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Abréviations

5(6)CFDA : 5-(et 6)-diacétate de carboxyfluorescéine
uCi : microcurie

Lg : microgramme

uL : microlitre
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umol : micromole

Lg : microgramme

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentraire

AIA : acide indole-3-acétique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ATP : adénosine triphosphate

BET : bromure d’éthidium

BFV : bouton floral visible

Bq : becquerel

CCCP : carbonyl cyanide m-chloro-phenylhydrazone
CDS : coding sequence

CF : carboxyfluorescéine

CPV : couleur pétale visible

CWTI : cell wall invertase

CZ : zone centrale

D : dwarf

DEPC : pyrocarbonate d’éthyle

DMSO : diméthylsulfoxide

DNP : 2,4-dinitrophénol

DO : densité optique

dNTP : désoxyribonucléotides

DOC : deoxycholate de sodium

DST : disaccharides transporter

DTT : dithiotréitol

EDTA : acide éthyléne diamine tetra acétique
EF : elongation factor

EGTA : acide éthyléne glycol tétraacétique
ERDG : early responsive to dehydration
GAPDH : glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
GBq : gigabecquerel

GFP : green fluorescent protein

HPTS : acide 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonique
HXK : hexokinase

INT : inositol transporter

Km : constante de Michaélis

MAX : more axillary growth

mg : milligramme

mL : millilitre

mm : millimétre

mM : millimolaire






nm : nanometre

MEFS : major facilitator superfamily

MST : monosaccharide transporter

NEM : N-éthylmaléimide

OZ : organ zone

PCMBS : acide p-chloromercuriphenylsulfonique
PCR : polymerase chain reaction

pGIlcT/SGBI1 : plastidic glucose transporter/suppressor of G protein betal
PLT/ PMT : polyol/monosaccharide transporter
PIN : pin-formed

PIP : plasma membrane intrinsic protein

PTE : polyoxyéthyléne 10 tridecyl éther
PVP40 : polyvinylpyrrolidone 40

PZ : peripheral zone

RACE : rapid amplification of cDNA ends

RM : rib zone

RMS : ramosus

RT : reverse transcription

NAD-SDH : NAD-dependant sorbitol dehydrogenase
SnRK : sucrose non-fermenting-related kinase
STP : sugar transport protein

SUC/SUT : sucrose carrier / transporter

SUF : sucrose facilitator

SUSY : sucrose synthase

TAE : tris-acétate-EDTA

TMT : tonoplast monosaccharide transporter
UV : ultra violette

VGT : vacuolar glucose transporter

VI : vacuolar invertase
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Chapitre 1

Introduction

L’architecture d’une plante est définie par le nombre d’axes (ou tiges) feuillés, leur lon-
gueur et leur agencement dans 1’espace. Elle dépend fortement de la capacité de ces derniers a
croitre et se ramifier. Les ramifications d’un axe feuillé proviennent toutes du développement
d’un bourgeon végétatif caulinaire, généralement soumis a des phénomenes de dormance. Le
débourrement correspond a la reprise de croissance du bourgeon apres la levée de dormance.
Cette étape fait intervenir des processus d’allongement et d’organogénese (Champagnat et al.,
1986)) et elle est finement régulée par des facteurs endogenes et exogenes.

Parmi les facteurs endogenes, les hormones (auxine, strigolactones et cytokinines) parti-
cipent a la régulation du débourrement, notamment dans le cas de paradormance telles que la
dominance apicale (voir Ferguson et Beveridge (2009) pour modele récent). La disponibilité
en sucres du bourgeon joue également un role important dans le débourrement. Des travaux
réalisés chez diverses especes montrent que ce dernier s’accompagne de modifications des te-
neurs en sucres (Rinne et al.,|1994b; |Pezet-s1 Mohamed, [1987; Marquat et al.,|1999; |Decourteix
et al., [2008)), de I’activité du métabolisme glucidique (Maurel et al., 2004; \Girault et al., 2010)
et de la capacité d’importation des sucres (Maurel et al., [2004; Decourteix et al., 2008) dans
le bourgeon et/ou de la portion de tige adjacente. La provenance des sucres utilisés pour le
débourrement et la maniere dont ceux-ci peuvent étre transportés vers ou au sein du bourgeon
ont cependant peu été étudiées.

Parmi les facteurs exogenes agissant sur le débourrement, la lumiere joue un role primor-
dial. En effet, chez diverses especes végétales elle peut agir sur ce processus de par sa quantité
(Bartlett et Remphrey, 1998} Marks et Simpson, 1999; Girault et al., 2008)), sa qualité (Marks
et Simpson, [1999; Muleo et al., 2001; Muleo et Morini, 2006; Finlayson et al., 2010; Kebrom
et al.,[2000) et sa périodicité (Nienstaedt, |1966; Heide, |1993a; Fustec et Beaujard, 2000). Chez
certaines plantes comme le rosier, I’absence de lumiere inhibe totalement le débourrement et
ce méme en I’absence d’inhibitions corrélatives (Khayat et Zieslin, [1982; |Girault et al., 2008)).
Ce n’est cependant pas le cas chez d’autres plantes modeles comme 1’arabette, la tomate et le
peuplier (Girault et al.l 2008)). Le besoin absolu de lumiere pour assurer le débourrement du
bourgeon n’est donc pas un caractere générique. Par conséquent, le rosier est un bon modele
pour étudier I’effet de la lumiere sur le débourrement.

Le rosier buisson est une plante ornementale de fort intérét économique. En effet, le com-
merce des rosiers d’ornement représente 92,1 millions d’Euros, soit 9,6 % des ventes francaises
de végétaux d’extérieur en 2009. De plus, il est en constante progression, il a notamment subi
une hausse de 8 % entre 2007 et 2009 (Viniflhor, 2010). La qualité visuelle d’une plante d’or-
nement est un critere de choix important pour les consommateurs. Elle dépend de nombreux






criteres comme les fleurs (nombre, couleur, taille, densité des pétales...), le feuillage (densité,
couleur et taille des feuilles), les tiges (nombre, vigueur et degré de ramification) ainsi que la
forme de la plante (forme globale et symétrie) (Boumaza et al., 2009). La forme globale d’une
plante est déterminée par son architecture (Oldeman, 1974)). Les horticulteurs utilisent cou-
ramment la taille manuelle ou des traitements chimiques a base de molécules nanifiantes (ex :
Bonzi) pour modifier I’architecture de la plante. Cependant, ces techniques sont fastidieuses ou
nocives pour I’Homme et 1’environnement. Il est donc nécessaire d’investir dans la recherche
de méthodes alternatives permettant d’obtenir des plantes de forme souhaitée.

Les conditions environnementales telles que 1’éclairement, la température et le taux d’humi-
dité atmosphérique, ainsi que la disponibilité en azote dans le milieu jouent un role primordial
dans le développement de la plante et la mise en place de son architecture (Fustec et Beaujard,
2000; Mortensen, [2000; Patel et Franklin) [2009). 11 est donc possible de modifier 1’architecture
d’une plante en modulant les apports nutritifs et les conditions environnementales utilisés pour
sa culture. La compréhension de I’effet des divers facteurs de I’environnement est donc de toute
premiere importance dans la perspective de pouvoir controler 1’architecture de la plante par le
biais d’itinéraires techniques adaptés.

C’est dans ce contexte scientifique que s’inserent les travaux de 'UMR SAGAH (Unité
Mixte de Recherche des Sciences AGronomiques Appliquées a 1I’Horticulture) A462 (INRA /
Agrocampus-Ouest-Centre Angers / Université d’ Angers), au sein duquel ce travail de these a
été réalisé. Les travaux de I’'UMR s’organisent autour de trois axes de recherche :

1. La caractérisation de la qualité esthétique du rosier.
2. La caractérisation de 1’architecture du rosier buisson.

3. Le déterminisme physiologique et moléculaire de la mise en place de I’architecture en
réponse aux facteurs environnementaux.

IIs sont basés sur une approche de biologie intégrative (allant de 1’échelle de la plante entiere a
celle du gene), dans le but de comprendre I’impact des facteurs environnementaux sur 1’archi-
tecture et dans la perspective d’élaborer un modele dynamique structure-fonction décrivant la
mise en place de I’architecture du rosier en fonction de I’environnement.

Mes travaux de these s’inserent dans le cadre du troisieme axe de recherche de I’'UMR
et visent a comprendre une part les mécanismes physiologiques et moléculaires sous-jacents
au contrdle du débourrement du bourgeon par I’environnement. Les données générées pourront
entre autre servir de base pour construire le modele structure-fonction souhaité. Etant donné que
la lumiere est nécessaire au débourrement, 1I’équipe a dans un premier temps choisi de concen-
trer ses efforts sur I’étude de ce facteur. De récents travaux de 1’équipe ont notamment permis
de montrer que la régulation du débourrement par la lumiere s’accompagne d’une mobilisation
des réserves glucidiques (modification des teneurs en sucres et de I’activité métabolique) du
bourgeon et de la portion de tige adjacente (Girault et al., 2010). L’ objectif principal de mon
travail a donc été d’élucider le role des flux de sucres vers le bourgeon dans le photocontrdle du
débourrement. Apres avoir présenté les données bibliographiques qui ont orienté nos travaux de
recherche et défini les questions posées, nous présenterons les résultats obtenus sous forme de
trois chapitres.






Le premier vise a décrire 1’activité puits du bourgeon de rosier lors du débourrement régulé
par la lumiere. Les besoins en sucre des bourgeons ainsi que leur capacité a les importer sous
influence de la lumiere ont été déterminés a I’aide d’approches morphologiques, biochimiques
et histologiques.

Les second et troisieme chapitres détaillent respectivement le role des transporteurs de sac-
charose et de monosaccharides dans la régulation du débourrement par la lumiere. L’identi-
fication et la caractérisation du role de ces différents transporteurs ont été réalisées a 1’aide
d’approches moléculaires et biochimiques.

Les résultats présentés font alors 1’objet d’une discussion générale dans laquelle est pro-
posée un modele du photocontrdle du débourrement des bourgeons de rosier.






Chapitre 2

Données Bibliographiques

2.1 Lerosier

2.1.1 Historique et classification

Le rosier est une plante pérenne et ligneuse de petite taille. Les rosiers appartiennent tous au
genre Rosa qui regroupe plus de 150 especes (Matsumoto et al.,|1998)). Le genre Rosa est sous-
divisé en 4 grands sous-genres : Eurosa, Hespherhodos, Hulthemia et Platyrhodon. Le sous-
genre Eurosa est celui qui regroupe le plus grand nombre d’especes (Matsumoto et al., [1998)).
Sa domestication pour une utilisation a des fins ornementales remonte a 1’antiquité (Meynet,
2001). Parmi le grand nombre d’especes de rosier existantes, seul 7 a 10 d’entre elles auraient
participé a la création des plus de 20000 cultivars de rosiers commercialisés a I’heure actuelle
(Matsumoto et al., |1998}; Rajapakse et al., 2001} Martin et al., 2001). Les 7 especes suivantes
auraient notamment contribué a la création des rosiers modernes commercialis€s : Rosa foetida,
R. gallica, R. moschata, R. multiflora, R. wichuraiana, R. chinensis et R. gigantea (Matsumoto
et al., |1998). Un croisement entre les especes R. rugosa et R. wichuraiana aurait permis d’ob-
tenir un hybride : R. hordesii remontant et tres résistant au froid, tres utilisé pour I’obtention de
rosiers de jardin (Meynet, [2001).

2.1.2 Enjeux économiques de la culture du rosier et attentes des produc-
teurs

Le rosier est la plante ornementale la plus importante sur le plan économique a travers le
monde (Rajapakse et al., [2001; (Gudin, 2000). Il est notamment cultivé pour la production de
fleurs coupées, de plants d’extérieur (jardin et aménagement d’espaces verts) et d’intérieur (en
pot) ainsi que pour extraire des huiles essentielles utilisées dans I’industrie du parfum (Gudin,
2000).

La rose est la fleur coupée dont la culture se développe le plus sur le plan mondial. Pen-
dant longtemps sa culture s’est limitée aux producteurs du Nord, compte tenu du niveau élevé
d’investissements requis et des difficultés rencontrées (maitrise des techniques culturales, diffi-
cultés de manutention, problemes de transport...). L’ amélioration des techniques de manutention
et I’apparition de variétés adaptées ont permis le développement de cette culture dans un espace
géographique plus étendu. La production se développe notamment en Israél, dans certains pays
africains et en Amérique latine. En France, la rose est la fleur coupée la plus vendue. En 2008,
elle représentait respectivement 69 % et 48 % des sommes dépensées par les francais pour
I’achat des fleurs coupées a la piece ou en bottes.






La seconde grande source de production de rosiers est destinée a 1’ornement. En 2009, la
vente francaise des végétaux d’ornement a rapporté 3,24 milliards d’euros, dont 956 millions
ont été consacrés a I’achat de végétaux d’extérieur. Les rosiers d’ornement représentaient alors
9,6 % des dépenses pour I’achat de végétaux d’extérieur, soit 92,1 millions d’euros. La vente
des rosiers d’ornements est en constante progression depuis 2006 (71 % d’augmentation entre
2006 et 2009) (Viniflhor, 2010). Le rosier d’ornement représente donc un intérét économique
majeur a I’échelle nationale.

Depuis leur domestication par I’Homme, les rosiers ont été€ sélectionnés pour divers criteres
(Meynet, |[2001). D’une maniere générale, la domestication des rosiers s’est quasiment toujours
traduite par un phénomene de duplicature résultant de la transformation d’étamines en pétales.
Au début du XIX®™e siecle, ’essor des échanges commerciaux entre 1’ Angleterre et I’Orient, la
naissance de la botanique moderne (2 la suite des travaux de Buffon et de Linné) et I’engoue-
ment de la société pour la nature, les jardins et tout particulierement les roses se traduit par
I’apparition de nombreux “hybrideurs” de rosier et la création de la Société Nationale d’Hor-
ticulture de France (1827). A cette époque, les rosiers de Chine, introduits en Europe depuis
la fin du XVIII*™, sont utilisés pour associer leur floraison remontante aux qualités déja ex-
ploitées des anciens rosiers européens. Ces croisements ont donné naissance a 2 grands types
d’hybrides : les “’rosiers Thé” et les "hybrides remontants”. Les “rosiers Thé” sont diploides et
remontants mais sensibles au froid. Les hybrides remontants sont tétraploides, rustiques mais
sont peu remontants, contrairement a ce que laisse supposer leur dénomination.

A la fin du XIX®™, des croisements réalisés entre les rosiers Thé et les hybrides remontants
par Guillot afin d’obtenir des rosiers rustiques remontants permettent 1’obtention d’un rosier
triploide : ”La France”. Ce rosier est considéré comme le prototype des hybrides de Thé qui en
dériveront et donc des rosiers modernes. A la méme époque, Pernet-Ducher réussit a introduire
la couleur jaune dans les hybrides de Thé par croisement avec R. foetida. Ce croisement donna
naissance a un hybride tétraploide : ”Soleil d’or”, a I’origine de I’introduction des caroténoides
dans la palette de couleur des rosiers modernes.

Au début du XX*™, un second pigment (la pélargonidine, anthocyané orange) est apparu
spontanément dans les hybrides de polyantha. Ce pigment fut ensuite introduit dans les hybrides
de Thé par Kordes. A la méme période, le déplacement des cultures de rosiers vers le Nord de
I’Europe et I’Amérique a poussé les hybrideurs a introduire des caracteres de résistance a de
nouvelles contraintes, notamment le froid. C’est alors que fut créé 1’hybride R. hordesii, uti-
lisé pour la production de nombreux rosiers de jardins. Apres 1945, les ressources génétiques
des especes botaniques sont introduites dans les hybrides de Thé par les sélectionneurs francgais
(Meilland, Delbard...) afin de créer de nouveaux types de rosiers adaptés a de nombreux usages.
C’est alors que sont apparus les rosiers pour la production de fleur coupées, les rosiers minia-
tures, les rosiers utilisés pour orner les espaces urbains. Parallelement les sélectionneurs ont
élargi la gamme des rosiers de jardin en y introduisant de nouveaux caracteres tels que la dupli-
cature et le parfum.

Actuellement les recherches des sélectionneurs se concentrent sur 1’introduction de ca-
racteres de résistance aux maladies ainsi que sur le développement de la transgénese du rosier,
outil précieux pour la manipulation génétique de ce dernier (Meynet,|[2001). Le port des rosiers
est un critere important de sélection car il détermine leur utilisation en tant que plante orne-
mentale. Jusqu’a présent, les sélectionneurs ont essentiellement cherché a produire des rosiers
buissons, couvre-sol, grimpants, lianes, tiges et pleureurs pour 1I’ornement des jardins (Delbard,
2010). Les méthodes couramment utilisées pour modifier le port des rosiers sont la taille (ma-






nuelle ou mécanique) et I’application de nanifiants (molécules de synthese qui freinent ou sup-
priment I’élongation des tiges) telles que le Bonzi (paclobutrazol) (http ://e-phy.agriculture.-
gouv.fr/). Ces méthodes sont cependant fastidieuses et/ou nocives pour ’Homme et 1’environ-
nement. L’utilisation des molécules nanifiantes est de plus en plus prohibée pour cette raison. Il
devient donc impératif de trouver des méthodes alternatives permettant d’obtenir des rosiers de
port souhaité.

Les criteres de sélection dont le déterminisme génétique a été étudié chez le rosier concernent :
la remontée de floraison, le nombre de pétales, la couleur de la fleur, le parfum, la stérilité male,
la présence d’épines, la résistance aux maladies (tache noire et oidium) et au froid, la vigueur
et le nanisme (Rajapakse et al., [2001; Martin et al., |2001; Crespel et al., 2002; Wu et al., 2004;
Yan et al., [2005). Peu de données sont donc disponibles sur les caracteres qui contrdlent le port
de la plante.

2.2 La qualité visuelle et I’architecture

2.2.1 La qualité visuelle et les préférences des consommateurs

La qualité visuelle (ou qualité esthétique) est un critere commercial majeur pour les plantes
d’ornement comme le rosier. La qualité visuelle d’une plante ornementale dépend d’attributs
visuels tres pertinents tels que la largeur, la forme et la densité du buisson (Boumaza et al.,
2009). Boumaza et al.| (2009) ont défini 18 attributs visuels permettant de décrire la qualité vi-
suelle d’un rosier de facon objective. Ces attributs portent notamment sur les fleurs (quantité,
taille, couleur, position, stade de développement, densité + forme des pétales), les bourgeons
(quantité et forme), les feuilles (taille, couleur et qualité sanitaire), la vigueur des tiges et la
forme générale de la plante (forme et densité du feuillage). Une étude récente portant sur le
rosier de jardin a permis d’associer les préférences des consommateurs a des profils sensoriels
(Boumaza et al., 2010). Les profils sensoriels de 10 rosiers ont été définis par un jury d’experts
a l’aide de 16 attributs visuels. Une étude de préférence a été réalisée sur ces mémes rosiers par
253 consommateurs. D’une maniere générale, les consommateurs préferent les rosiers larges
et denses avec beaucoup de branches fines arborant un grand nombre de fleurs et de petites
feuilles. A contrario, les rosiers peu ramifiés a la base, avec seulement quelques tiges tres vi-
goureuses arborant peu de fleurs sont dépréciés (Boumaza et al., |2010). Les préférences des
consommateurs sont donc fortement dépendantes des profils de ramification, de la vigueur des
axes et de I’architecture globale du rosier.

