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1 Introduction

Les thématiques de recherche de 1'équipe Arch-E' de I'RHS? d'Angers gravitent autour
de la compréhension de la régulation du débourrement et de son impact sur l'architecture du
rosier. En tant qu'équipe pluridisciplinaire, de nombreuses compétences sont mises a
contribution, telles que [I'élaboration de méthodes santardisées de phénotypage en plante
entiere, l'analyse de l'interaction entre le génotype et l'environnement dans le déterminisme
de la plasticité architecturale face aux contraintes environnementales, 1'analyse moléculaire
des voies de signalisation qui régulent la stimulation du débourrement par la lumicre, ou
encore la modélisation informatique du processus de débourrement.

La présente étude s'inscrit dans la continuité des travaux encadrés par M™ Huché-
Thélier, qui étudie les conséquences dune période de restriction hydrique sur le
débourrement des bourgeons axillaires de jeunes rosiers. Ces travaux, dont les résultats ont
fait I'objet d'une publication récente (Demotes-Mainard et al., 2013), ont montré (1) qu'un
rosier subissant une restriction hydrique prolongée dans le temps présente une inhibition du
débourrement le long de la tige, tandis (2) qu'une réhydratation du susbtrat provoque a
l'inverse une stimulation importante du débourrement.

Ces résultats ont alors soulevé deux questions :

1. En quoi la dormance des bourgeons axillaires induite par la restriction hydrique est-
elle différente de la dormance classiquement observée avec la dominance apicale ?

2. Comment expliquer la stimulation du débourrement apres une réhydratation ?

La priorit¢é a ¢été d'apporter des éléments de réponse pour alimenter la premicre
problématique. Compte tenu des données de la littérature scientifique, et de certains résultats
récemment acquis par notre €quipe de recherche (Girault et al., 2010; Henry et al., 2011;
Rabot et al., 2012), nous avons orienté notre travail sur le dialogue qui pourrait exister entre
l'acide abscissique et les sucres solubles dans la régulation du débourrement en condition de
restriction hydrique.

Cet angle d'attaque de la problématique présentait I'avantage d'étudier un aspect novateur
de la régulation de la dormance, a travers la mise en évidence d'un éventuel role signal des
sucres sur cette régulation et des voies de signalisation spécifiques qui y sont associées.

" Arch-E, pour Architecture et Environnement
2 IRHS, pour Institut de Recherche en Horticulture et Semences
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2 Synthése bibliographique

2.1 L’'importance de I'architecture pour le végétal

L'architecture caulinaire d'une plante est un cliché a un instant donné de 1’agencement,
de la longueur, et du type — florifére ou non — de ses ramifications. Elle refleéte 1’équilibre
entre les facteurs de croissance et de développement endogénes a la plante, et les contraintes
exercées par son environnement proche (Barthélémy and Caraglio, 2007). L’architecture a
un impact primordial sur la qualit¢ des plantes. Ainsi le rendement maximal des grandes
cultures est intimement li¢ a la recherche d'un nombre optimal de ramifications : chez le blé
(Triticum aestivum), des talles trop nombreux augmenteront la compétition trophique entre
ceux-ci, diminuant alors le nombre d'épis formés et donc le rendement (Kebrom et al.,
2012) ; tandis que des talles trop peu nombreux ne permettent pas d’exploiter totalement ni
la fertilité du sol ni la luminosité. En vigne et verger, la maitrise de I’architecture des cultures
permet d’augmenter la productivité grace a une meilleure captation de la lumicre par la
canopée (Lauri et al., 2009; Thorp et al., 2011). Elle permet aussi chez le pommier (Malus x
domestica) de limiter I’infestation par les pucerons (Dysaphis plantaginea) en favorisant de
nombreux rameaux courts et peu vigoureux (Simon et al., 2012). Chez le rosier ornemental
(Rosa hybrida), plante modele pour 1’équipe Arch-E de 'IRHS, I’architecture détermine en
partie la qualité visuelle des plantes, et influe donc sur la préférence des consommateurs
(Boumaza et al., 2009, 2010). L'architecture caulinaire d'une plante résulte de la croissance et
du développement de tout ou partie de ses différents bourgeons axillaires. La compréhension
du fonctionnement des bourgeons axillaires a travers les processus de dormance et de
débourrement est ainsi l'une des clés majeures pour expliquer 1I’élaboration de 1’architecture
chez le végétal.

2.2 Le bourgeon axillaire chez le rosier

Un bourgeon axillaire de rosier est formé a partir d’un méristéme axillaire, qui produit
une tige non allongée portant des primordia a I’aisselle desquels se forment des méristémes
secondaires. L’ensemble de ces pi¢ces est recouverte par deux écailles protectrices (Figure 1)
(Girault et al., 2008). Le bourgeon axillaire de rosier est trigemmaire, c'est-a-dire qu’il
possede en réalité un bourgeon médian principal auquel sont accolés deux petits bourgeons
collatéraux (non visibles dans les plans des coupes de la Figure 1). C’est le bourgeon médian
qui débourre dans la grande majorité des cas chez le rosier, mais il se peut que les trois
bourgeons débourrent. Une fois le bourgeon axillaire formé, il débourre soit tout de suite et
forme un axe sylleptique, ou bien il entre dans un état de dormance et débourrera plus tard,
formant alors un axe proleptique (Barthélémy and Caraglio, 2007). Chez le rosier, la plupart
des bourgeons axillaires produisent des rameaux proleptiques, excepté en position apicale ou
quelques axes courts sylleptiques fleuris sont observés (Le Bris et al, 1998). Le
débourrement est un processus qui fait intervenir trois phases : la croissance des primordia,
I’¢longation de la tige préformée, et la production par le méristéme axillaire de nouveaux
primordia (Girault et al., 2008).




Primordium foliaire

Méristéme

Ebauche de tige

Figure 1. (A) Coupe transversale d’un bourgeon axillaire de rosier 3 jours aprés décapitation de ’apex. Le bourgeon
a déja initié son débourrement, les nouveaux primordia formés aprés la décapitation sont repérés par une astérisque. S,
écaille ; pl, primordium foliaire ; Barre = 250 um. (B) Coupe longitudinale d'un bourgeon axillaire de Rosa hybrida cv
'Radrazz'(Girault, 2009). La tige porte les primordia foliaires protégeant le méristéme. L’ensemble de ces piéces est
recouvert par des écailles protectrices. (Girault, 2009).

Un bourgeon qui est dormant n'est toutefois pas inactif. Au sein des bourgeons axillaires
dormants de pois (Pisum sativum), les cellules sont arrétées au stade G1 du cycle de division
cellulaire (Devitt and Stafstrom, 1995; Shimizu and Mori, 1998). Le bourgeon en état de
dormance est métaboliquement actif puisqu’il transforme des acides aminés radioactifs en
protéines a des taux similaires aux bourgeons en croissance (Stafstrom and Sussex, 1988),
bien que les fonctions des protéines synthétisées soient encore mal connues. Les génes
codant pour certaines de ces protéines sont utilisés en tant que marqueur de la dormance,
comme par exemple le géne Dormancy-associated (DRM1) (Stafstrom et al., 1998).

2.1 Larégulation du débourrement : un processus complexe

2.1.1 Débourrement : les principaux acteurs

Chez le rosier, le débourrement est préférentiecllement acrotone, si bien que les
bourgeons médians et basaux de la tige nécessitent pour pouvoir débourrer soit une
décapitation de ’axe (Le Bris et al., 1998), soit que les axes issus des bourgeons axillaires
les plus apicaux soient en fin de croissance. Néanmoins le gradient de débourrement du
rosier est largement conditionné par les facteurs environnementaux auxquels la plante est
soumise (Horvath et al.,, 2003). Cette réponse a I’environnement confeére aux végétaux
l'incroyable plasticité qui leur permet d'adapter leur morphologie a leurs milieux de vie, afin
de compenser leur immobilit¢ (Domagalska and Leyser, 2011). Cette malléabilit¢ a
I’environnement permet au rosier de modifier son profil de débourrement le long de la tige,
par exemple sous l'effet d'une carence azotée temporaire (Huché-Thélier et al., 2011), de
stimulations mécaniques répétées sur la tige en croissance (Morel et al., 2012), d'une
restriction hydrique temporaire ou d'une limitation de I’intensité lumineuse appliquées durant
le développement de la tige principale (Demotes-Mainard et al., 2013).

La régulation du débourrement fait 1'objet depuis trés longtemps de nombreuses
recherches, la plupart des travaux se concentrant sur le role des hormones. Il y a un peu plus
de 50 ans, on découvrait que la synthése d’auxines par I’apex des tiges en phase de
croissance exerce une action inhibitrice sur le débourrement des bourgeons axillaires (Skoog




and Thimann, 1934; Thimann and Skoog, 1933). Quelques décennies plus tard on remarquait
que son transport est strictement basipéte (Morris, 1977) et que son action sur le bourgeon
est indirecte (Prasad et al., 1993). On sait aujourd’hui que ’auxine est principalement
produite dans I’apex des tiges au niveau des jeunes feuilles (Ljung et al., 2001) et qu’elle est
transportée dans le flux polarisé de transport d’auxine (PATS pour polar auxin transport
stream) grace aux protéines PIN-FORMED (PIN), dont la polarisation en position basale des
cellules du parenchyme xylémien est stimulée par ’auxine elle-méme (Domagalska and
Leyser, 2011, Review). Il y a aujourd'hui deux théories, non exclusives, quant au mécanisme
de I’action inhibitrice de 1’auxine.

La premicre théorie stipule que le bourgeon dormant a un besoin absolu d’exporter son
propre pool d'auxine vers la tige pour étre capable de débourrer, et que cet export n’est
possible que si la force puit auxinique de la tige est suffisamment €levée, ce qui n’est pas le
cas lorsque de l’auxine produite par 1’apex y circule (Domagalska and Leyser, 2011
Review). Ainsi chez des mutants max (more axillary growth) d’Arabidopsis thaliana au
phénotype hyper-ramifié, les bourgeons axillaires ont des quantités de protéines PIN et un
flux auxinique plus importants que chez le phénotype sauvage (Domagalska and Leyser,
2011). Or en restaurant le PATS des mutants max au méme niveau que celui du phénotype
sauvage, la ramification est de nouveau inhibée (Bennett et al., 2006). Il a ¢galement été
montré que la concentration en auxine des bourgeons diminue rapidement lors de la levée de
dormance par rapport aux bourgeons maintenus dormants (Balla et al., 2011).

La seconde théorie suppose 1’existence d’un second messager, au transport acropete et
dont la synthése est régulée par 1’auxine. Cette théorie est notamment appuyée par le fait que
I’auxine réprime I’expression dans la tige des génes ISOPENTENYLTRANSFERASEI et
ISOPENTENYLTRANSFERASE? (IPTs) de biosynthése d’une enzyme importante de la voie
de biosynthése des cytokinines (Tanaka et al., 2006). L'auxine stimule ¢galement
I’expression des genes CYTOKININ OXIDASE 2 (CKX2) de catabolisme des cytokinines
(Shimizu-Sato et al., 2009). Les cytokinines sont actuellement les seules hormones capables
de déclencher le débourrement des bourgeons axillaires, méme en présence d’auxine
(Domagalska and Leyser, 2011). Leur synthése locale dans la tige puis leur transport vers le
bourgeon axillaire permet de déclencher son débourrement (Muller and Leyser, 2011,
Review). Par ailleurs 'auxine stimule 1’expression des génes MAX3 et MAX4 de biosynthése
des strigolactones (Domagalska and Leyser, 2011, Review), une famille d’hormones au
transport acropéte et capables d'inhiber le débourrement en présence d'auxine (Gomez-
Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008), notamment en diminuant le transport d’auxine via
la dépolarisation des protéines PIN1 du PATS, sous le contrdle du géne MAX2 (Crawford et
al., 2010).

