers are involved in
rose odor-induced pleasantness. To answer this question, we invited human participants to smell and
rate perceptual characteristics of ten freshly picked modern roses. In parallel, the VOCs emitted by the
roses were captured by headspace and quantified by gas chromatography coupled with mass
spectrometry. First, we found that the ten roses had different levels of pleasantness and of typical rose
perception as well as different emitted VOCs. Then, we investigated the relationship between VOCs
and perceptual rating of roses and found that two categories of VOCs were positively correlated with
the perception of rose, the ionones and the oxylipins. Interestingly, only the oxylipins were specific to
the rose scent (and not to flower scent in general) and positively correlated to the pleasantness.
Oxylipins are part of the large family of green odors whose impact on stress and anxiety has been
highlighted. We further explored within the oxylipin category, which molecules could be responsible
for the perception of both rosy quality and pleasantness, and found that hexanal, (E)-2-hexenol, 1-
hexanol and hexyl acetate were correlated to these two perceptual properties. These results propose,
in a surprising way, a role of the oxylipins in the hedonic aspect of rose scents. Thus, the attraction of
humans to roses could be explained by the non-conscious perception of this unique mixture of

compounds with both a positive hedonic value and beneficial effect on the well-being.
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Introduction

Roses are widely known for their very pleasant smell, color and shape, so much that they are praised
in poems, books, music and art. Roses have been present in human history for thousands of years, with
the first representation of rose in 1800-800 BCE (Caissard & Baudino, 2018). Their scent is so
appreciated that it is used to odorize our outdoor environment (gardens), indoor environment (house),
our beauty products in cosmetics and ourselves with perfumes. In other words, the rose has been
cultivated for thousands of years because it is highly appreciated by humans.

Rosa is a genus belonging to the Rosaceae family, comprising about 150 wild species and nearly 30,000
modern varieties. Among these varieties, there is a lot of diversity, in terms of color and shape but also
scent. Some varieties have little to no smell, and some have a strong fragrance. What accounts for the
difference in smell between roses is the diversity of volatile odorant compounds (VOCs) emitted
(Guterman et al., 2002; Ibrahim et al., 2017). Hundreds of VOCs are emitted by rose (Ren et al., 2016;
Rusanov et al., 2011; Zhou, Yu, Cheng, Han, et al., 2020). Although the varieties of roses differ
depending on their fragrance and thus their composition of VOCs, the most recurrent ones are
monoterpenes, sesquiterpenes, 2-phenylethanol and derivatives (phenylpropanoids-related
compounds) and fatty acid derivatives or oxylipins (Muhlemann et al., 2014; Ren et al., 2016). Other
compounds with a very low olfactory detection threshold, apocarotenoids (ionones), are very popular
among perfumers. Some of these compounds, such as damascenone, are not emitted by the rose but
are produced during distillation of the essential oil. Among VOCs described as contributing to the
typical rose scent, 2-phenylethanol, geraniol, B-citronellol and nerol are the most frequently cited
(Feng et al., 2010; Héthelyi et al., 2010; Mannschreck & von Angerer, 2011; Ren et al., 2016, 2016;
Sood et al., 1992; Zhao et al., 2016). They are also used to re-create the rose smell (Weiss et al., 2012).
These monomolecular odorants are often rated as pleasant (Chalencon et al., 2022; Ferdenzi et al.,
2019; Joussain et al., 2013; Ma et al., 2021; Rolls et al., 2003; Sezille et al., 2014), which is also true for
the rose smell (David et al., 2019; Dmitrenko et al., 2020; Jirovetz et al., 2005). In addition of being
attractive, rose smell has an effect on emotional state. Indeed, many studies using mainly rose
essential oil reported positive effects on mood with increased happiness, decreased stress, anxiolytic
or anti-conflict effects as well as improvement of the symptoms of depression (Abbasijahromi et al.,
2020; Bradley et al., 2007; David et al., 2019; de Almeida et al., 2004; Dehkordi et al., 2017; Farnia et
al., 2015; Sakinoglu Orug et al., 2017; Umezu et al., 2002). These effects are associated with a decrease
of salivary cortisol and changes in neural activity in brain areas involved in emotional and motivational
behaviors (David et al., 2019; Farnia et al., 2015). Interestingly, none of these studies used fresh roses
and investigated the link between the molecules emitted by the rose and the behavioral effect.

In this context, we set up a study to examine the relationship between the olfactory hedonic

perception and the compounds emitted by fresh roses. To do so, we selected ten modern roses that
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were picked in their blooming stage and in the morning when their smell is the strongest (Altenburger
& Matile, 1990; Guterman et al., 2002; Picone et al., 2004). Participants were asked to evaluate blindly
odorants using psychophysical tools. Visual analogue scales were used to rate olfactory perception
(Attia & Hamdan, 2021; Ayabe-Kanamura et al., 1998; Ferdenzi et al., 2013; Hamakawa & Okamoto,
2018; Ruser et al., 2021; Zarzo, 2008) and more particularly odor pleasantness (liking), attractivity
(wanting), familiarity and intensity. In addition, the fruity, lemony, floral and rosy notes were
questioned. As a complementary approach, we also used a non-verbal and non-invasive method
introduced by Chalengon et al, 2022, which consists in the evaluation of olfactory hedonics in humans
based on the assessment of odor-motivated behavior (FitzGerald et al., 2014; Midroit et al., 2021;
Wesson & Wilson, 2011). Then, we analyzed the VOCs emitted by roses with headspace method
coupled to GC-MS and investigated with correlation analyses the relationship between the olfactory

perception of roses and their emitted VOCs.

Materials and Methods

Odor evaluation by humans

Participants

Experiments were done following procedures in accordance with the ethical guidelines of the
Declaration of Helsinki and the French National Ethics Committee (CPP). Twenty participants from Lyon
area in France were tested at the Lyon Neuroscience Research Center. Their olfactory performances
were checked using the identification part of the European Test of Olfactory Capabilities (ETOC)
(Joussain et al., 2016). Ten men and ten women between the ages of 18 and 35 years (mean age: 24
+/- 4 years old) who did not present any asthma, odor allergies or olfactory impairment were included.
Only one participant was excluded because he assessed only two flowers out of ten (n=19). Participants
received financial compensation for the experiment and provided written informed consent prior to

participation.

Plant material

Ten rose cultivars, Belle de Clermont (BC), Botéro (BO), Brocéliande (BR), Christophe Colomb (CC),
Felicia (FE), Jean-Paul Guerlain (JP), Orientalia (OR), Roberto Alagna (RA), Violette Parfumée (VP) and
Westerland (WE), were used in olfactory experiment and for GC-MS analyses (Table 1). Roses were
cultivated and harvested in the international rose garden of the Parc de la Téte d'Or in Lyon. All roses
were picked on the morning of the experiment except once for one rose, Violette Parfumée that was
kept one time overnight in a cold room due to the lack of fresh flower available the morning of the
experiment. Roses were chosen for their diversity of scent, as judged by the olfactory descriptions

found in catalogues and sites of breeders (Table 1).
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Odorants

Participants were asked to smell and rate ten opaque flasks, which contained the ten freshly picked
roses (Table 1). All roses were dipped in a water-soaked floral foam directly placed in the opaque flasks.
All flasks were covered by a piece of polypropylene held by a rubber band (deprived of its odor using

a 70% alcohol bath) so that participants had no visual access to the content of the flask.

Table 1 — List of variety, breeder, scent description, nationality and year of breed of roses used for the experiment
(from the Help me find website: https://www.helpmefind.com/gardening/roses.php).

Variety Breeder Scent description (Help me find) Nationality Year of breed
Belle de Clermont (BC) André Eve Strong fragrance France 2009
Botero (BO) Meilland Strong, damask, old rose, raspberry fragrance France 1999
Brocéliande (BR) Adam Strong fragrance France 1997
Christophe Colomb (CC) Meilland Mild to strong fragrance France 1992
Felicia (FE) Pemberton Strong, sweet fragrance UK 1926
Jean-Paul Guerlain (JP) Gaujard Strong fragrance France 2005
Orientalia (OR) Carruth Strong, fruity, spice fragrance USA 2005
Roberto Alagna (RA) Adam/NIRP Strong apricot or peach, citrus, rose fragrance France 1994
Violette Parfumée (VP) Dorieux Strong, clove, damask, lemon, old rose fragrance France 1992
Westerland (WE) Kordes Strong, clove, rose, spice fragrance Allemagne 1969

In addition, in order to increase the variety in terms of olfactory stimuli, participants were also asked
to smell nine monomolecular odorants of various qualities. The monomolecular odorants were
presented in similar opaque flasks, and randomly presented among the flasks containing the roses :
four monomolecular odorants that are present into the composition of the typical rose smell: Geraniol
(GER), 2-phenylethanol (PEA), nerol (NER), (+/-)-B-citronellol (CITRO) (Jirovetz et al., 2005; Weiss et al.,
2012) and five monomolecular odorants known to be pleasant: citral (CITRAL), benzaldehyde (BEN), L-
carvone (CAR), isoamyl acetate (1SO) and (Z)-3-hexenol (CIS) (Sezille et al., 2014; Fournel et al., 2016;
Chalencon et al., 2022) (Table 2). These monomolecular odorants (Sigma Aldrich) were diluted in
mineral oil at different concentrations to achieve 1 Pa to obtain similar perceived intensity. Samples

were deposited on pieces of polypropylene (1 mL; 3 cm x 8 cm) inserted on the opaque flask (250 mL).

Table 2 — List of monomolecular odorant names (and abbreviation), scent description (from The Good Scent
Company website: http://www.thegoodscentscompany.com/), purities, CAS numbers and concentrations
used for the experiment.

Odorant Scent description (The Good Scent Company) Purity CAS Number Concentration
2-phenylethanol (PEA) Floral rose dried rose flower rose water >99% 60-12-8 2.66%
Geraniol (GER) Sweet floral fruity rose waxy citrus 98% 106-24-1 11.29%
Nerol (NER) Sweet natural neroli citrus magnolia >97% 106-25-2 1.93%
(+/-)-b-citronellol (CITRO) Floral leather waxy rose bud citrus 95% 106-22-9 17.85%
Citral (CITRAL) Sharp lemon sweet 95% 5392-40-5 3.62%
Benzaldehyde (BEN) Strong sharp sweet bitter almond cherry 99.5% 100-52-7 1.54%
L-carvone (CAR) Sweet spearmint herbal minty 96% 6485-40-1 1.93%
Isoamyl acetate (1SO) Sweet fruity banana solvent 95% 132-92-2 0.03%
(2)-3-hexenol (CIS) Fresh green cut grass foliage vegetable herbal oily 98% 928-96-1 0.24%
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Perceptual rating and odor-motivated behavior assessment

Participants were asked to sit about 30 cm away from a computer screen and to maintain their position
(Fig. 1). The 19 flasks containing the ten roses and the nine monomolecular odorants were placed in
front of them. Then, 5-second of instructions scrolled on the screen: “Please smell the scented flask in
front of you - Be sure to respect the order of presentation” and then, the following instructions
indicated to participants when to smell the next flask. These instructions were presented before each
new trial. Participants were allowed to freely smell each odorant for 1 min and had to evaluate it using
a visual analogue scale (VAS) from 0 to 10 with a neutral point at 5. Graduation was not visible and
participant had to place a cursor on the scale. Participants had to rate pleasantness (“Rate the
pleasantness/unpleasantness of the smell: from very unpleasant to very pleasant”), intensity (“Rate
the intensity of the smell: from not at all to very”), familiarity (“Rate the familiarity of the smell: from
not at all to very”), attractivity (“How much do you want to experience the smell again: to not at all to
very”), fruity smell (“How much do you smell fruit?: from not at all to a lot”), smell of lemon (“How
much do you smell lemon?: from not at all to a lot”), smell of flower (“How much do you smell flower?:
from not at all to a lot”) and smell of rose (“How much do you smell rose?: from not at all to a lot”)
(Fig. 1). At the end of the experiment, an additional questionnaire was completed by the participants
with the following question: “What does the smell of roses make you think of?”. Answers were then
categorized into several descriptors according to those used by Mantel and collaborators (Mantel et
al., 2022): impact (i.e. emotional effect on the participant), memory (i.e. specific recollection reported
by the participant) and source (i.e. if the participant refers to cosmetic products, flowers, food, location
or people).

Participants were informed that they were filmed with a webcam (Logitech C920) from the side during
odor exploration and rating. Videos were recorded in AVI file format with jpeg codec using Volcan
software developed under LabVIEW (National Instruments) (Chalengon et al., 2022; Richard et al.,
2017). The order of presentation of the flasks was indicated by a list given to each participant and
random between participants. Video tracking analysis and calibration were performed using Volcan
(A2Vmodule) software (Chalengon et.al, 2022). Trajectories between the flasks and the participant's
nose were calculated for each participant and trial and the following parameters were assessed: the
smell duration of the first sniff, the minimal distance between the tip of the participant’s nose and the
flask, the distance of withdrawal of the flask, the speed of approach and speed of withdraw between
the tip of the participant’s nose and the flask for each odorant. The above-mentioned parameters were
measured only on the first sampling to avoid expectation or memory influences. In addition, we

measured the number of sniffs for the entire duration of the trial for each odorant and participant. We
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considered an approach behavior when the participant brought the flask within 5 cm of its nose

(Chalencon et al., 2022).

Fig. 1 — Olfactory evaluation task. A. Material, example of the flower and opaque flask. B. Rating task
and video recording view.

Biochemical analysis of roses

Volatile organic compounds

Between three and six biological replicas of each variety were cut by keeping 3 cm of flower stalk,
dipped into a beaker with a capacity of 50 mL of water and then deposited in 1 L glass vacuum jars
with aninlet and outlet for 1 hour (Fig. 2). During this hour, 30 mg Porapak Q cartridges (80-100 mesh,
Grace scientific) trapped the VOCs emitted by the flowers with a vacuum pump (~100 mL.min?)
(Boachon et al., 2019). The cartridges were eluted with 200 mL of a solution of Hexane-Camphor (50

mM) solvent into GC-MS compatible glass vials. Camphor was used as internal standard.

Fig. 2 — Headspace system used for the extraction of rose

GC-MS analysis

Samples were analyzed at the Plant Biotechnology applied to Aromatic and Medicinal Plants
Laboratory, Saint Etienne, France, on an Agilent 6850 Network GC system coupled with a 7683B series
injector and 5973 Network mass selective detector (all components from Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) as already described (Boachon et al., 2019; Conart et al., 2022). Briefly, separation was

done by using a DB-5 capillary column (30 m, 0.25 mm nominal diameter, 0.25 um film thickness) with
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the following program: an initial temperature of 40 °C for 3 min, a final temperature of 245 °C with a
gradient of 3°C.min-1. Then, 2 uL were injected in the column with a 2:1 split ratio for 2 min at 250 °C,
a pressure of 6.90 psi, and a split flow of 2.0 mL.min-1. Regarding the parameters for the mass
spectrometer detector, the acquisition was from 35 m/z to 450 m/z, at a 70 eV ionisation energy.
MassHunter Unknown Analysis Software (Agilent Technologies) or DataAnalysis Software (Agilent
Technologies) were used for the data processing. The retention times of VOCs and their electron
ionization mass spectra were used for their identification, and were compared to available databases
(Wiley 275, NIST08, the laboratory's own database) for their final identification. We analysed the
quantity of compounds emitted by the whole flower (ug/H/flower), corresponding to what the
participants sampled during the olfactory rating.

Compounds were then divided into 9 categories of VOCs, according to their biosynthesis pathways
(monoterpenes, PEA and derivatives, oxylipins, ionones, sesquiterpenes, benzenoids, phenyl methyl
ethers, rose oxides, aliphatics) (Dudareva et al., 2013; Schwab et al., 2008). The remaining compounds

were grouped into the category “others”. The list of compounds and categories is given in Table S1.

Statistical and data analysis

For perceptual rating and behavioral analyses, as data were non-parametric, we conducted Friedman
test for multiple analysis and Wilcoxon tests for pairwise comparisons. For the correlations between
rating parameters, we conducted Spearman correlations because of the non-validity of all the
parametric tests’ criteria. Pearson correlations were performed between rating parameters and the
total amount of VOCs. For the correlations between categories of VOCs and isolated ones with rating
parameters, we conducted Spearman correlations in a concern of homogeneity of the analysis.

To analyze the answers for the additional questionnaire “What does the smell of roses make you think
of?”, we categorized the participant answers according to 3 different references: positive emotional
impact of the rose odor (i.e. “It makes me think of sweetness”, “of a pleasant, soft and calming smell”),
the source of the rose odor (i.e. “it makes me think of a garden”) and the memory recall it induces (i.e.

“it make me think of my grand-mother”). All the statistical analyses were performed with R software

(R Core Team 2015, version 3.5.0). The level of significance was set to a = 0.05.

Results

The perception of monomolecular odorants

We first analysed monomolecular odorants’ rating. Using Friedman tests, we found that odorants were
perceived significantly different in term of rose (Fi9,s = 21.808, p= 0.005), pleasantness (Fig,s =31.705,
p= 0.0001), flower (Fis,s = 23.108, p= 0.003), attractivity (Fi9s =25.15, p= 0.001), intensity (Fios =
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54.954, p= 4.508e-09), familiarity (Fios = 21.195, p = 0.006), fruit (F19s = 48.536, p = 7.803e-08), and
lemon (F198=59.856, p = 4.974e-10) (Fig. 3).
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Fig. 3 — The nine monomolecular odorants are perceived differently in term of A. Rose perception. B.
Pleasantness. C. Flower perception. D. Attractivity E. Intensity. F. Familiarity. G. Fruit perception and H. Lemon
perception. VAS: Visual Analogue Scale. BEN: Benzaldehyde. CAR: L-carvone. ISO: Isoamyl acetate. CIS: (2)-3-
hexenol. CITRAL: Citral. CITRO: (+/-)-B-citronellol. NER: Nerol. GER: Geraniol. PEA: 2-phenylethanol. Bars
represent means of individual data points + SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001.

Using cluster analysis, we found that the molecule that is the most characteristic of the rose perception

is the PEA, and, in another cluster, GER and NER (Fig. 4A). The molecules that are the most

characteristic of the flower perception are PEA, and, in another cluster, NER, GER and ISO (Fig. 4B).

Interestingly, these clusters are not the same for the pleasantness and attractivity (Fig. 4C and D).
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Fig. 4 — Recognition of monomolecular odorants’ odors. A. Dendrogram representing cluster analysis of the

perception of rose (A), floral (B) pleasantness (C) and attractivity (D) of odor of monomolecular odorants.

The different roses present different sensory perception and emotional responses

We then analysed participants’ ratings to rose varieties. Using Friedman tests, we found that the

different varieties of selected roses were perceived significantly different in term of pleasantness (Fi99

= 25.65, p= 0.002) and rose (F19,0 = 20.699, p= 0.014). It was true also for familiarity (F199= 19.791, p=

0.019), intensity (Fis,0 = 41.491, p= 4.071e-06), attractivity (Fi9,0 = 20.408, p= 0.015), flower (Fi95 =

23.838, p=0.004) but not for fruit (Fi1s9=13.727, p= 0.132) and lemon (F19,0=13.656, p= 0.135) (Fig. 5).

Interestingly, the rosier the flower is perceived, the more pleasant it is rated (Table 3). This is also true

for familiarity and flower perceptions (Table 3). Other correlations are presented in Table S2.

Table 3 — Correlations of rose perception and other ratings. r: Spearman’s correlation coefficient. p: p-

values. Significant correlations are marked in bold.

Rating parameters r p

Pleasantness 0.71 0.028
Intensity 0.50 0.143
Familiarity 0.69 0.035
Attractivity 0.47 0.178
Fruit 0.03 0.946
Lemon 0.55 0.104
Flower 0.74 0.021
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Fig. 5 — The 10 roses are perceived differently in term of A. Rose perception, B. Pleasantness, C. Flower
perception, D. Attractivity, E. Intensity and F. Familiarity but not in G. Fruit and H. Lemon perceptions. VAS: Visual
Analogue Scale. OR: Orientalia. CC: Christophe Colomb. BR: Brocéliande. VP: Violette Parfumée. FE: Felicia. BO:
Botero. WE: Westerland. JP: Jean-Paul Guerlain. BC: Belle de Clermont. RA: Roberto Alagna. Bars represent
means of individual data points = SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001.

Furthermore, comparison between rose varieties and monomolecular odorants typical of rose scent

(PEA, GER, NER, CITRO) revealed that the rating of rose (Wilcoxon W15 = 157, p = 0.0008) and flower

perception (Wilcoxon Wig =131, p = 0.0483) is lower for the monomolecular odorants but not different

in term of pleasantness (Wilcoxon W15 =117, p = 0.181) nor attractivity (Wilcoxon W15 =99, p = 0.58),

indicating that the smell of fresh roses are recognized by the participants as different and more typical

(Fig. 6, see Fig. S1 for other comparisons).
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Fig. 6 — Differences between the rating of roses scent (Flower) and monomolecular odorants’ (Mono)
odors. A. Differences in Rose, B Pleasantness, C. Flower, D. Attractivity. VAS: Visual Analogue Scale.
Monomolecular odorants used here were PEA, GER, NER and CITRO. Bars represent means of individual
data points + SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001.

Rose smell induces odor-motivated behavior

To investigate the impact of the different rose scents on non-conscious odor-driven motor behavior,
we video-recorded and tracked the movements of the participants’ nose and hand holding the flask
during monomolecular and rose odor sampling (Fig. 1). In accordance with previous study (Chalengon
et al., 2022), significant differences for the minimal distance (Fi99= 15.76, p= 0.046) and the number
of sampling (Fi90=17.24, p= 0.027) were revealed in response to the nine monomolecular odorants.
This confirms their different level of odor hedonics (Fig. S2).