2.2.2 L’architecture

Larchitecture d’une plante représente I’ensemble des formes structurales que I’on peut ob-
server a un moment donné (Oldeman, [1974). C’est donc I’architecture qui définit la forme glo-
bale d’une plante. L’élément de base sur lequel repose 1’architecture végétale est 1’axe feuillé
ou tige feuillée. L’axe feuillé est élaboré par un méristeme apical caulinaire et composé d’une
série de métameres (Barthélémy et al., |1995).

Un métamere correspond a I’ensemble formé d’un entre-noeud, d’un noeud et d’un bour-
geon axillé par une feuille (White, [1979). Chaque bourgeon axillaire peut éventuellement se
développer pour former un nouvel axe feuillé appelé ramification. L’architecture d’une plante
dépend de la nature (florifere = défini ou végétatif = indéfini), du nombre, de la position et de
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Ficurk 1 — Structure d’un bourgeon végétatif. a. Coupe longitudinale d’un bourgeon axillaire
de Rosa hybrida cv ’Radrazz’ 2009). Le méristeme est recouvert par des primordia fo-
liaires et des écailles (ou cataphylles). L’ ensemble des ces pieces sont rattachées a 1’ébauche de tige
aux entre-noeuds réduits. b. Représentation schématique d’un méristeme caulinaire et des zones
qui le composent en vue longitudinale d’apres (1997). Le méristeme peut étre divisé en 4
zones : la zone centrale (CZ), la zone périphérique (PZ) ou anneau initial, la zone d’organe (OZ)
correspondant a un primordium en cours de formation et la zone médullaire (RM).



la longueur de ses axes. Les modes de croissance et de ramification, la position de la floraison,
la croissance orthotrope ou plagiotrope font partie des criteres permettant de classer les arbres
dans des modeles architecturaux donnés (Barthélémy et al., [1995). Le rosier buisson est une
plante pérenne et ligneuse. Il présente de nombreuses ramifications basales et des axes a crois-
sance définie, résultant d’une floraison terminale (Marcelis-van Acker, |1994). Son architecture
peut étre décomposée en un ensemble d’unités architecturales (Morel et al., [2009). Chez les
arbres, 1’unité architecturale caractérise 1’architecture élémentaire au sein d’'une méme espece
(Barthélémy et al., [1995). Chez les rosiers hybrides de Thé (Rosa hybrida cv "Radrazz” et
”Meiratcan”), chaque unité architecturale est composée d’axes longs et courts. Les proportions
de ces derniers varient progressivement selon 1’ordre de ramification. Au premier ordre de ra-
mification 100 % des axes sont longs alors qu’au dernier ordre de ramification 100 % des axes
sont courts (Morel et al., [2009). L’architecture du rosier dépend donc fortement de la capacité
des différents bourgeons axillaires a se développer pour donner de nouveaux axes.

2.3 Le bourgeon et son fonctionnement

2.3.1 Le bourgeon

Le bourgeon végétatif est une structure complexe (Figure [I] a). Il est défini comme une
pousse non déployée et partiellement développée, possédant a son sommet le méristeme qui I’a
produite. Ce dernier est habituellement protégé et recouvert par des primordia de feuilles et par
les cataphylles (écailles) (Barthélémy et al.,|2000). Sur un axe on distingue le bourgeon termi-
nal ou apical (situé a son extrémité) des bourgeons axillaires (disposés a I’aisselle des feuilles).
Chez le rosier buisson, plante a floraison terminale, 1’apex assure la formation d’organe(s) re-
producteur(s) (fleur ou inflorescence suivant 1I’espece considérée) alors que les bourgeons axil-
laires assurent généralement la formation de ramifications (tiges feuillées a floraison terminale).

Dans un bourgeon, la formation de nouveaux organes est assurée par I’activité du méristeme
caulinaire. Chez les Angiospermes, le méristeme caulinaire peut étre divisé en 4 régions fonc-
tionnelles (Figure [I]b) (Clark, [1997) :

— La zone centrale (CZ) : localisée au centre du méristeme et composée de cellules in-
différenciées présentant une faible activité mitotique. Cette zone permet le maintien de
I’activité du méristéme.

— La zone périphérique (PZ) ou anneau initial : forme un anneau autour de la CZ. Il est
composé de cellules en cours de différentiation présentant une forte activité mitotique.
C’est la zone ou se forment les nouveaux organes.

— La zone d’organes (OZ) ou primordium foliaire : en périphérie du méristetme. C’est la
zone ou les organes nouvellement formés sont en cours de développement. Ils sont alors
morphologiquement distinct.

— La zone médullaire (RM) : sous-jacente aux trois zones décrites précédemment. Elle
est composé de cellules présentant une forte activité mitotique et donnant naissance a la
vascularisation et aux structures internes de la tige.






2.3.2 Le fonctionnement du bourgeon

Dans une plante, les nouveaux axes formés proviennent tous du développement d’un bour-
geon végétatif. La croissance primaire d’un axe comprend deux processus complémentaires :
I’organogénese et I’allongement (Champagnat et al., 1986). Ces deux processus peuvent avoir
lieu simultanément ou €tre décalés dans le temps. La portion de tige présente a 1’état d’ébauche
avant le débourrement des bourgeons est qualifiée de partie préformée, alors que celle formée
suite au débourrement est qualifiée de néoformée (Caraglio et Barthelemy, |1997; Barthélémy
et al., 2000). En fonction de I’espece considérée et de la position des bourgeons dont ils sont
issus, les axes peuvent €tre enticrement préformés (Sabatier et Barthélémy, 2001 |Puntieri et al.,
2002; Sabatier et al., 2003)), entierement néoformés (Borchert,|1969) ou constituées d’une partie
préformée et d’une autre néoformée (Puntieri et al., 2002; |Gordon et al., 2006; (Guédon et al.,
2000). Les bourgeons axillaires de rosier (Rosa hybrida cv ’Radrazz’ et "Meiprille’ et Rosa wi-
churaiana cv ’Basye’s thornless’) situés dans la zone basale de 1’axe primaire sont constitués a
la fois de primordia foliaires préformés et néoformés (Girault et al., [2008).

Une fois formé, le bourgeon peut immédiatement croitre ou entrer en phase de latence, on
peut respectivement qualifier ces bourgeons de sylleptique et proleptique (Barthélémy et al.,
2000). Chez les bourgeons proleptiques, la période de latence durant laquelle leur dévelo-
ppement est temporairement suspendu peut également étre qualifiée de période de dormance.
La dormance correspond a une suspension temporaire de la croissance visible de toute structure
végétale contenant un méristeéme (Lang et al., [1987). Trois types de dormances sont distingués
en fonction des causes de 1’arrét de croissance et des besoins spécifiques pour le rompre (Lang
et al., |1987; [Horvath et al., [2003)) :

— L’écodormance : inclue tous les cas de dormance dus a un ou plusieurs facteurs envi-
ronnementaux défavorables , qui sont généralement non spécifiques dans leur effet sur
le métabolisme global de la plante. Le froid et le stress hydrique sont des facteurs qui
induisent I’écodormance (Horvath et al., [2003)).

— La paradormance : est initiée par un signal biochimique spécifique originaire d’une
structure autre que la structure affectée. Le phénomene de dominance apicale, ou les
bourgeons inhibent le développement de leurs voisins sous-jacents via des signaux hor-
monaux, est un exemple de paradormance (Horvath et al., 2003)).

— L’endodormance : lorsque la réaction initiale a 1’origine de 1’arrét de croissance corres-
pond a la perception spécifique d’un signal environnemental ou endogene au sein de la
structure affectée. La lumiere et la température sont des facteurs qui ont un role impor-
tant dans I’induction et la levée de I’endodormance des bourgeons (Horvath et al., |2003;
Arora et al.| [2003)).

Ces différents types de dormance peuvent affecter les bourgeons de fagcon indépendante ou
simultanée (Horvath et al., [2003)).

Les facteurs responsables de I’entrée en dormance des bourgeons sont externes a la plante
et/ou propres a la plante. La succession des différents types de dormances typiquement ren-
contrée chez les bourgeons des plantes pérennes et/ou des tubercules, ainsi que les facteurs qui
les induisent sont représentés en Figure [2| Chez les arbres des zones tempérées, la dormance
des bourgeons pendant la période estivale est principalement due a des phénomenes de parador-
mance (anciennement appelés inhibitions corrélatives) (Champagnat, [ 1989; |Arora et al., 2003).
L’exemple le plus étudié de paradormance est la dominance apicale. Lorsque la période hivern-
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Ficurk 2 — Représentation schématique des signaux et des saisons typiques des différents types
de dormance d’aprés [Horvath et al] (2003). La succession des différents types de dormances
définis par[Lang et al | et des signaux et saisons qui sont généralement associés a la dormance
des plantes pérennes (herbacées et ligneuses) et des bourgeons caulinaires de tubercules.




ale survient, les conditions environnementales sont défavorables au développement des bour-
geons qui entrent alors progressivement en endodormance puis en écodormance. Chez les plantes
pérennes et ligneuses, le passage de la paradormance a I’endo- et I’écodormance des bourgeons
est du a la réduction de la photopériode et la baisse des températures. Au printemps, le retour a
des températures plus chaudes engendre une levée de dormance (Arora et al., 2003).

Une fois les différents types de dormance levés, les bourgeons reprennent leur développement
et donnent naissance a un nouvel axe. L’étape consistant a la reprise de croissance du bour-
geon €écailleux a la suite de la levée de dormance et aboutissant au dégagement des pieces fo-
liaires ou florales hors des €cailles qui les contiennent peut €tre définie comme le débourrement
(Barthélemy et al., 2000). Ce dernier fait généralement intervenir des processus d’organogénese
et d’allongement (Champagnat et al., 1986).

Chez le rosier, lorsque les conditions environnementales sont favorables, le débourrement
des bourgeons axillaires est principalement inhibé par des phénomenes de paradormances (ou
inhibitions corrélatives). La dominance apicale, la portion de tige au dessus du bourgeon, ainsi
que la feuille qui axille ce dernier ont un effet inhibiteur sur son débourrement (Zieslin et Ha-
levy, 1976a). Dans le dernier cas, le débourrement serait inhibé alors que la croissance de la
tige feuillée qui s’ensuit serait stimulée par la présence de la feuille axillante. La position du
bourgeon sur la tige influe également sur la capacité de ce dernier a débourrer, les bourgeons
apicaux débourrant plus rapidement que les basaux (Zieslin et Halevy, [1976b)). Divers facteurs
environnementaux tels que la lumiere, la température et la nutrition azotée ont un effet sur le
débourrement des bourgeons axillaires de rosier.

2.4 Les facteurs agissant sur le débourrement

2.4.1 Les facteurs environnementaux
2.4.1.1 Lalumiére

Le débourrement dépend fortement des conditions environnementales dans lesquelles se
trouve le bourgeon. Chez certaines especes comme le prunier (Muleo et al., 2001) et le rosier
(Khayat et Zieslin, 1982; Girault et al., 2008) I’absence de lumiere inhibe le débourrement,
alors que ce n’est pas le cas chez le pommier (Muleo et Morini, [2006). D’apres Khayat et
Zieslin| (1982); Girault et al.| (2008), le bourgeon de rosier a un besoin absolu de lumiere pour
débourrer, et ce méme en I’absence d’inhibition corrélative. Ce qui n’est pas le cas de certaines
especes modeles telles que 1’arabette, la tomate et le peuplier (Girault et al., 2008)).

L’intensité lumineuse peut affecter le débourrement des bourgeons. Chez le fréne rouge,
le nombre de bourgeons axillaires débourrants est proportionnel a I’intensité lumineuse (entre
4 % et 40 % d’éclairement par la lumiere naturelle) et arrive a son maximum lorsque celle-ci
atteint 40 % d’éclairement (Bartlett et Remphrey, 1998). En conditions in vitro, les sections
de tiges de rhododendron exposées a des intensités lumineuses croissantes (comprises entre 10
et 110 umol.m™.s™") présentent une augmentation du nombre de débourrement (avec un maxi-
mum observé a 55 umol.m'z.s‘l) (Marks et Simpson, [1999). Chez divers cultivars de rosier,
apres la levée de la dominance apicale, le pourcentage de débourrement des bourgeons distaux
est généralement stimulé lorsque 1’intensité lumineuse augmente (Girault et al., 2008).






La qualité de la lumiere apportée au bourgeon influe également sur le débourrement. En
systeme de culture in vitro, la lumiere rouge clair stimule le débourrement chez le Disanthus
(Marks et Stmpson, [1999) et I’inhibe chez le prunier, de méme que la lumiere rouge sombre
(Muleo et al., 2001). La lumiere bleue inhibe le débourrement du rhododendron, alors qu’elle
stimule celui de I’aubépine au méme titre que la lumiere verte (Marks et Simpson, |1999). In
planta, la lumiere bleu stimule la différentiation de bourgeons axillaires a partir du méristeme
apical sans affecter la dominance apicale chez le prunier. A contrario, la lumiere rouge clair
réduit la formation de bourgeons axillaires et supprime la dominance apicale, stimulant ainsi
le débourrement. Le rouge sombre a, quant a lui, tendance a 1’inhiber (Muleo et al., 2001). Un
phénomene similaire est observé chez des tiges de pommier cultivées in vitro (Muleo et Morini,
2006, 2008)). Chez les plantes entieres d’arabette (Finlayson et al., 2010) et de sorgho (Kebrom
et al., [2006), le débourrement des bourgeons est inhibé par un faible ratio rouge clair/rouge
sombre (Rc :Rs) et par la mutation du phytochrome B (photorécepteur majeur dans la percep-
tion du Rc :Rs). Chez le rosier, apres la levée de dominance apicale, les lumieres rouge clair et
bleue permettent le débourrement des bourgeons (Girault et al., [2008).

Chez certaines especes, la durée de la photopériode modifie également les profils de débou-
rrement. Chez le rhododendron, les jours courts favorisent la basitonie alors que les jours longs
favorisent I’acrotonie (Fustec et Beaujard, [2000). L’exposition des bourgeons a de longues pho-
topériodes permet de compenser 1’absence de gel et d’induire le débourrement des bourgeons
d’épicéa (Nienstaedt, |[1966) et de hétre (Heide, 1993a). Les photopériodes longues permettent
¢galement de réduire le temps thermique (degres jours > 0 °C) nécessaire au débourrement des
bourgeons de bouleau, de merisier, de peuplier, d’aulne et de noisetier (Heide, 1993b).

Nous avons vu que la lumiere joue un rdle primordial dans le controle du débourrement,
notamment chez le rosier ou elle est nécessaire a ce processus. Nous avons donc choisi d’axer
nos recherches sur I’effet de la lumiere sur le débourrement en comparant deux conditions
contrastées : présence de lumiere (favorable au débourrement) versus absence de lumiere (limi-
tante au débourrement). Cependant, d’autres facteurs environnementaux ont une influence sur
le débourrement et pourraient également agir sur la mobilisation des réserves par le bourgeon.

2.4.1.2 Latempérature

La température a une influence importante sur le débourrement. Chez les plantes pérennes
et ligneuses, un traitement des bourgeons par des températures gelives est souvent nécessaire a
la levée de dormance. C’est notamment le cas chez 1’épicéa (Nienstaedt, [1966), le hétre (Heide,
1993a)), le bouleau, le saule (Pop et al., 2000), le pommier et le poirier (Heide et Prestrud,
20035). Chez certaines especes, le temps thermique nécessaire au débourrement des bourgeons
diminue de maniere non linéaire avec 1’augmentation de la durée d’exposition des plantes
a des températures gelantes (Heide, [1993b)). La température printaniere a également une in-
fluence sur le débourrement, qui a lieu plus rapidement lorsque cette derniere est plus élevée,
comme I’indiquent des travaux réalisés sur des bourgeons de saule et de bouleau préalablement
traités par le gel (Pop et al., 2000). Chez le saule polaire, la température optimale pour le
débourrement des bourgeons préalablement traités par des températures gelantes est de 15 °C,
a des températures inférieures ce processus est ralenti (Paus et al., [1986). Chez le rosier, 1’ex-
position a des températures froides (4 °C) pendant une semaine stimule le débourrement des
bourgeons basaux, normalement inhibé par la dominance apicale (Khayat et Zieslin, [1982).
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2.4.1.3 La disponibilité en azote et en eau dans le milieu

Chez le thododendron, une privation d’azote pendant 6 semaines favorise le débourrement
des bourgeons basaux (Fustec et Beaujard, 2000). |[Ferguson et Beveridge| (2009) ont montré
chez des pois décapités qu’une carence en azote n’affecte pas directement le débourrement des
bourgeons axillaires mais plutot la croissance des tiges qui en sont issues. Chez le rosier, une
carence en azote du stade "bouture” a celui de “couleur pétale visible” (stade ou la fleur ter-
minale de I’axe d’ordre I commence a s’épanouir) engendre une diminution du débourrement
des bourgeons de la zone apicale et une augmentation de ceux des zones médianes et basales de
I’axe (Lydie Huché-Thélier, communication personnelle).

Une restriction hydrique de 7 jours (obtenue apres 11 jours de non irrigation), appliquée a
des rosiers dont 1’axe d’ordre I est au stade ’bouton floral visible” (stade apres lequel I’effet de
la dominance apicale est supprimée), stimule le débourrement des bourgeons axillaires (Lydie
Huché-Thélier, communication personnelle).

2.4.2 Les facteurs endogenes a la plante
2.4.2.1 Les sucres

Le débourrement des bourgeons s’accompagne généralement de variations quantitatives et
qualitatives des teneurs en sucres dans le bourgeon. Chez le fréne et le bouleau on constate
une hydrolyse de I’amidon en période de débourrement (Cottignies, |1985; Rinne et al., [1994a).
Chez le chataigner et le peuplier on note une augmentation des sucres solubles a la méme
période (Pezet-s1 Mohamed, |1987; Bonicel et Vercosa de Médeiros Raposo, |1990).