Si les hormones jouent clairement un réle important pour réguler le débourrement, de
plus en plus de travaux récents montrent que les sucres interviennent dans certaines voies de
signalisation. Certains sucres auraient notamment pour réle d’informer la plante sur les
quantités de réserves disponibles afin qu'elle ajuste en conséquence son activité
physiologique (Eveland and Jackson, 2011; O’Hara et al., 2012; Rolland et al., 2006 Review;
Ruan, 2012; Ruan et al., 2010; Smeekens et al., 2010). Le bourgeon axillaire qui débourre est
un organe hétérotrophe, qui requiert beaucoup d’énergie et de carbone pour croitre pendant
les phases précoces du débourrement, avant qu’il ne devienne autotrophe. Lorsque le
bourgeon débourre, sa force puit pour les sucres augmente (Bonhomme et al., 2010;
Decourteix et al., 2008; Le Hir et al., 2005) et permet un apport massif et régulier de sucres
pour assurer sa croissance. C'est notamment le cas chez le rosier ou un import massif de




saccharose vers le bourgeon accompagne son débourrement (Girault et al., 2010). Une partie
de ces sucres provient de la remobilisation des réserves de la tige a proximité du bourgeon
(Henry et al., 2011), comme cela avait déja été observé chez Juglans regia (Decourteix et al.,
2008).

Cependant plusieurs arguments montrent que les sucres agissent aussi en tant que
signaux dans le débourrement. Lorsque des nceuds de rosiers sont cultivés in-vitro sur des
milieux enrichi en fructose, saccharose ou glucose, les bourgeons débourrent (Rabot et al.,
2012). Si le saccharose ou le fructose est remplacé par du palatinose et du psicose, deux de
leurs analogues respectifs, les bourgeons débourrent également. Curieusement, ils sont
maintenus dormant lorsque le glucose est remplacé par son analogue non métabolisable, le
deoxyglucose. Ces expériences montrent que selon la nature du sucre présent, sa
métabolisation peut étre facultative pour déclencher le débourrement, sa seule présence étant
suffisante. Les sucres présents dans la tige ne se limitent donc pas a favoriser le
débourrement par leur apport énergétique, ils peuvent 1’autoriser ou l’interdire par leur
nature et probablement leur concentration, afin vraisemblablement de mieux coordonner le
développement de la plante a son état physiologique.

2.1.2 Les génes impliqués dans le contréle du débourrement

La recherche de génes intégrateurs qui commanderaient le débourrement en « résumant »
I’ensemble des signaux favorables ou défavorables a la sortie de dormance demeure un
véritable challenge, qui réserve de nombreuses applications en matiére de sélection variétale.
Le premier candidat sérieux a ce poste a été le géne 7B, découvert chez le mais (Zea mays)
a I’occasion d’une étude sur les conséquences de la sélection par ’homme d’architectures de
plants de mais peu ramifiés, et les modifications que cela a induit dans son génome
(Doebley et al., 1997). TBI posséde des orthologues chez le riz (Oryza sativa) (FCI)
(Takeda et al., 2003), le sorgho (Sorghum bicolor) (TB1), le pois (Pisum sativum) (BRCI), la
tomate (Lycopersicon aesculantum) et 1’arabette (Arabidopsis thaliana) (BRC1). BRCI1, FCI
et TB1 sont des geénes codant pour une protéine nucléique et sont exprimés au niveau des
bourgeons axillaires dormants (Aguilar-Martinez et al., 2007). Les mutants qui sous-
expriment BRC/ ont un phénotype hyper ramifié¢ (Aguilar-Martinez et al., 2007) (Figure 2),
tandis que les mutants sur-exprimant BRC/ ou ses orthologues présentent trés peu de
ramifications, tout en conservant pleinement le potentiel de croissance des bourgeons
(Takeda et al., 2003).




(D) Shoot phenotype of mature bre7-2, wild-type Columbia, and bre2-1 plants.

Figure 2. Phénotype hyper-ramifié de mutants (brcl et brc2) d’Arabidopsis thaliana qui sous-expriment BRCI1
(Aguilar Martinez et al., 2007).

De fait, ces génes sont capable d'intégrer de nombreux signaux influant le débourrement,
comme les auxines : chez Arabidopsis t. le mutant yccl hyper-producteur d’auxines et au
phénotype hypo-ramifié nécessite que le géne BRCI soit actif pour maintenir la dormance
des bourgeons axillaires (Aguilar-Martinez et al., 2007). Concernant les strigolactones,
l'apport exogeéne d'une strigolactone de synthése (GR24) chez des mutants de riz qui sous-
expriment F'C/ (donc au phénotype hyper-ramifi¢) ne permet ni de rétablir la dormance des
bourgeons ni de stimuler I’expression de F'CI, indiquant que ces genes sont nécessaires a
I'action inhibitrice du débourrement des strigolactones (Minakuchi et al., 2010). Enfin
I’application de benzylaminopurine (une cytokinine de synthése) provoque une diminution
nette de I’expression de FCI/ dans les bourgeons, de fagon strigolactone-indépendante
(Minakuchi et al., 2010). Comme un écho aux premiers travaux sur le réle signal des sucres,
des études récentes montrent des corrélations trés intéressantes entre BRCI, TBI et FCI et
des modifications du statut carboné des bourgeons. Chez le blé (Triticum aestivum), le
phénotype hypo-ramifi¢ des mutants tin corréle avec de faibles concentrations en saccharose
dans les bourgeons axillaires, avec une surexpression d’un geéne marqueur du déficit en
sucres et une sous-expression de geénes saccharose-inductibles, et enfin avec une
surexpression de 7B/ (Kebrom et al., 2012). Les auteurs font I’hypothese que la mobilisation
des sucres chez les mutants fin se fait davantage au profit de la tige par rapport aux
bourgeons, et que c’est la sous-alimentation carbonée du bourgeon qui réprime entre autres
les geénes impliqués dans la transition des cellules, ce qui bloquerait la multiplication
cellulaire et inhiberait le débourrement.

Les génes BRCI, TBI et FCI sont par ailleurs capables d'intégrer certains stimuli
environnementaux. L’expression de BRCI est ainsi corrélée positivement a la densité de
culture de plants d’Arabidopsis t. (Aguilar-Martinez et al., 2007). De facon similaire des
pieds de bl¢ cultivés avec un éclairage enrichi en rouge lointain (diminution du rapport
R:FR), connu pour inhiber le débourrement, stimule 1’expression de 7B/ (Kebrom et al.,
2010). 11 a été montré chez Arabidopsis que le géne BRCI est nécessaire a 1’inhibition du
débourrement provoqué par une baisse du rapport R:FR (Finlayson et al., 2010; Gonzalez-
Grandio et al., 2013).




Toutefois, des études récentes completent ces travaux et semblent indiquer que BRC! et
ses orthologues ne sont pas les intégrateurs finaux des signaux de dormance. En effet chez
des plants de blé mutants qui sous-expriment FC/, le débourrement est malgré tout d’autant
plus inhibé que la densité de culture augmente (Takeda et al., 2003). De facon similaire, des
bourgeons de plants décapités de sorgho (Sorghum bicolor) dont la dormance a été stimulée
par une défoliation ne présentent aucune augmentation de 1’expression de 7B/, alors que le
gene marqueur du débourement Dormancy-associated (DRMI) est surexprimé dans ces
bourgeons (Kebrom et al., 2010). DRM1 est un géne découvert chez des plants de fraises
mutants déficients en auxines, et qui a été identifié plus tard chez le pois (Pisum sativum)
(Stafstrom et al., 1998). Son role exact dans la dormance est questionné, mais son expression
est remarquablement bien corrélée a la dormance des bourgeons axillaires (Figure 3), bien
qu’il soit également exprimé dans certains tissus matures (Stafstrom et al., 1998). DRM]I
code une protéine de fonction inconnue et de petite taille — 14 kDA chez le chou chinois (Lee
et al., 2013) — et qui serait vraisemblablement exprimée au niveau du cytosol (Lee et al.,
2013).
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Fig. 23.3. Northern blot analysis of gene expression in pea axillary buds and other
organs. The rpl27 gene is preferentially expressed in growing axillary buds and in
other growing organs (root opices and elongating stems). PsDRM1 expression is much
greater in dormant axillary buds and in non-growing stems and roofs than in their
growing counterports. PsDRM2 mRNA accumulated preferentially in dormant buds but
was olso present in growing buds. (Adapted from Stofstrom et al., 19980.)

Figure 3. Expression de DRM1 dans un bourgeon axillaire de pois (Pisum sativum) décapité. Le statut du bourgeon (G,
growing ; D, dormant) est indiqué sous le nombre de jours écoulés depuis la décapitation.

DRM1 est par ailleurs sensiblement réprimé par certains sucres, puisque le saccharose, le
fructose et le glucose répriment son expression tandis que ce n’est pas le cas du turanose et
du mannitol (Gonzali et al., 2006). Ces éléments appuient 1I’hypothése que les sucres portent
un message qui induirait ou réprimerait le maintien en dormance des bourgeons axillaires
(Kebrom et al., 2012). Les études impliquant I’action d’hormones sur DRMI sont peu
nombreuses. Chez Arabidopsis, un mutant 35S :YUCCA, qui produit deux fois plus
d’auxines que le génotype sauvage, ne montre toutefois pas de différence dans I'expression
de DRM1 comme cela serait pourtant attendu (Finlayson, 2007). Cela peut laisser penser que
DRM]1 puisse étre impliqué dans la régulation du débourrement seulement sous certaines
conditions environnementales. Des plants de pois (Pisum sativum) traités a 1’acide
abscissique montrent quant a eux une augmentation des transcrits de DRM1 (Stafstrom,
2000), sans que cela n’ait été confirmé par ailleurs. Tous ces éléments, ainsi que des données
en cours de publication® obtenues par I’équipe Arch-E, laissent a penser que DRM1 est un
candidat sérieux au poste de contrdleur final de la dormance.

3 Travaux de M.Barbier et de M.Péron.




2.1.3 Restriction hydrique et écodormance : un enjeu pour
I'agriculture

Trois types de dormance peuvent affecter un bourgeon axillaire, simultanément ou non :
I’endodormance est définie comme la dormance induite par des facteurs endogeénes au
bourgeon, qui ne peut étre levée que par la soumission du bourgeon a certaines conditions
(besoin de froid, hydratation, etc.). La paradormance est la dormance qu’un organe de la
plante induit sur des bourgeons axillaires distants, comme c’est le cas avec la dormance
induite par I’apex via la production d’auxines. Enfin 1I’écodormance est provoquée par des
conditions environnementales défavorables qui poussent la plante a réduire son
développement pour mieux faire face au stress qu’elle subit.

L’inhibition du débourrement parfois observé pendant une restriction hydrique (Guo et
al., 2007) est un cas d’écodormance. La compréhension des mécanismes par lesquels une
restriction hydrique induit la dormance des bourgeons constitue un enjeu agricole important.
En effet a I’échelle mondiale, les stress causés par les sécheresses — qui associent des déficits
d'irrigation a des vagues de chaleur — sont les risques les plus fréquents pour les cultures
alimentaires. Les chutes de rendement causées par les stress hydriques sont d'autant plus
importantes lorsqu'ils surviennent pendant les phases précoces de reproduction, qui sont des
périodes décisives pour le rendement des cultures (Boyer and Westgate, 2004; Salter and
Goode, 1967).