Regarding rose flowers, we found that the minimal distances between the flask and the nose of the
participant were negatively correlated to the pleasantness (r = -0.78, p = 0.012) and the attractivity (r
=-0.68, p = 0.035). Interestingly, we did not observe difference between roses for any of the motor
parameters recorded (speed average of approach, Fi99=2.85, p = 0.97; speed average of withdrawal,
Fi00=2.84, p = 0.97; distance of withdrawal, F159=2.79, p = 0.972; minimal distance, Fi59=3.28, p =
0.952; duration of the first sniff, F199=2.63, p = 0.977; and number of sampling F199=4.57, p = 0.87;

Fig. S3) suggesting that the different rose smells induce similar motivated-behavior.

Rose varieties have contrasting VOC compositions

To ensure the validity of the results, between three and six biological replicates per variety were used.
Following headspace experiment of the ten rose varieties, 97 VOCs were detected (Table S1 and S3).
Itis worth noting that the total quantity of VOCs emitted by the roses do not correlate with the weight
of the rose (r = 0.49, p = 0.15). Eighty-two major VOCs emitted were pooled into nine categories of

molecules, according to their biosynthesis pathways (Dudareva et al., 2013; Hirata et al., 2016;
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Magnard et al., 2015; Schwab et al., 2008; Sun et al., 2020) (Table S1). We found that the ten varieties
of roses presented a significantly different pattern of emitted VOCs categories (Friedman chi-squared
=19.606, df =9, p-value = 0.0205; Fig. 7). For example, FE and WE emitted a majority of monoterpenes
(42.6 % and 55,7 % respectively) whereas JP, RA and BO emitted large amounts of oxylipins (50.9 %;
51.0 % and 70.4 % respectively). lonones and aliphatics were emitted in lesser amounts by the flowers

(Table S4).
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Fig. 7 — Composition of the categories of VOC of the ten selected varieties in pug per hour per flower.

Interestingly, the total amount of VOCs was positively correlated to the pleasantness and to the

perceived intensity of flowers. It was also marginally correlated to the rosy perception (Fig. 8).
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Fig. 8 — Correlations between the perceptual rating and the total amount of VOCs (97 VOCs). A. Correlation
between the total of VOCs and the pleasantness. B. Correlation between the total of VOCs and the intensity.
VAS: Visual Analogue Scale. R: Pearson’s correlation coefficients.

The oxylipins are correlated to the pleasantness and to the typical perception of rose scent

Pairwise correlations were then conducted to investigate the relationship between categories of VOCs
and perceptual rating of roses. Interestingly, we found that among the nine categories of VOCs, the
ionones were positively correlated with the perception of rose and flower but not with the
pleasantness. The oxylipins were correlated to the pleasantness and marginally to the rose smell. The

category of PEA and derivatives was also marginally correlated with the perception of the rose smell.
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(Fig. 9, Table S5). Confirming the correlation results, we found using logarithmic regression analysis
that the quantity of oxylipins followed a logarithmic law for the pleasantness (adjusted R-square =
0.41, p = 0.028) and the rose perception (adjusted R-square = 0.38, p = 0.034). Using both analysis
types, we also found that oxylipins are the only category of VOCs being correlated to the familiarity

(Correlation: r = 0.83, p = 0.0056; logarithmic regression: adjusted R-square = 0.61, p = 0.004).

Identification of individual VOCs drive perceptual rating of rose flowers

Then, to further investigate within the categories, the molecules responsible for the perception of rose
and pleasantness, we performed paired wise correlations. We found that among the ionones, only the
dihydro-B-ionone was correlated to the rosy perception. It is worth noting that we confirmed that
phenylethylacetate was correlated to the rosy perception (Table 4). Others minor compounds were
also correlated to the rosy perception (pentenyl acetate, (E)-B-ocimene, epi-
bicyclosesquiphellandrene and an unknown sesquiterpene). Interestingly, we found that hexanal, (E)-
2-hexenol, hexan-1-ol and hexyl acetate were correlated to both pleasantness and the rosy perception
(Table 4). We also found that 1-hexanol, hexyl acetate, geranial and a-pinene were correlated to the
attractivity, (E)-2-hexenyl acetate with the odor of rose, (Z)-3-hexenol and benzaldehyde with the
pleasantness (Table 4, Table S6). It is worth noting that fruity notes are also valued in the rose scent.
In line with this, we found that geraniol, geranial, neral and (E)-B-ocimene were correlated to the fruity

perception (Table S6).
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Fig. 9 — Correlations between the perceptual rating and VOCs categories. A. Correlation between the quantity
of ionones and the pleasantness (Ai), the rose (Aii) and the flower (Aiii) perception. B. Correlation between
the quantity of oxylipins and the pleasantness (Bi), the rose (Bii) and the flower (Biii) perception. C.
Correlation between the quantity of PEA and derivatives and the pleasantness (Ci), the rose (Cii) and the
flower (Ciii) perception VAS: Visual Analogue Scale. R: Spearman’s correlation coefficients. p: p-values.
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Table 4 — Spearman significant correlations between VOCs and the pleasantness, the attractivity and the
rose and fruity perceptions. r: Spearman’s correlation coefficients. p: p-values. *, marginally significant

correlations.

VOC VOC category Rating parameter r p
phenylethylacetate PEA and derivatives rose 0.71 0.029
dihydro-B-ionone ionones rose 0.89 0.001

(E)- B-ocimene monoterpene rose 0.70 0.003

hexanal oxylipins rose/pleasantness 0.68/0.65 0.036/0.047
(E)-2-hexenal oxylipins rose 0.78 0.012
(E)-2-hexenol oxylipins rose/pleasantness 0.76/0.68 0.016/0.036
1-hexanol oxylipins rose/pleasantness/attractivity 0.85/0.92/0.75 0.004/0.0001/0.017
Hexyl acetate oxylipins rose/pleasantness/attractivity 0.75/0.88/0.67 0.018/0.002/0.039
(E)-2-hexenyl acetate  oxylipins rose 0.67 0.039
(2)-3-hexenol oxylipins pleasantness 0.80 0.009

3-hexanol oxylipins fruit 0.71 0.028
(2)-B-ocimene monoterpene fruit 0.67 0.039

geraniol monoterpene fruit 0.69 0.035

geranial monoterpene fruit/attractivity 0.65/0.66 0.049/0.044

neral monoterpene fruit 0.69 0.032

o-pinene monoterpene attractivity 0.78 0.013
benzaldehyde benzenoid pleasantness 0.87 0.002

Positive emotional impact of the rose smell

At the end of the experiment, participants were asked to respond openly to the question “What does
the smell of roses make you think of?”. This question involves a memory recall and the answer may
reflect participants relationship’ to the odor of roses. Participants answers were classified into three
main categories: answers that refers to (i) the source of the rose odor (i.e.“it makes me think of a
garden”), (ii) the positive emotional impact of the rose smell on the participants (i.e. “it is a calming
smell”) (iii) a memory recall (i.e. “It reminds me my grandmother's garden”) (Mantel et al, 2022). Using
Friedman tests, we found that the occurrences for “source”, “Impact on emotional behavior” and
“Memory” were significantly different (F192=17.186, p = 1,8e-4). The most used semantic reference in
participants' responses was the “source” (20 occurrences on 28 responses). Among the “sources”,
participants mostly referred to “cosmetics” (8 occurrences), “flower” (4 occurrences) and “location”
(4 occurrences) (e.g., “It remembered me a rose garden”) (Fig. 10). Then comes equally the two other
semantic references, the “memory recall” (4 occurrences) and the “beneficial impact” (4 occurrences)

(e.g., “It make me happy”) (Fig. 10).
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Interestingly, participants who reported a “positive emotional impact” of roses, rated them as more

attractive than the other participants (t-test t1s = 2.24, p = 0.0392) (Fig. 11).
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Fig. 11 — Participants who associate rose odor to a positive emotional impact were more likely to rate roses
as more attractive. Bars represent means of individual data points £ SEM. *p < 0.05.

Discussion

The aim of this study was to investigate the compounds emitted by fresh roses that are involved in
their pleasant olfactory perception. We used garden roses for their complex scent to analyze human
response to odors in a more ecological context, compared to monomolecular odorants. In our panel
of varieties, we showed that there is not one and unique rose scent but different perceptual
representations depending on the variety of the rose. Indeed, we found that roses did not present the
same perceived pleasantness, intensity, familiarity, attractivity, floral and rosy scent. Overall, all roses
were considered as pleasant by the participants, as shown by their ratings and by the video analysis

where all roses induced similar odor-motivated behavior. The roses we chose were not perceived

differently for the fruity and lemony parameters.
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We then analyzed the quantity of VOCs emitted by the different roses of our panel. In line with
previous studies (Sirotin et al., 2015), the total amount of VOCs was positively correlated with the
intensity of the roses’ scent. In addition, we observed that it was also correlated with the pleasantness
and the rosy perception. The more VOCs were emitted, the stronger the roses smell and the more they
were appreciated (Anderson et al., 2003; Zhou, Yu, Cheng, Han, et al., 2020).

We wanted to know if the emblematic individual compounds of the rose were sufficient to describe in
its complexity the rose scent. We thus analyzed the perceptual quality of VOCs emitted by the different
roses. When authors want to recreate artificial rose perfume, they usually use four compounds
(geraniol, nerol, 2-phenylethanol and B-citronellol) (Weiss et al., 2012). As expected, we found that
phenylethylacetate, which is a 2-phenylethanol derivative, is representative of rose smell since it was
correlated with the rosy perception. Geraniol, a major compound emitted by rose flowers, was
associated with the fruity perception, another dimension of the rose perception which is also expected
(Elsharif & Buettner, 2018; Zhou, Yu, Cheng, Wan, et al., 2020). Contrary to our expectations, the
monoterpene category was not correlated to the floral or rosy fragrance and the 2-phenylethanol and
derivatives category was only marginally correlated to the rosy perception. However, when presented
as molecular odorants, PEA and geraniol gave the perception of rose. These results suggest that the
perception of a rose smell in its natural context, differs from the one of its individual compounds.
Indeed, when included in a mixture, the perception of the compounds can change (Coureaud et al.,
2022; Marasco et al., 2016). As a consequence, the pleasantness of the mixture can also be different
from what is expected from its constituents (Grabenhorst et al., 2007; Laing et al., 1994; Ma et al.,
2021). This phenomena is of course occurring for flower smells (Z Xiao et al., 2019). Flower scent are
complex mixtures, composed of hundreds of compounds and rose is no exception. In modern cultivars,
rose scent often deviate from the typical rose scent, with also fruity notes. Since most studies used
monomolecular compounds (Anderson et al., 2003; Jin et al., 2018; Joussain et al., 2013; Sezille et al.,
2014; W. Xiao et al., 2020), simplified models of rose odor (Weiss et al., 2012; Z. Xiao et al., 2019) or
essential oils (Mohebitabar et al., 2017; Setzer, 2009; Venkatesha et al., 2022), description of olfactory

perception can be incomplete or even false (Shalit et al., 2004).

Furthermore, our study highlights the role of few unexpected categories of molecules in the rose
perception and pleasantness. Among these categories, we found that the quantity of ionones was
positively correlated to the perception of a rose and a floral scent. This result is an accordance with
the olfactory description of these compounds (The Good Scent Company Website:
http://www.thegoodscentscompany.com/), which are highly appreciated by perfumers, and often
have a very low odor threshold (Ohloff & Demole, 1987). Surprisingly, we found that only oxylipins

were correlated to both the rose scent and pleasantness. We then analyzed in detail within this
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category, which VOCs were significantly correlated to pleasantness or to the rose scent or to both, and
found the following compounds: (E)-2-hexenol, (E)-2-hexenyl acetate, (Z)-3-hexenyl acetate, 2-
hexanol, 3-hexanol, (E)-3-Hexenol, hexanal, hexyl acetate, 1-hexanol, (E)-2-hexenal and (Z)-3-hexenol.
The last two compounds, described in the literature as green odors (Fukada et al., 2012; Ito et al., 2009;
Watanabe et al., 2011), are studied for their effect on the emotional state and well-being (Akutsu et
al., 2002; Tokumo et al., 2006). Indeed, green odors, and particularly (E)-2-hexenal and (Z)-3-hexenol
are known to have an anxiolytic, anti-depressive, anti-fatigue and anti-stress effects in rodents (Ito et
al., 2009; Nakatomi et al., 2008; Tokumo et al., 2006; Ueno et al., 2020; Watanabe et al., 2011) and
also in human (Saito et al., 2018; Sano, 2002). More broadly, green odors are described as pleasant in
the literature (Jacob et al., 2003; Lotsch et al., 2021; Mantel et al., 2022). Regarding their contribution
to the rose smell, green odors reinforce the vegetal character. This is a reason why these compounds
are used by perfumers, they bring freshness and greenness to a floral bouquet and thus improve the
naturalness of the rose scent (Dantec et al., 2022; Zarzo, 2013). In line with this, we also observed in
the open verbal description that participants who judged roses as more attractive are the ones that
recalled a positive impact of the rose scent on health. While participants considered more the source
of the smell than the positive effects of flowers on their well-being when asked, the behavioral impact

was however real.

In summary, in addition to the well-known rose-scented monoterpenes and phenylpropanoic
derivatives, our study identified unexpected compounds present in natural roses that are involved in
the pleasantness of the rose flower, the oxylipins. These compounds with their interesting properties
on emotional behavior contribute to the broad impact of rose scent. Our study also highlights the
importance of the total amount of VOCs on both the pleasantness and the rose perception. Indeed,
rose varieties with the highest amounts of molecules were considered the most attractive and
pleasant. Together, these results open new possibilities for the modelization of rose odor, both in
fundamental research and for industry purposes. In the horticultural sector, rose breeders find it
difficult to obtain fragrant roses. They could benefit from our studies, which brings a more

comprehensive knowledge of what compounds should be considered in the selection process.

96



Résultats Etude 1

References

Abbasijahromi, A., Hojati, H., Nikooei, S., Jahromi, H. K., Dowlatkhah, H. R., Zarean, V., Farzaneh, M., &
Kalavani, A. (2020). Compare the effect of aromatherapy using lavender and Damask rose essential oils
on the level of anxiety and severity of pain following C-section : A double-blinded randomized clinical
trial. Journal of Complementary and Integrative Medicine, 17(3), 20190141.
https://doi.org/10.1515/jcim-2019-0141

Akutsu, H., Kikusui, T., Takeuchi, Y., Sano, K., Hatanaka, A., & Mori, Y. (2002). Alleviating effects of plant-derived
fragrances on stress-induced hyperthermia in rats. Physiology & Behavior, 75(3), 355-360.
https://doi.org/10.1016/5S0031-9384(01)00670-9

Altenburger, R., & Matile, P. (1990). Further observations on rhythmic emission of fragrance in flowers. Planta,
180(2), 194-197. https://doi.org/10.1007/BF00193995

Anderson, A. K., Christoff, K., Stappen, I., Panitz, D., Ghahremani, D. G., Glover, G., Gabrieli, J. D. E., & Sobel, N.
(2003). Dissociated neural representations of intensity and valence in human olfaction. Nature
Neuroscience, 6(2), 196-202. https://doi.org/10.1038/nn1001

Attia, T. M., & Hamdan, A. M. (2021). Assessment of the difference in detection of pleasant and unpleasant
odors in different grades of hyposmia. The Egyptian Journal of Otolaryngology, 37(1), 18.
https://doi.org/10.1186/s43163-021-00070-4

Ayabe-Kanamura, S., Schicker, I., Laska, M., Hudson, R., Distel, H., Kobayakawa, T., & Saito, S. (1998).
Differences in Perception of Everyday Odors : A Japanese-German Cross-cultural Study. Chemical
Senses, 23(1), 31-38. https://doi.org/10.1093/chemse/23.1.31

Bergougnoux, V., Caissard, J.-C., Jullien, F., Magnard, J.-L., Scalliet, G., Cock, J. M., Hugueney, P., & Baudino, S.
(2007). Both the adaxial and abaxial epidermal layers of the rose petal emit volatile scent compounds.
Planta, 226(4), 853-866. https://doi.org/10.1007/s00425-007-0531-1

Boachon, B., Burdloff, Y., Ruan, J.-X., Rojo, R., Junker, R. R., Vincent, B., Nicole, F., Bringel, F., Lesot, A., Henry,
L., Bassard, J.-E., Mathieu, S., Allouche, L., Kaplan, I., Dudareva, N., Vuilleumier, S., Miesch, L., André,
F., Navrot, N., ... Werck-Reichhart, D. (2019). A Promiscuous CYP706A3 Reduces Terpene Volatile
Emission from Arabidopsis Flowers, Affecting Florivores and the Floral Microbiome. The Plant Cell,
31(12), 2947-2972. https://doi.org/10.1105/tpc.19.00320

Bradley, B. F., Starkey, N. J., Brown, S. L., & Lea, R. W. (2007). The effects of prolonged rose odor inhalation in
two animal models of anxiety. Physiology & Behavior, 92(5), 931-938.
https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2007.06.023

Caissard, J.-C., & Baudino, S. (2018). Le parfum des roses. Publications de I’'Université de Saint-Etienne.

Chalencgon, L., Thevenet, M., Noury, N., Bensafi, M., & Mandairon, N. (2022). Identification of new behavioral
parameters to assess odorant hedonic value in humans : A naturalistic approach. Journal of
Neuroscience Methods, 366, 109422. https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2021.109422

Conart, C., Saclier, N., Foucher, F., Goubert, C., Rius-Bony, A., Paramita, S. N., Moja, S., Thouroude, T., Douady,
C., Sun, P., Nairaud, B., Saint-Marcoux, D., Bahut, M., Jeauffre, J., Hibrand Saint-Oyant, L., Schuurink, R.
C., Magnard, J.-L., Boachon, B., Dudareva, N., ... Caissard, J.-C. (2022). Duplication and Specialization of
NUDX1 in Rosaceae Led to Geraniol Production in Rose Petals. Molecular Biology and Evolution, 39(2),
msac002. https://doi.org/10.1093/molbev/msac002

Coureaud, G., Thomas-Danguin, T., Sandoz, J.-C., & Wilson, D. A. (2022). Biological constraints on configural
odour mixture perception. Journal of Experimental Biology, 225(6), jeb242274.
https://doi.org/10.1242/jeb.242274

Dantec, M., Allain, H., Yvert, N., Sigrist, J., Bensafi, M., & Lafraire, J. (2022). Olfactory attributes and colors
associated with naturalness. Food Quality and Preference, 98, 104495.
https://doi.org/10.1016/j.foodqual.2021.104495

David, O. A., David, D. O., Mogoase, C., Popescu, L. C., Giosan, C., & Pellegrino, A. (2019). Psychological effects
and brain correlates of a rose-based scented cosmetic cream. Journal of Sensory Studies, 34(6).
https://doi.org/10.1111/joss.12536

de Almeida, R. N., Motta, S. C., de Brito Faturi, C., Catallani, B., & Leite, J. R. (2004). Anxiolytic-like effects of
rose oil inhalation on the elevated plus-maze test in rats. Pharmacology Biochemistry and Behavior,
77(2), 361-364. https://doi.org/10.1016/j.pbb.2003.11.004

Dehkordi, A. K., Tayebi, A., Ebadi, A., Sahraei, H., & Einollahi, B. (2017). Effects of Aromatherapy Using the
Damask Rose Essential Qil on Depression, Anxiety, and Stress in Hemodialysis Patients : A Clinical Trial.
Nephro-Urology Monthly, 9(6). https://doi.org/10.5812/numonthly.60280

97



Résultats Etude 1

Dmitrenko, D., Maggioni, E., Brianza, G., Holthausen, B. E., Walker, B. N., & Obrist, M. (2020). CARoma
Therapy : Pleasant Scents Promote Safer Driving, Better Mood, and Improved Well-Being in Angry
Drivers. Proceedings of the 2020 CHI Conference on Human Factors in Computing Systems, 1-13.
https://doi.org/10.1145/3313831.3376176

Dudareva, N., Klempien, A., Muhlemann, J. K., & Kaplan, I. (2013). Biosynthesis, function and metabolic
engineering of plant volatile organic compounds. New Phytologist, 198(1), 16-32.
https://doi.org/10.1111/nph.12145

Dudareva, N., & Pichersky, E. (2000). Biochemical and Molecular Genetic Aspects of Floral Scents1. Plant
Physiology, 122(3), 627-634. https://doi.org/10.1104/pp.122.3.627

Elsharif, S. A., & Buettner, A. (2018). Structure-Odor Relationship Study on Geraniol, Nerol, and Their
Synthesized Oxygenated Derivatives. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66(10), 2324-2333.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.6b04534

Farnia, V., Shirzadifar, M., Shakeri, J., Rezaei, M., Bajoghli, H., Holsboer-Trachsler, E., & Brand, S. (2015).
<em>Rosa damascena</em> oil improves SSRI-induced sexual dysfunction in male patients suffering
from major depressive disorders : Results from a double-blind, randomized, and placebo-controlled
clinical trial. Neuropsychiatric Disease and Treatment, 11, 625-635.
https://doi.org/10.2147/NDT.578696

Feng, L.-G., Chen, C., Sheng, L.-X., Liu, P., Tao, J., Su, J.-L., & Zhao, L.-Y. (2010). Comparative Analysis of
Headspace Volatiles of Chinese Rosa rugosa. Molecules, 15(11), 8390-8399.
https://doi.org/10.3390/molecules15118390

Ferdenzi, C., Razafindrazaka, H., Baldovini, N., Poupon, D., Pierron, D., & Bensafi, M. (2019). Influence of gender
and culture on the perception of acidic compounds of human body odor. Physiology & Behavior, 210,
112561. https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2019.112561

Ferdenzi, C., Roberts, S. C., Schirmer, A., Delplanque, S., Cekic, S., Porcherot, C., Cayeux, I., Sander, D., &
Grandjean, D. (2013). Variability of Affective Responses to Odors : Culture, Gender, and Olfactory
Knowledge. Chemical Senses, 38(2), 175-186. https://doi.org/10.1093/chemse/bjs083

FitzGerald, B. J., Richardson, K., & Wesson, D. W. (2014). Olfactory tubercle stimulation alters odor preference
behavior and recruits forebrain reward and motivational centers. Frontiers in Behavioral Neuroscience,
8. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2014.00081