Les variations de teneurs en sucres dans les bourgeons en cours de débourrement ou dans
la portion de tige adjacente s’accompagnent d’une modification de la force puits du bourgeon.
Dans une jeune tige feuillée de Lolium temulentum, le méristeme apical caulinaire recoit a lui
seul 18 a 27 % du CO, fraichement assimilé par cette dernicre (Rylel [1972). Dans les bour-
geons de pécher la teneur en saccharose diminue au profit de celle en stachyose, raffinose et
fructose durant la période de débourrement (Marquat et al., |1999). Une étude complémentaire
montre que la capacité de débourrement des bourgeons est corrélée a la quantité d’hexoses dans
le bourgeon, ainsi qu’a sa capacité a importer le glucose, le saccharose et le sorbitol (Maurel
et al.,[2004). Parallelement on observe une augmentation du taux de transcrit (Gévaudant et al.,
2001) et de I'activité (Aue et al., 1999) de certaines ATPases dans le bourgeon et les tissus
sous-jacents. Ces résultats indiquent qu’une importation active d’hexoses serait nécessaire au
débourrement du bourgeon de pécher. Chez le noyer, 1’aptitude des bourgeons a débourrer est
corrélée a leur capacité a importer du saccharose. Elle est également concomitante a une aug-
mentation de la quantité de saccharose dans la seve xylémienne et a I’induction de I’expression
du transporteur de saccharose JrSUT1 dans les cellules associées aux vaisseaux du xyleme de la
portion de tige adjacente (Decourteix et al., 2008). Lors du débourrement, la quantité en saccha-
rose et en amidon augmente fortement dans les bourgeons du tubercule de pomme de terre. La
mise en place de connexions symplasmiques entre le bourgeon et le tubercule sont par ailleurs
nécessaires au débourrement (Viola et al., 2007). Dans ce cas, I’'importation des sucres s’effec-
tuerait principalement par diffusion au travers des connexions symplasmiques (plasmodesmes).

Chez certaines especes le débourrement implique €galement une modification de I’acti-

vité métabolique du bourgeon. L’expression de la saccharose synthase (Susy), une enzyme de
dégradation du saccharose en hexoses est stimulée dans les bourgeons de vigne entre 24 et 96 h
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apres induction chimique du débourrement (Keilin et al., 2007; Halaly et al., 2008). On observe
chez le pécher, juste avant le débourrement, une augmentation de 1’activité de I’invertase va-
cuolaire des tissus méristématiques du bourgeon (Maurel et al.,[2004).

Les sucres pourraient notamment agir sur le débourrement de part leur role trophique mais
également de part leur role signal. Chez I’arabette, le saccharose induit I’expression et I’activité
kinase des cyclines D2 et D3, responsables du passage des cellules de la phase G1 a S (Riou-
Khamlichi et al., 2000). De méme, le saccharose et le glucose induisent 1I’expression de la cy-
cline D (Nicta ;CycD3 ;4) ainsi que les divisions cellulaires, chez le tabac sauvage ou surexpri-
mant cette méme cycline D (Kwon et Wang, 2010). Ces sucres participent donc a la régulation
des divisions cellulaires, en agissant sur I’expression des genes qui contrdlent le cycle cellu-
laire. Les sucres favorisent également I’expansion cellulaire en tant que solutés (Schmalstig et
Cosgrove, |1990). Ils pourraient donc étre impliqués dans la régulation de I’activité mitotique du
méristetme. SnRK1 (SnF1-Related Protein Kinase), une protéine intégratrice de la réponse de
la plante a une carence carbonée, participe a la régulation de 1’expression de genes impliqués
dans la prolifération cellulaire, la maintenance et la différentiation du méristeme ainsi que dans
la formation des feuilles (Radchuk et al., 2010). De plus, la N-Myristoylation de SnRK1 est
indispensable au développement du méristeme caulinaire (Pierre et al., 2007).

Chez le rosier, le débourrement des bourgeons a la lumiere s’accompagne principalement
d’une mobilisation du saccharose du bourgeon et de la portion de tige adjacente (Girault et al.,
2010). La décapitation et I’exposition des plantes a la lumiere provoque une diminution des
teneurs en saccharose et amidon dans le bourgeon axillaire le plus apical apres 24 h, alors que
la quantité en hexoses reste stable. Entre 24 et 48 h, les teneurs en saccharose et glucose aug-
mentent, alors que celle en amidon continue de baisser. Ensuite, les teneurs de ces différents
sucres augmentent dans le bourgeon et ce jusqu’a 96 h. Parallelement a I’augmentation de glu-
cose observée apres 24 h, on note une induction de I’activité de I’invertase vacuolaire (enzyme
de dégradation du saccharose en hexoses). Dans la portion de tige adjacente au bourgeon, on
observe une baisse des teneurs en sucre (saccharose, glucose et amidon) durant les 48 h qui
suivent la décapitation. Ensuite, les teneurs en saccharose et glucose augmentent alors que celle
en amidon continue de diminuer (Girault et al., |2010). Ces résultats indiquent que le bourgeon
de rosier utilise des sucres endogenes, ou plus certainement ceux en provenance de la tige pour
débourrer a la lumiere.

En revanche, chez les rosiers exposés a I’obscurité (condition inhibitrice du débourrement)
on observe pas d’accumulation de saccharose, d’hexoses et d’amidon dans le bourgeon a partir
de 48 h, ni d’induction de I’activité de I’invertase vacuolaire dans le bourgeon. De méme, au-
cune accumulation de saccharose ou d’hexose n’a lieu dans la portion de tige adjacente.

Les résultats obtenus indiquent qu’une mobilisation des sucres (saccharose et hexoses) en
provenance de la tige serait nécessaire au débourrement et participerait a son photocontrole.
Il nous est donc apparu intéressant de déterminer la maniere dont ces sucres (saccharose et
hexoses) sont importés dans le bourgeon, ainsi que la régulation de cette importation par la
lumiere. Les données bibliographiques indiquent que 1’importation des sucres par les bour-
geons pourrait notamment faire intervenir une part active de transport, nous avons donc cherché
a identifier des transporteurs de sucres (saccharose et hexoses) impliqués dans ce processus.

Nous avons vu que les sucres sont des acteurs clés du débourrement, cependant d’autres

facteurs endogenes agissent sur ce dernier et pourraient entre autre participer a la modulation
de la force puits du bourgeon en réponse a la lumiere.
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2.4.2.2 Les hormones

Les hormones jouent un role primordial dans le débourrement, surtout dans le cas des pa-
radormances telles que la dominance apicale. L’auxine et les strigolactones inhibent le débou-
rrement alors que les cytokinines le stimulent (Ferguson et Beveridge, |2009).

[’auxine est notament synthétisée par les bourgeons caulinaires (méristeme et jeunes pri-
mordia) et transportée de facon basipete dans la tige (Bohn-Courseau, 2010). Chez de nom-
breuses especes, les bourgeons axillaires sont soumis au phénomene de dominance apicale et
ne peuvent débourrer qu’une fois que cette derniere est levée, comme par exemple chez le pois
(Cline, |1997). La suppression de I’apex caulinaire par décapitation libere les bourgeons axil-
laires de la paradormance et permet ainsi leur débourrement (L1 et al., [1995). La décapitation
engendre également une diminution des niveaux endogenes d’auxine bioactive (I’acide indole
3-acetique = AIA) (Morris et al., 2005). L’ apport exogene d’auxine apres la décapitation permet
d’inhiber partiellement le débourrement des bourgeons axillaires (Li et al., [ 1995)). L’auxine en
provenance de 1’apex participerait donc a inhiber le débourrement des bourgeons sous-jacents.

Le role des strigolactones a été mis en évidence chez des mutants de ramification dont les
mutations affectent des enzymes de clivage des caroténoides : rms5 et rmsl (ramosus) chez le
pois (Gomez-Roldan et al., 2008), max3 et max4 (more axillary growth) chez I’ arabette et d17
et d10 (dwarf) chez le riz (Umehara et al., [2008). Ces mutants présentent un degré de rami-
fication plus €levé que les plantes sauvages (Arumingtyas et al., |1992; Stirnberg et al., 2002;
Sorefan et al., [2003; [shikawa et al., 2005)). Ce phénotype est corrélé a un niveau réduit de stri-
golactones chez rmsi, d17 et d10. L’ application de strigolactones inhibe le débourrement chez
ces mutants ainsi que chez les mutants max3, max4. Les genes RMS5/1, MAX3/4 et D17/10 sont
impliqués dans la voie de biosynthese des strigolactones (Umehara et al., 2008; |Gomez-Roldan
et al., 2008).

L’ application directe de cytokinines induit le débourrement des bourgeons axillaires (Sachs
et Thimann, |1964). D’autre part, les niveaux endogenes de cytokinines dans le bourgeon aug-
mentent lors des étapes précoces du débourrement (Turnbull et al., [1997).

Plusieurs théories ont émergé pour expliquer le role des différentes hormones dans les
phénomenes de paradormance. L’hypothese classique de la dominance apicale repose sur la
transmission d’un signal inhibiteur du débourrement en provenance de I’apex caulinaire (Ley-
ser, 2005} Dun et al., 2006). Dans cette théorie, I’influence inhibitrice du signal initial est ca-
pable de circuler de maniere basipete pour inhiber le débourrement des bourgeons sous-jacents
et acropete pour pénétrer dans le bourgeon ou le rameau inhibé. L’ auxine serait le signal initial
en provenance de I’apex. Cependant, son transport dans la tige est polarisé et principalement
basipete. L’implication d’un ou plusieurs seconds messagers capables de circuler de maniere
acropete pour réguler le débourrement est donc nécessaire. Les cytokinines correspondent a
I’un de ces messagers secondaires. En effet, 1’auxine est capable de diminuer la synthese de
cytokinines dans la tige et son transport par le xyleme depuis les racines. Elle inhiberait donc le
débourrement en limitant le taux de cytokinines transporté jusqu’au bourgeon (Leyser, 2005).
Les strigolactones correspondent a un autre messager secondaire de I’auxine. Des expériences
de greffes réalisées entre des mutants de la voie de biosynthese des strigolactones et des plantes
sauvages chez 1’arabette suggerent que cette hormone circule de maniere acropete (Turnbull
et al., 2002; Booker et al., 2005)). L’expression de RMS1 est induite par I’auxine chez le pois,
ce qui n’est pas le cas de son ortologue MAX4 chez I’arabette (Sorefan et al., 2003)). Dans le
modele classique de la dominance apicale, I’auxine en provenance de I’apex réduirait les ni-
veaux de cytokinines et induirait celui des strigolactones arrivant au bourgeon pour inhiber son
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Ficure 3 — Modeéele de régulation du débourrement d’un bourgeon par les hormones et les nutri-
ments proposé par Ferguson et Beveridge|(2009). A. Le passage des bourgeons d’un état dormant
a un état réceptif doit étre déclanché afin qu’ils puissent percevoir les signaux de débourrement. B.
La levée de dominance apicale par décapitation engendre un signal de déclanchement rapide qui
est indépendant de I’auxine (IAA = AIA). C. Les bourgeons/tiges axillaires en croissance (inhibi-
tions corrélatives) affectent la réponse des bourgeons a une réduction de strigolactones et réduit la
disponibilité en nutriment du bourgeon nécessaires a sa croissance et son allongement. D. Les stri-
golactones inhibent le débourrement alors que les cytokinines (CK) le stimulent. Chez les plantes
intactes, ’IAA inhibe le débourrement en maintenant des concentrations élevées de strigolactones
et faibles de CK. E. La teneur en IAA d’un bourgeon réceptif augmente et est exportée dans la tige.
Ceci permet le développement du systeme vasculaire du bourgeon et attire les nutriments nécessaires
pour sa croissance. La croissance du bourgeon ou de la tige dépend ensuite de la disponibilité en nu-
triments.




débourrement. Toutefois, Morris et al. (2005) ont montré que la déplétion en auxine lors de la
décapitation n’est pas le premier message a I’origine du débourrement. Lors de la décapitation,
un message d’origine inconnue, circulant plus vite que 1’auxine, permet au bourgeon d’inititier
son débourrement. Ce signal est capable de circuler dans des tiges ”gainées” dont les cellules
vivantes ont été tuées a 1I’aide de cire chaude, bloquant ainsi tout transport actif, y compris celui
de I’auxine (Ferguson et Beveridge, 2009).

Une autre théorie, celle des flux d’auxine, envisage le phénomene de dominance apicale
d’un autre point de vue (Dun et al., [2006; |Ongaro et Leyser, 2008; Leyser, 2009). Cette hy-
pothese suggere que la dominance apicale soit controlée par les flux d’auxine dans la plante.
Les bourgeons apicaux ou axillaires ne sont capables de débourrer que s’ils peuvent expor-
ter ’auxine qu’ils produisent. L’auxine est exportée des cellules de maniere polarisée grace a
I’activité des transporteurs d’efflux PIN (Pin-formed) (Bohn-Courseau, 2010). L’ auxine en pro-
venance du méristeme apical serait responsable d’une saturation le flux d’auxine dans la tige
et empécherait ainsi le débourrement des bourgeons qui lui sont sous-jacents. Cette hypothese
est notamment confortée par le fait que le transport d’auxine est induit dans la tige des mutants
max et que I’expression de PINI est induite dans la tige inflorescentielle basale de max/ (Ben-
nett et al., 2006). Les strigolactones réguleraient négativement 1’exportation d’auxine dans la
tige, induisant ainsi la dormance des bourgeons. Ferguson et Beveridge (2009) ont proposé un
modele intégrateur du role de 1’auxine, des cytokinines et des strigolactones dans la régulation
du débourrement prenant en compte la théorie des flux d’auxine (Figure [3)).

Chez le rosier, les bourgeons axillaires sont sous 1’influence de la dominance apicale ainsi
que des inhibitions corrélatives par la feuille axillant le bourgeon et la portion de tige au dessus
de ce dernier (Zieslin et Halevy, |1976a). Comme chez d’autres especes, I’auxine est impliquée
dans la dominance apicale (Sandrine Pelleschi-Travier, communication personnelle) et le role
des strigolactones est en cours d’étude au sein des UMR GenHort (Génétique et Horticulture)
et SAGAH.

2.4.2.3 La disponibilité en eau

Les teneurs en eau des bourgeons de bouleau augmentent au printemps, juste avant le
débourrement (Rinne et al., [1994b). La teneur en eau libre est faible dans les bourgeons en-
dodormants et elle augmente dans ceux préts a débourrer chez le pommier (Faust et al., [1991)
comme le pécher (Erez et al., [1998)). Chez les plantules de pois, la décapitation provoque une
réduction du seuil de turgescence (valeur en dessous de laquelle la pression de turgescence n’en-
gendre plus de déformation de la paroi) dans le bourgeon, concomitante a son débourrement
(Kotov et Kotova, 2010). Elle pourrait donc €tre responsable d’une augmentation des capacités
d’élongation cellulaire. La décapitation est également responsable d’une rapide diminution du
potentiel osmotique des bourgeons, ce qui pourrait engendrer un flux d’eau de la tige vers le
bourgeon. L’auxine en provenance de I’apex serait impliquée dans le contrdle du seuil de turges-
cence du bourgeon, mais pas dans celui de sa pression osmotique (Kotov et Kotova,|2010). Chez
I’épicéa, le débourrement est précédé d’une augmentation de la vitesse de transport de 1’eau
dans la tige, de I’entrée d’eau dans les bourgeons, de la différentiation du protoxyleme dans ces
derniers et du transport de 1’eau du protoxyléme nouvellement formé vers le méristeme, juste
avant le débourrement (de Fay et al., 2000). Chez le rosier, la teneur en eau des bourgeons aug-
mente lorsqu’ils sont exposés a la lumiere des 48 h apres la décapitation (bourgeons en cours de
débourrement). A I’obscurité (bourgeons dormants), elle augmente tres légerement apres 24 h,
puis reste stable (Girault, 2009). L augmentation de la teneur en eau dans les bourgeons, coupl-
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ée a I’induction de I’invertase pariétale et de la teneur en hexoses pourrait €tre en relation avec
I’augmentation de la force puits des bourgeons.

2.4.2.4 La composition lipidique des membranes

Le débourrement s’accompagne de modifications de la composition lipidique du bourgeon.
Chez le pommier, 1’induction du débourrement par décapitation engendre une augmentation
des teneurs en phospholipides (phosphatidylcholine, phosphatidyl-éthanolamine, phosphatidyl-
glycérol et phosphatidylinositol) du bourgeon. Ces modifications ne sont pas observées chez
les plantes décapitées traitées a ’auxine (Wang et Faust, 1995). L’'induction du débourrement
par divers régulateurs de croissance (thiadiazuron et nitroguanidines) engendre une augmen-
tation des ratios (acides gras insaturés / acides gras saturés) et (campestrerol + stigmastérol /
sitostérol), ainsi qu'une diminution du ratio (strérols libres / phospholipides) (Wang et Faust,
1988, [1989ajb). Il est largement reconnu que 1’augmentation du degré d’insaturation des acides
gras favorise la fluidit¢é membranaire. Ces modifications pourraient donc €tre a I’origine d’une
modulation du transport de 1’eau, des hormones et des nutriments au sein du bourgeon.

2.5 Le transport des sucres

Les sucres solubles jouent un role essentiel dans la physiologie des végétaux. Ils consti-
tuent la principale source de carbone et d’énergie indispensables au métabolisme cellulaire et
a la synthese des parois végétales. Ils sont impliqués dans la résistance des plantes aux stress
thermique (froid) (Yuanyuan et al., 2009) et hydrique (Bernacchiaa et Furinibl 2004) et dans la
réparation locale de I’embolie hivernale (Decourteix et al.,|2006). D’autre part, ils peuvent agir
en tant que molécule signal (Sheen et al., [1999) et réguler divers processus développementaux,
physiologiques et métaboliques chez les végétaux (Gibson, 2000, 2004, 2005).

Chez les végétaux, les sucres solubles sont produits par la photosynthese ou la mobilisation
des réserves (amidon, composants de la paroi,...). Ils sont ensuite transportés des tissus auto-
trophes qui les ont produits (’sources”) vers les tissus hétérotrophes qui en ont besoin ("puits”)
(Ruiz-Medrano et al., 2001} ivan Bel, 2003). La forme majoritaire de sucre de transport chez les
végétaux est le saccharose, un di-holoside non réducteur. Chez certaines especes, il y a d’autres
sucres mobiles tels que des oligosaccharides de la famille du raffinose (RFOs, ex : raffinose
et stachyose) ou des sucres alcool (polyols, ex : mannitol et sorbitol) (Turgeon, |1996; |Dinant,
2008)). Une étude récente a démontré que les hexoses représentent la forme majoritaire de trans-
port chez divers membres des Renonculacées et des Papavéracées (van Bel et Hess, 2008)). Chez
certaines Rosacées, les sucres mobiles sont principalement des polyols, bien que le saccharose
soit également transporté. Cependant, ce n’est pas le cas chez le rosier, ou la forme majoritaire
de transport reste le saccharose (Zimmermann et Ziegler, [1975).