Les plantes ont mis en place tout un arsenal de réponses pour faire face aux stress
hydriques : a I’échelle de la plante entiere les feuilles et les tiges sont raccourcies tandis que
la ramification du systéme racinaire est stimulée (Shao et al., 2008). La photosynthése et la
transpiration sont rapidement ralenties par la fermeture des stomates (Chaves, 1991), et la
plante stressée consacre une importante partie de son métabolisme a la production
d'osmolites et d'antioxydants (Shao et al., 2008). Le débourrement des bourgeons est
généralement retardé ou inhibé durant une période de restriction hydrique, comme c'est le cas
chez le chéne (Quercus robur) (Spiess et al., 2011), l'eucalyptus (Eucalyptus globulus)
(Osorio et al., 1998), la matricaire (Matricaria chamomile) (Razmjoo et al., 2008), le pécher
(Prunus persica) (Steinberg et al., 1990) ou encore le bl¢ (Triticum aestivum) (Keim and
Kronstad, 1981). Cependant des épisodes plus ou moins longs de restrictions hydriques
peuvent avoir un effet stimulateur sur le débourrement aprés un retour a des conditions
hydriques favorables, comme chez le rosier (Demotes-Mainard et al., 2013; Michonneau,
2002; Portemer, 2009) ou le chéne (Quercus robur) (Spiess et al., 2011).

Les processus adaptatifs mis en ceuvre par les plantes lors de stress abiotiques font
souvent intervenir 1’acide abscissique (ABA) (Sreenivasulu et al., 2012; Umezawa et al.,
2006). Cette hormone est synthétisée au niveau des chloroplastes (Umezawa et al., 2010) et
peut s’accumuler dans la plupart des organes de la plante, comme c'est le cas durant une
restriction hydrique (Dobra et al., 2010). L'éventail d’action de 'ABA est trés large puisqu'il
peut moduler 1'expression d'environ 10 % des geénes connus chez les plantes (Sreenivasulu et
al., 2012). L'ABA a d'abord été connu pour son réle dans la fermeture des stomates afin de
diminuer les pertes d’eau par transpiration, mais il est aussi capable par exemple d'affecter la
synthese et le stockage de protéines et de lipides (Sreenivasulu et al., 2012). Sa participation
a I’inhibition du débourrement durant une restriction hydrique est questionné depuis
longtemps. Il semble en effet que I'ABA ait un réle dans le maintien des bourgeons dans un
état de dormance, puisque des applications exogénes d'ABA permettent d'inhiber le
débourrement (Tamas et al., 1979; Tucker, 1978). De nombreuses études montrent une




corrélation entre la dormance des bourgeons et une élevation de leurs concentrations en ABA
(Destefano-Beltran et al., 2006; Emery, 1998; Gocal et al., 1991; Pearce et al., 1995; Ruttink
et al., 2007), ainsi qu'une augmentation de la transcription de génes inductibles par 'ABA
(Ruttink et al., 2007; Shimizu-Sato and Mori, 2001). Les connaissances actuelles sont
toutefois encore insuffisantes pour proposer une mode d'action précis de I'ABA sur la
dormance des bourgeons.

Chatfield et al (2000)bproposaient que I'ABA puisse agir en inhibant le transport
d'auxine, car l'application exogeéne d'ABA en position basale d'une tige améliore I'inhibition
auxinique du débourrement, alors que de 'ABA appliqué sur l'apex décapité d'une tige réduit
le potentiel inhibiteur de l'auxine (Chatfield et al., 2000). Ces résultats peuvent donc étre en
accord avec la théorie développée précédemment (partie 2.1.1) qui prévoit une nécessité
absolue pour le bourgeon axillaire d'exporter son pool d'auxine afin de pouvoir débourrer.
D'autres auteurs supposent que I'ABA pourrait agir en bloquant les divisions cellulaires au
sein des bourgeons via la stimulation des génes /CK (Wang et al., 1998). Le geéne /CK code
une protéine inhibitrice des génes CDK, ces derniers régulant certains cycles de division
cellulaire. Alors qu'aucune de ces hypotheses n'a été vérifiée, plusieurs ¢léments suggérent
de reconsidérer le role du géene DRMI dans l'induction de la dormance des bourgeons
axillaires par la restriction hydrique. Il a été montré que 'ABA peut stimuler 1'expression de
DRM1 chez le Pois (Stafstrom, 2000). Cela semble cohérent avec l'augmentation de
l'expression de DRM1 observée chez des plants de cacahuete (4rachis hypogaea) soumis a
une restriction hydrique modérée (Govind et al., 2009). Nous savons que DRM]I n'est pas
exprimé uniquement chez le bourgeon axillaire (Rae et al., 2013), mais sa remarquable
corrélation avec son statut (dormant/débourrement), ainsi que d'autres éléments issus des
travaux de recherche de notre équipe, laissent a penser qu'il est d'avantage qu'un simple
marqueur de la dormance.

Les changements hormonaux ne sont pas les seules explications envisageables pour
l'inhibition du débourrement durant un stress hydrique. Des plantes subissant une restriction
hydrique présentent souvent de fortes concentrations en carbone (Muller et al., 2011).
L'ABA n'est toutefois pas le signal qui induit I'accumulation de sucres : de jeunes plants de
soja en restriction hydrique ou bien traités avec ImM d'ABA présentent tous une inhibition
du débourrement ; mais seuls les plants en restriction hydrique montrent une accumulation
de sucres (Creelman et al., 1990). Cette accumulation des sucres peut s'expliquer par une
réduction de la photosynthése qui intervient plus tardivement que la réduction de la
croissance des organes, conduisant donc a une offre en carbone devenant supérieure a la
demande (Muller et al., 2011). Nous avons vu dans la partie précédente que le bourgeon est
capable de détecter les variations de concentrations en sucres de la tige voisine comme un
signal pour autoriser ou refuser le débourrement, et que le géne DRM1 est également réprimé
par la présence de certains sucres. Par ailleurs, la restriction hydrique peut conduire a une
répression des invertases vacuolaires, comme dans les feuilles de colza (Brassica napus)
(Miiller et al., 2010) ou dans les ovaires de mais (Zea mays) (Mc Laughlin and Boyer, 2004).
Les invertases sont des protéines qui dégradent le saccharose en fructose et glucose au
niveau des organes puits. Or les travaux de notre équipe montrent une bonne corrélation
entre l'augmentation de l'activit¢ d'une invertase vacuolaire dans le bourgeon et le
débourrement des bourgeons (Rabot et al., 2012). Cette méme ¢étude montre que le
saccharose et le fructose agissent en tant que signal pour stimuler l'expression de ces
invertases vacuolaires. Se pourrait-il alors que la restriction hydrique réprime l'expression
des invertases au niveau du bourgeon, le privant ainsi du bénéfice des réserves en sucres
formées dans la tige ? Face a ces ¢léments on ne peut pas exclure que les différentes




variations des concentrations en sucres durant une restriction hydrique puissent également
étre impliquées dans la régulation du débourrement.

I reste de nombreuses pistes a explorer pour mieux comprendre les voies moléculaires
impliquées dans la dormance des bourgeons. C'est notamment ce que souligne une review
récente s’intéressant aux fonctions probables des geénes de la famille DRMI/ARPs et qui
rappelle I'intérét de conduire des études incluant des stress biotiques et abiotiques pour
mieux comprendre leurs roles dans le maintien de la dormance (Rae et al., 2013).




3 Objectifs de I'étude

L'un des thémes de recherche fédérateurs de 1'équipe Arch-E est I'étude de la régulation
du débourrement. Des travaux de 1'équipe ont montré que des rosiers soumis a des régimes
d'irrigation particuliers présentent des phases d'inhibition puis de stimulation du
débourrement (Demotes-Mainard et al., 2013). Parmi les nombreuses questions que ces
phénotypes ont suscitées, celles qui nous ont particulierement intéressées en cohérence avec
les thématiques de recherche de 1’équipe Arch-E sont les suivantes :

X Quels sont les métabolites impliqués dans la dormance des bourgeons axillaires
durant une restriction hydrique ?

R Leurs voies de signalisation sont-elles similaires a celles impliquées dans la
dormance des bourgeons axillaires de plantes cultivées en confort hydrique ?

X Quelles sont les pistes pour expliquer la stimulation du débourrement aprés une
réhydratation ?

Etudier une voie de signalisation suppose que I’on s’intéresse a la fois aux métabolites
porteurs du signal, aux organes qui les synthétisent, aux genes que ces molécules activent ou
répriment, et aux rétrocontrdles possibles. L’étude que nous avons conduite durant la saison
2013 avait donc pour but de s’attaquer aux premicres étapes de cette démarche : caractériser
clairement un phénotype répétable en plante enticre, identifier les modifications
physiologiques présentant a priori un intérét pour les problématiques, notamment les teneurs
en sucres et en acide abscissique dans les bourgeons et la tige, et les mettre en relation avec
des variations d’expression de génes préalablement identifiés dans la bibliographie. Ces
premieres étapes ont été réalisées sur le modele de la plante enti¢re cultivée en serre. Dans
un deuxieme temps il est paru pertinent d’étudier le dialogue qui s’opérait entre 1’acide
abscissique et les sucres, et pour y parvenir ¢’est le modele du neeud cultivé in-vitro qui a été
utilisé. Ce modele a permis d'utiliser I'ABA et le saccharose a plusieurs concentrations et
ainsi de mieux caractériser I’effet de leur interaction sur le débourrement. Enfin il fallait
mener une réflexion sur de futures expérimentations qui permettront de comprendre plus
finement certains aspects de la dormance en situation de stress hydrique.




4 Matériel et méthodes

Au cours de ce stage de fin d'études, trois types d'expérimentations ont été conduites :

U Phénotypage de plantes entiéres cultivées en serre et soumises a des régimes
hydriques particuliers, avec un focus sur le débourrement des bourgeons végétatifs,

& Prélévements d'organes sur plantes cultivées sous différents régimes hydriques, pour
analyses de biochimie et de biologie moléculaire,

& Utilisation du modéle de neeud cultivé in vitro pour étudier plus finement le dialogue
entre I'ABA et le saccharose dans la modulation du débourrement

4.1 Impact de régimes hydriques particuliers sur des rosiers
cultivés en serre

4.1.1 Matériel végétal et conditions de culture

Des plants de Rosa hybrida cultivar ‘Radrazz’ (Knock out®) ont ét¢ multipliés par
bouturage a partir d’un lot de pieds meres de génotype identique. Les boutures ont été
prélevées dans la partie médiane des tiges des pieds méres, et mises a raciner dans des mottes
FERTIS (FERTIL, Le Syndicat, France) pour une durée de 4 a 5 semaines sous hygrométrie
saturante. Les boutures enracinées ont ensuite été empotées dans des containers de 0.5 litres
avec un substrat compos¢ de 70% de tourbe blonde, 20% de fibre de coco et 10% de perlite
(v/v/v). Les plants rempotés ont été élevés sous serre-verre a une densité d’environ 45
plantes/m?. Les températures consignes étaient de 20/18°C (diurne 16h / nocturne 8h),
I’hygrométrie moyenne a été maintenue autour de 70%. Un éclairage d’appoint a été fourni
par des lampes a vapeur de sodium (apport de 110 um.m™s") lorsque le rayonnement
photosynthétique actif (PAR) était inférieur a 112 um.m™s" pendant la période diurne. Les
plants ont été placés sur une tablette de culture de Sm? équipée d’un bac d’irrigation. La
solution nutritive était constituée a partir d’engrais Peter® Excels (1 g/l de solution) et
d’oligo-¢léments Kanieltra® (Hydro Agri, Oslo, Norway ; 0.1 ml/l de solution). Le pH était
maintenu entre 5.5 et 6.5 et I’¢électroconductivité autour de 1400 ms/m.