Fournel, A., Ferdenzi, C., Sezille, C., Rouby, C., & Bensafi, M. (2016). Multidimensional representation of odors
in the human olfactory cortex : Odor Neural Spaces. Human Brain Mapping, 37(6), 2161-2172.
https://doi.org/10.1002/hbm.23164

Fukada, M., Kano, E., Miyoshi, M., Komaki, R., & Watanabe, T. (2012). Effect of « Rose Essential Qil » Inhalation
on Stress-Induced Skin-Barrier Disruption in Rats and Humans. Chemical Senses, 37(4), 347-356.
https://doi.org/10.1093/chemse/bjr108

Grabenhorst, F., Rolls, E. T., Margot, C., da Silva, M. A. A. P., & Velazco, M. I. (2007). How Pleasant and
Unpleasant Stimuli Combine in Different Brain Regions : Odor Mixtures. Journal of Neuroscience,
27(49), 13532-13540. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3337-07.2007

Guterman, ., Shalit, M., Menda, N., Piestun, D., Dafny-Yelin, M., Shalev, G., Bar, E., Davydov, O., Ovadis, M.,
Emanuel, M., Wang, J., Adam, Z., Pichersky, E., Lewinsohn, E., Zamir, D., Vainstein, A., & Weiss, D.
(2002). Rose Scent : Genomics Approach to Discovering Novel Floral Fragrance—Related Genes[W]. The
Plant Cell, 14(10), 2325-2338. https://doi.org/10.1105/tpc.005207

Hamakawa, M., & Okamoto, T. (2018). The effect of different emotional states on olfactory perception : A
preliminary study. Flavour and Fragrance Journal, 33(6), 420-427. https://doi.org/10.1002/ffj.3469

Héthelyi, E., Szarka, S., Lemberkovics, E., & Széke, E. (2010). SPME-GC/MS identification of aroma compounds
in rose flowers. Acta Agronomica Hungarica, 58(3), 283-287.
https://doi.org/10.1556/AAgr.58.2010.3.11

Hirata, H., Ohnishi, T., & Watanabe, N. (2016). Biosynthesis of floral scent 2-phenylethanol in rose flowers.
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 80(10), 1865-1873.
https://doi.org/10.1080/09168451.2016.1191333

Ibrahim, M., Agarwal, M., Hardy, G., & Ren, Y. (2017). Optimized Method to Analyze Rose Plant Volatile Organic
Compounds by HS-SPME-GC-FID/MSD. Journal of Biosciences and Medicines, 5(3), 3.
https://doi.org/10.4236/jbm.2017.53003

Ito, A., Miyoshi, M., Ueki, S., Fukada, M., Komaki, R., & Watanabe, T. (2009). “Green odor” inhalation by rats
down-regulates stress-induced increases in Fos expression in stress-related forebrain regions.
Neuroscience Research, 65(2), 166-174. https://doi.org/10.1016/j.neures.2009.06.012

98



Résultats Etude 1

Jacob, T. J. C., Fraser, C., Wang, L., Walker, V., & O’Connor, S. (2003). Psychophysical evaluation of responses to
pleasant and mal-odour stimulation in human subjects; adaptation, dose response and gender
differences. International Journal of Psychophysiology, 48(1), 67-80. https://doi.org/10.1016/S0167-
8760(03)00020-5

Jin, L., Haviland-Jones, J., Simon, J. E., & Tepper, B. J. (2018). Influence of aroma intensity and nasal pungency
on the ‘mood signature’ of common aroma compounds in a mixed ethnic population. Food Quality and
Preference, 65, 164-174. https://doi.org/10.1016/j.foodqual.2017.10.017

Jirovetz, L., Buchbauer, G., Stoyanova, A., Balinova, A., Guangjiun, Z., & Xihan, M. (2005). Solid phase
microextraction/gas chromatographic and olfactory analysis of the scent and fixative properties of the
essential oil of Rosa damascena L. from China. Flavour and Fragrance Journal, 20(1), 7-12.
https://doi.org/10.1002/ffj.1375

Joussain, P., Bessy, M., Faure, F., Bellil, D., Landis, B. N., Hugentobler, M., Tuorila, H., Mustonen, S., Vento, S. I,
Delphin-Combe, F., Krolak-Salmon, P., Rouby, C., & Bensafi, M. (2016). Application of the European
Test of Olfactory Capabilities in patients with olfactory impairment. European Archives of Oto-Rhino-
Laryngology: Official Journal of the European Federation of Oto-Rhino-Laryngological Societies
(EUFOS): Affiliated with the German Society for Oto-Rhino-Laryngology - Head and Neck Surgery,
273(2), 381-390. https://doi.org/10.1007/s00405-015-3536-6

Joussain, P., Thevenet, M., Rouby, C., & Bensafi, M. (2013). Effect of Aging on Hedonic Appreciation of Pleasant
and Unpleasant Odors. PLoS ONE, 8(4), €61376. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061376

Laing, D. G., Eddy, A., & John Best, D. (1994). Perceptual characteristics of binary, trinary, and quaternary odor
mixtures consisting of unpleasant constituents. Physiology & Behavior, 56(1), 81-93.
https://doi.org/10.1016/0031-9384(94)90264-X

Lotsch, J., Ultsch, A., Hahner, A., Willgeroth, V., Bensafi, M., Zaliani, A., & Hummel, T. (2021). Data-science
based analysis of perceptual spaces of odors in olfactory loss. Scientific Reports, 11(1), 10595.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-89969-9

Ma, Y., Tang, K., Xu, Y., & Thomas-Danguin, T. (2021). A dataset on odor intensity and odor pleasantness of 222
binary mixtures of 72 key food odorants rated by a sensory panel of 30 trained assessors. Data in Brief,
36, 107143. https://doi.org/10.1016/j.dib.2021.107143

Magnard, J.-L., Roccia, A., Caissard, J.-C., Vergne, P., Sun, P., Hecquet, R., Duboais, A., Hibrand-Saint Oyant, L.,
Jullien, F., Nicole, F., Raymond, O., Huguet, S., Baltenweck, R., Meyer, S., Claudel, P., Jeauffre, J.,
Rohmer, M., Foucher, F., Hugueney, P., ... Baudino, S. (2015). Biosynthesis of monoterpene scent
compounds in roses. Science, 349(6243), 81-83. https://doi.org/10.1126/science.aab0696

Mannschreck, A., & von Angerer, E. (2011). The Scent of Roses and Beyond : Molecular Structures, Analysis,
and Practical Applications of Odorants. Journal of Chemical Education, 88(11), 1501-1506.
https://doi.org/10.1021/ed100629v

Mantel, M., Fournel, A., Staedlé, I., Oelschlagel, A., Carro, J., Dubreuil, R., Herrier, C., Livache, T., Haehner, A.,
Hummel, T., Roy, J.-M., & Bensafi, M. (2022). Using a bio-inspired surface resonance plasmon
electronic nose for fundamental research on human olfaction. Sensors and Actuators B: Chemical, 350,
130846. https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.130846

Marasco, A., De Paris, A., & Migliore, M. (2016). Predicting the response of olfactory sensory neurons to odor
mixtures from single odor response. Scientific Reports, 6(1), 1. https://doi.org/10.1038/srep24091

Midroit, M., Chalencon, L., Renier, N., Milton, A., Thevenet, M., Sacquet, J., Breton, M., Forest, J., Noury, N.,
Richard, M., Raineteau, O., Ferdenzi, C., Fournel, A., Wesson, D. W., Bensafi, M., Didier, A., &
Mandairon, N. (2021). Neural processing of the reward value of pleasant odorants. Current Biology,
31(8), 1592-1605.e9. https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.01.066

Mohebitabar, S., Shirazi, M., Bioos, S., Rahimi, R., & Nejatbakhsh, F. (2017). Therapeutic efficacy of rose oil : A
comprehensive review of clinical evidence. 7(3), 8.

Muhlemann, J. K., Klempien, A., & Dudareva, N. (2014). Floral volatiles : From biosynthesis to function. Plant,
Cell & Environment, 37(8), 1936-1949. https://doi.org/10.1111/pce.12314

Nakatomi, Y., Yokoyama, C., Kinoshita, S., Masaki, D., Tsuchida, H., Onoe, H., Yoshimoto, K., & Fukui, K. (2008).
Serotonergic mediation of the antidepressant-like effect of the green leaves odor in mice.
Neuroscience Letters, 436(2), 167-170. https://doi.org/10.1016/j.neulet.2008.03.013

Ohloff, G., & Demole, E. (1987). Importance of the odoriferous principle of Bulgarian rose oil in flavour and
fragrance chemistry. Journal of Chromatography A, 406, 181-183. https://doi.org/10.1016/S0021-
9673(00)94029-9

99



Résultats Etude 1

Picone, JoanneM., Clery, RobinA., Watanabe, N., MacTavish, HazelS., & Turnbull, ColinG. N. (2004). Rhythmic
emission of floral volatiles from Rosa damascena semperflorens cv. ?Quatre Saisons? Planta, 219(3).
https://doi.org/10.1007/s00425-004-1250-5

Ren, J., Yang, L., Wang, Y., & Yao, H. (2016). Chemical Profile of Floral Scent at Different Flower Developmental
Stages of rose de rescht (Rosa damascena Mill.) Cultivated in Beijing. Journal of Essential Oil Bearing
Plants, 19(2), 433-443. https://doi.org/10.1080/0972060X.2014.890081

Richard, S., Aguilera, N., Thévenet, M., Dkhissi-Benyahya, O., & Flamant, F. (2017). Neuronal expression of a
thyroid hormone receptor a mutation alters mouse behaviour. Behavioural Brain Research, 321,
18-27. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2016.12.025

Rolls, E. T., Kringelbach, M. L., & de Araujo, I. E. T. (2003). Different representations of pleasant and unpleasant
odours in the human brain. European Journal of Neuroscience, 18(3), 695-703.
https://doi.org/10.1046/j.1460-9568.2003.02779.x

Rusanoy, K. E., Kovacheva, N. M., & Atanassov, I. |. (2011). Comparative GC/MS Analysis of Rose Flower and
Distilled Qil Volatiles of The Qil Bearing Rose Rosa Damascena. Biotechnology & Biotechnological
Equipment, 25(1), 2210-2216. https://doi.org/10.5504/BBEQ.2011.0015

Ruser, P., Koeppel, C. J., Kitzler, H. H., Hummel, T., & Croy, I. (2021). Individual odor hedonic perception is
coded in temporal joint network activity. Neurolmage, 229, 117782.
https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2021.117782

Saito, N., Yamano, E., Ishii, A., Tanaka, M., Nakamura, J., & Watanabe, Y. (2018). Involvement of the olfactory
system in the induction of anti-fatigue effects by odorants. PLOS ONE, 13(3), e0195263.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195263

Sakinoglu Orug, F. C., Dursun, S., & Demirli, A. (2017). Subjective Effects of Lemon Seed, Rose and Lavender
Essential Oils on Humans : A Case Study from Two Different Age Groups. International Journal of
Secondary Metabolite, 306-311. https://doi.org/10.21448/ijsm.373289

Sano, K. (2002). Concentration Effects of Green Odor on Event-related Potential (P300) and Pleasantness.
Chemical Senses, 27(3), 225-230. https://doi.org/10.1093/chemse/27.3.225

Schwab, W., Davidovich-Rikanati, R., & Lewinsohn, E. (2008). Biosynthesis of plant-derived flavor compounds.
The Plant Journal, 54(4), 712-732. https://doi.org/10.1111/j.1365-313X.2008.03446.x

Setzer, W. N. (2009). Essential Oils and Anxiolytic Aromatherapy. Natural Product Communications, 4(9),
1934578X0900400. https://doi.org/10.1177/1934578X0900400928

Sezille, C., Fournel, A., Rouby, C., Rinck, F., & Bensafi, M. (2014). Hedonic appreciation and verbal description of
pleasant and unpleasant odors in untrained, trainee cooks, flavorists, and perfumers. Frontiers in
Psychology, 5. https://doi.org/10.3389/fpsyg.2014.00012

Shalit, M., Shafir, S., Larkov, O., Bar, E., Kaslassi, D., Adam, Z., Zamir, D., Vainstein, A., Weiss, D., Ravid, U., &
Lewinsohn, E. (2004). Volatile compounds emitted by rose cultivars : Fragrance perception by man and
honeybees. Israel Journal of Plant Sciences, 52(3), 245-255. https://doi.org/10.1560/P7G3-FT41-XJCP-
1IXFM

Sirotin, Y. B., Shusterman, R., & Rinberg, D. (2015). Neural Coding of Perceived Odor Intensity,,. eNeuro, 2(6),
ENEURO.0083-15.2015. https://doi.org/10.1523/ENEURO.0083-15.2015

Sood, R. P., Singh, B., & Singh, V. (1992). Constituents of Rose Qil from Kangra Valley, H. P. (India). Journal of
Essential Oil Research, 4(4), 425-426. https://doi.org/10.1080/10412905.1992.9698098

Sun, P., Dégut, C., Réty, S., Caissard, J., Hibrand-Saint Oyant, L., Bony, A., Paramita, S. N., Conart, C., Magnard,
1., Jeauffre, J., Abd-El-Haliem, A. M., Marie-Magdelaine, J., Thouroude, T., Baltenweck, R., Tisné, C.,
Foucher, F., Haring, M., Hugueney, P., Schuurink, R. C., & Baudino, S. (2020). Functional diversification
in the Nudix hydrolase gene family drives sesquiterpene biosynthesis in Rosa x wichurana. The Plant
Journal, 104(1), 185-199. https://doi.org/10.1111/tpj.14916

Tokumo, K., Tamura, N., Hirai, T., & Nishio, H. (2006). Effects of (Z)-3-hexenol, a major component of green
odor, on anxiety-related behavior of the mouse in an elevated plus-maze test and biogenic amines and
their metabolites in the brain. Behavioural Brain Research, 166(2), 247-252.
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2005.08.008

Ueno, H., Shimada, A., Suemitsu, S., Murakami, S., Kitamura, N., Wani, K., Takahashi, Y., Matsumoto, Y.,
Okamoto, M., & Ishihara, T. (2020). Hexanal inhalation affects cognition and anxiety-like behavior in
mice. Zeitschrift Fiir Naturforschung C, 75(11-12), 409-415. https://doi.org/10.1515/znc-2019-0215

Umezu, T,, Ito, H., Nagano, K., Yamakoshi, M., Oouchi, H., Sakaniwa, M., & Morita, M. (2002). Anticonflict
effects of rose oil and identification of its active constituents. Life Sciences, 72(1), 91-102.
https://doi.org/10.1016/5S0024-3205(02)02197-5

100



Résultats Etude 1

Vainstein, A., Lewinsohn, E., Pichersky, E., & Weiss, D. (2001). Floral Fragrance. New Inroads into an Old
Commodity : Fig. 1. Plant Physiology, 127(4), 1383-1389. https://doi.org/10.1104/pp.010706

Venkatesha, K. T., Gupta, A., Rai, A. N., Jambhulkar, Sanjay. J., Bisht, R., & Padalia, R. C. (2022). Recent
developments, challenges, and opportunities in genetic improvement of essential oil-bearing rose
(Rosa damascena) : A review. Industrial Crops and Products, 184, 114984.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2022.114984

Watanabe, T., Fujihara, M., Murakami, E., Miyoshi, M., Tanaka, Y., Koba, S., & Tachibana, H. (2011). Green odor
and depressive-like state in rats : Toward an evidence-based alternative medicine? Behavioural Brain
Research, 224(2), 290-296. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2011.06.001

Weiss, T., Snitz, K., Yablonka, A., Khan, R. M., Gafsou, D., Schneidman, E., & Sobel, N. (2012). Perceptual
convergence of multi-component mixtures in olfaction implies an olfactory white. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 109(49), 19959-19964. https://doi.org/10.1073/pnas.1208110109

Wesson, D. W., & Wilson, D. A. (2011). Sniffing out the contributions of the olfactory tubercle to the sense of
smell : Hedonics, sensory integration, and more? Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 35(3),
655-668. https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2010.08.004

Xiao, W., Lv, Q., Gao, X., Sun, Z., Yan, X., & Wei, Y. (2020). Different Brain Activation in Response to Repeated
Odors of Pleasantness and Unpleasantness. Chemosensory Perception, 13(1), 84-91.
https://doi.org/10.1007/s12078-019-09270-y

Xiao, Z., Luo, J., Niu, Y., Wang, P., Wang, R., & Sun, X. (2019). Olfactory impact of esters on rose essential oil
floral alcohol aroma expression in model solution. Food Research International, 116, 211-222.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.08.015

Zarzo, M. (2008). Psychologic Dimensions in the Perception of Everyday Odors : Pleasantness and Edibility.
Journal of Sensory Studies, 23(3), 354-376. https://doi.org/10.1111/j.1745-459X.2008.00160.x

Zarzo, M. (2013). What is a Fresh Scent in Perfumery? Perceptual Freshness is Correlated with Substantivity.
Sensors, 13(1), 1. https://doi.org/10.3390/s130100463

Zhao, C.-Y., Xue, J., Cai, X.-D., Guo, J., Li, B., & Wu, S. (2016). Assessment of the key aroma compounds in rose-
based products. Journal of Food and Drug Analysis, 24(3), 471-476.
https://doi.org/10.1016/j.jfda.2016.02.013

Zhou, L., Yu, C., Cheng, B., Han, Y., Luo, L., Pan, H., & Zhang, Q. (2020). Studies on the volatile compounds in
flower extracts of Rosa odorata and R. chinensis. Industrial Crops and Products, 146, 112143.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112143

Zhou, L., Yu, C., Cheng, B., Wan, H., Luo, L., Pan, H., & Zhang, Q. (2020). Volatile compound analysis and aroma
evaluation of tea-scented roses in China. Industrial Crops and Products, 155, 112735.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112735

101



Résultats Etude 1

Supplementary Figures

A s B
10 10
M —_ F)
— . w
@ 8 . . < 8 . :
. - . im
s W o 6 &
é G. . = :“ .
2 4 . 8 4 .
3 E .
= ®
£ & 2
0 0
C Flower Mono D Flower Mono
10 10
ok
8 —~ 8
%) . 2
Se i = ’
c ‘:t
ERIT - DU
I XL o .
2 '. " - 2 o1 . *
. o e
Flower Mono Flower Mono

Fig. S1 — Differences between the rating of roses scent (Flower) and monomolecular odorants’ (Mono)
odors. A. Differences in Intensity, B Familiarity, C. Fruit, D. Lemon. VAS: Visual Analogue Scale.
Monomolecular odorants used here were 2-phenylethanol, Geraniol, Nerol and (+/-)-B-citronellol. Bars
represent means of individual data points + SEM. **p < 0.01.
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Fig. S2 — Odor-motivated behavior assessment of monomolecular odorants. A. Average speed of approach,
B. Average speed of withdrawal, C. Flask-to-nose distance taken at the end of the first sampling, D. Smallest
flask-to-nose distance calculated during the first sampling. E. Duration of the first sampling. F. Number of
samplings during 1 min. BEN: Benzaldehyde. CAR: L-carvone. ISO: Isoamyl acetate. CIS: (2)-3-hexenol. CITRAL:
Citral. CITRO: (+/-)-B-citronellol. NER: Nerol. GER: Geraniol. PEA: 2-phenylethanol. Bars represent means of
individual data points + SEM.
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Fig. S3 — Odor-motivated behavior assessment of varieties of roses. A. Average speed of approach, B. Average speed
of withdrawal, C. Flask-to-nose distance taken at the end of the first sampling, D. Smallest flask-to-nose distance
calculated during the first sampling. E. Duration of the first sampling. F. Number of samplings during 1min. OR:
Orientalia. CC: Christophe Colomb. BR: Brocéliande. VP: Violette Parfumée. FE: Felicia. BO: Botero. WE: Westerland.

JP: Jean-Paul Guerlain. BC: Belle de Clermont. RA: Roberto Alagna Bars represent means of individual data points +
SEM.
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Introduction

Roses are highly cultivated for several reasons, mainly for their aesthetic and their scent that is
a particularly researched trait for breeders. Some roses smell and others do not. Volatile organic
compounds (VOCs) emitted by roses are largely known and studied with different techniques.
Using Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis, one of the principal technics
that allows to assess VOCs, the acyclic monoterpenes and 2-phenylethanol (2PE) and
derivatives where found to be the major VOCs of rose scent (Feng et al., 2010; Héthelyi et al.,
2010; Mannschreck & von Angerer, 2011; Ren et al., 2016, 2016; Sood et al., 1992; Zhao et
al., 2016). In addition, among acyclic monoterpenes, the geraniol, the citronellol, the nerol and
their derivatives represent a large part of the scent.

In the last decades, the biosynthetic pathway of monoterpenes was intensively studied.
Interestingly, in roses, particular genes play a key role in this pathway, the NUDX1 genes.
Indeed, they are present in various organisms, generally function as housecleaning enzymes
involved in cell sanitation (McLennan, 2013; Srouji et al., 2017; Yoshimura & Shigeoka, 2015)
or in the regulation and signal transduction in plant stress (Bessman et al., 1996). Nonetheless,
this gene has a very different role in roses, as it is a major intermediate in the biosynthesis of
monoterpenes. In this context, NUDX1-1 protein is involved in the dephosphorylation of
geranyl diphosphate to produce geranyl monophosphate which leads to a second
dephosphorylation to produce geraniol. Conart et al, 2022 demonstrated that the NUDX1-1 gene
is highly expressed in petals of roses thanks to a transposon which moved the NUDX1-1 gene
from the chromosome 4 to the chromosome 2 (Conart et al., 2022). Furthermore, the expression
of NUDX1-1 and the quantity of geraniol are correlated with the number of copies of the
NUDX1-1 gene on the chromosome 2.

Regarding biosynthetic pathway of 2PE and its derivatives, the role of PAAS gene has been
demonstrated (Hirata et al., 2016; Kaminaga et al., 2006; Roccia et al., 2019). The PAAS
enzyme catalyzes the decarboxylation and the oxidation of L-phenylalanine, to produce
phenylacetaldehyde. Then, a phenylacetaldehyde reductase is involved in the biosynthesis of
2PE (Chen et al., 2016).