2.5.1 La répartition et le transport des sucres au sein de la plante

Au sein d’une plante les sucres sont répartis dynamiquement entre les organes “sources”
et “puits”, qui selon leur stade de développement peuvent se comporter tour a tour comme
“puits” ou ’source”. Les jeunes feuilles en cours de développement sont des puits”, puis de-
viennent des ’sources” des lors qu’elles sont capables d’effectuer la photosynthese et d’expor-
ter les sucres néoformés (Turgeon, 1989). Il en va de méme pour les organes de stockage ou
de transport capables de remobiliser des réserves (Dinant, [2008). Chez les Angiospermes, le
transport des sucres des organes “sources” vers les “puits” est assuré par le phloeme, constitué
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Ficure 4 — Chargement du phloeme et transport a longue distance des nutriments
2003). A. Chargement du phloéme. Le saccharose (rouge) synthétisé dans la feuille source
est transféré dans le complexe cellules compagnes-élément criblé par voie symplasmique via les
plasmodesmes ou par voie apoplasmique via des transporteurs. L’influx de saccharose est assuré
par des co-transporteurs de saccharose/H* (transporteurs oranges) alors que 1’efflux est assuré
par des anti-transporteurs de saccharose/H* (transporteurs rouges) ou par diffusion facilitée (non
représentée). Les sucres alcools (S°', marron) sont chargés activement dans le phloéme par des trans-
porteurs d’influx (gris) et d’efflux (marron). Cependant, la localisation exacte de ces transporteurs
n’est pas bien connue. Le saccharose peut étre chargé symplastiquement sous forme de RFOs (rose),
synthétisés dans la cellule compagne. B. Transport a longue distance des nutriments via le flux
de masse. Dans le phloeme de transport, les nutriments qui sortent du phloeme sont réccupérés
depuis I’apoplasme par des transporteurs. mc : cellule du mésophylle, vp/bsc : parenchyme vascu-
laire/cellules de la gaine, cc : cellule compagne, se : élément criblé.



d’un réseau de tubes criblées associées a des cellules compagnes (van Bel, 2003). Dans un
premier temps, les sucres (ou assimilats) sont transférés des cellules du parenchyme phloémien
vers le complexe cellules compagnes-tubes criblés des organes sources, cette étape correspond
au chargement du phloeme (Figure {] A). Ils sont ensuite transportés vers les organes “puits”
via le phénomene de flux de masse (Figure 4 B). Le flux de masse, décrit par Miinch| (1930),
est généré par la pression hydrostatique résultant de la différence de pression osmotique entre
les organes sources” et puits”. Une fois dans les organes “puits”, les sucres sont transférés du
complexe tubes criblés-cellules compagnes vers les cellules du parenchyme phloémien, cette
étape correspond au déchargement du phloeme (Figure [5) (Dinant, 2008}, [Turgeon et Wolf]
2009).

2.5.2 La force puits d’un organe et la répartition des assimilats

D’apres |Ho (1988)), la force puits d’un organe correspond a sa capacité a importer des as-
similats. La force puits d’un organe peut étre mesurée par la somme de carbone net accumulé
dans I’organe et celui perdu par la respiration. En ne considérant que le carbone accumulé dans
I’organe, on mesure uniquement la force puits apparente de celui-ci. La force puits d’un organe
dépend principalement de sa capacité a attirer et recevoir les assimilats. Elle est en relation avec
la taille et I’activité de 1’organe puits. En fonction de leur activité (utilisation et répartition des
assimilats importés) on définit des organes puits de ’stockage” (ex : fruit, tige, tubercules, ra-
cines...) ou ’d’utilisation” (ex : tissus méristématiques, jeunes feuilles, apex racinaire...). Dans
les organes “d’utilisation”, la plupart des assimilats importés sont utilis€s pour la croissance
et seule une petite partie d’entre eux sont stockés de maniere transitoire. La principale activité
métabolique de ces organes est la respiration. Le taux d’importation des assimilats est corrélé
a leur taux de respiration (Ho, [1988). Le bourgeon axillaire en cours de débourrement est un
organe puits constitué de tissus méristématiques et d’ébauches d’organes (feuilles et tiges) en
croissance, il peut donc étre considéré comme un organe puits ~’d’utilisation”.

2.5.3 Le déchargement et le transport des sucres dans les organes puits

Le déchargement du phloeme et le transport des sucres dans les organes puits peuvent s’ef-
fectuer selon 2 voies (Figure E]) (Oparka, |1990; Patrick, [1997; Lalonde et al., 2003)) :

— Symplasmique : les sucres sont transférés d’une cellule a une autre au travers de conne-
xions intercellulaires appelées plasmodesmes. Le transfert des sucres s’effectue selon le
gradient de concentration entre les faisceaux conducteurs du phloeme et les cellules puits.
Il est régulé par la capacité de stockage et d’utilisation des réserves glucidiques des cel-
lules puits.

— Apoplasmique : les sucres passent d’une cellule a une autre de maniere indirecte, en
traversant les membranes et circulant dans 1’apoplasme. Le passage des sucres a travers
les membranes plasmiques s’effectue par diffusion simple ou de maniere facilitée par
des transporteurs de sucres. Le transfert des sucres par diffusion simple s’effectue selon
le gradient de concentration en sucres, alors que celui impliquant les transporteurs peut
s’opérer a I’encontre de ce méme gradient.

Le déchargement du phloeme et le transport des sucres qui s’ensuit s’effectue généralement

par voie symplasmique (Figure [5] A) (Patrick, [1997). C’est notamment le cas dans les jeunes
feuilles en cours de développement (Lalonde et al., 2003)). Le phloeme est, dans cet organe, in-
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Ficure 5 — Déchargement du phloéme et transport qui s’ensuit (Lalonde et al., 2003). A.
Déchargement et transport par voie symplasmique. Le saccharose (rouge) est transféré du le
complexe cellules compagnes-élément criblé aux cellules puits par voie symplasmique via les plas-
modesmes. B. Déchargement et transport par voie apoplasmique. Le saccharose est expoté dans
I’apoplasme par des anti-transporteurs de saccharose/H™ (transporteurs rouges) ou par diffusion fa-
cilitée (non représentée). Il est ensuite importé par les cellules puits depuis I’apolasme par des co-
transporteurs de saccharose/H" (transporteurs oranges) ou par diffusion facilitée. Le saccharose peut
également étre hydrolysé en hexoses (bleu clair) dans 1’apoplasme par une invertase pariétale. Dans
ce cas, les hexoses sont importés par les cellules puits par des co-transporteurs d’hexoses/H* (trans-
porteurs bleus/violets). se : élément criblé, cc/vp/non-vasc : cellule compagne/parenchyme vascu-
laire/non vasculaire.




terconnecté aux tissus non phloémiens par des plasmodesmes (Ding et al., [1988; Haupt et al.,
2001). L’utilisation de traceurs fluorescents imperméable aux membranes (GFP : green fluo-
rescent protein et CF : carboxyfluorescein) a permis de montrer que ces plasmodesmes sont
fonctionnels et permettent le déchargement symplasmique des assimilats (Roberts et al., 1997}
Imlau et al., |1999; Oparka et al., 1999; Haupt et al., 2001). De plus, le PCMBS (un inhibiteur
des groupements thiols qui affecte I’activité des transporteurs de saccharose) n’a aucun effet sur
le déchargement des produits de la photosynthese (Schmalstig et Geiger, [1985; Turgeon, [1987).

Cependant, dans certains cas, le transport symplasmique des sucres au sein des tissus puits
est interrompu par une étape apoplasmique (Figure [5| B). C’est généralement le cas lorsque le
transport des assimilats a lieu a I'interface entre les génomes de différents individus (relations
biotrophiques : hote/parasite, tissus maternels/filiaux) et dans des organes qui accumulent des
sucres a forte concentration (Patrick, [1997)).

Lorsqu’il est transporté par voie apoplasmique, le saccharose peut €tre déchargé dans 1’apo-
plasme par simple diffusion ou via I’activité de transporteurs de saccharose (Patrick, |1997; |La-
londe et al., 2003). Apres avoir circulé dans 1’apoplasme, il peut directement etre importé dans
les cellules puits par des transporteurs de saccharose (Lemoine, |2000) ou par diffusion facilitée
(Lalonde et al., 2003) ou étre clivé en hexoses (glucose + fructose) par I’activité d’une inver-
tase pariétale (Strum et Tang, 1999). Dans le dernier cas, les hexoses produits sont importés
dans les cellules puits par des transporteurs de monosaccharides (Biittner et Sauer, 2000). Une
fois dans les cellules puits, le saccharose peut étre clivé en hexoses par 1’activité d’invertases
(cytoplasmique ou vacuolaire) ou de la saccharose synthase (enzyme cytoplasmique catalysant
la transformation réversible du saccharose en UDP-glucose + fructose) (Strum et Tang, |1999;
Lytovchenko et al., 2007).

Les voies de déchargement et de transport des sucres au sein des bourgeons végétatifs en
cours de développement n’ont fait I’objet que de peu d’études. Chez I’arabette, 1’utilisation
d’un traceur fluorescent montre que les connexions symplasmiques (plasmodesmes fonction-
nels) entre le phloeme et le méristeme apical caulinaire varient au cours du développement.
Les jeunes méristeémes apicaux caulinaires (cultivés 25 jours en condition de jours courts, ou
comprenant moins de 12 feuilles visibles) sont symplasmiquement isolés du phloeme. A par-
tir de 27 jours de culture en conditions de jours courts, le méristeme est connecté au phloeme
par le symplasme, jusqu’au virage floral et la production des premicres pieces florales visibles
(40 jours de culture en condition de jours courts, plantes comprenant au moins 18 feuilles vi-
sibles) apres quoi ce n’est plus le cas (Gisel et al., |1999). Une étude similaire réalisée chez le
tubercule de pomme de terre (Viola et al., 2007) montre que les bourgeons dormants sont sym-
plasmiquement isolés du tubercule. Leur débourrement est concomitant a la mise en place de
connexions symplamiques entre le tubercule et le bourgeon et a I’accumulation de sucres (sac-
charose et amidon principalement) dans le bourgeon. En revanche, I’incorporation de glucose
radiomarqué est identique entre les bourgeons dormants et ceux en cours de débourrement. Le
déchargement du saccharose nécessaire au débourrement des bourgeons de tubercule de pomme
de terre s’effectue donc par voie symplasmique. Chez le pécher, I’approvisionnement en sucre
du bourgeon végétatif lors des étapes précoces du débourrement implique quant a lui I’impor-
tation d’hexoses par voie apoplasmique (Aue et al., [1999; Gévaudant et al., 2001; Maurel et al.,
2004).

L’approvisionnement en sucre des bourgeons végétatifs pourrait donc faire intervenir des

voies symplasmiques et/ou apoplasmiques de déchargement et de transport des sucres solubles
en fonction du stade de développement et/ou de I’espece considérée. Cependant, les voies impl-
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Ficure 6 — Structure et fonctionnement des transporteurs de sucre. (a) Mode de fonctionne-
ment des différents types de transporteurs (Alberts et al., 2002). Les facilitateurs (uniporters)
permettent la diffusion passive des sucres au travers des membranes. Les anti-transporteurs (antipor-
ters) et co-transporteurs (symporters) permettent le transport actif secondaire des sucres au travers
des membranes. Le transport d’une molécule de sucre est alors couplée a celle d’un proton et dépend
de la force protomotrice générée de maniere active par les ATPases. Modele de structure secon-
daire d’un transporteur de disaccharide (b), d’un transporteur de monosaccharide (c) et d’un
transporteur SWEET chez Arabidopsis thaliana (TPer} 2010; [Chen et al),[2010). La plupart des
transporteurs de sucre chez les végétaux (b et c) sont constitués de 12 domaines transmembranaires
reliés entre eux par des domaines extra- et intracellulaires, des extrémités N- et C-terminales cy-
toplasmiques et une grande boucle cytoplasmique centrale entre les domaines transmembranaires
VI et VII. Les SWEET transporteurs récemment isolés sont quant a eux constitués de 7 domaines
transmembranaires en configuration 3+1+3.




iquées dans le déchargement et le transport des sucres chez le rosier n’ont pas encore été
étudiées.

2.5.4 Les transporteurs de sucres

Il s’agit de protéines membranaires catalysant le transport des sucres au travers des mem-
branes. La majorité des transporteurs de sucres caractérisés chez les végétaux appartiennent a la
Superfamille des Facilitateurs Majeurs (MFS : Major Facilitator Superfamily) (Biittner, 2007}
Kiihn et Grof} 2010), exceptés les SWEET, nouvellement caractérisés par (Chen et al.| (2010).
La MFS est I'une des deux plus grandes superfamilles de transporteurs chez les étres vivants
(Saier, 2000a)). Elle regroupe des facilitateurs (uniporters), des anti-transporteurs (antiporters)
et des co-transporteurs (symporters) (Saier, 2000b). Les transporteurs de sucres appartiennent
a I'une de ces 3 catégories (Figure [6] a). Les facilitateurs permettent une diffusion passive des
sucres, selon le gradient de concentration. Les anti- et co-transporteurs catalysent quant a eux le
transport actif secondaire des sucres. Le transport d’une molécule de sucre est alors catalysé par
I’anti- ou le co-transport d’un cation monovalent (H* ou Na*) (Saier, 2000a). Chez les plantes,
le transport actif des sucres dépend du gradient électrochimique de H*, généré par I’activité de
pompes a protons (ATPases) (Delrot et al., 2001).

Chez les végétaux, il existe des transporteurs de disaccharides (DST : DiSaccharide Trans-
porter), également nommés transporteurs de saccharose (SUC : SUcrose Carrier, SUT : SUcrose
Transporter et SUF : SUcrose Facilitator) (Figure []b) et des transporteurs de monosaccharides
et de polyols (MST-like : MonoSaccharide Transporter-like), appartenant tous deux a la MFS
(Figure[6]c). La plupart de ces transporteurs sont constitués de 12 domaines transmembranaires,
dont les 6 premiers présentent des homologies de séquence avec les 6 derniers (Saier, 2000a). I1s
présentent généralement des extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques et une grande boucle
cytoplasmique centrale (Delrot et al., 2001). Les SUCs et MSTs partagent des caractéristiques
structurales communes, mais ont cependant des séquences protéiques tres différentes (Williams
et al., [2000).

Chen et al. (2010) ont récemment mis en évidence 1’existence d’une nouvelle famille de
transporteurs de sucres, les SWEET, présents chez les végétaux (arabette et riz) et les métazoaires
(nématode, ascidie, souris et Homme). Ceux caractérisés chez les végétaux sont des facilita-
teurs catalylant I’influx ainsi que 1’efflux de sucre au travers des membranes. Ce sont de petites
protéines constituées de 7 domaines transmembranaires, dont la structure dériverait de la du-
plication d’un polypeptide 2 3 domaines transmembranaires (1-3 et 5-7) fusionnés via le 4°™®
domaine en une configuration 3+1+3 (Figure [ d). Ces transporteurs présentent une extrémité
C-terminale cytoplasmique et une extrémité N-terminale située sur la face opposée de la mem-
brane (Chen et al., [2010).

2.5.4.1 Les transporteurs de saccharose

Les transporteurs de saccharose catalysent le transport actif ou passif du saccharose au tra-
vers des membranes. Le premier transporteur de saccharose (SoSUTI, Spinacea oleacera Su-
crose Transporter 1) a été isolé chez I’épinard par Riesmeier et al.[(1992). L’ ADNCc correspon-
dant a SoSUT a été isolé a partir d’une banque ADNCc de feuilles d’€pinard par complémentation
fonctionnelle de levures déficientes pour leur invertase pariétale (YSH INVS8, YSH SUSY7). La
majorité des transporteurs de saccharose identifi€s a ce jour sont des co-transporteurs de saccha-
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rose/H* (Kiihn et Grof, 2010), exceptés les facilitateurs (SUF) caractérisés chez le pois et le
haricot (Zhou et al., 2007). Les SUCs sont généralement tres spécifiques du saccharose, méme
si certains d’entre eux sont capables de transporter d’autres substrats. AtSUC2 est ainsi capable
de transporter divers a et S glucosides dont le maltose (Chandran et al., 2003). AtSUCS et
PmSUC?2 sont eux capables de transporter la vitamine H (biotine) (Ludwig et al., 2000). Des
travaux réalisés sur divers SUCs montrent que le maltose peut inhiber le transport de saccharose
(Meyer et al., [2000; Ludwig et al., 2000; Barth et al., 2003; Tang et al., 2010). L’activité des
co-transporteurs de saccharose/H* est fortement inhibée par les protonophores (CCCP et DNP),
les inhibiteurs de la production d’ ATP (antimycine et arsenate), les inhibiteurs des groupements
thiols (PCMBS et NEM) et les inhibiteurs d’histidine (DEPC) (Lemoine, 2000).

Les transporteurs de saccharose sont codés par une famille multigénique dont on connait
neuf isoformes chez I’arabette (Sauer et Stolz, [1994; Barker et al., 2000; Ludwig et al., 2000;
Meyer et al., 2000, |2004; Weise et al., 2000; Sauer et al., 2004), sept chez I’hévéa (Yang et al.,
2007; |Dusotoit-Coucaud et al., 2009)), cinq chez le riz (Hirose et al., 1997; Takeda et al., 2001}
Aoki et al., [2003), quatre chez la vigne (Davies et al., |1999; Ageorges et al., 2000), trois chez
la tomate (Barker et al., 2000; Weise et al., 2000) et deux chez le tabac (Burkle et al., [1998;
Lemoine et al., |1999). Au sein d’'une méme espece, les différentes isoformes de transporteurs
de saccharose peuvent avoir des affinités, des localisations tissulaires et cellulaires, ainsi que
des fonctions physiologique différentes et complémentaires (Sauer, |[2007).

Les analyses phylogéniques permettent de classer les transporteurs de saccharose en 3 a 5
sous-familles, groupes ou clades (Kiihn, [2003; Sauer, 2007} |Kiihn et Grof, 2010). Selon la clas-
sification établie par Sauer| (2007), les transporteurs de saccharose sont répartis en 4 groupes :

— Groupe 1 : ce sont des transporteurs de saccharose a forte affinité localisés dans la mem-
brane plasmique de Monocotylédones. Ils catalysent principalement 1’absorption de sac-
charose dans le phloeme et les cellules puits. Ce groupe a récemment été divisé en 2 clades
(SUT3 et SUTS) dans la classification de Kiihn et Grof (2010}, cependant 1’ auteur n’a fait
aucune distinction fonctionnelle entre les membres de ces clades.

— Groupe 2 : rassemble des transporteurs de saccharose a forte affinité localisés dans la
membrane plasmique de Dicotylédones. Ces transporteurs sont responsables du charge-
ment du phloeme et de I'importation du saccharose dans différents tissus puits, comme
leur homologues du Groupe 1 chez les Monocotylédones. Ils correspondent aux transpor-
teurs du clade SUT1 dans la classification de Kiihn et Grof] (2010).

— Groupe 3 : correspond a des transporteurs de saccharose a faible affinité présentant une
extension de leur extrémité N-terminale et de la boucle cytoplasmique centrale. Ils ont été
localisés dans les membranes plasmiques du complexe cellules compagnes-tubes criblés
chez la tomate (Barker et al., 2000), le plantain (Barth et al., 2003)) et I’arabette (Meyer
et al., 2004). Chez cette derniere ils sont exprimés dans divers tissus puits, ou ils ont été
proposés comme responsables de I'importation de saccharose. Les transporteurs de ce
groupe présentent des caractéristiques communes aux senseurs de sucre (SNF3 et RGT2)
chez la levure (Barker et al., |2000), mais aucune activité de perception de sucre n’a été
démontrée a ce jour (Sauer, [2007). Ces transporteurs correspondent a ceux du clade SUT2
dans la derniére classification (Kiihn et Grof, 2010).