4.1.2 Traitements culturaux intéressants pour I'étude du
débourrement

IMPORTANT : la définition des stades phénologiques du développement de la tige ainsi
que des trois zones de la tige mentionnées ci-apres sont fournies respectivement en Annexe 1
et en Annexe 2.

4.1.2.1 Régimes d'irrigation

Dés que le bourgeon d'une bouture débourre, la plante est affectée a I'un des deux
régimes d'irrigation : confort ou restriction. Toutes les plantes sont fertirriguées en localisé
(1 goutteur par pot) et le pilotage de I’irrigation se fait a 1’aide de trois tensiometres par




tablette de culture. L’irrigation est déclenchée lorsque 2 des 3 tensiométres indiquent un
potentiel hydrique inférieur au seuil d'irrigation (Tableau 1).

Régime d'irrigation Seuil de potentiel hydrique mesuré dans le substrat pour Volume de solution nutritive apportée
déclencher l'irrigation (ml)

Confort -8 kPa 50+5 ml

Restriction -26 kPa 20+5 ml

Tableau 1.Consignes d'irrigation des rosiers.

Trois modalités sont alors définies pour le facteur « régime hydrique » (Figure 4) :
* les rosiers CC (Confort - Confort) sont cultivés constamment en confort hydrique

* les rosiers RC (Restriction - Confort) sont cultivés en restriction hydrique depuis le
débourrement de la bouture jusqu'au stade CPV de I'axe d'ordre 1. A CPYV les rosiers
sont complétement réhydratés par bassinage puis déplacés sur la tablette de culture
pilotée en confort hydrique.

* les rosiers RR (Restriction - Restriction) sont maintenus en restriction hydrique
depuis le débourrement de la bouture jusqu'a la fin de I'expérimentation

La Figure 4 résume l'application des régimes hydrique selon les stades phénologiques
des rosiers.
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Figure 4. Période d'application des régimes hydriques de confort (bleu) ou de restriction (gris clair). Les trois
modalités sont CC (Confort - Confort), RC (Restriction - Confort) et RR (Restriction - Restriction). Le stade CPV du bouton
floral correspond au moment ou 1’on distingue pour la premicre fois les couleurs des pétales. Les seuils de déclenchement
de I’irrigation sont respectivement de -8 kPa en régime Confort et de -26 kPa en régime restriction.
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4.1.2.2 Décapitation des tiges de rosiers

Dix rosiers de chacune des trois modalités du facteur « régime hydrique » (CC, RC, RR)
sont décapités au stade CPV de l'axe d'ordre 1. La décapitation se fait avec un scalpel en
coupant la tige 1 cm au dessus du bourgeon situé a l'aisselle de la premiere feuille médiane
(cf description des zones de l'axe d'ordre 1 en Annexe 2) en partant de la base de la tige
(Figure 5).

4.1.2.3 Inhibiteur de transport d'auxines

Vingt rosiers de la modalit¢ CC sont traités a l'acide 1-N-naphthylphthalamic (NPA)
(Figure 5), un inhibiteur de transport de l'auxine. Deux concentrations de NPA sont testées :
ImM et 10mM. Le NPA est préparé en dissolvant la poudre de NPA a chaud (50°C) et avec
agitation dans de I'é¢thanol 96 % (v/v), puis en versant cette solution dans de la lanoline
chauffée a 60°C au bain marie et en homogénéisant vivement et immédiatement. Le volume
d'éthanol présent dans la solution finale de lanoline est < 10 %. Ces essais étant des mises au
point préliminaires de protocole, il n'y a pas de témoins traités a la lanoline + éthanol sans




NPA. L'objectif est de trouver la dose minimale de NPA devant étre appliquée sur les rosiers
en confort pour permettre de lever l'inhibition des bourgeons axillaires basaux, afin d'étudier
ultérieurement 1'effet de I'application de NPA sur des rosiers en restriction hydrique.
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Figure 5. Zones (en rouge) de décapitation ou d'application d'un anneau de NPA 1mM ou 10mM. La zone
d'application est définie comme la portion de tige située au dessus de la troisi¢éme feuille foliolée basale, en comptant
a partir de la base de 1'axe d'ordre 1.

4.1.3 Méthode de phénotypage des rosiers cultivés en serre

Les effets de la restriction hydrique sur la morphologie du rosier buisson sont
caractérisés par des mesures de :

= longueur des folioles terminales de chacune des feuilles de l'axe d'ordre 1, cette
mesure corrélant trés fortement avec la surface de la feuille entiere (Demotes-
Mainard et al., 2009),

= diametre a la base de la tige de I'axe d'ordre 1,

= temps thermique nécessaire a l'atteinte des stades DEB, BFV, CPV, FE, FF (Voir la
description des stades phénologique en Annexe 1). La température de base du rosier
utilisée est de 2,1°C (Massot, 2007) et les temps thermiques moyens journaliers sont
calculés graces aux mesures relevées toutes les 30 minutes en serre.

4.1.3.1 Cinétique de débourrement : mesure de I'élongation des
bourgeons

Une attention toute particuliere est portée a 1'évolution du débourrement des bourgeons
portés par I'axe d'ordre 1. Trois fois par semaine, la longueur de chaque bourgeon (ou de
l'axe qu'il a formé) est mesurée et répertoriée en classes de longueur (arrét du suivi
d'¢longation au dela de 50mm).




4.1.3.2 Porométrie : mesure de la conductance stomatique

Des mesures de porométric de TO (CPV) a TO0+72h sont faites afin de suivre la
transpiration et son évolution sous l'effet de la réhydratation aprés une période de culture
sous restriction hydrique, a l'aide d'un poromeétre (modele AP4 DeltaT de Sol-Mesures,
France). Un porometre mesure la résistance stomatique, qui est corrélée au taux d’ouverture
des stomates. Son principe de fonctionnement est le suivant : une chambre est accolée contre
la face de la feuille & mesurer, puis un air dessiqué vient abaisser I'humidité de I’atmospheére
initiale de la chambre. La chambre est hermétique et les seuls échanges gazeux possibles
passent donc par les stomates de la feuille. L’appareil mesure alors le temps que met la
feuille pour faire augmenter de 2,3% I’humidité relative de I’atmospheére de la chambre. Ce
temps sera d’autant plus long que les stomates sont fermés et donc que la feuille transpire
peu. Deux mesures sont faites par plante, sur des feuilles totalement développées (sur la
deuxiéme et troisiéme feuille médiane a partir de I’apex de I’axe d’ordre 1).

4.1.4 Préléevements d'organes et analyses

Des échantillons de tiges et bourgeons sont prélevés a différents stades (Tableau 2). Les
organes prélevés sont récoltés dans des sachets en aluminium et immédiatement congelés
dans 1’azote liquide puis conservés au congélateur a -80°C. Les analyses envisagées sur les
¢chantillons sont précisées dans le Tableau 2.

Organe prélevé Traitement Stade de prélévement Analyses de biochimie Analyses de biologie moléculaire
envisagées envisagées
Bourgeons médians CC, RC, RR CPV Identification et dosage des BRCI1, DRM1, MAX2, IPT5,
sucres et des XERICO, ga2ox, YUCCA, TAA,
phytohormones PIN, VI1
Tiges médianes CC,RC,RR CPV Identification et dosage des BRCI1, DRM1, MAX2, IPT5,
. sucres et des phytohormones XERICO, ga2ox, YUCCA, TAA,
CPV+ljour PIN, VI1, CKX, MAX1/3/4,
CPV+2jours Suc2
CPV+3jours
CPV-+4jours
Feuilles médianes CC,RC,RR CPV Identification et dosage des Aucune
. acides aminés
CPV-+ljour
CPV+2jours
CPV+3jours
CPV-+4jours

Tableau 2. Analyses de laboratoire conduites sur les échantillons de rosier modéle "plante entiére”.

4.1.4.1 Analyses biochimiques

Le choix du laboratoire de sous-traitance des dosages biochimiques des bourgeons n'a
pas encore été arrété en raison de la faible quantité de matiére séche disponible, qui nécessite
des analyses fines. Les dosages biochimiques des tiges sont sous-traités au plateau technique
de profilage métabolique et métabolomique P2M2 basé a I'INRA de Rennes (France). Les
échantillons sont lyophilisés puis broyés finement a l'aide d'un broyeur a bille (tiges) ou d'un
broyeur a hélice (feuilles). Les analyses suivantes ont été commandées :




» ldentification et dosage des sucres et phytohormones sur entre-noeuds médians de
rosier

» Identification et dosage des acides aminés sur feuilles des métaméres médians de
rosier

Les trois modalités du facteur « régime hydrique » (CC, RC, RR) sont analysées, sur
une cinétique comprenant les points TO (CPV), TO+24 h, T0+48 h et TO+72h

4.1.4.2 Analyses de biologie moléculaire
* Extractions et purification des ARNs totaux

L'extraction des ARNs totaux d'un échantillon permet d'obtenir une « photographie » a
un instant donné des génes exprimés dans celui-ci. Les échantillons de tiges et de bourgeons
sont broyés trés finement au mortier dans de I’azote liquide, pour empécher les réactions de
biosynthése et de catabolisme. L’extraction des ARNs de bourgeon et de tige est réalisée
avec le kit Rn Easy de Qiagen (Qiagen, USA), en incluant I'étape de purification des ARNs
par un traitement a la DNAse. Le rendement des extractions est mesuré par un dosage au
NanoDrop (Thermo Fischer Scientific, USA).

* Reverse transcription

Les ADNc nécessaires aux qPCRs sont obtenus a partir des ARNs totaux extraits
précédemment, grace a la Super Script III RT et en suivant les indications du Kkit
SuperScript® Il Reverse Transcriptase de Invitrogen.

* Amorces utilisées et qPCRs

Toutes les amorces utilisées pour les qPCRs ont été préalablement obtenues par des
collegues de 1'équipe. Les qPCRs sont réalisées a l'université d'Angers au département
biologie.

4.2 Etude du dialogue entre I'ABA et le saccharose par le
modele des nceuds cultivés in-vitro

4.2.1 Mise en culture et suivi de croissance

De jeunes rosiers issus de boutures sont cultivés jusqu’au stade BFV de ’axe d’ordre 1,
en situation de confort hydrique. A ce stade aucun débourrement n’est encore observé le long
de I’axe. Le nceud correspondant a la premiere feuille médiane (en comptant a partir de la
base de la tige) bien développée est défoli¢ puis prélevé au scalpel dans de I’eau du robinet.
Les nceuds sont désinfectés pendant 30s dans de 1’éthanol a 70% (v/v) puis disposés en boite
de pétri (12cm x 12cm) sous hotte stérile a flux laminaire. Les milieux de culture sont de
type MS (Murashig and Skoog, 1962) et sont complétés par une gamme de saccharose et
d’acide abscissique (Tableau 3). Le saccharose est ajouté au milieu avant le passage a
I’autoclave, et I’ABA dissous dans I’acétone est ajouté sous hotte lors du coulage du milieu
en boite de pétri, en méme temps que 2.5ml/1 de PPM (plant preservative mixture, Plant Cell
Technology, USA). Pour les modalités de la gamme sans ABA, des témoins ont été¢ au
préalable réalisés avec une gamme d’acétone et ne montrent aucun effet de la présence
d'acétone sur la cinétique de débourrement (données équipe). Le transfert des noeuds en boite
de pétri est fait apres avoir creusé une fosse de 15mm de large sur I’une des médianes de la




boite de pétri, permettant ainsi de disposer 10 a 11 nceuds de telle sorte que chaque extrémité
de la tige touche 1’'une des moitiés du milieu de culture (Figure 6). Les boites de pétri sont
cultivées en phytotron sous un PAR de 120+10 umol.m™.s™ avec une photopériode diurne de
16 h et une température de 2311 °C.