There are some examples of selection of particular alleles, beneficial for plant quality, that have
been selected by humans during the domestication process. For instance, domestication of
fragrant rice led to the presence of a predominant allele of the gene that is involved in the
biosynthesis of the fragrant compound (Kovach et al., 2009; Molina et al., 2011). In this chapter,

we ask if the same process occurred during the domestication and breeding of roses. In other
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words, we investigate whether particular alleles involved in the rose smell were selected by
humans. Indeed, during rose selection, breeders have made crosses considering different
characters such as aesthetics, resistance to diseases and possibly fragrance. To what extent the
selection considered the scent character and how this influenced the diversity of alleles of genes
involved in biosynthetic pathways of scent compounds is unclear. In addition, we asked whether
different alleles of these genes been selected in different countries. To answers these questions,
we investigated the allelic diversity of both NUDX1-1 and PAAS genes in sixty highly scented

rose cultivars.

Materiel and methods

Plant material
Plants were harvested in the morning, on sunny days between spring and late summer, in several

localizations in the AURA regions in France: roseraie de Saint-Galmier, roseraie internationale
du parc de la téte d’or de Lyon, LBVpam (université Jean Monnet de Saint-Etienne), jardin
botanique de Lyon, Meilland-Richardier fields (Diemoz).

Sixty varieties of scented modern roses were selected (Table 1). Three just open flower buds
(stage 1) and three blooming flowers (stage 2) were used, where the bud is already formed but
the petals are starting to be visible (Figure 1). One gram of rose petals was collected and put
into a 20 mL glass tube and immersed in 2 mL of hexane with camphor (5mM) for 24 hours at
4°C. The solvent was then transferred to GC-MS glass vials. The roses’ remaining petals and
buds were frozen immediately after the cut at -196°C in liquid nitrogen to stop all degradation.
Descriptions of scent were found on the “help me find” website

(https://www.helpmefind.com/gardening/roses.php) and according to the breeder catalogs.

A

Figure 1: Example of the flowering stages chosen during the collection of the samples, from the variety "The Mac
Cartney rose'. A. Just open flower bud stage 1. B. Blooming flower stage 2.
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GC-MS analysis
Samples were analyzed at the LBVpam. An Agilent 6850 Network GC system coupled with a

7683B series injector and 5973 Network mass selective detector was used (all components from
Agilent Technologies, Santa Clara, USA). GC-MS parameters are briefly described. The
separation was done by using a DB-5 capillary column (30 m, 0.25 mm nominal diameter, 0.25
pm film thickness) with the following program: an initial temperature of 40 °C for 3 min, a
final temperature of 245 °C with a gradient of 3°C.min"t. Two pL were injected in the column
with a 2:1 split ratio for 2 min at 250 °C, a pressure of 6.90 psi, and a split flow of 2.0 mL.min-
1. For the mass spectrometer detector parameters, the acquisition was from 35 m/z to 450 m/z,
at a 70 eV ionisation energy. For data processing, we used the MassHunter Unknown Analysis
Software (Agilent Technologies) or DataAnalysis Software (Agilent Technologies). Then, we
used the retention times of VOCs and their electron ionization mass spectra for their
identification, and we compared them to available databases (Wiley 275, NIST08, the

laboratory's own database) for their final identification.

Total RNA extraction
We used petals at stage 2 for studying the NUDX1-1 alleles and petals of buds at stage 1 for the

PAAS alleles, because it is during those stages that these genes are most expressed. Frozen
petals and buds were first very coarsely ground in a falcon tube with a steel ball previously
dipped in liquid nitrogen. In a second step, approximately 80 mg of powder were ground into a
very finely powder with an automatic vibro-ball-grinder during 30 s at a frequency of 30 Hz.
For the extraction of total RNA, the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel) was used following
the manufacturer’s instructions. The quality of the samples extracted was assessed by
absorbance measurements using a NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
and according to several criteria of absorbance: the 260/280 nm and the 230/260 nm absorbance
ratios had to be between 1.8 and 2. RNA samples were stored in a freezer at -80°C before further

experiments.

Primary cDNA synthesis
Before the primary cDNA synthesis, RNA samples’ purity (1 pg of RNA in 10 mL of RNAse

free water) was verified with PCR amplification of the NUDX1-1 gene and Tubulin gene as
positive control gene, to check for possible contamination of genomic DNA during the RNA
extraction. If no visible amplification of genomic DNA from RNA samples was detected, those
samples were retro-transcribed. One pL of RNA samples in 40 pL of RNAse free water was

used. For the cDNA primary synthesis from RNA samples, the reverse transcriptase
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SuperScript™ III kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) was used following
the manufacturer’s instructions in a reaction volume of 20 pL. Tubulin was used as a reference
gene, expressed in all samples. The PCR reaction mixture consisted of 4 ul of 5x Phusion HF
Buffer (Bio-Rad), 2 pl of a pair of primers (1 pl for each primer), 2 pl of diluted cDNA mixture,
and DNase-free water to reach a total volume of 20 pl and amplified for 35 cycles. If an
amplicon was obtained, the quality of cDNA sample was assumed good enough for further
analysis. Samples were then diluted to 1:5. Primary cDNA samples were stored in a freezer at
-20°C.
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Table 1: Description of roses samples with the name of the variety, the code used in this chapter, the breeders' names,
the countries of breeders, the continent associated, the year of breed and the fragrance. na: data not available.

Variety Code Breeder Country Continent Year of breed Fragrance

Amour de Moléne AM ADAM/NIRP France Europe 2014 Strong

Arthur Rimbaud AR MEILLAND France Europe 2009 Intense

Belle de Clermont BC ANDRE GUY France Europe 2009 Very perfumed
Belle de Londres BL HARKNESS England Europe 1972 Very perfumed
Botero BO MEILLAND France Europe 1999 Strong, old rose fragrance
Brocéliande BR ADAM France Europe 1997 Very perfumed
Caprice de Meilland CA MEILLAND France Europe 1999 Strong

Chantal Mérieux cM GUILLOT/MASSAD France Europe 1999 Very perfumed
Charles de Gaulle CcG MEILLAND France Europe 1975 Intense

Christophe Colomb cc MEILLAND France Europe 1992 Mild to strong fragrance
Constance Spry cS AUSTIN England Europe 1961 Very perfumed
Crazy Pink Voluptia CPV NOACK Germany Europe 2010 Moderate fragrance
Rosa damascena ‘bifera’ DB na Other Other na Very perfumed
Félicia FE PEMBERTON UK Europe 1926 Strong, sweet fragrance
Fontaine aux perles FP ADAM/NIRP France Europe 2014 Strong

Fragrant Cloud FC TANTAU Germany Europe 1963 Strong

Gertrude Jekyll GJ AUSTIN England Europe 1986 Very perfumed
Graham Thomas GT AUSTIN England Europe 1983 Strong, tea

Indian Silk IS LENS Belgium Europe 1987 Strong fragrance
Jean-Paul Guerlain JPG GAUJARD France Europe 2005 Strong fragrance
Just Joey i} CANT AND SONS England Europe 1972 Lighltly perfumed
La Belle Alsacienne BA ANDRE EVE France Europe 2000 Very perfumed

La France FR GUILLOT FILS France Europe 1867 Very perfumed

La France climbing FRc PETER HENDERSON  USA America 1893 Very perfumed
Lady Hillingdon LH LOWE & SHAWYER England Europe 1910 Perfumed, the
Leander LE AUSTIN England Europe 1982 Very perfumed

Line Renaud LR MEILLAND France Europe 2007 Exceptionnal

Lorie Pester LP REUTER France Europe 2014 Very perfumed
Madame Anisette MA KORDES Germany Europe 2004 Strong anis myrrh spice
Madame de Staél MdS GUILLOT/MASSAD France Europe 2009 Very perfumed
Mamy blue MB DELBARD France Europe 1984 Strong

Marius Ducher MD DUCHER France Europe 2020 Strong and fruity
Moonwalk MO INTERPLANT BV Netherland Europe 2012 na

Mr Bluebird MrB MOORE USA America 1960 Mild fragrance

Old Blush OB INCONNU China Asia na Mild fragrance

Olij Jaune (0])] na Other Other na na

Orientalia OR CARRUTH USA America 2005 Very perfumed, spicy
Papa Meilland PM MEILLAND France Europe 1963 Exceptionnal
Pariser Charme PC TANTAU Germany Europe 1965 Strong

Patchouli PT na Other Other na na

Princess Kishi PK MARCHEN ROSE ? Japan Asia na na

Purple Voluptia PV NOACK Germany Europe 2008 Strong

RADprov RD RADLER USA America 2019 Intense

Roberto Alagna RA ADAM/NIRP France Europe 2014 Very perfumed
Rosa wichurana RW na France Europe na Weak

Rose Blush RB ANDRE EVE/RATEAU  France Europe 2015 Very perfumed
Rosiére de France RF ADAM France Europe 2014 Intense

Ruban Rouge RR MEILLAND France Europe 2012 Intense

Scepter d'Isle Sl AUSTIN England Europe 1996 Very perfumed
Soleil d'or SO PERNET-DUCHER France Europe 1900 Lighltly perfumed
Sweet Dream SD GARETH FRYER UK Europe 1987 Mild to strong fragrance
Tea Clipper TC AUSTIN England Europe 2006 Strong fragrance
Tess of the d'Ubervilles TU AUSTIN England Europe 1998 Perfumed

The Mac Cartney rose MC MEILLAND France Europe 1992 Exceptionnal
Université Saint Etienne uJ CROIX/RANCHON France Europe 2019 Intense

Violette Parfumée VP DORIEUX France Europe 1992 Strong

Wabara Kaolikazali WK KEII KUNIEDA Japan Asia na na

Westerland WE KORDES Germany Europe 1969 Perfumed
Wollerton Old Hall wo AUSTIN England Europe 2011 Perfumed, anis
Yves Piaget YP MEILLAND France Europe 1984 Exceptionnal

Primary cDNA amplification and cloning for sequencing
NUDX1-1 and PAAS diluted cDNA were amplified by PCR for cloning. We used the following

primers for amplifying NUDX1-1 cDNA: 5-ATGGGAAACGAGACAGTAGTAGT for the
forward primer and 5-TCATGTTGGAAAAGGGTTAAATCC for the reverse one. The PCR
reaction mixture consisted of 0.2 pl of Phusion High Fidelity polymerase (Thermo Fisher
Scientific, REF F530S), 5x Phusion HF Buffer (Thermo Fisher Scientific), 2 ul of a pair of
primers (1 pl for each primer), 0.4 pl of ANTP, 2 ul of diluted cDNA mixture, and DNase-free
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water to reach a total volume of 20 pl. The PCR parameters with NUDX1-1 primers were as
followed: 98 °C for 1 min, 28 cycles of (98 °C for 10 s, 58 °C for 30 s, and 72 °C for 20 s), and
72 °C for 5 min.

We used the following primers for amplifying PAAS cDNA: 5-
ATGGGTAGCTTCCCATTCCAC for the forward primer and 5'-
TCAATACGTGCTGAGGATGG for the reverse one. PCR parameters with PAAS primers
were quite similar, except for the elongation time and temperature of 60 °C for 20 s. PCR
samples were purified with the NuceoSpin Gel and PCR clean up kit (Macherey-Nagel),
submitted to ligation into the non-directional vector pCRBIlunt (Invitrogen), following the
manufacturer’s instructions), and transformed into Escherichia coli TOP10 (Invitrogen). The
samples were incubated overnight at 37°C and subcultured the next day. Five bacterial colony
per biological sample were checked after incubation by PCR amplification to verify that the
plasmids contained the correct cDNA. The colonies were pricked one by one in a PCR reaction
mixture consisting of 0.16 ul of Dream Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), 2 pl
of 10X Dream Taq Buffer (Thermo Fisher Scientific), 1.6 pl of a pair of primers (0.8 pl for
each primer), 0.4 pl of dNTP and DNase-free water to reach a total volume of 20 ul. The
mixture has been well emulsified for PCR amplification. The PCR parameters with NUDX1-1
primers were as followed: 95 °C for 5 min, 25 cycles of (95 °C for 30 s, 58 °C for 30°s, and 72
°C for 20 s), and 72 °C for 5 min. Again, PCR parameters with PAAS primers were quite similar,
except for the elongation time and temperature of 60 °C for 20 s. Three valid bacterial colony
per samples were cultured in 5mL of LB Broth over the night at 37°C. Plasmid were then
purified with the NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel). NUDX1-1 and PAAS cDNA
purity inserted into plasmids were checked on NanoDrop 2000c, then diluted to reach 100
ng/uL and sent to MWG Eurofins genomic (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) for
sequencing using universal M13uni-21 primer. The NUDX1-1 gene being short, 451 base pairs,
the sequencing could be done in one time on one sample. However, the PAAS gene being longer,
1500 base pairs, required two sequencing runs in forward and reverse to be sure to sequence

the entire gene.

cDNA Sequencing
For the analysis of the sequenced genes, the fasta files were retrieved by downloading them in

Geneious Prime software (Biomatters Limited) for alignment. Three clones per biological
sample (2 biological samples per rose variety) were sequenced. If all clones in each biological

sample were strictly identical, then only one sequence corresponding to a sample was kept. Ifa
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biological sample had several different alleles, then the different sequences were strictly
differentiated. We obtained matrices with the common or different alleles according to the

variety, for each gene (Supplementary Tables S1 and S2).

Data and statistical analysis
Alleles were numbered according to those that were already known and then according to the

order of appearance as the genes were sequenced. We also set a threshold for consideration of
different allelic sequences. At least two rose varieties must have exactly the same allelic
sequence. Indeed, if a variety presents an allele strictly different from the others, we cannot be
sure that it is not due to an initial PCR error or to a sequencing error. It may also be a new allele;
however, we took the risk to threshold the observed differences.

Results

First, we analyzed the roses’ nationality and its representation in our samples. Although
harvested in the Lyon and Saint-Etienne regions, we have been able to pick up roses bred from
all over the world. Most of the varieties came from Europe (84%). Four varieties came from
America, 3 from Asia and 2 for which we don’t have any information about their origin (Figure
2A). Among the European varieties, most of the roses we chose were created by French breeders
(about 60%) (Figure 2B).

A B

60%
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40%

Asia
) America
7%
Other
4% 20% I
00| I I — .

Belgium Netherland UK~ Germany England France
European countries

1es

Europe
84%

Relative frequenci

Figure 2: Origins of the selected rose varieties. A. Origins of varieties by continent. B. Percentages of
European varieties by country.
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The diversity of NUDX1-1 alleles is very low

We used 55 different varieties of roses to sequence the NUDX1-1 gene. Seven different alleles
of NUDX1-1 were found (Supplementary Tablel). These alleles were quite similar, only a few
bases were different, resulting in the translation of 7 different amino acid sequences, so 7
different proteins.

The nucleotide and protein sequence alignments of the different NUDX1-1 alleles are presented
in Figure 3 and the similarity matrices between those different allelic sequences in Table 2 and
Table 3. We numbered the alleles of NUDX1-1 according to the one we already knew from the
genome of ‘Old Blush’ cultivar, allele 1. From allele 2 onwards, the alleles were numbered

according to the frequency of occurrence among the largest number of varieties.
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Table 2: Similarity matrix between the different nucleotide sequences of the alleles of NUDX1-1.

Allele 1 Allele 2 Allele 3 Allele 4 Allele 5 Allele 6 Allele 7

Allele 1 98.7 98.5 98.5 97.6 99.6 94.3
Allele 2 98.7 99.8 99.8 98.0 99.1 95.1
Allele 3 98.5 99.8 99.6 97.8 98.9 94.9
Allele 4 98.5 99.8 99.6 97.8 98.9 94.9
Allele 5 97.6 98.0 97.8 97.8 98.0 94.7
Allele 6 99.6 99.1 98.9 98.9 98.0 94.7
Allele 7 94.3 95.1 94.9 94.9 94.7 94.7

Table 3: Similarity matrix between the different protein sequences of the alleles of NUDX1-1.

Allele 1 Allele 2 Allele 3 Allele 4 Allele 5 Allele 6 Allele 7

Allele 1 98.7 98.0 98.0 97.3 99.3 96.0
Allele 2 98.7 99.3 99.3 98.7 99.3 9.7
Allele 3 98.0 99.3 98.7 98.0 98.7 96.0
Allele 4 98.0 99.3 98.7 98.0 98.7 96.0
Allele 5 97.3 98.7 98.0 98.0 98.0 96.0
Allele 6 99.3 99.3 98.7 98.7 98.0 96.0
Allele 7 96.0 96.7 96.0 96.0 96.0 96.0

Allele 1 was shared between 3 varieties. Allele 2 is the one that was found in the larger number
of varieties: 46 times out of 55. Allele 3 was the second most frequent: 19 out of 55. Finally,
Allele 4 was found in 9 of the rose varieties. The representation of the different nationalities of
the varieties in which we found, or not certain alleles is not homogeneous depending on the
continent and the allele studied (Figure 4). For example, allele 2, the most represented in all
samples, is found in all selected geographical areas (Figure 4A). Allele 1 is absent in American
varieties and Allele 3 is only found in European and Asian varieties (Figure 4A and 4B).
However, no allele is exclusive to a continent, i.e., it is never found at 100% in all varieties.

We did not observe any correlation between the presence/absence of the different alleles and

the quantity of geraniol.
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Figure 4: Number of varieties with the Presence/Absence of the four most frequent alleles of NUDX1-1,
depending on the breeder nationality. A. Percentage of the number of varieties for the Allele 1. B. Percentage
of the number of varieties for the Allele 2. C. Percentage of the number of varieties for the Allele 3. C. Percentage
of the number of varieties for the Allele 4. No: Absence of the sequence for a variety. Yes: Presence of the
sequence for one variety.

The diversity of PAAS alleles is also low

We used the 55 varieties of roses used for sequencing the NUDX1-1 gene plus 5 other varieties
that emit only 2PE and not geraniol. We conducted the same analyses that the ones we did for
the NUDX1-1 gene. Sixteen different alleles of PAAS were found. Again, these alleles were
quite similar, only a few bases were different, not necessarily resulting in the translation of 10

different amino acid sequences.

The nucleotide and protein sequence alignments of the different PAAS alleles are presented in
Figures 5 and 6 and the similarity matrices between those different allelic sequences in Table
4. We numbered the alleles of PAAS according to the one we already knew from the genome of
the ‘Old Blush’ and Rosa x wichurana varieties, allele a, b and ¢ (Roccia et al., 2019). We have
not found any modern rose variety with these alleles a, b or c. From allele 1 onwards, the alleles

were numbered according to the frequency of occurrence among the largest number of varieties.
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Interestingly, the allele representation seems to be different for PAAS compared to NUDX1-1.
Indeed, the American varieties that we selected in this study do not present any of the most
shared alleles (Figure 7). Among the most frequent alleles, Asian varieties have only Allele 2,
Americans varieties the Allele 4 and European varieties have the four most frequent alleles. We

did not observe any correlation between the presence/absence of the different alleles and the

quantity of geraniol.
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Figure 7: Number of varieties with the Presence/Absence of the three most frequent alleles of PAAS,
depending on the breeder nationality. A. Percentage of the number of varieties for the most frequent allele.
B. Percentage of the number of varieties for the second most frequent allele. C. Percentage of the number of
varieties for the third most frequent allele.

Conclusions and perspectives

In this chapter, we studied the allelic diversity of two genes involved in the biosynthesis of
molecules important for the rose scent to better understand whether the selection of the alleles
has been done based on a criterium at least partly olfactory. The hypothesis is that if the allelic
diversity is low, then the genes has been selected and on the contrary, is the allelic diversity is
high, then the rose selection process did not affect these genes. We observed a very small allelic
diversity of the NUDX1-1 or PAAS genes in the 60 different modern varieties of rose that we
studied, suggesting that particular alleles involved in the rose smell were selected by humans.
However, to confirm this, it would be necessary to include older varieties in the samples, to
determine whether our results are a consequence of the recent selection of modern varieties or
not. Indeed, two hypotheses could explain our results: 1) during the domestication, the breeders
have put the roses under a selection pressure based on an olfactory basis, which ended in the
selection of very efficient alleles for the production of the scent compounds or 2) the majority
of modern roses nowadays comes from crossings from a small number of rose varieties. From
our results, it is not possible to validate either of these hypotheses. However, we can bring

arguments for new elements of answer.
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For the first hypothesis, we know that geraniol and its derivatives, as well as the 2PE and its
derivatives have very appreciated smells. One parameter that links the geraniol and NUDX1-1
is its number of copies on the chromosome 2 of roses. The higher the number of copies of
NUDX1-1 is and the higher the amount of geraniol is (Conart et al., 2022). For 2PE, it can be
synthetized from different biosynthesis pathways, dependent or not to PAAS (Chen et al., 2011,
Hirata et al., 2016; Kaminaga et al., 2006) and the number of copies of this gene has not yet be
linked yet to the amount of 2PE. To go further, we could study the expression of these genes in
various roses to know if there is a relationship between the allele expression and the quantity
of molecules in roses. Then, we may conclude on the relationship between the diversity of
alleles or the breeder nationality and the roses smell.

For the second hypothesis, it is difficult to have information on the parentality of roses since
data on genetic and biological crosses of roses are confidential. However, we can override this
obstacle by studying in parallel a gene which is not subjected to a selection pressure to see if
we observe the same lack of allelic diversity, like the tubulin gene for example. From this, we
would have two options: 2.a) Either we will have not the same allelic diversity (i.e more
diversity for the gene which is not subjected to selection pressure depending on the variety of
rose) or 2.b) we will observe the same diversity (i.e very small) and in this case, we may know
that the domestication of the selected roses was obtained from the same few varieties.

These experiments are preliminary but highlight interesting results that could lead to new

experimental perspectives.
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Supplementary materials

Supplementary Table S1: Summary table of NUDX1-1 alleles found or not in each rose variety and their
average geraniol emissions per variety. na: not available data.