— Groupe 4 : comprend des transporteurs de saccharose a faible affinité. Ils ont initialement
été proposés comme des transporteurs de la membrane plasmique d’apres leur expression

hétérologue chez la levure (AtSUT4, StSUT4 et HvySUT2) et I'immunolocalisation (St-
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SUT4 et LeSUT4) de certains d’entre eux dans le complexe cellules compagnes-tubes
criblés (Weise et al., 2000; Weschke et al., 2000). Cependant, de récents travaux montrent
que plusieurs d’entre eux (AtSUT4, HvSUT?2 et LjSUT4) seraient localisés dans le to-
noplaste (Endler et al., 2006; Reinders et al., 2008). Les transporteurs de ce groupe
représentent donc les transporteurs de saccharose tonoplastiques. Leur localisation in-
dique qu’ils pourraient participer a la compartimentation cellulaire du saccharose et par
conséquent a la régulation des pressions osmotiques. Ces transporteurs correspondent a
ceux du clade SUT4 dans la derniere classification (Kiihn et Grof, 2010).

Les facilitateurs de saccharose (SUFs) isolés chez le haricot et le pois présentent des ca-
ractéristiques cinétiques tres différentes des autres transporteurs de saccharose mais en sont tres
proches sur le plan phylogénétique. Ils présentent notamment une affinité extrémement faible
pour le saccharose et leur activité n’est pas affectée par 1I’antimycine, le CCCP ou le DEPC
(Zhou et al., 2007). Cependant, PsSSUF1 et PvSUF1 peuvent étre classés dans le groupe 2 et
PsSUF4 dans le groupe 4 des transporteurs de saccharose présentés ci-dessus.

La plupart des transporteurs de saccharose sont exprimés dans divers tissus puits ou ils
peuvent avoir différentes fonctions (Kiihn, 2003; [Sauer, 2007; |Kiihn et Grof, 2010). Ils sont
notamment présents dans les structures participant a la reproduction. AtSUCI1, dont les ARNm
s’accumulent dans les tissus connectifs de 1’anthere, a été proposé pour participer a la déhiscence
de cette derniere chez I’arabette (Stadler et al., [1999). Les transporteurs NtSUT3 (tabac), Le-
SUT?2 (tomate) et AtSUC1 (arabette) sont exprimés dans le grain de pollen et participent a son
développement (Lemoine et al., [1999; |[Hackel et al., 2006; Sivitz et al., | 2008).

Les profils d’expression des transporteurs de saccharose dans la graine en formation in-
diquent que ces derniers jouent un role important dans les échanges entre les tissus maternaux
et filiaux nécessaires a son développement. Chez la feve, le pois et le haricot, les transporteurs
VISUT1 (Weber et al., |1997), PsSUT1, PsSUF1, PsSUF4 (Tegeder et al., [1999; [Zhou et al.,
2007)), ainsi que PvSUT1 et PvSUF1 (Zhou et al.,[2007) sont exprimés dans les tégument de la
graine en cours de développement. Leur expression est notamment localisée dans les cellules
permettant I’efflux de saccharose des téguments de la graine vers I’embryon (Weber et al., 1997;
/hou et al., [2007). Les facilitateurs PsSUF1, PsSUF4 et PvSUF1 ont été proposés comme des
acteurs de I’efflux de saccharose des téguments de la graine vers 1’apoplasme de cette derniere.
VESUTI1, PsSUT1 et PvSUT]1 sont des co-transporteurs de saccharose/H", leur role dans les
téguments de la graine est donc plus difficile a interpréter. V/SUTI et PsSUTI sont également
exprimés dans les cotylédons de I’embryon, suggérant leur implication dans le stockage des
réserves (Weber et al., |1997} [Tegeder et al., 1999). Chez I’orge, HvSUT1 est exprimé dans le
jeune caryopse en formation. L’induction de HvSUT1 juste apres le début de I’accumulation
d’amidon dans I’albumen coincide avec une augmentation de la quantité de saccharose et de
I’expression de la saccharose synthase (Weschke et al., 2000). Chez 1’arabette, des analyses
du taux de transcrit et de ’activité du promoteur d’AzSUCS5 montrent que ce gene est princi-
palement exprimé dans 1’albumen de la graine (tissus filiaux) lors des étapes précoces de son
développement. Les embryons des mutants AtSUCS présentent un retard de développement,
suggérant un role pour AtSUCS dans la nutrition des tissus filiaux de la graine lors des étapes
précoces de son développement (Baud et al., 2005).

Certains transporteurs de saccharose sont impliqués dans la formation et la maturation du
fruit. Les tomates transgéniques LeSUT] antisens et LeSUT2 antisens sont incapables de pro-
duire des baies normales. Chez les tomates LeSUT2 antisens, la réduction du rendement en fruit
pourrait étre une conséquence des problemes de pollinisation causés par I’inhibition de I’expre-
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ssion de LeSUT2 (Hackel et al., |2006). Chez la baie de raisin, VvSUC27 est fortement exprimé
lors des étapes précoces de la formation du fruit jusqu’a la véraison, puis son expression est
rapidement inhibée. A contrario, VvSUCI1 et VvSUCI2 sont exprimés en permanence dans la
baie en cours de formation mais leur expression est induite suite a la véraison (Davies et al.,
1999). WSUT1 est également présent dans la baie a tous les stades de sa formation, mais il
s’y accumule plus fortement juste avant la véraison (Ageorges et al., 2000). Chez 1’arabette, la
protéine AtSUC3 est présente dans une couche subépidermique des carpelles importante pour la
déhiscence de la silique, ce qui suggere son implication dans ce processus (Meyer et al., 2000).

Des transporteurs de saccharose participeraient également a I’importation de saccharose par
les cellules laticiferes de ’hévéa, nécessaire a la production de latex. Cette importation est as-
surée par HbSUT1A et HbSUT1B chez les arbres non exploités et par HbSUT3 chez les arbres
exploités (Dusotoit-Coucaud et al., 2009; Tang et al.,[2010).

2.5.4.2 Les transporteurs de monosaccharides et de polyols

Les transporteurs de monosaccharides et de polyols (MST-like) catalysent le transport de
divers sucres et molécules organiques (hexoses, polyols, inositol, pentoses et tetroses) au tra-
vers des membranes (Biittner, 2007)). Le premier transporteur de monosaccharide identifié chez
les végétaux est le transporteur d’hexose CkKHUP1 (Hexose Uptake Protein 1) exprimé chez
I’algue verte unicellulaire Chorella kessleri, qui peut se développer en conditions autotrophe
ou hétérotrophe. Dans le second cas, le glucose est sa seule source de carbone, sa capacité
a importer ce sucre est alors induite plus de 200 fois par rapport a la condition autotrophe.
L’ADNc de CkHUPI a été isolé par criblage différentiel entre des cellules cultivées en condi-
tions autotrophes et hétérotrophes (Sauer et Tanner, 1989). Tous les transporteurs de monosac-
charides caractérisés a ce jour sont des co-transporteurs de monosaccharides/H*. Ils sont codés
par une grande famille multigénique : I’arabette compterait cinquante trois génes codant poten-
tiellement pour des transporteurs de monosaccharides, de polyols et d’inositol (Biittner, 2007)
contre neufs codant potentiellement pour des transporteurs de saccharose (Sauer, 2007). Un
grand nombre de transporteurs potentiels de monosaccarides ont également été identifiés chez
d’autres especes. Une analyse des banques ESTs a notamment permis d’identifier soixante-deux
séquences contigues de MST-like exprimés chez le pin Pinus taeda, quarante-six chez le mais,
vingt-quatre chez la tomate et dix-huit chez la mousse Physcomitrella patens (Johnson et al.,
2006). Huit MSTs ont également été identifiés chez le ricin (Weig et al., [ 1994), le riz (Toyofuku
et al., 2000; Takeda et al., [2001; Wang et al., |2007, 2008} Cho et al., 2010) et la vigne (Fillion
et al.,|1999; Vignault et al., 2005; Conde et al., |[2006).

La famille des MST(-like) est composée de sept sous-familles chez 1’arabette (Johnson et al.,
2006; Biittner, [2007) :

— Sous-famille des STP (Sugar Transport Protein) : cette sous famille est constituée de
quatorze membres. Tous ceux caractérisés sont des co-transporteurs d’hexose/H* du plas-
malemme. A I’exception d’ AtSTP3, ils présentent tous une forte affinité pour les hexoses.
Ils catalysent I'influx d’hexoses de I’apoplasme vers la cellule. La plupart d’entre eux
sont exprimés dans divers tissus puits : AtSTP1 (Sherson et al., |2000), AtSTP2 (Truernit
et al.,[1999), AtSTP4 (Truernit et al., [1996)), AtSTP6 (Scholz-Starke et al., 2003)), AtSTP9
(Schneidereit et al., 2003), AzSTP11 (Schneidereit et al. 2005) et AtSTPI13 (Norholm
et al., 2006). Les transporteurs AtSTPI (Stadler et al., |2003) et AtSTP3 (Blittner et al.,
2000) sont également présents dans des organes sources. Les STPs sont les transporteurs
de monosaccharides dont la fonction a le plus été étudiée.
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— Sous-famille des VGT-like (Vacuolar Glucose Transporter-like) ou XyloseTP homo-
logs : deux des trois membres de cette sous-famille (AtVGT1 et AtVGT2) sont localisés
dans le tonoplaste. AtVGT]1 catalyse le transport actif de glucose, il est également capable
de transporter le fructose mais pas le xylitol. Il est fortement exprimé dans le grain de
pollen, mais il est également présent dans divers organes (apex racinaire, graine, feuilles,
tige...) excepté dans la racine (Aluri et Biittner, 2007). Le troisieme membre de cette sous-
famille possede une extension N-terminale portant un signal d’adressage aux plastes, il
pourrait donc étre localisé dans la membrane chloroplastique (Biittner, 2007)).

— Sous-famille des TMT (Tonoplast Monosaccharide Transporter) : les trois membres
de cette famille présentent une extension de leur boucle cytoplasmique centrale. AtTMT1
et AtTMT?2 sont localisés dans le tonoplaste (Carter et al., 2004} [Wormit et al., 2006).
L’ utilisation de mutants démontre qu’ AtTMT1 est responsable de plus de la moitié de
I’importation active de glucose vacuolaire chez les cellules du mésophylle exposées au
froid. Dans ces conditions AtTMT2 et AtTMT3 ne participeraient pas a 1’importation
de glucose. AtTMTI et ATMT?2 sont exprimés dans tous les organes testés, cependant
AtTMT] est préférentiellement exprimé dans les feuilles et As7TM72 dans la tige (Wormit
et al.,[2006). Leurs homologues OsTMT1 et OsTMT?2 chez le riz sont également localisés
dans le tonoplaste ou OsMST1 est capable d’assurer I’importation de glucose vacuolaire
lorsqu’il est exprimé chez le triple mutant A#(tmt1-2-3) (Cho et al.,|2010).

— Sous-famille des pGlcT/SGB1 (Plastidic Glucose Transporter/Suppressor of G Pro-
tein Betal) : cette sous famille comprend quatre membres. SopGIcT, I’homologue d’ Atp-
GIcT chez I’épinard est un transporteur de glucose potentiel localisé dans la membrane
interne des chloroplastes. Chez le tabac, son homologue est principalement exprimé dans
les feuilles subissant la transition puits/source, ainsi que dans les feuilles sources et le
bouton floral (Weber et al., [2000). Les auteurs ont proposé une implication de ce trans-
porteur dans I’exportation du glucose dérivé de la dégradation des réserves amylacées
stockées transitoirement dans les chloroplastes. AtSGB1 est un transporteur d’hexose po-
tentiel localisé dans 1’appareil de Golgi (Wang et L1, 2006)). Les propriétés cinétiques et
le role exact de ces transporteurs dans la physiologie de la plante ne sont pas connus.

— Sous-famille des ERD6-like (Early-Responsive to Dehydration-like) : cette sous fa-
mille est celle qui regroupe le plus grand nombre de transporteurs potentiels de mo-
nosaccharides (dix-neuf). Cependant, seul trois d’entre eux ont été étudiés : AtERDG6,
AtSFP1 (Arabidopsis thaliana Sugar-porter Family Protein) et AtSFP2 (Biittner, 2007).
AtERDG est induit par la deshydratation et le froid (Kiyosue et al., |1998]). Il présente de
fortes homologies avec les GLUT des mammiferes, qui sont des facilitateurs de glucose
(Biittner, 2007). Son expression hétérologue chez la levure n’a pas permis de mettre en
évidence une quelconque activité de transport (Kiyosue et al., [ 1998)). Son homologue
chez la betterave est localisé dans le tonoplaste et il ne présente aucune activité de trans-
port lorsqu’il est exprimé chez la levure (Chiou et Bush, |1996). D’apres Biittner| (2007),
plusieurs membres de cette sous-famille présenteraient une localisation similaire. AtSFP1
est exprimé dans les stomates et I’extrémité des cotylédons chez les jeunes plantules. Son
expression est fortement induite dans les feuilles sénescentes et son induction est couplée
a une accumulation de monosaccharides. Ce résultat indique qu’ AtSFP1 participe a I’im-
portation de monosaccharides dans les feuilles sénescentes (Quirino et al., 2001). AtSFP2
est exprimé dans tous les organes testés a un niveau relativement faible ou il est princi-
palement présent dans les faisceaux conducteurs. Il est également fortement induit dans
I’apex caulinaire de la jeune plantule (Quirino et al., 2001). Biittner| (2007) a proposé que
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ces transporteurs interviennent dans I’efflux de sucre vacuolaire en conditions de ré-
allocation importante des carbohydrates.

— Sous-famille des PLT (Polyol Transporter) : cette sous-famille comprend six membres.
Les AtPLT caractérisés sont tous des co-transporteurs de polyols/monosaccharides/H*
capables de transporter divers substrats dont le sorbitol, le xylitol, le glucose, le fructose,
le xylose et le galactose. Ils ont récemment été renommés PMT (Polyol/Monosaccharide
transporter) pour cette raison (Klepek et al., 2010). Chez I’arabette, les isoformes 1, 2 et
5 sont localisés dans la membrane plasmique (Klepek et al., 2005, 2010). AtPLTS trans-
porte préférentiellement le sorbitol et le glucose. Il est principalement exprimé dans les
tissus puits (zone d’élongation de la racine, tige inflorescentielle et plusieurs structures
florales) (Klepek et al., |2005; Reinders et al., [2005). AtPMT1 et AtPMT?2 transportent
préférentiellement le xylitol et le fructose. Ils sont spécifiquement exprimés dans les tis-
sus puits (grain de pollen, tube pollinique, hydathodes et jeunes cellules du xyleme) (Kle-
pek et al., 2010).

— Sous-famille des INT (Inositol Transporter) : cette sous famille comprend quatre membres.
AtINT2 et AtINT4 sont des co-transporteur de myo-inositol/H* localisés dans la mem-
brane plasmique. AtINT4 présente une forte affinité pour le myo-inositol, plus impor-
tante que celle d’ AtINT2 (Schneider et al., 2006, 2007). D’apres |Schneider et al.| (2007),
AtINT1 serait un transporteur d’inositol tonoplastique. A#/NT3 code pour une protéine
tronquée de 182 acides aminés ne présentant que 5 domaines transmembranaires poten-
tiels. AtINT2 est modérément exprimé dans le tapetum de 1’anthere, les tissus vasculaires
et le mésophylle des feuilles (Schneider et al., 2007). At{INT4 est quant a lui fortement
exprimé dans le grain de pollen et les cellules compagnes du phloeme (Schneider et al.,
2006)). Les simples et doubles mutants d’insertion Atint2.1, Atint4.2 et Atint2.1/Atint4.2
ne présentent aucune différence de croissance, de floraison ou d’accumulation de carbo-
hydrates (myo-inositol, glucose, fructose et saccharose) dans les feuilles par rapport aux
plantes sauvages (Schneider et al., 2006, 2007).

Des homologues de MST(-like) appartenant a chacune des sept sous-familles identifiés chez
I’arabette ont été isolés chez plusieurs especes de plantes vasculaires ainsi que chez 1’algue uni-
cellulaire Chorella kessleri. Les sept sous-familles de MST(-like) sont donc anciennes sur le
plan évolutif et elles dérivent toutes d’un ancétre commun (Johnson et al., 2006)). La diversité
de transporteurs de monosaccharides rencontrée au sein des différentes especes étudiées sou-
ligne leur importance dans la physiologie des plantes.

La majorité des transporteurs de monosaccharides caractérisés a ce jour sont exprimés dans
les tissus puits (Johnson et al., 2006)). IIs jouent notamment un réle primordial dans la formation
et le développement du grain de pollen. AtSTP2 est présent uniquement dans grain de pollen,
lors des étapes précoces de sa formation (Truernit et al., [1999). Les auteurs suggerent qu’il
est impliqué dans I'importation du glucose résultant de la dégradation de la callose lors de
la maturation du pollen. AzSTP6 est exprimé spécifiquement dans le pollen, lors des stades
tardifs de son développement. La viabilité et le développement du pollen, ainsi que la double
fécondation de 1’ovule et la production de graines sont inchangées chez les mutants Atstp6
par rapport aux plantes sauvages (Scholz-Starke et al., [2003). Son role dans la physiologie du
pollen reste donc incompris. La protéine AtSTP9 est présente uniquement dans le pollen mature
en faible quantité et dans le tube pollinique en grande quantité (Schneidereit et al., [2003). Les
auteurs suggerent une implication de ce transporteur un role dans la germination du pollen et/ou
la croissance du tube pollinique. Il en est de méme pour AtSTP11, présent exclusivement dans
le tube pollinique (Schneidereit et al., 2005).
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La formation des fruits charnus tels que les baies est un processus qui nécessite 1’importa-
tion d’une grande quantité de sucres et implique I’activité de transporteurs de monosaccharides.
VvHTI1, VvHT2 et VvHT3 sont exprimés dans la baie de raisin a différents stades de sa forma-
tion (de maniere légerement différente selon le cépage considéré) (Fillion et al., |[1999; Hayes
et al., 2007). VVHTT est un transporteur de glucose a forte affinité. Il est localisé dans la mem-
brane plasmique de I’interface entre les tubes criblés et les cellules compagnes et dans celle des
cellules de la pulpe proche des faisceaux conducteurs. Il participerait a I’importation de mono-
saccharides nécessaires aux divisions et a la croissance cellulaire lors des étapes précoces de la
formation de la baie (Vignault et al., [2005). Les genes VvHT2 et VvHT3 sont exprimés dans la
baie lors des étapes précoces et tardives de son développement. Ils pourraient également jouer
un role dans I’'importation et I’accumulation de sucre dans les cellules de la pulpe des baies. Ce-
pendant, aucune activité de transport n’a pu étre démontrée pour VvVHT3 en systeme hétérologue
et celle de VVHT2 n’a pas été testée (Hayes et al., 2007). Chez I’ananas, des transporteurs po-
tentiels d’hexoses (AcMST1 et AcMST2) sont exprimés dans 1’infrutescence (accumulation de
transcrits) (Antony et al., 2008). Des transporteurs de polyols participent également a la for-
mation du fruit chez certaines Rosacées. Les transporteurs de sorbitol du cerisier (PcSOT! et
PcSOT2) et du pommier (MdSOT1 et MdSOT?2) sont exprimés dans le fruit ou ils jouent un rdle
dans I’accumulation de sucre (Gao et al., [2003], 2005)).