Le suivi cinétique consiste a prendre toutes les 24 heures une photo des nceuds jusqu’a ce
que le dernier bourgeon de la boite qui ait commencé a débourrer soit ouvert (i.e. la feuille
s’écarte du reste du bourgeon). Une échelle sous la boite de pétri permet d’obtenir
I’évolution de la longueur de chaque bourgeon au cours du temps, grice au logiciel de
traitement d’Imagel] v1.47 (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html). Pour chaque nceud, une
modélisation de la croissance est faite jusqu’a la date ou le bourgeon s’ouvre, les mesures de
longueur postérieures perdant alors en fiabilité du fait du repliement des feuilles lorsqu'elles
sont en contact avec le couvercle de la boite de pétri.

[Saccharose] mM [ABA] pM
250 0
100 10
30 50
100
250

Tableau 3. Gamme de saccharose et d'acide abscissique utilisées pour enrichir les milieux MS. Chaque concentration
en saccharose a été testée avec chaque concentration en ABA, soit 18 milieux différents au total.

Figure 6. Culture des nceuds in-vitro. Les nceuds défeuillés sont disposés dans la fosse creusée dans chaque boite de pétri,
formant un pont entre chaque moitié¢ de gel du milieu de culture.

4.2.2 Analyse des données des cinétiques de débourrement des
noeuds cultivés in-vitro

Une cinétique de débourrement est tracée pour chaque bourgeon. On observe deux
phases de croissance pour les bourgeons qui débourrent : une premicre phase de croissance
lente (phasel), pendant laquelle le bourgeon gonfle progressivement, puis une phase de
croissance exponentielle (phase2) correspondant surtout a 1’ouverture progressive des
premicres feuilles. Chaque phase est modélisée par une régression linéaire de type Fpnasex (1)
= log(longueur). Trois variables sont extraites des cinétiques de débourrement : le taux de
débourrement (bud burst rate, %), la vitesse de débourrement (bud elongation rate, mm/day),
le délai avant débourrement (lag-time, days). Un bourgeon est considéré comme débourré
lorsque (1) sa vitesse de débourrement a atteint & un moment donné au moins la vitesse
d'élongation minimale de 1,12 mm/jour, et (2) que sa taille finale est au moins égale a deux
fois sa taille initiale. Le délai avant débourrement correspond au 7' qui résout Fppase(7) =
Fonase2(7) ; et le taux de débourrement calculé pour une boite de pétri est le rapport entre le
nombre de nceuds présentant un débourrement et la quantité de nceuds mis en culture. Des
tests bilatéraux de Student permettent de révéler les différences significatives. Cette
procédure d'analyse a ¢ét¢ développée et standardisée par Bertheloot et Barbier
(communication personnelle), membres de I'équipe Arch-E.




5 Résultats

5.1 Une restriction hydrique affecte le développement des
jeunes rosiers

La culture de rosiers en restriction hydrique ralentit significativement le développement
de l'axe d'ordre 1 : les rosiers RR en restriction prolongée demandent en moyenne +8,9 %
de degrés jours pour se développer du stade « débourrement de la bouture » au stade « fleur
fanée » (Figure 7). La réhydratation des rosiers RC au stade CPV ne leur permet de rattraper
que partiellement leur retard de développement, avec +6,9 % de degrés jours nécessaires
pour la méme période par rapport aux rosiers CC. La morphologie des rosiers RR et RC est
également modifiée par rapport aux rosiers CC: les mesures réalisées au stade CPV
montrent des réductions du diametre mesuré a la base de la tige (- 15%) (Tableau 4), ainsi
qu'une réduction des longueurs des folioles terminales des zones apicales (- 30%) et
médianes (-20%) (Tableau 4). En revanche aucune différence n'est constatée entre modalités
pour la longueur de la foliole terminale des feuilles de la zone basale.

Variable Position sur la tige

Longueur moyenne de la foliole terminale (mm) + Apicale 67,1 £3,0 (a) 44,1 £2,7 (b) 49,6 £2,3 (b)

erreur type (groupe statistique) Médiane 58,9+ 1,2 (a) 48,7+ 1,1 (b) 47,5+ 1,1 (b)
Basale 358+4.2 (a) 34,6 £3,8 (a) 38,4+0,7 (a)

Diamétre a la base de 1'axe d'ordre 1 au stade CPV 3,1+0,3 (a) 2,6 £0,3 (b) 2,7+0,2 (b)

Tableau 4. Conséquences de la restriction hydrique mesurées au stade CPV, sur la longueur des folioles terminales
des feuilles et sur le diamétre a la base de 1'axe d'ordre 1. CC, rosiers cultivés constamment en confort hydrique ; RR,
rosiers cultivés constamment en restriction hydrique ; RC, rosiers cultivés en restriction hydrique puis réhydratés au stade
CPV. Les lettres indiquent les différences significatives entre les modalités de régime d'irrigation, révélées par le test
bilatéral de Student. n= 10 plantes par modalité.

Ces modifications morphologiques sont accompagnées d'une réduction de la
transpiration foliaire : la conductance stomatique au stade CPV est réduite d'environ 70 %
pour les rosiers RC et RR par rapport aux rosiers CC (Figure 8 B). La réhydratation des
rosiers RC leur permet de diminuer leur déficit moyen de transpiration a seulement 37 %
tandis que les rosiers RR maintiennent un déficit de moyen de 66 %. L'é¢tude de la
corrélation entre la conductance stomatique et le rayonnement PAR montre que pour les
mesures réalisées entre le stade CPV et CPV+4 jours, la transpiration des rosiers CC est
relativement bien corrélée au PAR, alors qu'aucune corrélation au PAR n'est constatée pour
les rosiers RR et RC, malgré la réhydratation totale du substrat des rosiers RC (Figure 8 A).
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Figure 7. Conséquences de la restriction hydrique sur la cinétique de développement de 1'axe d'ordre 1. DEB,
débourrement de la bouture ; BFV, bouton floral visible ; CPV, couleur des pétales visible ; FE, fleur épanouie ; FF, fleur
fannée. CC, rosiers cultivés constamment en confort hydrique ; RR, rosiers cultivés constamment en restriction hydrique ;
RC, rosiers cultivés en restriction hydrique puis réhydratés au stade CPV. Les lettres indiquent les différences significatives
entre les modalités de régime d'irrigation, révélées par le test bilatéral de Student. n = 10 plantes par modalité.
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Figure 8. Suivi de la conductance stomatique des rosiers CC, RC, RR de T0=CPV a T+96h. (A) Relation entre le
rayonnement PAR et la conductance stomatique des rosiers, mesurés 1 fois par jour le matin pendant 4 jours aprés le stade
CPV ; (B) Evolution de la conductance stomatique et du PAR mesurés 1 fois par jour le matin pendant 4 jours apreés le stade
CPV. CC, rosiers cultivés constamment en confort hydrique ; RR, rosiers cultivés constamment en restriction hydrique ;
RC, rosiers cultivés en restriction hydrique puis réhydratés au stade CPV. Les lettres indiquent les différences significatives
révélées par le test bilatéral de Student. n = 7 plantes par modalité.

Nous avons observé que les rosiers forment leur bouton floral terminal de 1'axe d'ordre 1
(stade BFV) environ 15 jours apres le débourrement du bourgeon de la bouture racinée. A
partir de ce stade, les bourgeons apicaux débourrent assez rapidement chez les rosiers CC :
leur taux de débourrement atteint 44 % au stade CPV, puis 74 % a CPV+14 jours (Figure 9).
Les bourgeons médians de ces rosiers débourrent quant a eux beaucoup plus tardivement et
en bien plus faible proportion, avec 16 % de débourrement a CPV+14 jours. Chez les rosiers
RR (cultivés en restriction hydrique) le débourrement est globalement inhibé sur l'ensemble
de l'axe, avec des taux de débourrement a CPV+14 jours de seulement 12,5 % pour les
bourgeons apicaux et 4,5 % pour les bourgeons médians. Le comportement des bourgeons




chez les rosiers RC est remarquable, car on observe de nombreux débourrements qui
commencent environ 7 jours apres la réhydratation qui a lieu au stade CPV. L'observation a
CPV+7 jours indique 30 % de débourrements en zone apicale, 20 % en zone médiane et 6 %
en zone basale. A CPV+14 jours, ces ratios montent respectivement a 61 %, 73 % et 28 %.
La réhydratation a donc permis de stimuler fortement le débourrement le long de I'axe
d'ordre 1, parvenant méme a lever la dormance des bourgeons basaux maintenue chez les
rosiers CC et RR.

100% . :
Apical zone Medial zone Basal zone

g 80% . ccC

Qo —x——RC

g 60% RR

o

5 40%

o]

©

SR \

0%
-6 10 -5 O 5 10 15 15 -10 -5 O 5 10 15 15 -10 -5 O 5 10 15

Number of days from CPV stage (days)

Figure 9. Cinétique de débourrement des bourgeons de I'axe d'ordre 1, selon leurs positions sur cet axe. CC, rosiers
cultivés constamment en confort hydrique ; RR, rosiers cultivés constamment en restriction hydrique ; RC, rosiers cultivés
en restriction hydrique puis réhydratés au stade CPV. La fléche rouge indique le stade de réhydratation des rosiers RC. n =
8 a 10 plantes pour chaque modalité.

La restriction hydrique inhibe donc presque totalement le débourrement des bourgeons
des rosiers RR. La décapitation au stade CPV de ces rosiers en restriction hydrique montre
que la dormance induite par la restriction hydrique peut étre levée si la tige est sectionnée
(Tableau 5).

Taux de débourrement (%) + erreur type Délai avant débourrement (jours) + erreur type
Position du bourgeon CC RR CC RR
1 100 +0 (a) 100 + 0 (a) 3,9+0,6 (a) 54+0,5(a)
2 100 + 0 (a) 78 + 14 (a) 6,2+ 0,6 (a) 8,0+ 0,8 (a)
3 80+ 13 (a) 33+ 16 (b) 7,5+0,8 (a) 7,7+ 1,5 (a)
4 20+ 13 (a) 22+ 14 (a) 7,0+ 1,0 (a) 6,5+0,5 (a)
5 10+ 9 (a) 0£0(a)

Tableau S. Impact d'une décapitation sur le débourrement des bourgeons de rosiers cultivés en confort ou en
restriction hydrique. Les bourgeons sont repérés par une position allant de 1 (bourgeon sous la zone sectionnée) a 5
(bourgeon le plus basal). Les lettres indiquent les différences significatives entre modalités de régime d'irrigation révélées
par le test bilatéral de Student.

Contrairement aux résultats escomptés, I'l'application du NPA n'a pas permis de lever
l'inhibition des bourgeons dormants médians des rosiers cultivés en confort (données non
présentées). Le témoin positif étant invalidé, les observations de l'application de NPA
réalisées sur les rosiers en restriction hydrique sont également invalidées.

L'ensemble du profilage biochimique des rosiers, commandé aupres de la plateforme de
profilage métabolomique (P2M2) de I'INRA de Rennes, n'a pas pu étre mené dans les délais
impartis du fait de problemes techniques survenus durant l'été sur la chaine d'analyse.
L'absence de ces résultats clés, dont l'annulation est survenue a la fin du mois d'aoiit, nous
obligera a nous contenter des données issues de la littérature pour ce mémoire.
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5.2 Des voies moléculaires a approfondir

A ce stade des expérimentations, deux hypotheéses se dessinent pour expliquer le
comportement des bourgeons en plante enticre :

- l'inhibition du débourrement chez les rosiers RR passe par des voies probablement
différentes de celles de l'inhibition observée chez les rosiers CC,

- les bourgeons des rosiers RR se « préparent» a débourrer en attendant que les
conditions d'irrigation redeviennent favorables.