Variety Geraniol (ug/g/FW) Allelel Allele2 Allele3 Alleled Allele5 Allele6 Allele7
Amour de Moléne 40,19 No Yes No Yes Yes No No
Arthur Rimbaud 33,44 No Yes Yes No No No No
Belle de Clermont 21,91 No Yes Yes Yes No No No
Belle de Londres 100,58 No Yes Yes Yes No No No
Botero 202,66 No Yes Yes No No No No
Brocéliande 78,93 No Yes Yes No No No No
Caprice de Meilland 107,85 No Yes Yes No No No No
Chantal Mérieux 117,49 No Yes No No No No No
Charles de Gaulle na No Yes No No No No No
Christophe Colomb 70,62 No Yes No No Yes No No
Constance Spry na No Yes No No No No No
Crazy Pink Voluptia na No Yes Yes No No No No
Damas bifera 94,40 No No No No No No No
Félicia 71,06 No Yes No No No No No
Fontaine aux perles 24,72 No Yes Yes No No No No
Fragrant Cloud na No Yes Yes No No No No
Gertrude Jekyll 114,45 No Yes Yes No No No No
Graham Thomas 4,45 No Yes No No No No No
Indian Silk na No Yes No No No No No
Jean-Paul Guerlain 135,56 No Yes Yes No No No No
La Belle Alsacienne 120,54 No Yes No No No No No
La France na No Yes No No No No No
La France climbing na No Yes No No Yes No No
Lady Hillingdon 9,10 No No No No Yes No No
Leander 100,47 No Yes No No No No No
Line Renaud 86,16 No Yes No No No No No
Lorie Pester 22,88 No Yes Yes No No No No
Madame Anisette 11,12 No No No Yes No No No
Madame de Staél 97,74 No No No No No No Yes
Mamy blue na No Yes No No No No No
Marius Ducher 142,83 No Yes Yes No No No No
Mr Bluebird na Yes No No No No No No
Old Blush na Yes No No No No No No
Orientalia 203,38 No Yes No No No No No
Papa Meilland 54,33 No Yes Yes No No No No
Pariser Charme na No Yes Yes No No No No
Patchouli 14,20 Yes Yes Yes No No No No
Princess Kishi 19,36 No No No No No No Yes
Purple Voluptia na No Yes No No No No No
RADprov/Baie des anges romantica 161,76 No Yes No No No No No
Roberto Alagna 58,88 No Yes No No No No No
Rose Blush na No Yes No No No Yes No
Rosiére de France 99,70 No Yes No Yes No No No
Ruban Rouge 1,65 No Yes No No No No No
Scepterd'lsle 7,99 No Yes No No No No No
Soleil d'or na No Yes No No No No No
Tea Clipper 54,54 No Yes No Yes No No No
Tess of the d'Ubervilles 84,92 No No Yes Yes No No No
The Mac Cartney rose na No Yes No No No No No
Université Saint Etienne 18,87 No No No No Yes No No
Violette Parfumée 94,75 No Yes No No No No No
Wabara Kaolikazali 29,13 No Yes Yes Yes No No No
Westerland 404,13 No Yes Yes No Yes No No
Wollerton Old Hall 45,62 No Yes No No No Yes No
Yves Piaget 87,72 No Yes No Yes No No No
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Supplementary Table S2: Summary table of PAAS alleles found or not in each rose variety and their average
2PE emissions per variety. na: not available data.

Variety 2PE (pg/g/FW) AlleleA AlleleB AlleleC Allelel Allele2 Allele3 Allele4
Amour de Moléne 80,31 No No No No Yes No No
Arthur Rimbaud 57,84 No No No Yes Yes No No
Belle de Clermont 59,71 No No No Yes Yes No Yes
Belle de Londres 9,02 No No No No Yes No Yes
Botero 21,04 No No No Yes No No No
Brocéliande 45,95 No No No No Yes No No
Caprice de Meilland 0,00 No No No No No No No
Chantal Mérieux 0,00 No No No No No No No
Charles de Gaulle na No No No No No No Yes
Christophe Colomb 0,89 No No No No No No No
Constance Spry na No No No No No No No
Crazy Pink Voluptia 99,04 No No No No Yes No No
Damas bifera 411,11 No No No No No No No
Félicia 385,31 No No No No No Yes No
Fontaine aux perles 91,05 No No No No Yes No No
Fragrant Cloud na No No No No No No No
Gertrude Jekyll 103,71 No No No No No No No
Graham Thomas 174,30 No No No Yes No No No
Indian Silk 0,17 No No No No No No No
Jean-Paul Guerlain 0,86 No No No No No No Yes
Just Joey na No No No Yes No No No
La Belle Alsacienne 0,00 No No No No No No No
La France na No No No Yes No No No
La France climbing na No No No No No No No
Lady Hillingdon 0,00 No No No No No No No
Leander 27,36 No No No Yes Yes No No
Line Renaud 58,56 No No No Yes Yes No No
Lorie Pester 35,78 No No No No Yes Yes No
Madame Anisette 0,59 No No No No No No No
Madame de Staél 54,38 No No No Yes Yes Yes No
Mamy blue na No No No No No No Yes
Marius Ducher 0,00 No No No No No No No
Moonwalk 29,30 No No No Yes No No No
Mr Bluebird 75,73 No No No No No No No
Old Blush 5,16 No No Yes No No No No
Olij Jaune 63,52 No No No Yes No No No
Orientalia 0,32 No No No No No No No
Papa Meilland 17,10 No No No Yes No No No
Pariser Charme 17,10 No No No No No No No
Patchouli 131,68 No No No No No Yes No
Princess Kishi 89,70 No No No No Yes No No
Purple Voluptia 180,02 No No No No No No No
RADprov/Baie des anges romantica 24,42 No No No No No No Yes
Roberto Alagna 8,25 No No No No Yes Yes No
Rosa wichurana 108,23 Yes Yes No No No No No
Rose Blush na No No No No No No No
Rosiére de France 151,30 No No No No Yes No No
Ruban Rouge 9,30 No No No No No No No
Scepterd'lsle 1,14 No No No Yes No No No
Soleil d'or na No No No No No Yes No
Sweet Dream 300,28 No No No No No Yes No
Tea Clipper 24,43 No No No Yes Yes No No
Tess of the d'Ubervilles 45,25 No No No Yes No No No
The Mac Cartney rose na No No No Yes No No No
Université Saint Etienne 0,00 No No No No No No No
Violette Parfumée 0,14 No No No No No No No
Wabara Kaolikazali 133,26 No No No No Yes No No
Westerland 79,28 No No No Yes Yes Yes No
Wollerton Old Hall 17,42 No No No Yes No No No
Yves Piaget 28,60 No No No Yes No No No
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Variety 2PE (ug/g/FW) Allele5 Allele6 Allele7 Allele8 Allele9 Allele10 Allele11 Allele12
Amour de Moléne 80,31 No No No No No No No No
Arthur Rimbaud 57,84 Yes No No No No No No No
Belle de Clermont 59,71 No No No No No No No No
Belle de Londres 9,02 No No Yes No No No Yes No
Botero 21,04 No No No No No No No No
Brocéliande 45,95 No No No No No No No No
Caprice de Meilland 0,00 No No No No No No No No
Chantal Mérieux 0,00 No No No No No No No No
Charles de Gaulle na No No No No No No No No
Christophe Colomb 0,89 No Yes No No No No No No
Constance Spry na No No No No Yes No No No
Crazy Pink Voluptia 99,04 No No No No No No No No
Damas bifera 411,11 No No No No Yes No No Yes
Félicia 385,31 No No No No No Yes No No
Fontaine aux perles 91,05 No No No No No No No No
Fragrant Cloud na No No No No No No No No
Gertrude Jekyll 103,71 No No No Yes No No No No
Graham Thomas 174,30 No No No No No No No No
Indian Silk 0,17 No No No No No No No No
Jean-Paul Guerlain 0,86 No No No No No No No No
Just Joey na No No No No No No No No
La Belle Alsacienne 0,00 No No No No No No No No
La France na No No No No No No No No
La France climbing na No Yes No No No No No No
Lady Hillingdon 0,00 No No No No No No No No
Leander 27,36 No No No No No No No No
Line Renaud 58,56 Yes No No No No No No No
Lorie Pester 35,78 No No No No No No No No
Madame Anisette 0,59 No No No No No No No No
Madame de Staél 54,38 Yes No No No No No No No
Mamy blue na No No No No No No No No
Marius Ducher 0,00 No No No No No No No No
Moonwalk 29,30 No No No No No No No No
Mr Bluebird 75,73 No No No No No No No No
Old Blush 5,16 No No No No No No No No
Olij Jaune 63,52 No No No No No No No No
Orientalia 0,32 No No No No No Yes No No
Papa Meilland 17,10 No No No No No No No No
Pariser Charme 17,10 No No No No No No No No
Patchouli 131,68 No No No No No No No No
Princess Kishi 89,70 No No No No No No No No
Purple Voluptia 180,02 No No No Yes No No No No
RADprov/Baie des anges romantica 24,42 No No No No No No No No
Roberto Alagna 8,25 Yes No No No No No No No
Rosa wichurana 108,23 No No No No No No No No
Rose Blush na No No No No No No No No
Rosiere de France 151,30 No No No No No No No No
Ruban Rouge 9,30 No No Yes No No No Yes No
Scepterd'lsle 1,14 No No No No No No No No
Soleil d'or na No No No No No No No No
Sweet Dream 300,28 No No No No No No No No
Tea Clipper 24,43 No No No No No No No No
Tess of the d'Ubervilles 45,25 No No No No No No No No
The Mac Cartney rose na No No No No No No No No
Université Saint Etienne 0,00 No Yes No No No No No No
Violette Parfumée 0,14 No Yes No No No No No No
Wabara Kaolikazali 133,26 No No No No No No No No
Westerland 79,28 No No No No No No No No
Wollerton Old Hall 17,42 No No No No No No No No
Yves Piaget 28,60 No No No No No No No No
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Discussion

I] Composés impliqués dans la perception plaisante de 1’odeur de la rose

A] Rappel et discussion des résultats

1) Confirmation du réle du 2PE dans [’odeur de rose et des monoterpénes a odeur de
fruit

Le parfum de la rose est composeé de plusieurs centaines de molécules mais les composés

majoritaires sont des monoterpénes et des phénylpropanoides, dont le 2PE. Ces derniers, et
particulierement le 2PE, sont caractéristiques de 1’odeur de rose dite « classique ». Les odeurs
des monoterpénes sont variées. Certains ont une odeur florale rosée et d’autres parfois fruitée,
citronnee (Z. Xiao et al., 2017; Zhao et al., 2016). Dans notre étude expérimentale, nous avons
fait sentir a un panel de participants des odorants monomoléculaires, dont le 2PE, et certains
monoterpenes dont le géraniol, le citronellol, le nérol et le citral. Nous avons pu confirmer le
role du 2PE dans la perception de I’odeur de rose (Feng et al., 2010; Ren et al., 2016; Zhao et
al., 2016) et le role des monoterpénes dans la perception de I’odeur de fruit mais aussi de rose
(géraniol et nérol) (Elsharif & Buettner, 2018; Feng et al., 2010; L. Zhou et al., 2020a).
Nous avons également fait sentir a notre panel 10 roses fraichement cueillies. Dans ce contexte,
nous avons mis en évidence une correlation entre la quantité de phénylpropanoides et la
perception de 1’odeur de rose. Nous avons également montré que la quantité de nérol, géraniol
et géranial était corrélée a la perception de 1’odeur fruitée des roses fraiches.

Ainsi, I’odeur de rose fraiche est composée a la fois de I’odeur caractéristique de rose
grace, au moins en partie, au 2PE. En effet, plus sa quantité est importante, plus la fleur sentira
la rose. Cette odeur est également pergue grace a la quantité de monoterpénes apportant d’autres
notes (fruités et florales). L’ensemble, ainsi que d’autres molécules (voir ci-dessous) conduisent

a une perception configurale et complexe de I’odeur de rose.

2) ROle des ionones et des oxylipines dans la perception de [’odeur de rose

Nous avons montré une relation positive entre la quantité de ionones émises par les roses
et leur perception florale, ainsi que leur perception caractéristique de rose. Ces résultats
concordent avec ceux décrits dans la littérature, qui décrivent les ionones comme ayant une
odeur florale, souvent associée a la violette mais pas seulement (Jaeger et al., 2013; Luparia et

al., 2009; Paparella et al., 2021). Leurs noms seraient d’ailleurs issus de la contraction des mots
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« iona » (« violette » en grec) et cétone, leur odeur étant deja présente dans les références de
descriptions olfactives au 16°™ siécle (Petroianu, 2021). En effet, les ionones, avec entre autres
certaines damascénones, sont trés largement utilisées aujourd’hui en parfumerie (Pybus & Sell,
2007).

De maniére intéressante, un réle inattendu des oxylipines dans la perception de rose
mais également dans la perception plaisante de I’odeur a également été montré. En effet, ces
molécules sont généralement plut6t associées aux termes de « green odors », avec des notes
herbacées et fraiches. Par exemple, le (Z)-3-hexénol, senti de maniére isolée, évoque une odeur
d’herbe coupée, assez ¢loignée de la rose (Hatanaka, 1996; McRae et al., 2012; Oyama-Okubo
& Tsuji, 2013).

Témoignages apportes par des parfumeurs professionnels sur /' importance des oxylipines dans
la perception de [’odeur de rose

Dans le but d’obtenir des informations supplémentaires quant a 1’apport bénéfique des
oxylipines dans I’odeur de rose, j’ai eu ’opportunité d’échanger auprés de deux parfumeurs,
Jean-Charles Sommerard, de ‘La maison Sevessence’ et Patrice Revillard de ‘Maelstrom’. Jean-
Charles Sommerard est spécialiste d’aromathérapie et d’huiles essentielles. Selon lui, les
composés phares du parfum de la rose sont le 2PE, le citronellol, le géraniol, I’eugénol, le
linalol, la damascénone, le rodinole mais également la B-ionone et le (Z)-3-hexénol. D’apres
lui, le (Z)-3-hexénol apporte un c6té « naturaliste » a I’odeur de rose.

Patrice Revillard, a également souligné 1I’impact majeur des notes vertes et épicées qui
vont parfaire I’illusion d’une odeur de rose lors de sa création. Il est difficile de se passer de
I’odeur de rose en parfumerie, e¢lle-méme incontournable, celle-ci étant souvent adorée et
intimement liée avec la symbolique qu’elle porte. Selon lui, un modéle simplifi¢ de I’odeur de
rose n’est pas suffisant pour retrouver I’odeur particuliére de la rose. Il est possible pour lui de
se détacher du géraniol et du citronellol lors de la création de ’odeur de rose, par exemple en
se basant sur I'utilisation d’oxydes de rose, qui apportent une note rose et verte trés populaire
et moderne au parfum de rose. Les notes vertes, de fraicheur sont trés importantes lors de
I’¢laboration d’un parfum de rose. Toutefois, Patrice Revillard a également souligné les
différences de représentation des parfums au cours du temps, dont celui de la rose, avec des

descriptions anciennes et modernes qui n’évoqueraient pas le méme parfum (de Nicolai, 2008).
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3) Composés isolés ou mélanges de composés, méme perception ?

Ainsi, I’odeur naturelle de rose provient de mélanges de substances odorantes (2PE,
géraniol, citronellol, nérol, ionones, oxylipines, etc..). Au sein de ce mélange, certains
composés sont percus de maniére "élémentaire”, comme dans le cas du 2PE, composé odorant
étant identifiable dans le mélange, ou encore le géraniol et les ionones ; tandis que d'autres sont
percus de maniére "configurale™, comme dans la perception olfactive des oxylipines, le mélange
adoptant une qualité perceptive distincte de ses composants (ils ne sont plus identifiables). Les
oxylipines pourraient donc apporter des notes rosées spécifiqguement aux roses fraiches, et non
plus une odeur fraiche herbacée lorsqu’isolées. Aussi, les quantités de composés dans un
mélange et leurs concentrations participent a la modulation de la perception olfactive du
mélange (Boyle et al., 2009). En effet, en modifiant la concentration d’un seul composé dans
un mélange, celui-ci peut moduler son parfum en modifiant par exemple sa valeur hédonique
(Boyle et al., 2009). La perception de I’odeur de rose peut étre amenée via différentes formes
de celle-ci: roses fraiches, HE, mélange simplifié ou encore odorants monomoléculaires.
Comme vu en introduction générale de cette these, les perceptions de ces différentes formes
peuvent étre différentes et soulignent 1’idée d’une complexité de parfum. Cependant, le mélange
complexe d’odeur de rose est toujours per¢u comme agréable (Kim et al., 2016; Tomi et al.,
2017).

Enfin, I’expertise influence la perception d’odeurs complexes dans le sens ou les
aptitudes a discriminer des identités chimiques dans un mélange sont améliorées (Gourévitch
et al., 2010; Martin et al., 2007; Wu et al., 2020). Ainsi, les parfumeurs, experts, pourraient sans
doute étre plus & méme de discriminer et de reconnaitre les oxylipines présentes dans 1’odeur

de rose.

4) Impact positif de ’'odeur de rose

Les participants qui ont reporté dans notre étude un impact positif de 1’odeur de rose
dans leurs descriptions verbales sont ceux ayant tendance a noter les roses fraichement cueillies
comme plus attractives. Nos données peuvent étre mises au regard de celles issues de 1’étude
de Buckle en 2001, rapportant le cas intéressant de Mme H et son lien étroit avec 1’odeur de
rose, qui est un exemple de 1’impact positif de ’odeur de rose : “Mme H. était une femme de 85
ans souffrant de dépression. Beaucoup de ses amis étaient morts et elle vivait dans une maison
de retraite, loin de sa famille qui ne lui rendait pas souvent visite. Elle ne dormait pas bien et

était sujette a I'hyperventilation et aux palpitations. Elle aimait I'odeur des roses, qui lui
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rappelait le jardin de roses qu'elle avait du vivant de son mari. Deux gouttes de rose ont été
inhalées sur un mouchoir en papier aux huiles essentielles quatre fois par jour. Au bout d'une
semaine, elle souriait, dormait mieux et discutait de la facon dont elle pourrait s'occuper des
plantes d'intérieur de I'établissement.” (Buckle, 2001; Perry & Perry, 2006). Ces données sont
cohérentes avec la présence d’oxylipines dans les composés émis de la rose, dont on connait
I’impact positif sur le bien-étre. En effet, les green odors, dont les oxylipines mentionnées dans
cette these, ont déja été démontrées comme ayant des propriétés anxiolytiques, antidépressives,
anti-stress et antifatigues, que ce soit chez le rongeur et chez ’humain (Ito et al., 2009;
Nakatomi et al., 2008; Saito et al., 2018; Sano, 2002; Tokumo et al., 2006; Ueno et al., 2020;
Watanabe et al., 2011).

5) Lien entre hédonique et bien-étre : aimons-nous ['odeur de rose parce qu’elle nous
fait du bien ?

L’organisation mondiale de la santé définit le bien-étre comme « un état positif ressenti
par les individus et les sociétés (World Health Organization, 2021). Lorsque nous sentons une
rose, nous pouvons déterminer son caractere hédonique qui fait référence a son caractére
plaisant en général. Cette perception positive va pouvoir engendrer un état positif ressenti par
I’individu. En effet, I’odeur de rose est une odeur plaisante (notamment via I’émission de 2PE,
citronellol, géraniol, B-ionone, (Z)-3-hexénol) et a un effet anxiolytique, relaxant, par les
oxylipines dont on sait qu’elles sont associées a une amélioration d’un état de bien-étre. Nous
pouvons donc nous poser la question de savoir si I’odeur de rose est plaisante justement parce
que son inhalation induit un état de bien-étre, celle-ci ayant un fort impact sur ’humeur, le
stress et les émotions (David et al., 2019; Dmitrenko et al., 2020; Tomi et al., 2017; Weber &
Heuberger, 2008).

B] Perspectives

Nous avons confirmé les réles du 2PE et de certains monoterpénes dans la perception de
I’odeur de rose, ce qui valide nos résultats. Cependant, il semble nécessaire de reproduire
I’expérience principale de ma thése et d’étendre les résultats obtenus avec d’autres fleurs
parfumées pour confirmer les corrélations entre la quantité d’oxylipines et la perception de la
rose et son caractere plaisant. En complément des odorants monomoléculaires déja testés, il
serait intéressant également d’ajouter plusieurs oxylipines, autres que le (Z)-3-hexénol, tels que

les (E)-2-hexénol, (E)-2-hexényl acétate, (Z)-3-hexényl acétate, 2-hexanol, 3-hexanol, (E)-3-
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hexénol, hexanal, hexyl acétate, 1-hexanol et le (E)-2-hexénal, mises en évidence avec mes
résultats de thése, afin d’étudier leur effet sur le comportement des participants, d’un point de
vue psychophysique et moteur, a travers des mesures de vitesse et distance de trajectoire entre
ces nouvelles odeurs et le participant. Aussi, en plus des roses fraichement cueillies et des
odorants monomoléculaires, 1'utilisation d’un mélange de composés simplifié¢, comme celui
proposé par Weiss et collaborateurs, serait un bon moyen d’étudier la transition entre les
perceptions des composés isolés et celles issues d’un mélange complexe, avec un contrdle
particulier du choix des composés du mélange simplifié et de leur concentration (T. Weiss et
al., 2012). Cette expérimentation nous permettrait d’évaluer 1’effet de la complexité de I’odeur
ainsi que des interactions, en partie contrflées, entre molécules, sur la perception olfactive
plaisante de I’odeur de rose.

Sur la base des réponses de participants, notre étude a pu mettre en évidence non pas une
mais plusieurs odeurs de rose. Bien que les spectres biochimiques des roses étudiées obtenus
en GC-MS nous ont permis de voir que nous avions couvert une grande partie de la diversité
des composés du parfum de la rose, un nombre d’échantillon plus important nous permettrait
de balayer encore plus largement les COV émis, par exemple des roses a odeur de myrrhe
(Joichi et al., 2010) ou a odeurs boisées, épicées (Zhou et al., 2020b). Aussi, pour réaliser des
analyses prédictives entre émission (présence/quantit¢) de COV et perception et/ou
comportement moteur, un plus grand nombre de fleurs pourrait étre teste.