Les transporteurs de monosaccharides sont indispensables a la formation et a la germina-
tion de la graine. Chez la feve, les transcrits du transporteur d’hexoses VfSTP1 s’accumulent
spécifiquement dans les zones mitotiquement actives de I’épiderme de I’embryon au cours de
sa formation (Weber et al., [1997). Chez le riz, OsMST5 est exprimé dans les panicules avant
la pollinisation (Takeda et al., 2001). OsMST4 et OsMST6 sont fortement exprimés dans le ca-
ryopse lors des stades précoces et intermédiaires de son remplissage (Wang et al., 2007, |2008]).
Ces transporteurs participeraient donc a la formation de la graine et du fruit. Chez I’arabette,
AtSTP1 est exprimé dans les graines en cours de germination et les plantules (principalement
dans la racine). L’ analyse de mutants démontre qu’ AtSTP1 est responsable de plus de 60 % de
I’absorption de glucose chez les plantules (Sherson et al., 2000). Chez les mutants d’insertion
pour le transporteur d’hexoses vacuolaire Atvgtl, environ 20 % des graines ne germent pas.
AtVGT1 a donc une fonction dans la formation et/ou la germination des graines (Aluri et Biitt-
ner, [2007). Dans les plantules de soja, GsMST1 et GsMST2 sont exprimés dans différentes zones
de la racine (Dimou et al., [2005)). Ils jouent donc des roles différents dans I’approvisionnement
en sucre des différentes cellules puits de la racine en croissance.

Certains transporteurs de monosaccharides sont également impliqués dans les interaction
hote-parasite ou hote-pathogene. Le geéne ArSTP12 est fortement induit dans le syncitium formé
lors de I’interaction avec le nematode Heterodera schachtii. Son expression est nécessaire au
développement de ce dernier. En revanche, 1I’expression des genes AtSFP1, AtSTP4 et AtSTP7
est fortement réprimée dans le syncitium formé lors de I’infection (Hofmann et al., 2009). Chez
le mais, ’expression de ZmMST1 dans la racine est induite lors de I'infection par la myco-
rhize Glomus intraradices. Cette induction s’accompagne d’une augmentation de la quantité de
sucres solubles dans les racines infectées (Wright et al., 2005)).

2.5.4.3 Les SWEET transporteurs

Les SWEET caractérisés chez les végétaux sont des transporteurs a faible affinité qui cata-
lysent I’influx ainsi que 1’efflux de glucose au travers des membranes, ils ont donc été proposés
comme €tant des facilitateurs. Le premier SWEET isolé (AtSWEET1, Arabidopsis thaliana
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SWEET 1) a été identifié par criblage de protéines membranaires de fonction inconnue a 1’aide
d’un nouveau systeme d’expression en cellules humaines (Chen et al., 2010). AtSSWEETI a été
co-exprimé avec le senseur de glucose a transfert d’énergie par résonance (FRET) dans des cel-
lules humaines présentant une faible activité de transport du glucose. Six et deux des SWEET
respectivement isolés chez 1’arabette et le riz sont des facilitateurs de glucose. Lorsqu’il est
exprimé chez la levure, AtSWEET] est capable de complémenter les mutant déficients pour le
transport du glucose, alors que ce n’est pas le cas pour celui du mannose, du fructose et du
galactose. Cependant, son expression en oocyte de xénope a permis de montrer qu’il transpor-
terait le galactose en beaucoup plus faible quantité, mais pas le saccharose. AtSSWEET1 est
donc tres spécifique du glucose. Son homologue chez le nématode (CeSWEET1) serait capable
de catalyser I’influx de glucose et de galactose, mais pas de saccharose, lorsqu’il est exprimé
chez les oocytes de xénope. La sensibilité des SWEET aux divers protonophores et inhibi-
teurs connus pour affecter I’activité des transporteurs n’a pas encore été testée. Les SWEET
dont la localisation a été étudiée chez les plantes sont présents dans le plasmalemme, alors que
leurs homologues sont préférentiellement présents dans I’appareil de Golgi chez I’'Homme et le
nématode.

Les SWEET sont codés par une famille multigénique dont on connait dix-sept isoformes
chez I’arabette et vingt-deux chez le riz. Les analyses phylogéniques permettent de classer les
SWEET en 4 sous-clades (Chen et al., [2010).

Les SWEET jouent un rdle important dans 1’approvisionnement en sucres des structures
puits (Chen et al., 2010). Ils participent notamment a la nutrition du grain de pollen en for-
mation et des tubes polliniques en croissance. Chez 1’arabette, AtSWEETS est exprimé dans
le tapetum et sa mutation engendre la stérilit¢ male. AtSSWEET] et AtSWEETS sont fortement
exprimés dans le tube pollinique. AzSWEETYS est quant a lui présent dans le grain de pollen ma-
ture, hydraté et en cours de germination, spécifiquement dans la cellule végétative. Chez le riz,
I’inhibition d’OsSWEET 1 par ARN interférence entraine une réduction des teneurs en amidon
dans le pollen et la stérilit¢ méale (Chen et al., 2010).

Les SWEET sont également impliqués dans la nutrition des pathogenes bactériens et fon-
giques par la plante hote (Chen et al., |2010). Chez I’arabette, I’infection par des pathogeénes
bactériens (Pseudomonas syringae pv. tomato) et fongiques (Golovinomyces cichoracearum et
Botrytis cinerea) induisent fortement 1’expression de certains SWEET. Chez le riz, I’induction
spécifique de la transcription des transporteurs OsSWEETI1 et OsSWEET14 par les protéines
élicitrices de type TAL (transcription activation-like) : PthXol et AvrXa7 (respectivement) est
en grande partie responsable de la pathogénicité de Xanthomonas syringae pv. oryza (Chen
et al., [2010).

AtSWEET 15 semble impliqué dans le processus de sénescence foliaire. En effet, son expres-
sion est fortement induite dans les feuilles sénescentes d’arabette (Chen et al., 2010).

Nous avons vu précédemment que les transporteurs de sucres et notamment ceux trans-
portant le saccharose et les hexoses pourraient étre impliqués dans 1’importation des sucres
nécessaires au débourrement du bourgeon de rosier régulé par la lumiere. Nous avons donc
cherché a identifier ceux potentiellement impliqués dans ce processus. Lorsque ces travaux de
these ont débuté, le s€équengage des EST de rosier n’avait pas commencé et seul une séquence
partielle d’ ADNc codant potentiellement pour un transporteur de saccharose et trois pour des
transporteurs de monosaccharides étaient disponibles dans les bases de données rosier. Etant
donné la diversité des transporteurs de sucres exprimés au sein d’une méme espece, nous avons
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Tableau 1. Transporteurs de sucres d'intérét

Groupe

phylogénique Type de transporteur Localisation Principales fonctions
Transporteurs de saccharose (SUC/SUT)
Co-transporteur de Chargement du phloéme
Groupe 2 saccharose/H", forte Plasmalemme
affinité Importation dans les tissus puits
Co-transporteur de Importation dans les tissus puits
Groupe 3 saccharose/H', faible =~ Plasmalemme
affinité Rechargement du phloéme lors du transport a longue distance
Co-transporteur de
Groupe 4 saccharose/H", faible Tonoplaste  Possible role dans le transport vacuolaire

affinité

Transporteurs de type monosaccharide (MST-like)

Co-transporteur

STP d'hexoses/H", forte Plasmalemme
affinité (excepté STP3)
TMT Transporteur de glucose ~ Tonoplaste

Importation dans les tissus puits (excepté STP3)

Transport vacuolaire et régulation des pressions osmotiques




choisi d’isoler et d’étudier en priorité ceux jouant un role potentiel dans le chargement du sac-
charose et des hexoses par les cellules puits du bourgeon. Nous avons donc étudié les transpor-
teurs de saccharose et d’hexoses plasmalemmiques connus pour étre impliqués dans le charge-
ment des cellules puits. Disposant également des séquences de certains transporteurs de sac-
charose et d’hexoses tonoplastiques impliqués dans la régulation des pressions de osmotiques,
nous avons étudié leur implication dans le processus de photocontrdle du débourrement. Les
transporteurs de saccharose et de monosaccharides que nous avons étudié sont présentés dans
le Tableau 1.

2.5.4.4 Larégulation des transporteurs de sucre

Les niveaux de régulation

Les transporteurs de sucres peuvent €tre régulés au niveau transcriptionnel (et/ou post-
transcriptionnel), traductionnel et post-traductionnel. De nombreux transporteurs de saccharose
ou de monosaccharides voient leur taux de transcrit varier en réponse a un stimuli exogéne ou
endogene a la plante. A titre d’exemple, le taux d’ARNm de certains SUCs est régulé par la
température (Lundmark et al., 2006), de maniere diurne (par la lumiere et/ou le rythme circa-
dien) (Matsukura et al., 2000) et par certaines phytohormones (Dusotoit-Coucaud et al., |2009)).
De méme, le taux d’ARNm de certains MSTs est influencé par la lumiere (Stadler et al., 2003),
les attaques de pathogenes (Truernit et al., [1996)), par les sucres (Atanassova et al., 2003) et
certaines phytohormones (Ehness et Roitsch, [1997).

Le taux de transcrit de ces transporteurs peut etre régulé au niveau transcriptionnel. Chez
I’arabette sauvage, le transporteur de saccharose AtSUC?2 est localis€ uniquement dans les cel-
lules compagnes du phloeme (Stadler et Sauer, |1996)). Chez les plants de tabac transgéniques,
I’activité du promoteur d’AtSUC?2 est également spécifique aux cellules compagnes du phloeme
(Wright et al., 2003). Une analyse détaillée de ce promoteur réalisée chez Arabidopsis thaliana
démontre qu’un fragment de promoteur de 126 pb est suffisant pour induire I’expression ty-
pique d’AtSUC2. Ce fragment contient deux éléments cis de régulation correspondant a des
sites potentiels de fixation de facteurs de transcription (Schneidereit et al., 2008). L’expres-
sion spécifique d’ArSUC2 dans les cellules compagnes du phloeme est donc régulée au niveau
transcriptionnel. De méme, des expériences de “nuclear run-on” ont permis de montrer que la
transcription de BvSUT1 est inhibée par le saccharose (Vaughn et al., 2002). Cette régulation
impliquerait une cascade de phosphorylation de protéines (Ransom-Hodgkins et al.,|2003]).

L’expression de certains transporteurs de sucres serait également étre régulée au niveau tra-
ductionnel. Le transporteur de glucose AtSTP9 est exprimé spécifiquement dans le grain de
pollen chez I’arabette. Les ARNm d’AzSTP9 sont présents dans les grains de pollen lors des
étapes précoces de leur formation. La protéine AtSTP9 n’est présente qu’en tres faible quantité
dans les grains de pollens matures alors qu’elle s’accumule fortement dans les tubes polliniques
en cours de développement (Schneidereit et al., |2003)). Ce différentiel temporel d’expression
entre le transcrit et la protéine indique une possible régulation traductionnelle.

L’ activité des transporteurs de sucre peut €également etre régulée au niveau post-traductionnel.
Cette régulation peut se faire par le biais d’interactions protéine-protéine. Les transporteurs de
saccharose des Solanacées sont capables d’interagir ensembles pour former des oligodimeres.
In planta, LeSUTI1, LeSUT2 et LeSUT4 sont co-localisés dans la membrane plasmique des
mémes tubes criblés. In vitro, LeSUT1 et LeSUT2 peuvent former des homo-oligodimeres ou
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des hétéro-oligodimeres (entre eux ou avec LeSUT4) (Reinders et al., 2002). Chez la pomme
de terre, le transporteur StSUT 1 est également capable de former des homo-oligodimeres. Cette
oligodimérisation n’est pas systémique et se fait préférentiellement dans les faisceaux conduc-
teurs du phloeme (Krugel et al., [2008). L’activité des transporteurs de sucres peut étre régulée
par d’autres types d’interactions protéine-protéine. Chez le pommier, les transporteurs de sac-
charose (MdSUT1) et de sorbitol (MdSOT6) localisés dans le plasmalemme sont capables d’in-
teragir avec le cytochrome b5 (MdCYBS5) du réticulum endoplasmique en systemes in vitro et
in vivo (chez la levure et en protoplastes). Chez la levure, ces interactions stimulent 1’affinité de
MdSUTI et MdSOT®6 pour leur substrat (Fan et al., [2009)).

La régulation post-traductionnelle de 1’activité des transporteurs fait également interve-
nir des processus de phosphorylation. Les transporteurs AtSTP1, AtPLTS, AtSTP4, AtSTP7,
AtSTP13 et AtSUCI ont été identifiées comme des protéines phosphorylées localisées dans
la membranes plasmiques d’Arabidopsis thaliana (Niittyla et al., 2007). AtSUC1, AtVGT2 et
AtTMT]1 ont également été identifiés comme des phosphopeptides du tonoplaste (Whiteman
et al., [2008). L’acide okadaique (AO, inhibiteur de phosphatase) inhibe I’absorption de saccha-
rose par les feuilles de betterave sans affecter I’activité des pompes a proton, ni la quantité de
transporteurs de saccharose. L’ AO inhibe donc directement I’activité des co-transporteurs de
saccharose/H" de la membrane plasmique en empéchant leur déphosphorylation (Roblin et al.,
1998)).

Les transporteurs de sucres sont des protéines membranaires et I’environnement lipidique
dans lequel ils se trouvent peut avoir un effet sur leur activité. La composition des membranes
en différents stérols affecte 1’activité de PmSUC?2 lorsqu’il est exprimé chez la levure (Delrot
et al., 2000).

Enfin, I’activité des transporteurs de sucres est régulée indirectement par le biais du gradient
de protons. L’activité des co- ou anti-transporteurs de saccharose/H* est dépendante de la force
protomotrice. Des modulations de I’activité des H"/ATPases affecterait donc immédiatement
les propriétés cinétiques des transporteurs de sucres (Williams et al., 2000).

Les facteurs de régulation

L’expression et/ou I’activité des transporteurs de sucres peuvent €tre régulées par différents
facteurs abiotiques ou biotiques, exogenes ou endogenes a la plante. Parmi les facteurs exogenes
a la plante, on retrouve des facteurs biotiques. L’expression du gene ArSUCI est rapidement in-
duite lors de I'infection de I’ arabette par 1’orobanche (plante parasite) (Vieira Dos Santos et al.,
2003). AtSTP4 est quant a lui induit en réponse a des attaques pathogenes (Alternaria brassis-
sicola et Fusarium oxysporum) et a des éliciteurs (extraits de Pseudomonas syringae et chitine)
(Truernit et al., [1996)).

Les transporteurs de sucres sont également régulés par des facteurs exogenes abiotiques
tels que la lumiere. Le transporteur DcSUT1 de la carotte est régulé par la lumiere dans les
feuilles, ou ses ARNm s’accumulent plus fortement le jour que la nuit (Shakya et Sturm, [1998)).
L’expression d’OsSUT est induite par la lumiere dans I’embryon de riz en cours de germina-
tion (Matsukura et al., 2000). Paradoxalement, son taux de transcrit est élevé dans les plantules
étiolées et diminue lors du verdissement induit par la lumiere (Hirose et al.,|1997). Chez les So-
lanacées, I’accumulation des ARNm et de la protéine de SUT1 est plus importante a la lumiere
qu’al’obscurité (Kiihn et al., 1997)). Les plantes StSUT4-RNAIi présentent entre autre une réduc-
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tion de sensibilité aux longueurs d’ondes de lumiere enrichies en rouge sombre (i.e. conditions
d’ombrage) (Chincinska et al., 2008)). Kiihn et Grof| (2010) ont proposé un modele dans lequel
StSUT4 serait régulé par le phytochrome B. AzSTP1 est fortement et rapidement induit dans les
feuilles exposées a 1’obscurité. Ce transporteur est €également régulé de manicre diurne (Stadler
et al.,|2003)). La température affecte également I’expression de certains transporteurs de saccha-
rose. Chez les arabettes sauvages, le taux de transcrit d’AtSUCI et AtSUC2 est induit dans les
feuilles sources exposées aux températures froides (5 °C) (Lundmark et al., 2006). La quan-
tité¢ de transcrits de JrSUT1, un transporteur potentiel de saccharose chez le noyer, est induite
par les cycles de congélation/décongélation répétés (Decourteix et al., 2006). Les stress salins
et hydriques agissent également sur le taux de transcrits des transporteurs AfTMT1 et At«TMT2
(Wormit et al., [2006). Enfin, on note une accumulation des ARNm d’AtSTP3, AtSTP4 et At-
SUC3 en réponse a la blessure (Truernit et al.,|1996; Biittner et al., [2000; Meyer et al., [2004).

Les transporteurs de sucres sont également régulés par des facteurs endogenes a la plante
tels que par leur propre substrat ou d’autres sucres. Dans les suspensions cellulaires de vigne, le
taux de transcrits du transporteur d’hexoses VvHT est fortement inhibé par le glucose et le 2-
deoxyglucose (analogue du glucose phosphorylé par I’hexokinase mais non métabolisé) (Conde
et al., 2006), alors qu’il est induit par le saccharose et le palatinose (isomere du saccharose non
transporté), mais pas par le fructose (Atanassova et al., 2003). Les sucres affectent également
I’expression d’AtTMT1 (glucose) et AtTMT2 (glucose et fructose) (Wormit et al., 2006). Les
phytohormones telles que 1’auxine (Harms et al.| [1994)), les cytokinines (Harms et al., |1994;
Ehness et Roitsch, [1997), les gibbérellines (Chincinska et al., 2008])), ’acide abscissique (Ca-
kir et al., 2003}; |Oliver et al., [2007; [Hayes et al., 2010) et 1’éthyléne (Chincinska et al., 2008}
Dusotoit-Coucaud et al., 2009; [Tang et al., 2010) modulent également 1’expression de divers
transporteurs de sucres.
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Dans le cadre des axes de recherches développés par 'UMR SAGAH et d’apres les données
bibliographiques exposées précédemment, nos réflexions nous ont conduit a explorer les points
suivants.

Chez diverses especes le débourrement semble nécessiter une mobilisation des réserves car-
bonées du bourgeon et/ou de la portion de tige adjacente. Cependant, les sucres utilisés par le
bourgeon ne sont pas toujours des mémes en fonction de 1’espece considérée. De plus, aucune
étude n’a permis de démontrer clairement que le bourgeon est un puits qui nécessite d’impor-
ter les sucres pour débourrer. Dans un premier temps, nous avons donc cherché a déterminer
les besoins en sucres du bourgeon de rosier pour débourrer lorsque les conditions envi-
ronnementales sont favorables et que les inhibitions corrélatives (paradormances) ont été
supprimées.

Les bourgeons de pécher et de noyer sont capables d’importer activement de plus grandes
quantités de sucres lorsqu’ils sont prét a débourrer que lorsqu’ils sont dormants. La levée de dor-
mance semblent donc influer 1’aptitude des bourgeons a importer les sucres en provenance de la
tige nécessaires a leur débourrement. Chez le rosier, le débourrement des bourgeons axillaires
est principalement inhibé par les phénomenes de paradormance (dominance apicale, portion de
tige et feuille axillante). Lorsque ces inhibitions corrélatives sont supprimées, le débourrement
est totalement inhibé en 1’absence de lumiere. Nous avons donc essayé de déterminer si la
capacité des bourgeons de rosier a importer des sucres est sous le double controle des in-
hibitions corrélatives et de la lumiere.