Il est alors intéressant de mener une approche moléculaire pour mettre en évidence des
différences qui pourraient amener des pistes de reflexion vis a vis de ces deux hypotheses. Le
protocole prévoyait de réaliser 1'analyse moléculaire dans les tiges et bourgeons médians au
stade CPV, puis dans les tiges seulement a différents timing apres la réhydratation.
Malheureusement, seuls les ARNs totaux des bourgeons médians CC et RR au stade CPV
ont pu étre extraits. Nous avons quantifi¢ 1'expression de genes marqueurs de la dormance
des bourgeons (BRC1, DRM1), sensibles a la présence d'auxine (MAX2, IPTS5, PIN), liés a la
syntheése d'auxine (744, Yucca), a la dégradation des gibbérellines (GaZox), a la synthese
d'ABA (XERICO) ou de cytokinines (/PT5) ainsi qu'un geéne lié a la dégradation du
saccharose en fructose et glucose (Vil).

La quantification de l'expression de ces différents génes ne montre que peu de
différences. Seul le geéne /PT5 est trois fois plus exprimé dans les bourgeons dormants des
rosiers en restriction hydrique que dans les bourgeons des rosiers en confort hydrique (Figure
10). Le géne PIN semble quant a lui étre deux fois moins exprimé dans les rosiers en
restriction, sans que l'on puisse étre certain de la significativité de ce résultat étant donnée
l'absence de répétitions biologiques.
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Figure 10. Expressions au stade CPV de génes susceptibles d'intervenir dans la régulation du débourrement des
bourgeons médians dormants de rosiers cultivés en confort et en restriction hydrique. Barres noires, bourgeons de
rosiers CC ; barres grises, bourgeons de rosiers RR. Les échantillons sont constitués d'un pool de bourgeons prélevés au
stade CPV sur au moins 8 plantes.
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5.3 Le saccharose module I'effet inhibiteur de I'ABA sur le
débourrement

Le postulat prévoyant que 'ABA soit un acteur dans le blocage du débourrement a
travers l'augmentation de sa teneur dans la tige a été testé par le modéle de noeuds cultivés in
vitro. Nous avons analys¢ l'effet d'une gamme d'ABA de 0 a 500uM sur le taux de
débourrement, le délai avant débourrement et la vitesse d'élongation de bourgeons cultivés
sur un milieu MS contenant 30mM de saccharose. L'ABA est capable d'inhiber totalement le
débourrement a partir de 100uM (Figure 11 A), et dés 50uM on constate une 1égere baisse
du taux de débourrement. On note par ailleurs que la vitesse d'élongation des bourgeons est
peu affectée par la concentration en ABA du milieu (Figure 11 C), tandis qu 'une relation
entre la quantité d'ABA et le délai avant débourerment (lag-time) est difficile a mettre en
¢évidence (Figure 11 B).
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Figure 11. Noeuds de Rosa hybrida 'Radrazz’ cultivés in-vitro sur milieu MS + saccharose 30mM + gamme d'ABA.
(A) Taux de débourrement des bourgeons ; (B) Délai avant le débourrement des bourgeons qui ont débourrés ; (C) Vitesse
d'élongation des bourgeons qui ont débourrés. n = 10 a 11 neeuds par boite de pétri. Les lettres indiquent les différences
significatives du facteur [ABA] révélées par le test bilatéral de Student.

L'ABA est ainsi capable d'inhiber totalement le débourrement. Une seconde hypothese
de travail est que I'équilibre entre les concentrations en sucres disponibles et les
concentrations en ABA de la tige interviennent dans la régulation du débourrement. Le
croisement d'une gamme de saccharose avec la gamme d'ABA précédemment testée permet
d'apporter des ¢léments de réponse a ce postulat. On observe tout d'abord que le fait
d'augmenter la teneur en saccharose dans le milieu permet de lever 1'inhibition exercée par
I'ABA : sur un milieu a 100uM d'ABA, les bourgeons ne sont pas capables de débourrer
avec un apport de 30mM de saccharose, alors qu'ils débourrent si la concentration en
saccharose est portée a 100 ou 250 mM (Figure 12-A). Plus la concentration en ABA
augmente, plus 'effet antagoniste du saccharose est atténué : sur un milieu a 250 uM d'ABA
la levée de l'inhibition par des teneurs en saccharose de 100 mM ou 250 mM n'est que
partielle (91% et 27% de taux de débourrement respectivement) (Figure 12-A). Il y a donc
clairement un effet antagoniste du saccharose sur I'inhibition exercée par 'ABA. Par ailleurs,
sur les milieux a 100 mM et 250 mM de saccharose, on voit que le délai avant débourrement
et la vitesse d'¢longation des bourgeons sont tous deux corrélés, respectivement positivement
et négativement, a la concentration en ABA du milieu (Figure 12-B et Figure 12-C). Ainsi
lorsque la concentration en ABA augmente dans le milieu, le taux de débourrement diminue,
de méme que la vitesse d'élongation des bourgeons, et le délai avant le débourrement
augmente.
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Figure 12. Noeuds de Rosa hybrida 'Radrazz' cultivés in vitro sur milieu MS + gamme de saccharose + gamme
d'ABA. (A) Taux de débourrement des bourgeons ; (B) Délai avant le débourrement des bourgeons qui ont débourrés ; (C)
Vitesse d'élongation des bourgeons qui ont débourrés. n = 10 a 11 nceuds par boite de pétri. Les lettres indiquent les
différences significatives du facteur [ABA] révélées par le test bilatéral de Student; les barres indiquent les erreurs types.

Concernant le saccharose, il est difficile de déceler un effet dose sur la cinétique
d'¢longation des bourgeons ou sur le taux de débourrement. Nous constatons que la teneur en
saccharose nécessaire pour lever l'inhibition exercée par I'ABA augmente avec la
concentration en ABA du milieu (Figure 13-A). Or l'augmentation de la teneur en saccharose
au dela du seuil de levée de 1'inhibition ne permet pas d'augmenter de fagon dose-dépendante
la vitesse d'élongation ou de diminuer le délai avant le débourrement (Figure 13-B et Figure
13-C).
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Figure 13. Noeuds de Rosa hybrida 'Radrazz’' cultivés en in vitro sur milieu MS + gamme de saccharose + gamme
d'ABA. (A) Taux de débourrement des bourgeons ; (B) Délai avant le débourrement des bourgeons qui ont débourrés ; (C)
Vitesse d'¢longation des bourgeons qui ont débourrés. n = 10 a 11 nceuds par boite de pétri. Les lettres indiquent les
différences significatives du facteur [SUC] révélées par le test bilatéral de Student; les barres indiquent les erreurs types.

Puisque le débourrement est régulé a la fois par la teneur en saccharose et la teneur en
ABA, il y a vraisemblablement interaction entre les deux molécules. Afin de mettre en
évidence l'existence d'un niveau seuil de teneur relative en ABA et en saccharose permettant
de déclencher les processus de débourrement, les données ont été traitées en analysant
SUC (mM )>
ABA(uM )
(Figure 14). Le seuil d'interaction entre le saccharose et I'ABA devient alors évident : au
dessus d'un seuil qui semble compris dans l'intervalle [1.6 ; 2.7] mM de saccharose par uM
d'ABA, le débourrement est a la fois fortement stimulé (Figure 14-A) et se fait trés tot, en
moins de 4 jours (Figure 14-C). La vitesse d'élongation est assez peu sensible aux variations
du rapport entre la quantité de saccharose et dABA (Figure 14-B), par rapport aux variations
observées pour les autres parameétres. Pour vérifier si le saccharose agit en tant que molécule
signal sur le débourrement, nous nous sommes affranchis des bénéfices trophiques apportés
par sa métabolisation en testant l'effet sur le débourrement du lactulose, un analogue non
métabolisable du saccharose.

I'évolution des trois variables de débourrement étudiées avec le ratio : log(
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Figure 14. Effet des concentrations relatives en saccharose et ABA sur le débourrement. (A) Taux de débourrement
des bourgeons ; (B) Délai avant le débourrement des bourgeons qui ont débourrés ; (C) Vitesse d'élongation des bourgeons
qui ont débourrés.

Les résultats obtenus en remplagant le saccharose par du lactulose révelent deux points.
Premiérement le lactulose est capable de mimer l'effet du saccharose pour le taux de
débourrement (Tableau 6) : sur un milieu a 100 uM d'ABA, il n'y a quasiment aucun
débourrement observé lorsque la teneur en saccharose ou en lactulose du milieu est de 30
mM : seul 1 bourgeon sur 11 débourre. En revanche, en augmentant la teneur en saccharose a
250 mM le débourrement atteint 100 %, le taux étant similaire (91%) avec 250 mM de
lacultose. Deuxieémement, le lactulose induit une augmentation du délai avant débourrement,
qui est doublé par rapport aux bourgeons cultivés sur un milieu avec 250 mM de saccharose.
Ces résultats montrent que le débourrement en présence de 100upM d'ABA peut donc étre
modulé par la seule présence du saccharose dans le milieu, sans que sa métabolisation soit
nécessaire, bien qu'elle permette d'obtenir un débourrement plus précoce.

[ Sucre | Taux de débourement Délai avant débourrement (erreur type)
100 Saccharose 30 mM 9,1 % (b) 7,8 (@) /I\ n =1 seul bourgeon
100 Lactulose 30 mM 9,1 % (b) 9,1 (@) /I\ n=1seul bourgeon
100 Saccharose 250 mM 100 % (a) 3,8 (0,29) (b)
100 Lactulose 250 mM 90,9 % (a) 8,3(0,33) (a)

Tableau 6. Effets du saccharose et du lactulose sur le débourrement des bourgeons de noeuds cultivés in-vitro sur
milien MS. Le lactulose est un analogue non métabolisable du saccharose. Le délai avant débourrement est calculé
seulement pour les bourgeons qui ont débourrés. Les lettres indiquent les différences significatives du facteur [SUC]
révélées par le test bilatéral de Student. n = 11 noeuds cultivés par boite de pétri.
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6 Discussion

Les expérimentations que nous avons menées montrent que le rosier est une espece
sensible a la restriction hydrique, et qu'elle y répond notamment en maintenant ses bourgeons
dans un état de dormance tant que I'eau est limitante.

Nous nous sommes donné comme objectif d'apporter les premiers ¢léments de réponse
qui permettent de comprendre les différences existantes entre la dormance induite par
I'auxine chez les rosiers cultivés en confort hydrique, et la dormance induite par la restriction
hydrique. L'inhibition du débourrement par la restriction hydrique fait vraisemblablement
intervenir des acteurs hormonaux (ABA) et glucidiques (saccharose) dont les concentrations
sont modifiées dans la plante. Les futures dosages biochimiques dans les bourgeons ainsi que
dans la tige des rosiers permettront de mieux caractériser les corrélations existantes entre ce
phénotype de dormance et les variations des teneurs hormonales et glucidiques.

Il est intéressant de noter que la réhydratation des rosiers préalablement stressés permet
de stimuler le débourrement le long de la tige, dans des proportions bien plus importantes
que chez les rosiers cultivés en confort. La compréhension des causes de cette stimulation
devrait également nous permettre de mieux comprendre comment une restriction hydrique
module le débourrement.

Une restriction hydrique a un impact global sur la croissance et le développement
des rosiers.