Les roses émettent leur parfum de maniere cyclique, le parfum évoluant au cours de la
journée. Les expériences sont également soumises aux contraintes météorologiques, le parfum
de la rose étant plus fort lors d’une journée chaude et ensoleillée. Enfin, les stimulations
olfactives ne doivent pas étre trop nombreuses pour un seul et méme participant, afin d’éviter
la saturation des récepteurs olfactifs et une géne occasionnée. Ces paramétres devront étre pris
en compte lors du design des futures expériences, en ayant des horaires matinaux précis
d’expérimentation et en gardant a peu pres le méme nombre d’odorants qu’utilisés lors de notre
expérience.

Afin d’étudier la spécificité de 1’odeur de rose, il serait intéressant de renouveler
I’expérience en y ajoutant une ou des fleurs odorantes autres que la rose. Aimons-nous
particuliérement 1’odeur de rose par rapport a I’odeur de fleurs en général ? Etant donné que ce
sont particulierement I’émission et la quantit¢ d’oxylipines qui permettent aux roses leur
agréable et singulier parfum, nous pouvons nous demander si toutes les autres fleurs émettant
des oxylipines présenteraient des propriétés similaires, ou évaluer si les fleurs qui n’en émettent

pas sont moins bien notées sur les mémes échelles.
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Enfin, bien que I’odeur soit un critére important dans le bien-étre induit par la rose, cette
derniére est appréciée pour d’autres caractéristiques, comme son esthétique. Dans notre étude,
nous nous sommes affranchies du caractére esthétique de la rose afin d’étudier uniquement son
odeur et ainsi de comparer différentes variétés de roses sur ce critere seulement. Ceci-dit, il
serait intéressant par la suite de prendre en compte cette considération visuelle dans le but de
mieux comprendre comment la perception hédonique de I’odeur de rose est influencée par
I’esthétique de la fleur. Les résultats obtenus en perception olfactive de la rose pourraient étre
complétés par 1’étude des bases neurales sous-tendant cette perception. Comme expliqué en
introduction de cette these, il existe déja plusieurs études utilisant des méthodes d’imagerie
cérébrale mettant en avant certaines aires cérebrales impliquées dans le codage de la perception
de composés issus du parfum de la rose comme le 2PE, le géraniol et le citral entre autres
(Anderson et al., 2003; Bensafi et al., 2012; W. Xiao et al., 2020a). Cependant, avec une
perception hédonique similaire entre roses fraiches et composes, nous pouvons faire
I’hypothese selon laquelle une rose fraichement cueillie active, au moins en partie, les mémes
aires cerébrales. Il serait intéressant d’analyser les réseaux sous-tendant le comportement
émotionnel, comme ceux impliquant I’amygdale, I’hippocampe, le cortex orbitofrontal, et le
striatum ventral, entres autres, (Athanassi et al., 2021; Croy & Hummel, 2017) ; le caractére
hédonique, avec 1’étude de I’activité du bulbe olfactif, du tubercule olfactif, de I’amygdale, du
gyrus cingulaire antérieur et de I’insula (Anderson et al., 2003; Bensafi et al., 2012; de Araujo
etal., 2005; Gottfried, 2010; Grabenhorst et al., 2007; Katata et al., 2009; Kermen et al., 2016b;
Midroit et al., 2021; Patin & Pause, 2015; Rolls et al., 2003) ; ou encore I’étude du circuit de la
récompense, avec I’implication de I’aire tegmentale ventrale, le noyau accumbens et le cortex
préfrontal (Midroit et al., 2021; Morales & Margolis, 2017; Swanson, 1982). Il serait donc
intéressant d’étudier la modulation de ces régions par I’inhalation d’oxylipines et/ou de fleurs.

L’utilisation de la chromatographie en phase gazeuse couplée a 1’olfactométrie (GC-O)
permettrait d’étudier 1’effet de la stimulation olfactive de chaque composé isolé issu d’un
mélange. Cette méthode permettrait d’obtenir des informations sur le nombre de COV d’intérét
olfactif présents dans le parfum de la rose et permettrait d’établir un lien entre la composition
chimique de ce parfum et la perception de ces composeés. Utiliser la GC-O permettrait d’évaluer
la différence de perception des composés lorsqu’ils proviennent d’un mélange ou lorsqu’il
s’agit d’un odorant monomoléculaire. Par exemple, est-ce que les oxylipines isolées émises par
une rose fraichement cueillie portent également une odeur herbacée et fraiche comme le (2)-3-
hexénol en composé monomoléculaire, en plus de I’odeur de rose, comme dans les résultats que

nous avons montrés ? 1l existe une étude portant sur la caractérisation des composés majeurs de
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différentes HE de roses via I’utilisation de la GC-O (Xiao et al., 2018). Cette étude a pu mettre
en évidence les évaluations sensorielles des composés de la rose, notamment I’importance du
géraniol dans les notes florales, du nérol dans les notes fraiches et du 2PE contribuant fortement
a ’odeur de rose. A partir de ces données issues d’HE de rose, il serait intéressant de comparer
ces résultats avec ceux issus de roses fraiches.

Enfin, nous avons montré qu’il existe une variabilité dans la perception de I’odeur de rose
par les participants, avec des réponses aux évaluations d’une méme rose assez différentes (entre
0 et 10) sur les échelles visuelles analogues proposées. Ce résultat nous amene a nous demander
si cette variabilité de perception pourrait €tre liée a I’expérience que les participants ont eu avec
la rose et son odeur dans le passé ou bien liée a une variabilité des génes codant pour des
récepteurs olfactifs liant les composés de la rose ? Par exemple, plusieurs genes ont été mis en
évidence dans la perception de certains composés, dont plusieurs retrouvés dans le parfum de
la rose, tels que le (Z)-3-hexénol, le géraniol, le citronellol ou encore la B-ionone (Heywood,
2002; Li et al., 2021; Newcomb et al., 2012).

I1] RGle des genes NUDX1-1 et PAAS dans le parfum de la rose

A] Rappel et discussion des résultats

Dans la deuxiéme étude, nous avons montré une diversité allélique tres faible des deux
genes, particulierement pour NUDX1-1. 11 est difficile pour I’instant d’expliquer cette faible
diversité avec ces données mais celles-ci permettent tout de méme une base de réflexion. En
effet, ces résultats nous amenent a nous demander si cette faible diversité allélique est due a
une pression de sélection olfactive ou matérielle : est-elle due a un nombre restreint de variétés
disponibles lors des croisements faits par les obtenteurs, ou est-elle due a une sélection
volontaire ou involontaire des obtenteurs par un biais olfactif ?

Par exemple, chez le riz, I’odeur est également une caractéristique trés importante et une
faible diversité allélique du gene BADH2 a été observée, avec un alléle prédominent, le badh2.1,
exprimé notamment chez les types de riz tres parfumé comme le riz Basmati ou Jasmin (Kovach
et al., 2009). L’étude de I’origine du parfum chez le riz a travers des analyses des haplotypes a
permis de retracer son origine et son évolution a travers les différentes variétés de riz, parfumées
ou non. Des évidences basées sur 1’étude de polymorphisme nucléotidique chez différentes
espéces ont ensuite été apportées quelques années apres, mettant en avant une origine unique

de domestication du riz parfumé, cultivé pour la premiére fois en Chine il y a entre 8.200 et

135



Discussion

13.500 ans (Molina et al., 2011). Ces données tendent vers une explication de sélection du riz

sur la base du parfum et non du matériel.

B] Perspectives

Nous avons pu identifier différents alleles de NUDX1-1 et PAAS dont certains sont retrouvés
dans une grande majorité des variétés parfumées. Il pourrait donc étre intéressant de procéder
a des analyses similaires a celles faites chez le riz cette fois chez le rosier, pour pouvoir répondre
a la problématique de la sélection olfactive ou matérielle chez la rose.

L’analyse de ’expression des génes NUDX1-1 et PAAS nous permettrait de voir si tous les
alleles que nous avons trouve sont réellement fonctionnels ou différents en termes d’expression.
Aussi, des analyses complémentaires sur les séquences alléliques d’autres génes retrouvés de
maniére intrinseque chez toutes les variétés testées, sont nécessaires. Par exemple via 1’étude
du gene codant pour la synthése de la tubuline, impliquée dans la construction structurale des
microtubules et du cytosquelette, ou d’autres genes dont on suppose qu’ils ne sont pas
sélectionnés. Ainsi, si une faible diversité allelique est également observée, nous pourrons alors
conclure nos résultats initiaux par une disponibilité réduite de parents ayant été utilisés pour les
croisements des variétés modernes des roses que nous avons sélectionnées. Inversement, si une
forte diversite allélique est observee pour le géne de la tubuline, nos données pourraient étre

expliquées par une sélection du rosier sur critere olfactif.

Conclusion

I] Contribution de mes résultats dans les domaines de 1’olfaction et de la génétique des plantes

Mon étude principale a permis d’¢laborer un protocole de stimulations olfactives issues
de matériel biologique complexe, a travers la prise en compte des différentes contraintes
biologiques et logistiques sous-jacentes, telles que des contraintes météorologiques,
saisonnieres, de floraisons simultanées par exemple. Le protocole a été réalisé une premiere
fois au début de ma theése puis validé a travers les résultats de 1’étude présentés dans ce
manuscrit. Aussi, elle nous a permis de mettre en lumiére les molécules ou groupes de
molécules responsables de son odeur plaisante et spécifique de rose.

Les résultats obtenus sur la diversité alléliqgue des génes NUDX1-1 et PAAS ont
également permis de constater la trés faible diversité génétique des cultivars de rosier, du moins

dans I’étude de deux genes impliqués dans le parfum de la plante. Cette étude nous a également
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permis de mettre en évidence un ou plusieurs alléles retrouvés dans une grande majorité de

variétés.

I1] Contribution de mes résultats dans le domaine industriel du secteur horticole

Nous avons souligné I’importance de certains composés de la rose dans sa perception
hédonique ainsi que dans sa spécificité d’odeur de rose. Aujourd’hui, il est assez difficile pour
les rosiéristes de créer une rose répondant a la fois aux critéres esthétiques, de résistance aux
maladies, de tenue en vase et olfactifs. Nos données nous ont permis de souligner I’importance
de molécules importantes pour 1’aspect olfactif que le secteur horticole pourrait prendre en
compte. En mettant en avant les catégories de molécules telles que les monoterpénes, les
phénylpropanoides, les ionones et les oxylipines ainsi que les génes associés a leurs
expressions, le critére olfactif tendrait a étre un peu plus controlé. Par exemple, au-dela de traiter
le caractere parfumé dans son ensemble, parfumé ou non, le personnel horticole pourrait
considérer que I’odeur est un ensemble de caracteres, chaque molecule (ou groupe de
molécules) pouvant étre évaluée séparement grace a des analyses chimiques, ce qui permettrait
une analyse plus précise du caractere parfumé de leurs cultivars. Cette méthode pourrait
¢galement étre utilisée pour la sélection d’un type de molécules particulierement intéressantes,
comme les oxylipines. Les voies de biosynthese de ces composés ne sont pas encore élucidées
chez la rose et il serait intéressant d’étudier les génes impliqués dans ces voies. Ces études
permettraient de déterminer s’il existe une diversité allélique qui pourrait expliquer les quantités
différentes d’oxylipines dans les cultivars. Des schémas de sélection assistée par marqueur

basés sur les génes des voies de biosynthese pourraient alors étre envisagés (Hasan et al., 2021).

[11] Contribution de mes résultats dans les domaines autres que la recherche fondamentale

Enfin, la contribution apportée par mon travail de these pourrait étre bénéfique pour des
secteurs autres que la recherche fondamentale telle que la botanique avec une meilleure
comprehension de certaines bases du parfum de la rose et des alléles retrouvés dans plusieurs
variétés de roses modernes ; la parfumerie avec la spécificité de 1’odeur de rose apportée par
les catégories de molécules ou composés individuels mentionnés plus haut ; ou encore
I’aromathérapie, avec notamment 1’étude des bienfaits de I’odeur de rose, et particuliérement

son huile essentielle, sur le bien-étre.
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Annexe 1: Impact of odor-induced reduction in anxiety on brain’s activity and

connectivity

Diminution du niveau d’anxiété par les odeurs chez la souris : analyse de I'activité neuronale
et de la connectivité cérébrale.

Dans le contexte de mon étude sur la perception de I'odeur de rose chez I’homme, j’ai saisi
I'opportunité de participer a un projet annexe dans I'équipe Neuropop au CRNL: I’étude des
effets d’un enrichissement olfactif sur le comportement anxieux chez la souris adulte. Ce
projet qui consiste a rechercher les bases neurales sous-tendant les modifications de I’'anxiété
par les odeurs, m’a permis de me former aux approches cellulaires chez le rongeur. En effet,
j’ai pu réaliser des expériences d'immunohistochimie, de quantification et d’analyse de
données cellulaires. M. Midroit avec N. Mandairon ont élaboré le projet. M. Midroit a
également effectué les études et analyses comportementales ainsi que I'écriture d’'une partie
des résultats. N. Mandairon, L. Chalencon et A. Athanassi ont participé aux analyses et a
I'écriture du papier. L'étude de la connectivité fonctionnelle a été réalisée par N. Mandairon
et M. Thevenet en suivant la méthodologie développée par M. Cavelius et A. Didier (These M.
Cavelius) et inspirée de la littérature (Horwitz et al. 1995 ; Wheeler et al., 2013 ; Babayan et
al., 2017 ; Vetere et al., 2017). A. Didier a participé a |"écriture du manuscrit. Des expériences
complémentaires seront réalisées par la suite pour compléter ces données et aboutir a la

version finale d'un article.

Résumé :

Les troubles anxieux font partie d’'un groupe de maladies mentales qui se caractérisent par
des sentiments de peur ou d'inquiétude. L'exposition aux odeurs peut étre utilisée pour
réduire I'anxiété, cependant, les bases neurales de cette amélioration émotionnelle n'est pas
claire. Dans ce contexte, nous avons étudié l'activité et la connectivité cérébrales chez des
souris enrichies avec des odeurs plaisantes qui montrent une réduction de leur niveau
d'anxiété par rapport a des souris enrichies avec des odeurs neutres qui n‘ont pas de
changement d'anxiété. L'analyse de l'expression du gene précoce c-Fos, utilisé comme
marqueur d’activité neural, dans vingt régions du cerveau impliquées dans le traitement de
I'information olfactive et de I'anxiété a permis d'identifier un pattern d'activités corrélées qui

est spécifique de la réduction de I'anxiété induite par les odeurs. Au sein du réseau d'activités
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corrélées, nous avons identifié des structures cérébrales clés qui pourraient soutenir cette
amélioration émotionnelle en présentant une connectivité particulierement accrue, le noyau
thalamique paraventriculaire, le noyau hypothalamique paraventriculaire et Iaire
amygdaloide postéro-latérale-corticale. Ces résultats confirment I'efficacité de la stimulation
olfactive sur le bien-étre et proposent des mécanismes neuronaux et des régions qui

pourraient jouer un role privilégié dans ce processus.

Abstract

Anxiety disorders are a group of mental illnesses that is characterized by feelings of fear or
worry. Odor exposure can be used to reduce anxiety; however, the neural basis of this
emotional improvement is unclear. In this context, we investigated brain activity and
connectivity in mice enriched with pleasant odorants that showed a reduction of anxiety
compared to mice enriched with neutral odorants showing no change in anxiety level. Analysis
of c-Fos expression across twenty brain regions involved in olfactory and anxiety circuits
allowed the identification of a pattern of correlated activity specific of the odor-induced
reduction in anxiety. Within the network of correlated activity, we identified key brain
structures that could sustain this emotional improvement by presenting important increased
connectivity, the paraventricular thalamic nucleus, the hypothalamic paraventricular nucleus
and the postero-lateral-cortical amygdaloid area. These finding confirm the efficiency of
odorant stimulation on well-being and further propose neural mechanism and regions that

may play privileged roles in this process.

Key words: olfaction, anxiety, behavior, odor enrichment, cellular imagery, connectivity
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Introduction

Anxiety disorders are a group of mental health conditions that impact 4% of the global
population (1-3). They involve excessive worrying, social or specific phobias, fear,
nervousness, or dread. Pharmacological therapies as well an non pharmacological therapies
such as behavioral or cognitive therapy, meditation, yoga or odor exposure (4—9) are available.
The efficiency of odor exposure to reduce anxiety has been largely documented (4,10-14). In
humans, different odorants or essential oils, often judged as pleasant, have been shown to
improve mood, reduce anxiety and make people feel good (4,15-17). A decrease in the level
of anxiety has also been observed in animal models using standard behavioral tests such as
the OpenField, Elevated plus maze, or the Black/White Box. These tests are based on the
pattern of exploration of the anxiogenic zones of the experimental set ups by the animals,
higher levels of exploration characterizing a lower anxiety state. Using these tests, several
odorants including green odor, linalool, lavender, lemon, Citrus aurantium, or rose for
instance have shown an anxiolytic effect (18—30).

The neural basis of the anxiolytic effect of odors are still unclear. During odor diffusion, air
borne odorant molecules enter in the nasal cavity and bind the olfactory receptor neurons
located in the olfactory epithelium (31,32). These sensory neurons project their axons to the
main and accessory olfactory bulbs which then send the olfactory signal to both cortical and
limbic brain centers including the anterior olfactory nucleus, the piriform cortex, the cortical
amygdala, the olfactory tubercle (which is part of the ventral striatum) and the entorhinal
cortex (32—34). These regions are closely connected to the hippocampus and thalamus, all
together allowing the perception of the odor. There are significant connections or even
overlap between the chemosensory circuit and the brain regions processing anxiety which
involve cortical and sub cortical limbic structures (pre and infralimbic areas, amygdala,
hippocampus, paraventricular thalamic nucleus, paraventricular hypothalamic nucleus, bed
nucleus of the stria terminalis),other cortical cingular and insular cortices endopiriform
nucleus (connected to the piriform cortex) and sub cortical areas such as the postero-lateral-
cortical amygdaloid area (,connected to the hippocampus),) and the parabrachial nucleus
(connected to the thalamus) . This large enmeshment may explain the strong impact of

odorants on emotional behavior (4).
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The neural mechanisms underlying odor-driven reduction in anxiety have been investigated
using quantification of brain activity by assessment of c-fos expression, an immediate early
gene that is expressed in activated cells. Change in c-Fos expression in response to changes in
anxiety level has been observed in the hypothalamus, paraventricular thalamic nucleus,
hippocampus, anterior cingulate cortex and the amygdala (35—41). Some of these regions are
part of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, or of the central component of the
sympathetic nervous system suggesting that odorants that reduce anxiety may change the
activity of brain regions involved in moderating the stress responses (39,42,43).

Some odorants have thus demonstrated their efficiency on reducing anxiety with changes in
neural activity in some regions of the anxiety circuit. The limitation of these studies conducted
in rodents is that the authors focused on few regions of interest. Per consequence, despite
this literature, the functional neural network involved in the anxiolytic effect of odorants and
how it is coordinated are unclear.

In this context, we describe here the activation of a brain network including 20 regions (listed
above) of the olfactory and anxiety circuits in odor-driven changes in emotional behavior. To
do so, we exposed mice to pleasant (attractive) or neutral (same level of attraction as no-odor)
odorants and compared after 10 days of odor exposure the mouse anxiety level between the
two experimental groups. Using c-Fos imaging and functional connectivity analysis, we
revealed an increase of connectivity across a large network of brain regions when anxiety is
reduced by odor exposure. We identified key brain structures presenting important increased
connectivity that could sustain this emotional improvement, the paraventricular thalamic
nucleus, the hypothalamic paraventricular nucleus and the posterolateral cortical amygdaloid

area.

Material and Methods

Animals

Adult male C57BI6/J mice (Charles River Laboratories, L’Arbresle, France) aged 2 months at
the beginning of the experiments were used. Experiments were done following procedures in
accordance with the European Community Council Directive of 22nd September 2010
(2010/63/UE) and the National Ethics Committee (Agreement DR2013-48 (vM)). All

experiments have been conducted after at least 1 week of habituation to the animal facility.
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Mice were housed in groups of 3-5 per cage. They were kept on a 12 h light/dark cycle (22°C)

with food and water ad libitum.

Experimental design

All mice were subjected to an olfactory enrichment period followed by 2 behavioral tests used
to assess anxiety-like behavior: OpenField and then Black/White box tests (Figure 1).
Behavioral tests were not randomized in order to sacrifice all animals after the same test and
allowed the assessment of the network responding to this condition. Four experimental
groups were exposed either to one odorant known to be attractive ((+)-Limonene (Lim), Cis-
3-hexenol (Cis3)) or one odorant known to be neutral (B-caryophyllene (Caryo), 2-Dodecanone
(Dodec)) during the enrichment period and the odorant used for enrichment was also present
during the two behavioral tests (44). A control non-enriched group was also included and
tested with no odor (no odor (NO)). All mice were sacrificed one hour after the end of

Black/White box test (Figure 1).

Odorants

Olfactory enrichment was performed during 10 days by exposing the animals kept in their own
cage to the odorant for 1 hour in the morning and 1 hour in the afternoon (5 days of
enrichment, 2 days off, 5 days of enrichment again) (Figure 1). For all experimental groups, 4
ml of the odorant was presented on a piece of polypropylene placed in a glass receptacle
outside of the cage (5 cm from the cage). For the control NO group, 4 ml of mineral oil was
displayed on the piece of polypropylene. All odorants used for the enrichment and tests were
diluted in mineral oil in order to reach a vapour partial pressure of 10 Pa (Limonene + (Lim;
CAS : 5989-27-5; 1.6% dilution for 1 Pa vapor), Cis-3-hexanol (Cis3; CAS: 928-96-1; 2.4%
dilution for 1 Pa vapor), B-caryophyllene (Caryo; CAS: 110-87-44, 336.4% dilution for 1 Pa
vapor), 2-Dodecanone (Dodec; CAS: 66-25-1, 0.2% dilution for 1 Pa vapor).
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Figure 1. Time course of the experiment. Mice were subjected to an olfactory enrichment twice daily during
10 days. The OpenField test was scheduled the day after the end of olfactory enrichment and the black white
box test the day after. Animals were sacrificed one hour after the end of the Black/White box session. NO: no
odor; Lim: Limonene +; Cis3: Cis-3-hexenol; Bcaryo: B-caryophyllene; Dodec: 2-Dodecanone.