Le déchargement du phloeme et le transport des sucres qui s’ensuit dans le bourgeon ne
sont pas encore completement élucidés et semblent pouvoir varier selon 1’espece et le stade de
développement considéré. Cette constatation nous a amenés a déterminer, chez le rosier, les
voies de déchargement et de transport des sucres impliquées dans I’approvisionnement en
sucre du bourgeon lors du débourrement, controlé par la lumiere.

Jusqu’a présent de nombreux transporteurs de sucres (saccharose, polyols et monosaccha-
rides) ont été mis en cause dans I’importation et le transport subcellulaire des sucres dans les
organes puits. Cependant, la fonction et la régulation de ces transporteurs n’a pas été étudiée
dans le bourgeon végétatif. Nous avons donc entrepris d’identifier les différentes isoformes
de transporteurs exprimées dans cette structure et leur role potentiel dans I’approvision-
nement en sucre du bourgeon pour son débourrement. Nous avons également étudié leur
régulation en réponse a la lumiere et a ’auxine (hormone a ’origine du phénomeéne de
dominance apicale).

L’approvisionnement en sucres du bourgeon semblent jouer un role tres important dans le
photocontrole du débourrement. Nous avons donc testé I’effet d’un apport exogene de sucres
sur le débourrement du bourgeon rosier a I’obscurité, condition inhibitrice de ce proces-
sus in planta.
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Ficure 7 — La plante modeéle est un rosier hybride : Rosa hybrida cv ’Radrazz’. Les plantes
utilisées pour les expérimentations sont produites par bouturage. Les boutures sont prélevées sur
des pieds meres (a). Elles sont plantées dans des minimottes de terreau (b) et placées sous une
atmosphere humide pour provoquer I’enracinement. Elles sont ensuite empotées (c) et placées en
serre pour favoriser la croissance de 1’axe principal. Une fois au stade bouton floral visible (d), les
plantes sont utilisées pour les expérimentations.



Chapitre 3

Matériel et Méthodes

3.1 Modeles d’étude

3.1.1 Plante modéele et conditions de culture

La plante modele est un rosier de jardin hybride au port buissonnant, Rosa hybrida cv ”Ra-
drazz” (Knock Out®) (Figure [/|a). Il est remontant, ce qui signifie qu’il fleurit plusieurs fois
par an en conditions naturelles. Ses axes sont constitués de 3 a 11 métameres, leur nombre
étant fonction de la position de I’axe dans la plante. Comme tous les rosiers il présente de
I’hétéroblastie caractérisée par une succession de feuilles de type composées imparipennées
dont le nombre de folioles varie de 0 a 7. En partant de la base de 1’axe, on verra ainsi se
succéder des feuilles stipulaires (réduites a la stipule), des feuilles comprenant un nombre de
folioles croissant (3, 5 et 7) puis décroissant (5, 3 et 1).

Des boutures de noeuds portant une feuille a cinq ou sept folioles (Figure[7b) sont réalisées
a partir de pieds meres cultivés en serre (Figure(/|a). Elles sont enfoncées dans des mottes FER-
TISS (FERTIL) et placées sous systeme d’aspersion (80-90 % d’humidité dans 1’air) pendant 4
a 5 semaines pour provoquer 1’enracinement. Les boutures enracinées sont empotées en pots de
500 mL contenant un mélange tourbe, fibres de coco et perlite (70 % /20 % /10 %) et placées
en serre a 25°C + 5°C (Figure[/|c). Environ 3 semaines apres I’empotage on obtient des rosiers
présentant uniquement un axe d’ordre I dont le bouton floral est visible (stade *Bouton Floral
Visible’ ou BFV) (Figure [/| d). A ce stade les bourgeons axillaires sont encore dormants, en
raison de la dominance apicale exercée par le bourgeon terminal.

Les expériences sont ensuite réalisées sur des plantes au stade BFV comportant au minimum
sept feuilles multi-foliolées, dont au moins 1’une d’entre elles possede sept folioles. Le bourgeon
étudié est toujours celui axilé par la 3*™ feuille multi-foliolée proximale en partant de la base
de I’axe. Il est appelé bourgeon d’intérét dans la suite du texte.

3.1.2 Modeéeles expérimentaux
3.1.2.1 Plantes entieres

Nous avons utilisé des plantes dont le développement est compris entre les stades BFV et
Couleur Pétale Visible (CPV, stade a partir duquel le bouton floral est bien développé et com-
mence a s’ouvrir) pour les analyses du taux de transcrits dans les différents organes (bourgeons
dormants et débourrés, bouton floral, feuilles jeunes et matures, tige et racine).
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Ficure 8 — Modeles expérimentaux. Dans le premier modele, les plantes sont décapitées puis
placées a la lumiere ou a 1’obscurité (a). Pour les analyses transcriptionnelles et biochimiques les
prélevements sont effectués entre 24 et 96 h apres la décapitation (b). Les analyses morphologiques
sont réalisées a 6 j apres la décapitation (c). Dans le second modele, des noeuds sont isolés et cultivés
in vitro (d). Les analyses morphologiques sont réalisées a 6 et 12 j apres la mise en culture (e). Les

fleches rouges indiquent les prélevements ou les observations réalisées. Des plantes non traitées sont
utilisées comme témoins.



3.1.2.2 Plantes décapitées

Pour les études a I’échelle de I’individu, nous avons utilisé le modele de plante décapitée
décrit par |Girault et al.| (2008) (Figure [§| a et b). Dans ce modele, les plantes sont décapitées
1 cm au dessus du bourgeon d’intérét (décrit page afin de supprimer la dominance apicale
exercée par les bourgeons distaux. Elles sont défoliées pour supprimer I’interaction entre la
surface foliaire et la capacité de débourrement (Le Hir et al., [2006)). Ensuite, les plantes sont
placées sous lumiére blanche (70 + 10 wmol.m™2.s!, tubes fluorescents L36W/77 Fluora OS-
RAM, Allemagne) ou a I’obscurité (sous sac plastique opaque), selon une photopériode J :N
(16 :8) et a 23°C + 5°C pendant un temps variable. Le traitement est de 24, 48, 72 ou 96 h pour
les études transcriptomiques et biochimiques (Figure [§] a), et de 6 j pour les études morpho-
logiques (Figure [§] b). Des plantes entieres au stade BFV non décapitées sont utilisées comme
témoins avant traitement.

3.1.2.3 Noeuds isolés en culture in vitro

Des noeuds isol€s ont été cultivés in vitro de maniere a pouvoir contrdler 1’apport de sucres
exogenes aux bourgeons (Figure (8| c).

Une portion de tige portant le bourgeon d’intérét (décrit page ainsi que ses voisins est
prélevée. Les feuilles et les aiguillons sont retirées délicatement. La tige est immergée dans
de I’eau pour limiter la cavitation dans les faisceaux le temps des prélevements. Elle est en-
suite désinfectée dans 1’éthanol 70 %, recoupée a 1 cm de part et d’autre du bourgeon, puis le
noeud de 2 cm est placé en culture. Les noeuds sont cultivés dans des boites de Pétri carrées
(120 mm x 15 mm) contenant un milieu de Murashige & Skoog (MS) modifié¢ (Annexe [A]),
additionné de 0, 100, 250 ou 500 mM de mannitol, sorbitol, glucose, fructose ou saccharose.
Le mannitol est utilisé comme témoin osmotique, €tant donné qu’il n’est pas métabolisé chez
diverses especes végétales. Les boites sont scellées par du film alimentaire puis placées dans
une enceinte climatique a 23°C (BINDER, Allemagne). Les bourgeons sont alors cultivés en
présence de lumiere blanche (125 + 25 umol.m?.s!, néons OSRAM L18W/77 Fluora) selon
une photopériode J :N (16 :8), ou a I’obscurité (boites carton doublées de papier aluminium et
scellées au ruban adhésif). La durée du traitement est de 72 h pour les études transcriptionnelles
et biochimiques, et de 6 et 12 j pour les études morphologiques.

Le méme systeme expérimental a été utilisée pour controler 1’apport exogene d’auxine
aux bourgeons. Dans ce cas, les noeuds ont été cultivés 72 h dans un milieu de Murashige
& Skoog (MS) modifié (Annexe @, additionné de 0,1 , 1 et 10 uM d’acide 1-naphtaléne-
acétique (NAA, analogue synthétique de I’auxine), a 23°C en présence de lumiere blanche (125
+ 25 umol.m™2.s™!, néons OSRAM L18W/77 Fluora) selon une photopériode J :N (16 :8).

3.2 Méthodes expérimentales

3.2.1 Analyses morphologiques

Nous avons déterminé 1’état de débourrement, la longueur, ainsi que le nombre de pieces
foliaires des bourgeons pour estimer leur degré de développement. Nous avons également pris
des photos des bourgeons présentant une morphologie représentative pour chaque traitement.
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Ficure 9 — Etat de débourrement des bourgeons. Chez le bourgeon dormant (a) on voit les écailles
(e) bien plaquées contre la tige. Lorsque le bourgeon est débourrant (b) on voit les écailles s’écarter
et les feuilles stipulaires (fs) apparaitre. Lorsque le bourgeon a débourré (c) on voit les feuilles
multifoliolées (fm) hors du bourgeon.



Un bourgeon est considéré comme étant completement dormant lorsque ses €cailles sont
bien plaquées contre la tige et jointives entre elles (Figure[9]a). Puis, lorsque le bourgeon com-
mence a se développer, ses écailles commencent a s’écarter et laisser paraitre les premieres
feuilles stipulaires (sans folioles). Le bourgeon est alors considéré comme débourrant ou gonflé
(Figure [9] b). I est finalement considéré comme débourré lorsque les premiéres feuilles ca-
ractéristiques, potentiellement photosynthétiquement actives, sont apparentes (Figure[9)).

La longueur des bourgeons est déterminée de la base du bourgeon jusqu’a sa pointe a 1’aide
d’un pied a coulisse (Digital caliper, 0-150 mm) et de la loupe binoculaire.

Enfin, le nombre de pieces foliaires est déterminé par dissection manuelle sous loupe bi-
noculaire, a I’aide de pinces fines et d’une aiguille. Les écailles protégeant le bourgeons sont
comprises dans le nombre de pieces foliaires. Les mesures sont réalisées sur un minimum de 14
plantes.

3.2.2 Analyses histologiques
3.2.2.1 Marquage des faisceaux conducteurs et des connexions symplasmiques

Les mouvements de la seve phloémienne peuvent étre tracés a I’aide de 2 sondes fluores-
centes : I’HPTS (8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic) et la CF (carboxyfluorescein) (Wright et
Oparka, |1996). Ces deux composés sont fournis aux cellules sous forme d’acétates : 1’acétate
de HPTS (8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic, trisodium salt, également nommé pyranine) et le
5(6)-CFDA (5-(et 6)-carboxyfluorescein diacetate). Sous forme d’acétate, ces composés peuvent
traverser les membranes. Lorsqu’ils entrent en contact avec des cellules vivantes, les groupe-
ments acétate sont clivés par des estérases endogenes et les sondes fluorescentes (HPTS et CF)
alors libérées ne peuvent plus traverser les membranes. Elles se retrouvent séquestrées dans
les cellules ou elles ont été libérées et ne peuvent circuler vers d’autres cellules que par voie
symplasmique. Lorsque ces sondes entrent dans les faisceaux conducteurs du phloeme, elles
sont rapidement entrainées dans la circulation générale et nous permettent ainsi d’observer
le réseau phloémien et les connexions symplasmiques de celui-ci. D’apres Wright et Oparka
(1996), ’HPTS présenterait plusieurs avantages en tant que marqueur symplasmique par rap-
port a la CF, notamment en terme de localisation cellulaire. En effet, le HPTS serait localisé
dans le cytoplasme, le noyau et les vacuoles alors que la CF serait rapidement séquestrée dans
les vacuoles. Cependant, la CF présente un avantage important par rapport au HPTS : contrai-
rement a lui, elle n’est pas fluorescente sous forme d’acétate. Cette caractéristique assure un
marquage spécifique du phloeme, préférable a un comarquage xyleme/phloeme. Nous avons
donc choisi d’utiliser le 5(6)-CFDA pour réaliser nos essais.

Le marquage des faisceaux conducteurs du phloeme arrivant au bourgeon est réalisé sur des
plantes non traitées (bourgeons dormants) ou décapitées puis placée 72 a 120 h a la lumiere
(bourgeons en cours de débourrement) selon les modalités de culture décrites page |32 (Figure
[10). Les plantes décapitées sont défoliées de facon a laisser uniquement le pétiole et le rachis
de la feuille axillant le bourgeon d’intérét pour réaliser le marquage (Figure 10| a).

Le 5(6)-CFDA est un composé peu stable et tres photosensible, il est donc conservé sous
forme de solution mére 2 100 mg.mL"!' dans du DMSO, & -20°C et manipulé I’abri de la lumigre.
Le jour du marquage, le rachis ainsi que I’extrémité de la tige décapitée sont recoupés a I’aide
d’un scalpel. La plante est ensuite marquée par incubation du pétiole dans 50 uL. de 5(6)-CFDA
4500 ng.mL! (Invitrogen, France) ou dans de I’eau (témoins négatifs) pendant 4 h 2 1’obscurité.
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Ficure 10 — Marquage des faisceaux conducteurs au 5(6)-CFDA. Les plantes sont décapitées
et défoliées partiellement de sorte qu’il ne reste que le pétiole et le rachis de la feuille axillant le
bourgeon d’intérét pour réaliser le marquage (a). Les plantes sont immédiatement marquées (témoins
bourgeons dormants) ou placées a la lumiere pendant 72 a 120 h avant le marquage (b). Les fleches
rouges indiquent les temps auxquels les marquages sont réalisés. Pour effectuer le marquage, le
rachis est recoupé puis incubé 4 h en présence de 5(6)-CFDA (c). Les bourgeons marqués sont
ensuite observés au microscope confocal a balayage laser (MCBL) (c). Pour I’observation, la portion
de tige portant le bourgeon marqué est coupée dans le sens de la longueur en passant par le milieu
du bourgeon (d).



A la fin de I’incubation, la portion de tige portant le bourgeon d’intérét est coupée a 1 cm de
part et d’autre de celui-ci. Elle est ensuite conservée dans un microtube de 0,5 mL contenant
50 uLL d’eau distillée, a I’obscurité, en attendant son observation dans la demi-journée.

Les tissus fraichement marqués sont préparés puis observés a 1’aide d’un systeme de micro-
scopie confocale a balayage laser (MCBL Al, Nikon). La portion de tige est coupée longitu-
dinalement en passant par le milieu du bourgeon. La coupe est réalisée manuellement a 1’aide
d’une lame de rasoir. L’explant est ensuite posé sur une lamelle (25 x 60 mm) avec une goutte
de milieu de montage contenant 80 % de glycérol dilué dans une solution osmotique controle
(100 mM mannitol, 20 mM MES, 0,25 mM CacCl,, 0,25 mM MgCl,, pHS,5). Ce milieu de mon-
tage permet de limiter le dessechement des tissus et la diffusion de la sonde fluorescente. La CF
est ensuite excitée a 488 nm et I’émission récoltée entre 500 et 530 nm. L’autofluorescence des
tissus est excitée a 636 nm et I’émission récoltée entre 662 et 737 nm.

3.2.3 Analyses biochimiques
3.2.3.1 Dosages de sucres

Le dosage est réalisé sur des tissus collectés dans 1’azote liquide et conservés a -80°C. Les
tissus (40 mg, soit 8 a 40 plantes selon le traitement) sont broyés finement a 1’aide de sable de
fontainebleau et d’un mini pilon, dans un microtube de 1,5 mL refroidi dans I’azote liquide. Le
broyage se poursuit ensuite en présence de 200 uL de tampon de broyage (Annexe [B)), jusqu’a
obtention d’un broyat liquide et homogene. Le mortier est rincées avec 200 uLL de tampon de
broyage. Les 400 uL. de broyat sont ensuite centrifugés a 12000 g pendant 3 min a 4°C . Le
surnageant est prélevé, homogénéisé et conservé a -20°C. Le dosage de I’amidon, du glucose,
du fructose et du saccharose sont ensuite réalisés par une méthode enzymatique a 1’aide des kits
ENZYTEC™ fluid D-Glucose, Sucrose (Total Glucose) et D-Fructose (SCIL Diagnostics, Al-
lemagne). La lecture des dosages est effectuée par un automate séquentiel Konelab 20i (Thermo
Electron, Finlande). Chaque dosage est réalisé sur 3 lots biologiques distincts.

3.2.3.2 Absorption de sucres radio-marqués par les bourgeons

Les mesures d’absorption de sucres sont réalisées sur les bourgeons provenant de plantes
non traitées ou décapitées puis placées 72 et 96 h a la lumiere ou a I’obscurité (Figure [§ a).
Chaque mesure d’absorption est effectuée sur 3 lots biologiques distincts, chacun constitué d’un
mélange de 3 a 5 bourgeons. Lors de la mesure d’absorption, les bourgeons sont maintenus dans
des conditions lumineuses identiques a celles avant leur prélevement (lumiere ou obscurité).
Les bourgeons sont récoltés, pesés et placés immédiatement dans 300 uL. de solution de pré-
incubation (mannitol 100 mM, MES 20 mM, CaCl, 0,25 mM, MgCl, 0,25 mM, pH 5,5) pendant
30 min a la lumiere ou a I’obscurité. Les bourgeons sont séchés brievement et placés sur un
milieu d’incubation semi-gélosé (milieu de pré-incubation additionné d’agar a 8 g/L) contenant
1 mM de [U-'%C] saccharose (21,8 GBq.mmol!, PerkinElmer, France), [2-°H] D-glucose (74
GBg.mmol™!, PerkinElmer) ou [U-'*C] D-fructose (10,9 GBq.mmol!, Amersham, France) a
0,5 uCi.mL™! pour une incubation de 2 h 4 la lumiére ou a I’obscurité. Les bourgeons sont placés
sur le milieu d’incubation de sorte que seule la partie du bourgeon initialement rattachée a la tige
soit en contact avec celui-ci. Apres I’incubation, les bourgeons sont lavés par 3 bains successifs
de 5 min dans 500 puL de solution d’incubation pour enlever la radioactivité non absorbée. Les
tissus sont ensuite placés dans des tubes a scintillation de 5 mL et traités 12 h a 55°C dans 300
uL de solution de digestion (acide perchloridrique 13 %, peroxyde d’hydrogene 12 %, triton
X100 0,04 %). Ce traitement permet de digérer les tissus et de libérer la radioactivité absorbée
par ceux-ci. 4 mL de liquide a scintillation (Ecolite(+)™, MP Biomedicals, France) sont ajoutés

34






a chaque échantillon et la radioactivit¢é mesurée a 1’aide d’un compteur a scintillation TRI-
CARB 1900 TR Liquid scintillation analizer(APACKARD, A canberra company).