Face au manque d'eau, les plantes réagissent en réduisant leur croissance et leur
développement. Cela maximise leur chance de survie en évitant de maintenir un nombre de
zones en croissance trop important, qui sont trés sensibles au manque d'eau. Nous avons
appliqué un stress hydrique sévere a nos rosiers, puisque le potentiel hydrique mesuré dans le
substrat était constamment maintenu entre -18 et -30 kPa. Au seuil de restriction hydrique le
plus fort (-30 kPa), un défaut d'arrosage par une journée ensoleillée se traduit apres quelques
heures par le flétrissement des plantes et un début d'abscission des feuilles. Il était donc
attendu que ce traitement de choc provoque d'importantes modifications morphologiques
chez les rosiers.

Le diameétre de la tige principale a ainsi été réduit et son développement légerement
retardé, ce qui est cohérent avec les observations couramment associées a une restriction
hydrique (Shao et al., 2008). Les rosiers en manque d'eau présentaient également des
longueurs de folioles terminales plus petites pour les feuilles des zones apicales et médianes
de la tige, ce qui se traduit par une diminution de la surface foliaire totale puisque la
corrélation entre ces deux variables a ét¢ démontrée chez le rosier (Demotes-Mainard et al.,
2009). L'activité transpiratoire des feuilles de rosiers stressés fut largement réduite et n'était
plus corrélée au PAR, contrairement aux plantes cultivées en confort hydrique. La baisse
d'activité transpiratoire ne s'explique pas seulement par la fermeture des stomates sous I'effet
de 'ABA (Quarrie and Jones, 1977), puisque chez l'olivier ou le blé un stress hydrique
augmente la densité et diminue la longueur des stomates (Bosabalidis and Kofidis, 2002;
Quarrie and Jones, 1977). Dans notre étude, les feuilles des rosiers ont été produites durant la
restriction hydrique. Il aurait été judicieux d'observer l'anatomie des stomates des rosiers
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pour déterminer si la différence d'activité transpiratoire constatée est en partie constitutive ou
non.

Au dela du ralentissement de la croissance et du développement des plantes, le stress
hydrique a conduit également a une modification de I'architecture des plantes, notamment
par l'inhibition du débourrement le long de la tige. Ce phénomeéne est courramment observé
durant une restriction hydrique (Keim and Kronstad, 1981; Osorio et al., 1998; Razmjoo et
al., 2008; Spiess et al., 2011; Steinberg et al., 1990). Cependant cette inhibition du
débourrement par le manque d'eau n'est pas absolue puisque la décapitation de rosiers
maintenus en stress hydrique a conduit malgré tout au débourrement des bourgeons situés
sous la blessure. Les bourgeons conservent donc leur capacité a débourrer mais sont
maintenus dormants par des signaux qui restent a déterminer.

La dormance des bourgeons axillaires pendant une restriction hydrique pourrait
étre due a l'action de ' ABA, modulée par le saccharose.

Les dosages hormonaux et glucidiques qui seront réalisés dans les tiges et bourgeons des
rosiers permettront de caractériser les variations qui ont lieu durant la restriction hydrique, et
de les mettre en relation avec le phénotype observé des bourgeons dormants. Les résutats
attendus sont une augmentation de la teneur en ABA et en saccharose de la tige,
conformément aux données issues de la bibliographie. Il est en effet bien connu que la
restriction hydrique provoque une accumulation importante d'ABA dans l'ensemble des
organes de la plante (Zhang et al., 2006). La teneur en sucres augmente ¢galement chez les
plantes en restriction hydrique (Muller et al., 2011). Par ailleurs de plus en plus d'é¢léments
viennent suggérer un réle clé des sucres dans la régulation du débourrement (Girault et al.,
2010; Kebrom et al., 2012; O’Hara et al., 2012; Rabot et al., 2012; Smeekens et al., 2010).

La culture in vitro des nceuds de rosiers sur des gradients croisés de saccharose et dABA
a permis de montrer que I'ABA est capable de maintenir les bourgeons dormants ou d'inhiber
fortement leur croissance. Nous avons mis en évidence une relation dose-effet de I'ABA sur
l'inhibition de la croissance des bourgeons, tandis que le maintien des bourgeons a I'état
dormant fait intervenir une notion de seuil de concentration en ABA. Nos observations de
l'effet inhibiteur sur le débourrement de 'ABA correspondent a ce qui a ét€é observé sur
d'autres modeles de plantes, par exemple chez la tomate (Tucker, 1978) ou le haricot (Tamas
et al., 1979). Le deuxie¢me ¢lément clé que nous avons montré est que la teneur en saccharose
du milieu est un modulateur de l'effet de I'ABA sur le débourrement. Plus il y a de
saccharose dans le milieu, moins I'ABA est efficace pour inhiber le développement des
bourgeons ou pour les maintenir dormants. Cette modulation par le saccharose est maintenue
en l'absence de sa métabolisation, comme en témoignent les effets similaires obtenus avec
son analogue, le lactulose. Ce résultat est novateur car il existe peu de travaux sur les
intéractions existantes entre I'"ABA et les sucres.

Puisque le ratio saccharose/ABA est une composante de la modulation du débourrement
en CIV, il semble raisonnable de penser que ces observations in-vitro puissent &tre
transposées a la situation que I'on observe en plante entiére, ou le ratio saccharose/ABA
diminue probablement a la faveur d'une augmentation trés importante de la teneur en ABA
par rapport a celle du saccharose. La encore, les prochains dosages biochimiques nous
permettrons de mieux caractériser les variations réelles en plante entiere. Il est toutefois
probable que le saccharose ne soit pas le seul sucre capable de moduler I'action de I'ABA. Ce
serait facile a démontrer en cultivant des nceuds in-vitro tel que nous l'avons fait, en
remplacant le saccharose par du fructose (et un de ses analogues) ou du glucose (et un de ses
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analogues). Si le saccharose n'est pas le seul sucre modulant I'action de I'ABA, il pourrait
étre alors pertinent d'étudier le ratio sucres totaux/ABA dans ces rosiers en restriction
hydrique qui présentent un phénotype de bourgeons dormants. Pour compléter ces travaux, il
serait judicieux de réaliser des dosages hormonaux et glucidiques sur des tiges et bourgeons
de nceuds cultivés in-vitro sur un gradient de saccharose/ABA, afin de pouvoir les mettre en
parallele avec les dosages et phénotypes obtenus sur plante enticre. Ces investigations
permettraient d'approfondir la compréhension de 1'écodormance des bourgeons durant une
restriction hydrique, notamment en ciblant les métabolites clés de cette régulation.

Nos analyses moléculaires permettent quant a elles de mener une premiére reflexion sur
I'éventuelle différenciation des voies impliquées dans les deux types de dormance : (1) la
dormance auxinique pour les rosiers cultivés en confort hydrique, et (2) I'écodormance
faisant intervenir en partie au moins I'ABA et le saccharose pour les rosiers en restriction
hydrique. Aucune différence d'expression entre modalités n'est constatée pour les geénes
BRC1 et DRM1, deux marqueurs forts de la dormance, alors que nous nous attendions a ce
qu'ils soient exprimés plus fortement chez les rosiers en restriction hydrique. En effet des
gradients dans l'expression de DRM1 et BRC1 ont déja été observés en lien avec le potentiel
de débourrement des bourgeons (Kebrom et al., 2006). Il semble pourtant que 1'inhibition du
débourrement soit plus forte chez les rosiers en restriction hydrique : les bourgeons peuvent
étre maintenus dormants trés longtemps et la levée de dormance suite a une décapitation est
également plus tardive. Or cela ne se traduit pas par une augmentation de 'expression de
BRCI ni de DRM1, suggérant que le « niveau » d'inhibition semble similaire entre les deux
types de dormance.

L'expérience de décapitation des rosiers, qui a conduit au débourrement des bourgeons
situés sous la zone de décapitation pour les rosiers en restriction hydrique, nous conduit a
émettre deux hypotheses : (1) si la levée de dormance est due a l'arrét du flux d'auxine, on
peut envisager que la restriction hydrique provoque une dormance bourgeonnaire via une
hypersensibilité auxinique des bourgeons, par exemple sous l'action de 'ABA et des sucres.
Une deuxiéme explication, plus plausible, serait (2) que la décapitation provoque une chute
de la concentration en ABA sous la zone de décapitation (Everat-Bourbouloux and Charnay,
1982), rétablissant ainsi un ratio sucres/ABA favorable au débourrement des bourgeons.
Parmi les génes dont nous avons quantif¢ 1'expression, le géne MAX2 est impliqué dans la
voie de signalisation des strigolactones (elle méme finement régulée par 1'auxine) mais ne
montre aucune différence entre les modalités. En revanche, le géne PIN semble étre sous
exprimé dans les rosiers en restriction hydrique. Les protéines PIN, une fois qu'elles sont
polarisées dans les cellules, permettent l'export de 1'auxine des bourgeons vers la tige. Ce
résultat permet de dessiner une troisieme hypothése, non exclusive avec les deux
précédentes, qui serait que la dormance observée pourrait étre lié a l'incapacité des
bourgeons a exporter leur auxine pendant la restriction hydrique, par exemple sous 1'effet de
I'"ABA. Ce postulat permettrait notamment d'expliquer 1'expérimentation de Tucker en 1978,
ou des plants de tomates traités au TIBA (un inhibiteur du transport d'auxine) voient leurs
bourgeons débourrer sous la zone d'application du TIBA, mais ou ce débourrement est inhibé
si de 'ABA est appliqué sur les bourgeons (Tucker, 1978). Les futurs dosages d'auxine dans
la tige et les bourgeons en plante entiére permettront une fois de plus de mieux corréler
I'évolution de la teneur de ces métabolites aux phénotypes en plante entiére et aux variations
moléculaires observées.

Nous avons réalisé un premier examen prospectif de quelques geénes impliqués dans la
biosynthése d'hormones. La surexpression dans les bourgeons des rosiers en restriction
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hydrique du géne /P75, faisant partie de la voie de biosynthése des cytokinines, n'était pas un
résultat attendu. D'aprées la littérature, une restriction hydrique conduirait plutot a une baisse
ou a un maintien de la concentration en cytokinines dans la partie caulinaire des plantes
(Granda et al., 2011; Hare et al., 1997). Il faudrait confirmer par des dosages que cette
stimulation du géne /P75 se traduit par une augmentation de la concentration en cytokinines,
mais a ce stade des recherches nous pouvons émettre deux hypothéses : premierement il peut
s'agir d'un signe d'une utilisation accrue des cytokinines par les bourgeons des rosiers en
restriction. On sait que les cytokinines sont impliquées dans la maintenance des cellules
méristématiques (Werner and Schmiilling, 2009). Il se pourrait alors que la surexpression
observée ait pour but de limiter d'éventuels dégats causés par les potentiels hydriques faibles.
En effet I'application exogene de zeatin (une des nombreuses formes de cytokinines) ou de
gibbérellines; sur des plants de mais soumis a un stress hydrique permet de diminuer les
dommages cellulaires causés par un stress hydrique (Wang et al., 2008). Une deuxi¢me
explication a la sous-expression de IPT5 chez les rosiers cultivés en confort serait
simplement que les bourgeons de ces rosiers subissent la dominance apicale via la voie
auxinique, connue pour réprimer les génes /PT (Tanaka et al., 2006). Cela serait logique
puisque les rosiers cultivés en confort ont des axes apicaux en cours de croissance, qui sont
probablement des sources importantes d'auxines. Les dosages d'auxine de la tige et des
cytokinines dans les bourgeons permettront facilement de trancher entre ces deux
hypotheses.