OpenfField test

The OpenField (Bright 50 cm x 50 cm uncovered walled arena) was used to study anxiety-like
behavior (45). Each trial started when the mouse was placed in the right lower corner of the
clear arena. Mice were free to explore the arena during 5 min during which their behavior was
video-monitored using the custom-made Volcan motion-tracking software (46,47). Each
mouse was tested once in the OpenField. In between mice, the apparatus was cleaned with
alcohol. We examined the number of entries in the centre delimited at 8 cm from each edge
of the arena in mice enriched with Lim (n=9), Cis3 (n=9), Caryo (n=11), Dodec (n=9) and non-
enriched (n=12). An increase of this number of entries is an index of a lower level of anxiety-
like behavior. The number of entries was averaged across mice in a given experimental group
and expressed as a percentage of the no odor condition group (number of entries in
experimental group / number of entries in NO group *100). In addition, we recorded the

mouse average speed as a reflect of their motor activity using Volcan.

Black/White Box test

The Black/White Box (20 cm x 20 cm) is composed of two covered compartments of separated
by a black wall with an aperture (small door) in its centre (5 cm x 5 cm) to allow the mouse
accessing both compartments. The white compartment and has walls that are transparent and
opened to the light in the room. The other compartment is painted in black to make it dark.

Each trial started when the mouse was placed on the edge of the white compartment, facing
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the aperture. Mice were free to explore the two compartments during 5 min. A camera placed
above the white compartment allowed to automatically record the time spent in it using
Volcan software (46,47). Each mouse was tested once (Lim (n=14), Cis3 (n=25), Caryo (n=14),
Dodec (n=13) and non-enriched (n=12)), two days after the end of the enrichment period.
Between each trial, the apparatus was cleaned with alcohol. An increase of the time spent in
the white compared to the black compartment reflects a decrease of anxiety-like behavior.
The ratio of the time spent in the white compartment over the total time spent in the box was
averaged across mice of the experimental group and expressed as a percentage of the no odor
condition group (time spent in the white compartment in experimental group / time spent in

the white compartment in NO group *100).

Statistics
No statistical methods were used to predetermine sample sizes, but our sample sizes were

similar to those reported in previous publications (46,47). Data collection and animal
assignation to the various experimental groups were randomized. All statistical analyses were
performed using RStudio Team (2018) (RStudio: Integrated Development for R. RStudio, Inc.,
Boston, MA URL http://www.rstudio.com/.software). Kolmogorof Smirnof test was used to
assess the normality and variance was assessed using Bartlett test according to the data
distribution. We averaged and compared data of mice enriched with odorants known to have
positive hedonic value (Lim and Cis3) and data of mice enriched with odorants known to have
neutral hedonic value (Caryo and Dodec) (44) using similar statistical tests. For the openfield
and the Black/white box, the calculated index (percentage of time spent in the anxiogenic
areas in experimental groups compared to the No Odor group) was analysed by one sample t-
test for difference from 100% after normality checking using a Kolmogorof Smirnof test. A
score significantly different from 100% indicates that the odor enrichment influences the
mouse's anxiety-like behavior. Locomotor activity in the openfield was similarly tested for

difference from 100% (No odor control locomotor activity) by a one-sample t-test.

Behavioral assessment of odor attraction
Using a one hole-board apparatus, we assessed odor attraction of the 4 odorants used for the
enrichment (44,48,49). Odor attraction was measured in a new group of mice (n=23) using

odor investigation time. A polypropylene swab impregnated with 60 mL of odorant was placed
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at the bottom of the hole, under a grid covered with clean bedding. Animals were allowed to
explore freely each of the 4 odorants and were also tested in a no odor condition (60 mL of
mineral oil) for 2 min. As previously described, we used a computer-assisted one-hole-board
apparatus fitted with sensors to automatically monitor the duration of nose poking into the
central hole (44,49). Total duration of nose poking into the hole was used as a measure of
odor attraction. The bedding was replaced after each trial. Each animal was tested on one
odorant per day. Odorants were randomly presented and animals performed no more than 2
consecutive days of testing. After normality assessment using Kolmogorof Smirnof test,
ANOVA for repeated measures followed by permutation tests (1 000 000 permutations) were

used to assess odor hedonics.

Cell Analysis

Sacrifice. Five animals per group were randomly chosen for neuronal activity analysis. One
hour after the Black/White Box test, mice were injected with ketamine anaesthetic (100
mg/kg) and then sacrificed using euthasol (400mg/kg) and intracardiac perfusion of 50 ml of
fixative (PFA 4%, pH = 7.4). The 1-h delay has previously been shown to enable the expression
of c-Fos in response to odorant stimulation (50,51). The brains were removed, post-fixed
overnight, cryoprotected in sucrose (30%), frozen rapidly, and then stored at -20°C before
sectioning with a cryostat (14 um; 210 um intervals).

Immunohistochemistry. A rabbit anti-c-Fos primary antibody was used (1: 5000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and combined to biotinylated goat anti-rabbit (1:200;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Brain sections were then processed through an
avidin—biotin—peroxidase complex (ABC Elite Kit, Vector Laboratories). Following dehydration
in graded ethanol, sections were defatted in xylene and coverslipped in DPX (Fluka, Sigma).
Cellular Mapping. C-Fos immune-positive cells were quantified by using a mapping software
(Mercator, Exploranova, LaRochelle, France) coupled to a Zeiss microscope. We outlined the
external contour of each right side of the brain section manually, and we drew the inter-
hemispheric fissure in order to automatically align all brain sections along the dorsoventral
axis later on. Positive cells were then automatically counted. All experimental brains were
automatically registered into the Paxinos Atlas (« The mouse brain », Paxinos and Franklin’s,
4th edition) using a matching software (52). Using this software, each labelled c-Fos+ cell is

correctly located in the common Paxinos Atlas and is thus spatially assigned to one region or
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sub-region. We then selected 20 regions of the olfactory system (32) and regions that were
involved in the anxiety circuit (4) and extracted the density of labelled c-Fos positive cells in
these brain circuits (Figure 2).

Statistics. All statistical analyses were performed using RStudio Team (2018) (RStudio:
Integrated Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA URL
http://www.rstudio.com/.software). Kolmogorof Smirnof test and Bartlett test were used to
assess the normality and variance of c-fos-positive cell density respectively. Considering the

data distribution, non-parametric Kruskal Wallis tests were performed.

Anterior Posterior \

Ventral

OLFACTORY CIRCUIT A / ANKXIETY CIRCUIT \
ACo: Anterior Cortical Amygdala A24a: Anterior Cingulate Cortex area A24a Pa: Paraventricular Hypothalamic Nucleus
AOB: Accessory Olfactory Bulb A24b: Anterior Cingulate Cortex area A24b PBP: Parabrachial Nucleus
AON: Anterior Olfactory Nucleus A25: Infralimbic area A25 PLCo: Posterolateral Cortical Amygdaloid Area
0B: Olfactory Bulb A32: Prelimbic area A32 PV: Paraventricular Thalamic Nucleus
Ecx: Enthorinal Cortex Amyg: Amygdala ST: Bed Nucleus of the Stria Terminalis
Pir: Piriform Cortex Hipp: Hippocampus EpirN: Endopiriform Nucleus
Tub: Olfactory Tubercule InsulCx: Insular Cortex

Figure 2. Schematic localization and systemic classification of the 20 studied brain structures.

Functional connectivity analysis. Within each of the three experimental groups (Non-enriched,
enriched with pleasant odorants, enriched with neutral odorants), all pairwise correlations
between c-Fos densities in the 20 regions were determined by computing Pearson’s
correlations (totaling 190 correlations). These correlations reflect the co-variation of the
density of c-Fos positive cells in two regions across mice and are interpreted as functional
connections between these two regions (53-56). Each set of correlations was displayed as
color-coded correlation matrices using Matlab software (Mathworks, Natick, MA). In the
network graphs representing all significant correlations, each region is represented by a point
called a node. The size of the node represents the number of regions to which this node is
connected (degree). The lines between the regions represent the correlations. The thickness

of the lines the strength of the correlation.
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In order to evaluate how functional connectivity changed as a function of odor hedonic
enrichment, we calculated the percentage of significant correlations (p < 0.005 corresponding
to r 2 0.83, uncorrected for multiple comparisons) among the total number of all possible
correlations for each experimental group and used t-test for comparison of proportions. To
go further, we categorized our 20 regions into two major brain subdivisions (olfactory system
and anxiety circuit) and after similar calculation we compared again the percentage of

significant correlation between groups for each subregion.

Result

Odorants with positive hedonic value decrease anxiety-like behavior

The aim of the study was to investigate the neural basis of odor-reduced anxiety. We first
hypothesized that pleasant odorants will be more efficient to reduce anxiety than neutral
ones (16,17). Thus, in line with previous works, we selected 4 odorants, chosen to be
unfamiliar and with no particular biological significance, known to be attractive (Lim and Cis3)
or neutral (Bcaryo, Dodec) (44,49). We also had a control no-odor condition. We quantified
the duration of odor investigation as a measure for odor attraction and found that odorants
elicited diverse investigation times (Anova for repeated measures F(4,60)=2.67, p=0.04, Supp
Figure 1). We confirmed that Lim and Cis3 have a positive hedonic value compared to control
no odor (t-test Lim, p=0.024 and Cis, p=0.035 with permutation tests = 0.023 and 0.03
respectively for Lim and Cis3) (Supp Figure 1). No difference of investigation time was
retrieved between dodec (p=0.84), Caryo (p=0.44) and the no odor condition (Supp Figure 1).

When pleasant odorants were averaged and compared to neutral and no odor condition, we

Investigationtime {sec)
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Figure 3. Mice displayed various levels of attraction for odorants. Investigation time was measured for 4
odorants (+Limonene, Lim; Cis-3-hexenol, Cis3; Caryophyllene, Caryo and Dodecanol, Dodec) and a control no
odorant condition (NO). The level of investigation time was higher in response to odorants known to be
pleasant (Lim, Cis3) compared to NO condition. This was not the case for odorants known to be neutral (Caryo,
Dodec). Bars represent means of individual data points + SEM. *: p<0.05.
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confirmed a group effect (Anova, F(2, 44)=7.4190, p=0.00167) with a higher level of attraction
for pleasant (attractive) odorants compared to NO condition (t-test p=0.01; permutation test
p=0.01; Figure 3). This is not retrieved when neutral odorants were averaged and compared

to NO condition (t-test p=0.63; Figure 3).

We then tested the level of anxiety using first the OpenField in pleasant versus neutral odor
enriched groups. The group of mice enriched with pleasant odorants performed more entries
in the centre of the OpenField leading to a higher score compared to control no-odor group
(p=0.0007; Figure 4A and Supp Figure 2A). This result is not retrieved for neutral odorant
enriched group (p=0.51; Figure 4A and Supp Figure 2A). This result was confirmed using the
Black/White Box. Indeed, the group of mice enriched with pleasant but not neutral odorants
spent more time in the white compartment compared to control no odor group (Pleasant:
p<0.0001; Neutral: p=0.79; Figure 4B and Supp Figure 2B). These results indicate that, the
level of anxiety differs based on hedonic value of the odorant used for the enrichment and the
test and that pleasant odorants reduced anxiety-like behavior.

To ensure that this effect was not due to changes in locomotor activity, we assessed the
average speed and covered distance of animals in the OpenField for the different groups and
found no difference between enriched groups and no-odor condition (Neutral: p = 0.23 and
p=0.94; Pleasant: p = 0.11 and p=0.98 for respectively average speed and covered distance;

Figure 4C and D and Supp Figure 2C and D).
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Figure 4. Anxiety-like behavior results. A. Results from the Openfield test. Enrichment pleasant
odorants but not neural ones increased the number of entries in the centre of the OpenField compared
to control non-enriched animals. B. Results from the Black White Box test. Enrichment with pleasant
odorants but not neutral ones increased the time spent in the light compartment of the Black White
Box compared to control non-enriched animals. C. Enrichment using neutral or pleasant odorants has
no effect on the average speed of mice. D. Enrichment using neutral or pleasant odorants has no effect
on the average distance travelled per mice. Bars represent means of individual data points + SEM. ***:
p<0.001.
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Brain activation pattern and network analysis

Neuronal activity was assessed in the three experimental groups (non-odor, enriched with
pleasant odorant, enriched with neutral odorant) using the quantification of c-Fos expression
after precise and automatic assignment of labelled cells to a brain structure (49,52). This
method permits between group comparisons. We first measured the density of activated (c-
Fos positive) neurons in 20 brain regions selected for their involvement in olfactory and
emotional information processing in the three experimental groups. Our results showed that
c-Fos positive cell density differed between brain regions (brain regions effect Kruskal-Wallis:
H(19, N=440) =181.7076 p<0.0001) with no difference between groups (group effect, Kruskal-
Wallis : H ( 2, N= 440) =4,692376 p=0.095) (Figure 5). Similarly, no group effect was retrieved
when analysing the mean density of c-Fos in individual sub-regions (F(22,38)=0.5729, p=0.56)
nor in the 20 brain structures when averaged (F(2, 19)=0.25, p=0.77; Supp Figure 3A-B). This
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Figure 5. Density of c-Fos positive cells assessed in the 20 brain structures involved in olfactory and
emotional information processing. Error bars represent the standard error of the mean. An effect of brain
structure but not experimental group was observed indicating that the density of cFos-positive cells was
similar between groups. Bars represent means of individual data points + SEM.
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suggests that the observed modulation of anxiety level using odor enrichment did not change
the mean level of brain activity.

We then searched for modifications of brain connectivity because changes in emotional
behavior is thought to involve the activation of multiple brain regions (57-61). Therefore, we
examined how activity co-varied across regions (correlations) between groups with different
level of anxiety evaluated during the black/white test. We thus generated for the three
experimental groups, correlation matrices including all correlations and network graphs

considering only highly significant correlations (Pearson’s r>0.83, P<0.005) (Figure 6A-C). In
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addition, correlation matrices and network graphs for each experimental group were
generated using either more (Pearson’s r>0.89, P<0.001) or less (Pearson’s r>0.79, P<0.01)
conservative thresholds in order to evaluate whether networks properties were stable across
a range of conditions (Supp Figure 4A-B).

Interestingly, mice enriched with odor, regardless of the hedonic value of the odorants
showed an increased connectivity compared to the control no odor group, indicating that odor
enrichment did influence brain connectivity during the test. Importantly, the hedonic value of
the enrichment odor also influenced changes in connectivity. Indeed, mice enriched with
pleasant odorants displayed higher connectivity than mice enriched with neutral odorants
(corrected t-test for comparisons of proportions, p=0.015 Figure 6Di). When looking at the
percentage of correlations in the olfactory versus the anxiety sub-systems, it appears that
while no difference was observed between experimental groups of the olfactory sub-circuit
(corrected t-test for comparisons of proportions, p>0.05 Figure 6Dii), the percentage of
connections of the sub-circuit of anxiety was significantly higher in pleasant compared to
neutral odor enriched group (corrected t-test for comparisons of proportions, p=0.016 Figure

6Diii).
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Figure 6. Enrichment specific functional connectivity in response to the Balck/White box test.

A. Color-coded matrice showing inter-regional correlations for cFos expression in the 20 selected brain
regions for the (Ai) No odor (Aii) neutral and (Aiii) pleasant odor groups. B. Color-coded matrice constructed
by thresholding inter-regional correlations with Pearson’s r>0.83, which correspond to significance level of
p<0.005 for the (Bi) No odor (Bii) neutral and (Biii) pleasant odor groups. C. Corresponding network graphs.
The node size is proportional to the number of connections (degree) and the weight of the connection is
proportional to the correlation strength. D. Percentage of significant correlations among all possible
correlations in each group for (Di) the entire analyzed network (Dii) the olfactory and (Diii) anxiety circuit.
Statistical analyses were assessed using bilateral corrected t-test for proportion. *p<0.05; **p<0.001;
***p<0.0001.

Our data suggest that odor-reduced anxiety is associated with enhanced coordinated
activation of the anxiety network. Interestingly, the PV, Pa and PICo were the brain structures
that showed the strongest changes in the number of connections in attractive compared to

neutral odor enriched mice (corrected one sample t-test for comparisons of proportions to
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0%, PV, p=0.002; Pa, p=0.01 and PICo, p=0.0.36; Figure 7A). Finally, we classified the brain
regions based on the number of their connections (degree) and found different patterns
between the 3 experimental groups (Chi Square Homogeneity test p=0.000052; Figure 7B).
The control group showed a majority of brain regions (or nodes) with degrees <8 (Figure 7Bi),
the group enriched with pleasant odorant showed a majority of nodes with degrees >12
degrees; Figure 7Biii) and the neutral group showed an intermediate pattern with an even
distribution of degrees (Figure 7Bii).

Altogether these results indicate that odor-driven decrease in anxiety induced changes in

functional connectivity, with an increased network coordination.
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Figure 7. Network organisation in the different experimental groups.
A. Percentage of connection change for each structure between neutral and pleasant group. B.
Histogram showing degree distribution for the olfactory and anxiety network corresponding to (Ai) No
odor group, (Aii) neutral group and (Aiii) pleasant group.
Discussion
Here, we used cell mapping and functional connectivity analysis to investigate the neural
network engaged in odor-reduced anxiety-like behavior in mice. In humans, Hummel and
collaborators originally described that olfactory enrichment or training improves olfactory
performance including threshold, discrimination and identification in patients with olfactory

loss from different etiologies (62). Odorant training also improves emotional functioning in

people with mild symptoms of depression (63,64) and has also the capacity to decrease
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anxiety-related feelings and behaviors in humans (23,65—71). Several studies using rodent
models have also successfully demonstrated odor-driven anxiolytic effects in a stressful
context (19,21,23-25,27) or in an animal model of anxiety (20). Interestingly, while the use of
odor enrichment or training to improve wellbeing on healthy individuals is widely spread in
our societies, discrepancies subsist possibly due to differences in term of nature of odor
composition, time of training or age of subjects between experiments regarding efficiency pf
such manipulations (63,72,73),In our study, we investigated the effect of olfactory enrichment
in mice with no emotional or olfactory deficits. To optimize the benefices of olfactory
enrichment, we assumed that odor hedonics was important in the determination of the
emotional effect and, thus, we hypothesized that odorants perceived as attractive would
induce positive moods in contrast to neutral ones (15—17). In accordance with this, we found
that the efficiency of odor enrichment on emotional behavior differed between these two
odor properties, with an anxiolytic effect observed only for pleasant odorants. These findings
highlight the importance of the choice of the odorants used for enrichment. To go further, this
choice could be even more personalized by considering individual variability and using
odorants that are the most pleasant for each individual.

A main characteristic of many regions identified in anxiety regulation is their close connection
to the regions involved in olfactory processing. The efficiency of odor-driven reduction in
anxiety may rely on these interactions between chemosensory processing and regions
involved in anxiety-related behaviors. A previous study revealed that different sub-regions of
the olfactory bulb, the first central relay of the olfactory information, are recruited based on
the hedonic value of odorants and these sub-regions exhibit different projection to (44). In
addition, the solicitation of the olfactory tubercle is also different in response to odorants with
different hedonic value (49). Our results showing that olfactory enrichment with pleasant but
not neutral odorants reduced the level of anxiety in mice suggest that pleasant odorants that
activate specific sub-circuits of the olfactory system may modulate more efficiently the anxiety
circuit than neutral ones, to reduce anxiety-like behavior.

Interestingly, the odor enrichment anxiolytic effect is not accompanied by an overall change
of brain activity even though some localized increases of c-Fos density (in the range of 15%)
were observed in the main and accessory olfactory bulb in enriched (mean = 0.036 + 0.0007)
compared to the control group (mean = 0.030 + 0.0001) which is in agreement with previous

studies (48). Nevertheless, the decreased anxiety observed following enrichment with
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pleasant odorants changed the neural network in a specific way increasing connectivity in the
analysed network, compared to control no odor and neutral odorant enriched animals, by.
This finding is consistent with studies in human reporting, that changes in anxiety can modify
connectivity between the olfactory and the emotional networks (74). Olfactory training was
also reported to extend functional connectivity in the olfactory networks (mostly that of the
piriform cortex) in patients suffering from olfactory loss (75). Here, we found that while some
substantial increase in the number of connections of the piriform cortex are observed in both
enriched groups, however, the main modulations of brain connectivity are retrieved in the
anxiety circuit. It should be noted that enrichment with neutral odorants, also increased, to a
lesser extent, correlations between structures of anxiety circuit. This increase could reflect the
activation by the passing of the test, while the difference between the neutral and the
attractive odorant group may be linked to the reduction in anxiety observed only in animals
enriched with pleasant odorants. This view is reinforced by the finding that some brain
structures saw their connectivity specifically enhanced in the group enriched with pleasant
odorant. Indeed, further analyses of connectivity indicated that the greater changes in the
number of connections in pleasant compared to neutral enriched mice occurred in Pa, PV and
PLCo. These three regions are involved in stress response and emotional regulations (76-82).
Neuroanatomical studies revealed that the PLCo, considered as the olfactory amygdala,
conveys chemosensory information and regulates odor-driven behaviors by receiving direct
projections from the olfactory bulb and projecting to the ventral striatum, in particular the
olfactory tubercle (83—85). The olfactory bulb and olfactory tubercle have been identified as
key regions coding pleasant odorants (44,49). Our results are in line with a previous study
showing changes in the resting state network based in odorant’s hedonic values and that
pleasant smell’s responses spread from the amygdala to the ventral striatum (86). Altogether,
the observed connectivity remodelling is likely to be a part of the neural signature of the
reduced anxiety by pleasant odorants enrichment. Further work is needed to investigate
whether this specificity of the anxiety circuit connectivity is specific to the treatment with
pleasant odorants or always observed when anxiety is reduced by other means.

Interestingly, the olfactory system was described with “small-world” properties, allowing
information processing in specialized circuits around highly connected hubs (87). Additionally,
a direct association was found between the degree of network segregation and specific

olfactory functions such as olfactory discrimination (84). Thus, enrichment with pleasant
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odorants in our study seems to reinforce the evidence for plasticity of the olfactory system
with both increased number of connections and highly-connected hubs enabling modulation
of odor-driven emotions.

In conclusion, our findings revealed that olfactory enrichment is an efficient strategy to
promote wellbeing. More particularly, we revealed that emotional behavior can be improved
by pleasant-odorant enrichment and that is built upon coordinated activation of specific

regions of the anxiety network.
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Supplementary figures
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Supp Figure 1. Mice displayed various levels of attraction for odorants. Investigation time was measured for
4 odorants (+Limonene, Lim; Cis-3-hexenol, Cis3; Caryophyllene, Caryo and Dodecanol, Dodec) and a control
no odorant condition (NO). A higher level of investigation time is observed in response to Lim and Cis3
compared to NO condition. This is not the case for Caryo and Dodec that show similar level of investigation
time. Bars represent means of individual data points + SEM. *: p<0.05.
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Supp Figure 2. Anxiety-like behavior results. A. Results from the Openfield test. Enrichment with Lim (p=0.02) and
Cis3 (p=0.01) increased the number of entries in the centre of the OpenField compared to control non-enriched
animals. This is not the case for Caryo (p=0.89) and Dodec (p=0.33). B. Results from the Black White Box test.
Enrichment with Lim (p<0.0001) and Cis3 (p<0.0001) increased the time spent in the light compartment compared to
control non-enriched animals. This is not the case for Caryo (p=0.98) and Dodec (p=0,83). C-D. Enrichment has no
effect on the average speed nor distance of mice for any odorants (Lim: p =0.41 and p=0,71; Cis3 p=0,81 and p =0.13;
Caryo: p = 0.24 and p=0,92; Dodec: p = 0.79 and p=0,64). Bars represent means of individual data points + SEM. *:
p<0.05, ***: p<0.001.
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Supp Figure 3. Density of cFos-positive cells assessed in A. the olfactory and emotional circuits. An effect of
sub-system was observed (F(1,38)=32.42, p<0.0001) with no group effect (F(2,38)=0.57, p=0.56) nor
interaction (F(2,38)=0.36, p=0.69) and B. in the 20 brain structures (F(2, 19)=0.25, p=0.77) processing for the
control no-odor, neutral and pleasant groups. Bars represent means of individual data points + SEM.
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Supp Figure 4. Functional connectivity with more or less conservative thresholds.

A. Color-coded matrice constructed by thresholding inter-regional correlations with Pearson’s r>0,79, which
correspond to significance level of p<0.01, for the (Ai) No odor (Aii) neutral and (Aiii) attractive odor groups
(up) and their corresponding network graphs (down). B. Color-coded matrice constructed by thresholding
inter-regional correlations with Pearson’s r>0,89, which correspond to significance level of p<0.001 for the (Bi)
No odor (Bii) neutral and (Biii) attractive odor groups (up) and their corresponding network graphs (down).
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Network organization based from different conservative thresholds. Percentage of

significant correlations among all possible correlations calculated from matrices constructed by thresholding
inter-regional correlations at p<0.01 (A) ou at p<0,0001 (B) for each group. Statistical analyses were assessed

using bilateral corrected t-test for proportion. *p<0.05; ***p<0.0001.
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Annexe 2: Measuring Hedonic Behaviors to Food Odors in Children
Measuring Hedonic Behaviors to Food Odors in Children

Morgane Dantec, Laura Chalenc,on, Marc The'venet, Ines Adrar,
Sylvie Baudino, Nathalie Mandairon, and Moustafa Bensafi

Abstract

Olfaction is crucial for the hedonic appreciation of food. However, measuring hedonic value of food odors
remains a challenge, especially in young children or in individuals with altered verbal abilities. The protocol
described in this chapter consists of a method adapted to children and people with limited verbal abilities, and
which combines subjective measures of the hedonic value of odors with the analysis of motor behavior in
response to odors. This protocol provides a way to study the perception of hedonic value of smell for non-verbal
population and allows studying the motivational components of smells.

Key words Olfaction, Food smell, Hedonic value, Subjective measurement, Behavioral response

1. Introduction

Olfaction plays a key role in the emotional food experience: odors can
signal the presence of edible food even before it is visually
recognizable and they can also signal the spoliation of food [1]. Since
food flavor comes from the integration of olfactory, gustatory, and
trigeminal sensations and that 80% of flavor perception may actually
rely on olfaction [2], losing the sense of smell has significant impact
on food behavior [3, 4].

Besides its link with food perception and behavior, olfaction has a
special link with emotions. Experiments using verbal description of
odors revealed that hedonic value is the first dimension used to
categorize smells [5-8]. At the anatomical level, smells recruit
olfactory areas (see [9] for a review) but also emotional areas [9-12]
and the reward system [13].

Scientists in the field have long tried to develop the most reliable
methods of measuring these hedonic responses to food and non-food
odors. A direct approach to measure odor hedonic
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value consists of asking participants to evaluate pleasantness on visual
scales [14]. These subjective ratings and declarative data are
informative, but can be biased by differential use of the rating scale
across participants because it relies on participant’s subjective rating.
Furthermore, this method limits the study of odors’ hedonic value to
participants with fluent verbal and reading abilities and thus does not
include all young children with or without pathological conditions.
Other methods have been investigated to measure hedonic value
including electrodermal activity [15, 16], heart rate recording [15, 17],
or motor nasal exploration of odorants [18]. These methods provide
more objective measures of hedonic value but require placing sensors
in contact with participants’ bodies and/or faces and thus could
hamper participants in their hedonic perception of odors. In other
words, exploring hedonic responses to food and non-food odorants in
an unbiased way, and especially in children, remains a methodological
challenge. Moreover, progress has been made in past decades in
understanding the neural basis of the reward system. New studies
brought evidence to disentangle reward and affective response to
stimuli with a distinction between the hedonic value (liking) and the
incentive salience (wanting) of a stimulus [19]. This distinction needs
to be taken into account in the study of the emotional response to
smells.

Here, we present a protocol aimed at investigating hedonic
responses and motivated behaviors to food odorants in children that
circumvents the above issues. This protocol was first developed for
adults and has been published in a dedicated paper [20]. We present
in this chapter an adaptation of the same protocol for children aged
3-17 years. The protocol combines subjective evaluations of hedonic
(odor liking) and motivational value of odorants (odor wanting), with
implicit analysis of motor exploratory behavior of odorants. As the
protocol is based on video analysis of behavior during olfactory
exploration and does not require any sensors positioned on the
participant’s body or face, it is particularly well suited for children. The
sections below outline the materials needed for this protocol and the
procedure to follow when studying children.

2. Materials
2.1 Olfactory Stimuli

1. Selection of stimuli. The list of food odorants presented here is
only an example (see Note 1). A total of six food olfactory stimuli
are used: two monomolecular odorants and four aromas. The two
monomolecular odorants are cis-3-hexenol (CID 5281167, “grass”
odor) and butanoic acid (CID 264, “butter,” or “cheese” odor). The
four aromas include chocolate, mint, lemon, cotton candy
(respective references: CH-L1, ME-120,
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2.2 Flask Support

2.3 Video Camera
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Cl-08, BP-13; “La maison des chefs”, Cannes la Bocca, France).
Another aroma is used as a training stimulus: strawberry (FR-466,
“La maison des chefs,” Cannes la Bocca,
France).

. Preparation of stimuli. For each stimulus, 5 mL of odorous

solutions is put in an opaque flask of 15 mL (opening diameter 1.7
cm, height 5.8 cm) (see Note 2). Preparation should take place
under a hood and with gloves to be changed between each
stimulus to avoid contamination between odorants. For cis-3-
hexenol solution, add odorless mineral oil with a micropipette in
the flask, and then using a new pipette tip, add 60 uL of pure cis-
3-hexenol to reach a total volume of 5 mL. Mix the solution with
a vortex for at least 30 s. Then, put a porous polypropylene
absorbent paper (3 cm x 7 cm; 3 M, Valley, NE, USA) into the flask
(see Note 3). For butanoic acid solution, add odorless mineral oil
with a micro-pipette in the flask, then 5.5 pL of pure butanoic acid,
and follow the same procedure as for cis-3-hexenol (vortex and
polypropylene paper). For the four aromas, put 5 mL of each
aroma in a flask, then mix it with a vortex, and put a porous
polypropylene absorbent paper (the same dimension as for the
other solutions).

3. Each flask is then closed with a black plastic cap.

. Each solution is numbered with a 3-digit number printed on a

white sticker stuck on the flask. Digit numbers are chosen
randomly. The experimenter has a file with the identification key
of each odorant.

. Some children, depending on their age and/or developmental

particularities, may put the flasks in their mouths or have
difficulty holding them. To homogenize the olfactory exploration
between these different subpopulations of children, and to allow
a better grip of the flask, a cardboard box holder that meets these
constraints can be used.

2. Cardboard holder dimensions: 20*20*5 cm (Fig. 1).

. Make a small hole with scissors of the size of the flask in the

center of the cardboard holder (10 cm from the edge).

. Cover the box with plain and neutral-colored paper. Then, cover

it with plastic protection to make it waterproof and cleanable to
avoid odor contamination.

. A standard camera with a minimum resolution of (1280 x 720

pixels) is used to record participant exploratory behavior (24
images/s). The camera is placed at 1 m on the side of the
participants, in order to see the participant’s profile (see Note 4).
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Fig. 1 Cardboard box holding the odors

2.4 Subjective
Measures

2. The field of the camera must be wide enough to see the flask on

the table, and the back, shoulders, and head of the participant
when approaching the flask or moving back.

1. As young children may vary in their verbal and reading abilities,

the material used to measure subjective evaluations of odors is
adapted. In the present protocol, subjective evaluations consist of
two types of tasks: odor-liking task and wanting task. If one wants
to relate liking/wanting responses with the ability of the children
to identify the odors, one can propose an odor identification task.

. Liking/wanting task: In these tasks, children answer yes or no to

the question “Do you like this odor?” (Liking question) and to the
question “Do you want to smell this odor again?” (Wanting
question). For these questions, non-verbal children can provide
an answer with pictograms: the green smiling face for a yes (I like/I
want), or the red unhappy face for a “no” (I dislike/I do not want)

(Fig. 2).

. Odor identification task (optional): a series of images is presented

to the children. For each odor, four images are proposed: one of
the pictures represents the odor source, and three pictures
represent distractors.
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Fig. 2 Pictogram to answer the yes/no questions. The green pictogram for means a “yes” answer, and
the red one means a “no” answer

Experimenter

Participant

X
Cross on

the table

Fig. 3 Setting up the material and the participant

3. Methods

3.1 The Experimental
Procedure

1. Information and consent forms. The protocol must be vali-
dated by an ethics committee for the protection of individuals and
conform to the Declaration of Helsinki. At the very beginning of
the session, children and parents are informed of the aim and
procedure of the experiment, and if the child and parents agree
to participate, the parents complete the consent form for
her/him. Then, they fill out the inclusion questionnaire (children
cannot participate if one of the non-inclusion criteria is met, see
Note 5).

Participant installation. The participant sits down in front of a
table and the experimenter sits in front of her/him. To ensure that
the child can smell the odors easily, the size of the chair and of
the table is adapted. The camera is put on the table, on the side
of the participant. A specific mark on the table enables the
experimenter to see where the odor cardboard has to be put
(Fig. 3).
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Once the installation is done, the experimenter turns the camera
on a few seconds before the beginning of the experimental
session.

To ensure that instructions are well understood by the child, the
firsttrialisatrainingtrial.Putthe“training” odor(ex.strawberry
inourcase)inthecardboardbox(seeNote6).Thepurposeofthe
practice trial is to familiarize the child with the test procedure.
The surprise effect with the discovery of the protocol can modify
the exploratory behavior of the child.

Put the box in front of the child (on the cross mark on the table)
for a training trial (see Note 7).

Ask the child to smell the odor: “You can smell the odor now.”
(onset of the trial) (see Note 8).

The child has a maximum of 10 s to smell the odor and can smell
the odor several times in the time window. After 10 s, the
cardboard box is removed. If the child is still smelling it, explain
that the time is up and ask the child to give the cardboard box
back. To analyze odor exploration behavior, it is important to
leave this phase of olfactory exploration completely free. During
these 10 s, participants are free to smell the odor as many times
as desired and for the desired duration. The child can approach
their body to the flask, or grab the box and bring the flask closer
to their nose.

After 10 s, remove the cardboard box.
Then, ask the child “Do you like this odor?” (Liking question).

Show the green and red pictograms. Explain to the child “Put your
finger on the green smiling face if you like the odor or put your
finger on the red unhappy face if you dislike the odor” (see Note
9).

Afterward, or after 1 min without any answer, ask the second
question “Do you want to smell this odor again?” (Wanting
question).

Again, show the green and red pictograms. Explain to the child
“Put your finger on the green smiling face if you want to smell the
odor again or put your finger on the red unhappy face if you do
not want to smell it again.”

If the participant says yes to the wanting question, present the
odorant again. If participant says no (or after smelling the odor a
second time), remove the cardboard box.

Then, let a resting period of 30 s to the child.

Present a new odorant, the first one of the six experimental trials.
Follow exactly the same procedure as for the training trial. Note
that the order of odor presentation is randomized between
participants.
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16. After the presentation of the six
different  stimuli, odorants are
presented again for the identification
task (optional). Instructions to the
children are as follows “Thank you for
your answers. Now, your next task will
be to smell each odor again, and to
identify it.”

17. Put the training odor in the cardboard
box, put it in front of the child, and ask
the child to smell it.

18. Show the four different images to the
child (see Note 10).

19. Ask the child “Put your finger on the
image that corresponds to the odor you
just smelled.” The odorant is left to the
child, who can smell it again if needed
to identify it.

20. Remove the cardboard box once the
child completed the task, or after 1 min
(see Note 11).

21. Allow 30 s of rest for the child.

22. Present a new odorant. The first one on
the list and follow the same procedure
as for the training odor (see Note 12).

23. At the end of the session, explain that
the test is over, thank the child, and
escort the child to her/his parents.

24. At the end of the experimental session,
remember to air the room.

For each odorant and each participant, videos are analyzed to extract
behavioral variables. Participant’s nose trajectory and top of the
flask’s trajectory are drawn manually with Volcan software (A2V
module) developed under LabView (National Instrument) [14, 21, 22].
These trajectories are then analyzed to extract motor behavior
gr‘ia'%les (see Note 13). For each odorant, children had the
opportunity to smell the odor several times in the 10-s time window.
A trajectory is drawn for each odor sampling, i.e., each time the
parti%ipant brought the flask closer than 5 cm from the nose and then
withrew it more than 5 cm from the nose (or each time they
appr’éached their nose closer than 5 cm from the flask). The trajectory

197



Hedonic Behaviors to Food Odors 198

drawing starts as soon as the participant begins to approach the odorant and ends when the
participant stops moving away from the odor. The step-by-step procedure to analyze the video

is developed below

) Mo $hm®m — — ™M

1. File format. If needed, the video file
should be converted with dedicated
software (e.g., VLC, from Videolan,
version 3.0.6) to switch from MP4 video
format to AVI format (WMV1 debit of
800 kb/s).

2. The video scale is calibrated by
measuring a distance in the video and in
real life (for example, the size of the
support or the flask).

Fig. 4 Drawing of trajectories of the nose (a) and the flask (b)

3. For a given participant and odorant, watch the entire videotape.

The analysis of the video begins when the experimenter asked the
participant to smell the odor (trial onset) (see Note 14). Report
the number of odor samplings. For each odor sampling, note the
exact moment when the participant began to approach the odor,
and when she/he ended moving away from the odor.

. Then, begin the drawing of the nose’s trajectory. Put a mark on

the participant’s tip of the nose by placing the mouse on the tip
of the nose and clicking. After clicking, the video moves to the
next recorded image (40 ms between each image). Click on the
top of the nose again. Repeat it until the participant approaches
and withdraws from the flask (Fig. 4). Then, save the trajectory
(see Note 15).
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5. If the participant smelled the odorant several times during the
trial, do a trajectory for each odor sampling. The first trajectory
stops when the participant ends up moving back from the flask (at
more than 5 cm) and the second one starts when he begins to
move forward again.

6. Then, do the trajectory for the top of the flask. As for the tip of
the nose, draw one trajectory per odor sampling. Trajectories for
the nose and the flask should have the same length (i.e., the same
number of points) and should begin at the exact same moment
on the video (when participants begin to approach the odor).

7. Based on tip of the nose and flask’s trajectories, the relative
distance between the tip of the nose and the top of the flask was
calculated to extract the following behavioral variables: (1) nasal
exploration duration (total period in which the nose remains
within a 5 cm-distance to the flask), (2) minimum

B __ Minimal
¥ distance

Bl Duration

Participant Participant
1. Nasal exploration duration 2. Minimal distance

Participant
5. Number of nasal explorations

Camera

B Approach a7 D\ ithdraw

speed I speed

Participant Participant
3. Approach speed 4. Withdraw speed

Fig. 5 Extracted behavioral variables from video analysis

distance between participant’s nose and the flask, (3) average
approach speed from the nose toward the flask, (4) average
withdraw speed of the nose from the flask, and (5) the number of
nasal explorations (i.e., number of time participants smelled the
odor at less than 5 cm of the nose) (see Fig. 5). A script coded in
MATLAB (MathWorks) extracts these variables into a dedicated
file (see Note 16).
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3.3 Statistical
Analysis
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. For odor liking and wanting, convert the yes/no data into binary

data (1 for yes, 0 for no). If the odor identification is performed,
convert each response into binary data (1 for correct response, 0
for incorrect response). Statistical tests depend on the
hypothesis, the number of odorants, and the number of subjects
(Fig. 6 illustrates an example of results).

For behavioral data (nasal exploration duration, minimum
distance, approach speed, withdraw speed, number of nasal
explorations) depending on the number of participants and
nature of data distribution (normality, etc.), inferential parametric
or non-parametric statistics can be used (Fig. 6 illustrates an
example of results).

Notes

1.

Protocol can be adapted to different odorants (e.g., other
monomolecular odorants or aromas, body odors, and naturally
smelling objects), but take care to standardize the perceived
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Fig. 6 Example of results from declarative data and behavioral data.
Results from declarative data (a) show that the odor of lemon was liked
by more participants (N = 12) than the cis-3-hexenol (liked by respectively
92% and 42% of participants, x3(1) = 11.0, p < 0.001), and the results of
the duration of nasal exploration (b) show that the lemon was also
explored significantly longer that the cis-3-hexenol (respectively, M = 6.2
+2.9andM=4.4%23,t[11] =-3.85, p = 0.003)

intensity of the odors if you are looking for the difference in
hedonic value and not intensity. The quantity of odorants can also
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be changed, but pay attention to habituation and olfactory fatigue
that could impair smell perception.

Dilutions vary across olfactory stimuli in order to control for
intensity differences.

The reasons for using polypropylene absorbent paper are
twofold: (1) optimize contact between air and solution, and so
the evaporation of volatile molecules and (2) avoid having a
liquid solution in the flask that could tip over or be drunk by
children. To put the paper into the flask, roll the paper thinly
lengthwise and insert it into the flask. If the paper is stuck in the
opening of the flask, gently tap the flask against the table, or
push the paper with a pipette tip into the flask with a light tap.
Be careful, the pipette tip should not touch the edges of the flask
or the solution, just the top of the paper, to avoid odor
contamination. Change pipette tip between each odorant.

It is possible to put a second camera in front of the participant
to record and analyze facial expressions.

To allow the child and the parents a cooling-off period, it is
recommended to inform them a few days before starting the
test. To be included in our study, the child had to have no allergy
to odors, no asthma, and be healthy on the day of the test (e.g.,
no stuffy nose or cough). Inclusion criteria are provided as
examples, but other criteria can be added depending on the
experiment and the target population.

For a study with an adult population, the flask can be put in front
of the participant without the use of a cardboard box.

Odorants are presented one after the other in a randomized
order. The order of odorant presentation for each participant is
set before the beginning of the first inclusion of participants.

For study with children with autism spectrum disorder (ASD),
guestions are asked by a familiar adult, like a parent, a teacher,
or an educator. Children with ASD can be disturbed by a change
in their environment. To avoid inducing disturbances, (1) the
experimenter should stay with the child for days before the
experimental session in order to familiarize her/him with the
experimenter, (2) the experimental session is performed in a
familiar place (e.g., usual classroom), and (3) questions are asked
by their usual teacher/educator (see [22] for further discussion
on this point).

For children and adults with verbal abilities, they can respond
verbally without the use of pictograms. It is also possible to use
a visual scale to evaluate liking and wanting to improve rating
accuracy.
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For children and adults with verbal abilities, it is possible to
provide a list of words with four choices for the odor
identification task (one correct answer and three distractors).

Do not forget to record the answer.

You may follow the same order of presentation of odors as for
the liking/wanting evaluation phase, but you can also use a
different one if it is needed.

Other software is available in the market.
The training trial is recorded but not analyzed.

To avoid any confusion in the data, name your trajectory with
the participant’s code, odorant’s code, number of trajectories
(first one, a second one, etc.), and if it is the nose or flask
trajectory.

The variables listed here are those that were used to analyze
odor exploration behavior in this experiment. Other variables
such as the maximum speed of approach or withdrawal, or the
maximum distance between the nose and the flask can also be
extracted and analyzed [21].
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