Pour le reste des genes, les faibles variations rendent le jugement délicat en raison de
l'absence de répétitions biologiques des mesures. Toutefois, le géne Galox semble
légérement surexprimé dans les bourgeons en restriction hydrique. GaZox est un geéne de
catabolisme des gibbérellines, dont l'expression diminue chez les bourgeons de rosiers dont
la dormance est levée (Choubane et al., 2012). Le géne Xerico est impliqué dans la synthése
de 'ABA et semble quant a lui sous-exprimé dans les bourgeons des rosiers en stress. Les
dosages hormonaux permettront de savoir si cela est associé a une baisse de la concentration
en ABA, ce qui serait inattendu. Enfin concernant le géne V//, codant pour une invertase
vacuolaire, il semble sous-exprimé dans les bourgeons en restriction hydrique. Ceci est
intéressant puisque cela pourrait traduire une moindre capacité du bourgeon a utiliser les
réserves de la tige. Mais d'avantage d'analyses sont nécessaires pour pouvoir émettre des
hypothéses plus ettayées.

Les sucres interviendraient dans la stimulation du débourrement aprés une
réhydratation

Les rosiers qui sont réhydratés aprés une période de restriction hydrique importante
montrent une stimulation forte du débourrement le long de la tige, bien supérieure au
débourrement observé chez les rosiers cultivés classiquement. Cette stimulation intervient
environ 5 a 7 jours apreés la réhydratation. Ce résultat pose la question de savoir si le
phénomene a l'origine de la stimulation du débourrement se prépare durant la restriction
hydrique, ou bien seulement au moment de la réhydratation.

Notre hypothése est que la hausse rapide du ratio sucres/ABA est suffisante pour envoyer
un signal stimulateur provoquant le débourrement des bourgeons. En effet il est probable que
le rosier en restriction hydrique accumule une quantité importante de sucres, dont une partie
est stockée dans la tige. Les prochains dosages hormonaux et glucidiques de la tige nous
permettront d'asseoir ou d'infirmer cette hypothése, puisque nous recevrons prochainement
les résultats d'une cinétique d'évolution de la teneur en ABA et glucides sur une durée de 5
jours apres la réhydratation. Les résultats attendus sont une chute rapide de la teneur en
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ABA, telle qu'elle a été souvent observée moins de 24h aprés la réhydratation : c'est le cas
chez le pois (Pisum sativum) (Dorffling et al., 1974), chez le manioc (Manihot esculenta)
(Alves and Setter, 2000), ou encore chez l'arabette (Arabidopsis thaliana) (Huang et al.,
2008). Nous nous attendons également a ce que cette chute de la teneur en ABA soit associée
a une baisse plus progressive de la teneur en sucres, notamment du fait de la remobilisation
des réserves présentes dans la tige et de la récupération progressive du plein potentiel de
photosynthese des feuilles.

Pour vérifier si la seule modification du ratio sucres/ABA peut étre a l'origine de la
stimulation du débourrement en plante enticre, il serait intéressant de comparer ce ratio
mesuré¢ dans la tige en plante entiere environ 3 jours apreés la réhydratation, aux ratios
mesurés dans la tige de nceuds cultivés in-vitro. Cela nécessite préalablement de réaliser un
profilage biochimique des tiges des noceuds en CIV pour obtenir des correspondances entre
les (1) doses en ABA et saccharose des milieux de culture, (2) les doses présentes dans la
tige et (3) le phénotype des bourgeons ainsi cultivés (débourrement / dormance). De tels
¢léments de comparaison permettraient d'apporter un argument fort a notre hypothese.

Toutefois il est probable que d'autres métabolites stimulés par la réhydratation des
rosiers stressés puissent intervenir dans l'augmentation du débourrement en plante enticre.
C'est le cas de l'auxine ou des cytokinines. Nous avons ainsi postulé que sous I'effet de la
restriction hydrique, la force puit auxinique de la tige puisse décroitre a cause de la plus
faible activité des zones en croissance, productrices d'auxines. Un tel phénomene aurait pour
conséquence de faciliter I'export de 1'auxine des bourgeons, et pourrait ainsi constituer le
processus par lequel les bourgeons se « préparent » a débourrer en attendant la réhydratation.
Les dosages hormonaux dans les tiges et bourgeons devraient permettre de valider ou
d'infirmer cette hypothése. Cependant la sous expression des génes PIN dans les bourgeons
durant une restriction hydrique est un premier élément vers un rejet de ce postulat. Enfin les
cytokinines peuvent stimuler le débourrement via leur synthése dans la tige puis leur export
vers le bourgeon. Des dosages seront nécessaires pour vérifier I'évolution de la teneur en
cytokinines apres une réhydratation, puisque les données de la littérature sont ambigiies a ce
sujet. Certaines études rapportent que la réhydratation ne provoque pas de stimulation
importante de la production de cytokinines (Bano et al., 1993, 1994), alors que d'autres
montrent au contraire une stimulation de la production de certaines cytokinines (Hansen and
Dorffling, 2003).
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7 Conclusion et perspectives

La restriction hydrique est I'un des facteurs les plus limitants pour les cultures a 1'échelle
mondiale. Son influence sur le potentiel de débourrement des bourgeons en fait un sujet
d'¢tude de choix, pour espérer améliorer le rendement des cultures dans les environnements
ou l'irrigation est un enjeu majeur du fait de stress hydriques nombreux mais d'intensités
modérées. Nos travaux poursuivent ainsi l'objectif de mieux comprendre les mécanismes par
lesquels la restriction hydrique inhibe le débourrement des bourgeons végétatifs. En ciblant
les métabolites clés de cette régulation ainsi que leurs voies d'action, nous pourrons mettre a
disposition des sélectionneurs les connaissances nécessaires pour mieux raisonner
'amélioration variétale des cultures.

Nous avons donc axé nos recherches sur les voies de signalisation par lesquelles la
restriction hydrique inhibe le débourrement, en comparant deux types de dormance observée
en position médiane de la tige : la dormance des bourgeons de rosiers cultivés en confort
hydrique et celle observée chez les bourgeons des rosiers cultivés en restriction hydrique.

La combinaison des mode¢les d'étude plante entiere et de neeuds cultivés in-vitro nous a
permis de créer des liens tout a fait intéressants pour faciliter la transposition des résultats
aux différentes études de la littérature. Cette démarche de biologie intégrative nous a donné
des résultats novateurs qui ne demandent qu'a étre approfondis.

Nous avons montré que le débourrement est inhibé chez des rosiers cultivés en
restriction hydrique prolongée, et qu'il est en revanche fortement stimulé aprés une
réhydratation. Nous avons mis en €vidence l'action antagoniste et signale du saccharose sur
l'inhibition exercée par I'ABA sur le débourrement. Les premiéres analyses moléculaires des
bourgeons laissent a penser que 1'inhibition du débourrement durant une restriction hydrique
se ferait via une moindre capacit¢ des bourgeons a exporter leur auxine. Bien que la
diminution de I'expression des invertases dans le bourgeon restent a confirmer, cela pourrait
traduire une plus faible capacité du bourgeon a détecter les variations de concentrations en
sucres dans la tige. Nos prochaines analyses biochimiques et hormonales permettront
d'affiner nos hypothéses, mais nos résultats nous amenent a de nouvelles questions
scientifiques :

La restriction hydrique affecte-telle la perception par le bourgeon dormant des
concentrations en sucres présentes dans la tige ?

La restriction hydrique bloque-t-elle le deébourrement en empéchant le bourgeon
dormant d'exporter son pool d'auxine ? Si c'est le cas, comment s'exerce l'action de I'ABA
sur les protéines PIN ?
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ANNEXE 1. STADES PHENOLOGIQUES REMARQUABLES DU ROSIER
UTILISES DANS NOTRE ETUDE

Stade (Abréviation) Caractérisation

Bourgeon débourré (DEB)
Bouton Floral Visible
(BFV)

Couleur des Pétales
Visible (CPV)

Fleur Epanouie (FE)

Fleur Fanée (FF)

On observe le bourgeon de la bouture qui émerge tout juste du substrat, sans avoir
besoin de gratter celui-ci

Le bouton floral terminal de I’axe considéré est tout juste visible sans que son
pédoncule ne soit distinguable

On distingue la couleur rouge-rosée des pétales du bouton floral sans écarter les
sépales

On distingue les étamines sans avoir besoin d’écarter les pétales

Un ou plusieurs pétales tombent lorsque 1’on passe la main dans la fleur

Description des stades de développement utilisés pour évaluer l'impact de la restriction
hydrique sur le développement de 1'axe d'ordre 1 des rosiers.



ANNEXE 2. DEFINITION DES ZONES APICALES, MEDIANES ET
BASALES DE L'AXE D'ORDRE 1

Bouton floral \A

Apicale < >
Y

-

4 0
V'S

Médiane < :
0
)

-

Basale { Un bourgeon
\ / axillaire

Localisation des trois zones de 1'axe d'ordre 1. La zone apicale (noire) comprend tous les
métameres terminaux jusqu'au premier métamere (en partant du haut de l'axe) portant une
feuille d'au moins 4 folioles. La zone basale (gris foncé) comprend les premiers métameres
formés par le bourgeon, jusqu'au premier métameére (en partant du bas de 1'axe) portant une
feuille bien développée d'au moins 4 folioles. La zone médiane (gris clair) comprend tous les
autres métameres.




ANNEXE 3. PHOTOGRAPHIES DES ROSIERS CC, RC ET RR PRISES
AU STADE CPV

10,5 cm

Photographies des rosiers au stade CPV. Au stade CPV, les rosiers RC n'ont pas encore été
réhydratés et sont donc semblables en terme de traitements aux rosiers RR. Les fléches
rouges indiquent les axes secondaires apicaux en cours de croissance chez les rosiers cultivés
en confort hydrique. Ces axes sont absents chez les rosiers qui subissent la restriction
hydrique. Le début de coloration des pétales n'est pas visible sur tous les rosiers de ces
photos, en raison de l'orientation de la plante.
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stress hydrique, et celles de la dormance due a la dominance apicale. Notre étude apporte les premiers éléments
permettant de comprendre le role que tient le dialogue entre 1'acide abscissique et les sucres dans la régulation du
débourrement par le stress hydrique. Nous avons montré que 1'acide abscissique est capable a lui seul de bloquer
le débourrement sur des nceuds cultivés in-vitro, et que le saccharose antagonise cette action inhibitrice. Nous
avons également montré le fait que cet antagonisme ne nécessite pas la métabolisation du saccharose, ce qui
montre que le saccharose interagit avec 'acide abscissique en tant que signal. Grace a des analyses moléculaires
dans les bourgeons et a de prochains dosages hormonaux et biochimiques, nous dressons de nouvelles
hypothéses de travail pour le futur, vis a vis de I'implication des protéines PIN1 dans cette inhibition par le stress
hydrique.

Abstract :

Water deficit is one the most important threat for wordwilde crops. Rosebush reacts to water restriction by
keeping its buds along the stem into dormancy. Interestingly, susbtrat rehydration causes a strong stimulation of
bud burst. We aimed to highlight possible differences between the dormancy caused by water limitation, in
regard to the dormancy caused by apical dominance. Our study focuses on the role of the cross-talk between
abscisic acid and carbohydrates within bud outgrowth regulation. We showed that abscisic acid is capable alone
to prevent bud burst of nodes cultivated in-vitro, and that sucrose is able to antagonism this inhibition. We also
pointed the fact that this antoganism does not require sucrose metabolisation, arguing for a signal role of sucrose.
Thanks to moleculare analysis and upcoming biochemical and hormonal dosages in stem and bud, we propose
new hypothesis for future investigations, questionning the involvment of PIN1 proteins in the water restriction
induced dormancy.
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