Afin de déterminer si I’absorption de sucres observée fait intervenir un phénomene actif de
chargement des sucres, des bourgeons ont également €té traités de la méme fagon avec un milieu
d’incubation additionné de 0,5 uM de CCCP (Carbonyl Cyanide m-Chloro-Phenylhydrazone,
Sigma, France) durant la pré-incubation des bourgeons et 1’incubation en présence de sucres
radiomarqués. Le CCCP est un protonophore ou agent découplant (Sauer et Stolz, [1994)), qui
supprime le gradient de protons et donc inhiber 1’activité des co-transporteurs sucre/H*.

3.2.4 Analyses a I’échelle moléculaire
3.24.1 Extraction d’ARN et synthese d’ADNc

Les tissus collectés sont immédiatement congelés dans de 1’azote liquide et conservés a -
80°C. IlIs (50 a 100 mg, soit 15 a 80 plantes) sont ensuite broyés finement dans 1’azote liquide
en présence de PVP40 (10 % poids/poids) a I’aide d’un mortier et d’un pilon. Les extractions
d’ ARNSs sont immédiatement réalisées a partir du broyat obtenu.

Extraction d’ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a I’aide du kit NucleoSpin® RNA Plant (Macherey Nagel,
France) selon les recommandations du fournisseur. Pour la premicre étape d’extraction, nous
avons utilisé le tampon RAP additionné de 1 % de béta-mercaptoéthanol (vol/vol). A la fin du
protocole, les ARNs totaux (traités a la DNase) sont suspendus dans de I’eau sans RNase et
conservés a -80°C. La quantité d’ ARNs est estimée par dosage a 1’aide du spectrophotometre
UV Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, EUA). Leur qualité est vérifiée par migration en
gel d’agarose 1,5 % dans du tampon TAE 0,5 X. Une fois la migration terminée, le gel est
incubé 15 min dans un bain de TAE 0,5X additionné de bromure d’éthidium (BET)(0,1 uL./mL)
et les bandes correspondant aux ARN ribosomiques sont visualisées sous lumiere UV.

Synthese d’ADNc

La transcription inverse (RT) des ARNs messagers est réalisée a partir d’1 ug d’ARNs to-
taux, a I’aide du kit SuperScript®III Reverse Transcriptase (Annexe [C)). Les ARNs, amorces
oligoDT(20) et les dNTPs sont dénaturés. Puis la RT des ARNm est réalisée dans un volume
final de 20 pL.

La qualité de la RT, ainsi que 1’absence de contamination de celle-ci par de I’ADN génomique
est vérifiée par PCR avec des amorces situées de part et d’autre d’un intron du gene R:GAPDH
(Annexes [D|et[E). Les produits de PCR sont ensuite séparés par migration en gel d’agarose 1 %
et visualisés sous lumiere UV a I’aide de BET comme décrit page Le marqueur de masse
moléculaire SmartLadder™ (Eurogentec, France) est alors utilisé pour estimer la taille des pro-
duits de PCR.

Les ADNc sont ensuite purifiés a 1’aide du kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN,
France) selon recommandations du fabriquant, suspendus dans 80 ul de tampon d’élution, ali-
quotés par 20 uL et conservés a -80°C. Cette étape entraine une dilution au 1/4 des ADNc. Au
besoin, ces aliquots sont ensuite dilués au 1/100°™, aliquotés par 50 uL et conservés a - 20°C
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afin d’éviter les congélations/décongélations. Les ADNCc utilisés pour réaliser les PCR sont donc
dilués au 1/400°™me,

3.2.4.2 Clonage des séquences codant pour des transporteurs de sucres

Clonage des séquence ADNc partielles de transporteurs de sucres

Les ADNCc partiels des différents transporteurs de sucres sont isolés a partir d’ADNc pro-
venant de différents organes de Rosa hybrida cv "Radrazz” (Knock Out®) par une technique
de PCR sur PCR avec des amorces dégénérées suivi d’un clonage dans le vecteur pPGEM®-T
Easy (Promega, France). Cette technique consiste a amplifier des ADNc dont la séquence est
inconnue chez une espece donnée en utilisant des amorces dégénérées choisies par homologie
de séquence de ce gene chez des especes proches de celle considérée. Nous nous sommes ainsi
basé sur I’alignement de séquences de transporteurs de sucres connus chez diverses especes
végétales pour définir les couples d’amorces dégénérées que nous avons utilisé pour isoler ces
mémes transporteurs chez le rosier.

Une premiere PCR est réalisée a partir de 5 ul. d’ADNc provenant de différents organes
(bourgeons dormants et débourrants, bouton floral, feuilles jeunes et matures, tige et racine)
avec des amorces dégénérées (Annexe[F) dans un volume final de 30 uL selon le protocole décrit
en Annexe |G} Puis, une seconde PCR est réalisée a partir de 5 uL. de produit de la premiere PCR
selon les mémes modalités que celle-ci. Cette double amplification est nécessaire pour obtenir
des produits en quantité suffisante pour le clonage.

Les produits de PCR sur PCR sont visualisés par migration en gel d’agarose 1 % et révélation
a ’aide de BET sous lumiere UV comme décrit page Si le produit de PCR sur PCR ne
contient qu'un seul amplicon, il est directement purifié a 1’aide du kit QIAquick PCR Purifi-
cation (QIAGEN) et repris dans un volume final de 50 uLL de tampon d’élution. Si le produit
de PCR sur PCR contient plusieurs amplicons de taille différentes, les bandes correspondantes
aux différents amplicons sont découpées apres leur séparation en gel d’agarose 1 %, extraites
al’aide du kit NucleoTrap®) et reprises dans un volume final de 30 a 50 uLL de tampon d’élution.

Le clonage des séquences amplifiées est réalisé par ligation de 1,5 uLL de produit de PCR
purifié avec 0,5 uLL vecteur P GEM®-T Easy (25 ng), 0,5 uLL de T4 DNA ligase (1,5 unités) et
2,5 uLL de tampon de ligation 2X, dans un volume final de 5 uL, pendant 2 h a température
ambiante puis une nuit a 4°C. Les produits de ligation sont ensuite utilisés pour transformer
les Escherichia coli IM109 selon le protocole indiqué en Annexe [Hl Une fois transformés les
E. coli sont criblées par PCR sur colonie selon le protocole indiqué en Annexe |Il Les produits
de PCR sont visualisés par migration en gel d’agarose 1 %. Les colonies positives au criblage
sont ensuite cultivées une nuit a 37°C sur milieu LB semi-gélosé additionné de 50 pg.mL!
d’ampicilline et envoyés a la compagnie Millegen (France) pour que les fragments isolés soient
séquencés.

Clonage de la séquence ADNc compléte de RhSUC2

La séquence ADNc complete du gene RASUC?2 a été isolé par technique de RACE (Rapid
Amplification of cDNA ends) a partir d” ARNm extraits de bourgeons débourrants.

L’extraction des ARNs totaux a été réalisée selon le protocole décrit page a partir de
bourgeons issus de plantes décapitées, défoliées puis placées 72h a la lumiere (200 mg de tissus,
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soit 50 plantes). Environ 1 ug d’ARN messagers ont été extraits a partir 75 ug D’ ARN totaux a
I’aide du kit Dynabeads® mRNA Purification (Dynal, Norway) selon les recommandations du
fournisseur. Une banque d’ ADNCc pleine longueur arborant des adaptateurs de s€équence connues
a leurs extrémités est créée a partir de ces ARNm a I’aide du kit Marathon® cDNA Amplifi-
cation selon recommandations du fournisseur (Clontech, France). Les extrémités 5’ et 3° de
I’ADNc RhSUC?2 sont ensuite amplifiées par PCR avec des amorces spécifique de RhSUC2 et
des adaptateurs. Les PCRs sont réalisées a partir de 5 pLL de banque ADNc pleine longueur avec
adaptateurs diluée au 1/250°™ dans du tampon tricine EDTA (fourni avec le kit Marathon) a
I’aide de I’ Advantage® 2 PCR Enzyme System (BD Biosciences, Clontech) dans un volume
final de 50 uL et selon les conditions décrites en Annexe [J} Les produits de PCR obtenus sont
visualisés par migration en gel d’agarose 1 % et révélation a 1’aide de BET sous lumiere UV
comme décrit page[35] Les fragments de tailles attendues sont excisés du gel, purifiés a I’aide du
kit NucleoTrap® et repris dans un volume final de 25 uLL de tampon d’élution. Ils sont ensuite
clonés dans le vecteur PGEM®-T Easy (Promega) et séquencés comme décrit page [36]

3.2.4.3 Analyses transcriptomiques

RT-PCR semi-quantitatives

La RT-PCR semi-quantitative permet d’évaluer de facon approximative le taux de trans-
crit d’un gene exprimé dans une condition donnée. Les ARNs totaux sont extraits et soumis
a une transcription inverse comme décrit page Les ADNc obtenus sont ensuite amplifiés
par PCR a I’aide d’amorces spécifiques de chaque gene étudié (Annexe [E)). Cette amplifica-
tion est réalisée de facon a obtenir une quantité d’amplicons proportionnelle a la quantité ini-
tiale d’ADNc. Pour chaque gene étudié, les PCR semi-quantitatives ont été réalisées a partir
de 5 uL d’ADNC purifiés et dilués au 1/400°™ ou d’eau (témoin négatif d’amplification) dans
un volume final de 25 pL et selon les conditions précisées en Annexe [D| Le géne RASANDI
(CL_RO_3818.1-12074664, URGI), codant pour une proteine dont la fonction est inconnue a ce
jour et dont I’expression est assez stable entre les différents traitements testés, est utilisé comme
gene de référence.

Les produits d’amplification (10 uL) sont ensuite observés par migration en gel d’agarose
(pourcentage précisé en Annexe|[E) et visualisés sous lumiere UV aI’aide de BET comme décrit
page[33] Leur taille est alors estimée a 1aide du marqueur de masse moléculaire SmartLadder™
(Eurogentec).

RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR quantitative en temps réel est une technique de RT-PCR couplée a un systeme
rapporteur utilisant des fluorophores. Cette technique permet de mesurer en temps réel la quan-
tit¢ &’ ADNc amplifiée au cours de la réaction de RT-PCR. Nous allons ainsi pouvoir quantifier
le taux de transcrit d’un gene donné dans la phase exponentielle d’amplification durant laquelle
la quantité d’ADNc est proportionnelle a la quantité initiale de matrice.

Les réactions de RT-PCR quantitative en temps réel ont été réalisées a partir de 5 uL. d’ADNc
purifiés et dilués au 1/400°™ ou d’eau (témoin négatif) avec des amorces géne spécifiques (An-
nexe [E)) et du iQ™ SYBR® Green Supermix (Biorad, France) dans un volume final de 25 uL
comme décrit en Annexe @ Le iQ™ SYBR® Green Supermix contient des dNTPs, du tampon
de réaction, de la Tag polymérase et du SYBR green. C’est le SYBR green, dont la fluorescence
est fortement augmentée lorsqu’il se fixe dans de I’ADN double brin, qui sert de systeéme rapp-

37






orteur. Les réactions de PCR ainsi que la détection des fluorescences émises est effectuée a I’aide
du Chromo4 Real Time PCR System (Biorad). Les données sont collectées a 1’aide du logiciel
Opticon monitor. Chaque réaction est réalisée en triplicata sur 3 lots biologiques indépendants.
Le gene RhSAND1, homologue du gene AtSAND (At2g28390) qui est décrit comme ayant un
niveau d’expression stable en réponse a la lumiere (Czechowski et al., 2005) est utilis€ comme
gene de référence. Ce gene a été sélectionné car il est le plus stable parmi les différents genes de
référence (RhEF lalpha, RhRGAPDH, RhSANDI et RhTubulinl) que nous avons testé pour leur
stabilité d’expression sur nos échantillons a I’aide du logiciel Genorm (Vandesompele et al.,
2002).

La quantité relative (R) de transcrits du gene cible par rapport au gene de référence est
ensuite calculée a I’aide de la formule :

ACP cible (controle - traité
R= (Ecible) ( )

- (E ot )ACP rérérence (contrdle - traité)
référence

ou E est égal a I’efficacité des amorces et CP (crossing point) au nombre de cycles de PCR a
partir duquel le signal de fluorescence sort du bruit de fond (Pfaffl, 2001). Le seuil utilisé pour
déterminer les CP est fixé arbitrairement a 0,05 unités de fluorescence (dans le logiciel Opticon
Monitor). A ce seuil, le signal de fluorescence sort du bruit de fond et se trouve dans la phase
exponentielle d’amplification.

Lefficacité des différents couples d’amorces est précisée en Annexe [El Elle est calculée a

I’aide de la formule :
E = 10(—1/pente)

Dans cette formule, la pente correspond a celle de la droite de corrélation :
Ct = f(log du nombre de copies du gene)

lorsqu’on réalise une gamme de dilution d’ADNCc extraits de bourgeons (1/300°™, 1/400°™,
1/1000%™, 1/2000°™ et 1/4000°™) et que I’on considere qu’il y a une copie du géne étudié dans
la dilution la plus élevée.

3.2.5 Validation de la fonction co-transporteur saccharose / H* de Rh-
SUC2

La validation fonctionnelle de RhSUC2 consiste a exprimer sa s€quence codante complete
en systeme hétérologue (chez la levure) afin de valider sa fonction en tant que transporteur de
saccharose et de déterminer toutes ses propriétés cinétiques.

La séquence codante (CDS) de RASUC?2 est amplifiée par PCR a1’aide d’amorces spécifiques
du gene additionnées des sites de restriction EcoRI (extrémité 57) et Xhol (extrémité 3°) a par-
tir de la banque RACE décrite précédemment. Les produits d’amplification sont ensuite clonés
dans le vecteur d’expression pDR296 (Annexe [[J) gracieusement fourni par le Professeur Do-
ris Rentsch (Université de Bern, Suisse) et dérivé du vecteur pDR196 (Rentsch et al., [1995).
Ce vecteur comporte le gene de sélection a I’ampicilline, le gene d’auxotrophie au tryptophane
(TRP1) et permet d’insérer le gene d’intérét dans un site multiple de clonage compris entre le
promoteur PMA et le terminateur ADH. 1l peut ainsi étre utilisé pour complémenter la souche de
Saccharomyces cerevisae SUSY7 (suc2 : :URA3 malO leu2 trpl/YIP128A2-SUSY) (Riesmeier
et al.| [1992).
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En temps normal, les levures Saccharomyces cerevisae sécretent une invertase pariétale (en-
zyme extracellulaire permettant de dégrader le saccharose en glucose + fructose) et possedent
des transporteurs d’hexoses plasmalemmiques leur permettant d’absorber ces produits de dégra-
dation pour les utiliser comme source de carbone et d’énergie. La souche S. cerevisae SUSY7
est mutée pour le gene de I'invertase pariétale et elle a intégré un gene codant une saccharose
synthase végétale : autre enzyme de dégradation du saccharose intracellulaire. Par conséquent,
les levures SUSY7 sont incapables de se développer sur un milieu contenant du saccharose
comme seule source de carbone et d’énergie si elles n’ont pas été complémentées avec un trans-
porteur de saccharose fonctionnel.

3.2.5.1 Construction utilisée pour I’expression de RASUC?2 en levure

Le CDS de RhSUC?2 est amplifié a partir de la banque RACE avec les amorces RhSUC2-
CDS-S (GAG AGA ATT CCC AGC AAT GGA AGT CGA AAC CAC CCA) et RhSUC2-
CDS-AS (GAG ACT CGA GCG ATC GAA ATC AGT GGA ATG CAG CAG CT) selon les
mémes modalités que pour 1’amplification des extrémités 5’ et 3° de I’ADNc RhSUC?2 pleine
longueur (décrites page [36). Les produits de PCR (600 ng) ainsi que le vecteur pDR296 (1 ug)
sont ensuite digérés par les enzymes de restriction EcoRI et Xhol (Promega, France), selon
les recommandations du fabricant dans un volume final de 20 pL et pendant une nuit a 37°C.
Le pDR296 digéré est déphosphorylé par ajout d’1 uLL de Thermosensitive Alkaline Phospha-
tase (TSAP, Promega) au mélange réactionnel de digestion enzymatique et incubation 30 min a
37°C. Cette déphosphorylation permet d’empécher la recircularisation du plasmide apres diges-
tion. Les réactions de digestion et déphosphorylation sont ensuite stoppées par une incubation
de 10 min a 65°C. Le CDS de RhSUC2 et le pPDR296 digérés (52,5 ng et 40 ng respectivement)
sont ligué selon un rapport 1 :5 (vecteur :insert) a I’aide de 6 unités de T4 DNA ligase (Pro-
mega) et de tampon de ligation (1X final) dans un volume final de 10 pL, pendant une nuit a
température ambiante. Les produits de ligation sont utilisés pour transformer les E. coli IM109
comme décrit en Annexe[H|afin d’étre multipliés, criblés et séquencés. Le pDR296 ayant intégré
le CDS de RASUC?2 sans erreur de séquence est ensuite isolé par minipréparation d’ADN plas-
midique a I’aide du kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey Nagel) et conservé a -20°C. La souche
d’E. coli transformée avec ce vecteur est également conservée sous forme de stock glycérol 1 :1
(souche :glycérol) a -80°C.

3.2.5.2 Transformation des levures

La transformation des levures SUSY7 est réalisée a partir de 2,5 ug de pDR296 vide ou ayant
inséré le CDS de RASUC2 selon le protocole décrit en Annexe Les levures transformées
sont criblées par PCR sur colonies. Les transformants ayant intégré les constructions souhaitées
sont cultivés sur milieu Yeast Nitrogen Base (YNB DIFCO 1,7 g.L!, (NH,),SO, 37,8 mM)
additionné de 2% de glucose et conservés sous forme de stock glycérol 1 :1 (souche :glycérol)
a-80°C.

3.2.5.3 Test en goutte

Le test en goutte consiste a suivre le développement des souches de levures SUSY7 trans-
formées avec les différentes construction plasmidiques (contenant ou non la séquence d’un
transporteur de saccharose) sur milieu en présence de saccharose comme seule source de car-
bone et d’énergie, puis de déterminer si la souche retrouve le phénotype sauvage. Si la souche
SUSY7 arrive a se développer normalement, c’est que la complémentation a fonctionné et que
le transporteur qu’elle a intégré est fonctionnel.
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Les levures SUSY7 transformées avec le pDR296 vide ou ayant intégré le CDS de RhSUC2
sont cultivées une nuit dans du milieu YNB liquide (YNB DIFCO 1,7 g.L'!, (NH,),SO, 37,8
mM) additionné de 2% de glucose a 28°C et sous agitation 200 rpm. Lorsque la culture est en
phase exponentielle de croissance (DOgyonm = 0,6 - 0,8), les cellules sont centrifugées, lavées
deux fois a 1’eau et reprises dans de I’eau de sorte 2 obtenir une suspension a 10° cellules.mL!.
Une gamme de dilution allant de 10° cellules.mL™' & 10? cellules.mL"! est ensuite réalisée et
10 uLL de chaque dilution est déposée sur milieu YNB solide additionné de 2% de glucose ou
de saccharose. Les levures sont cultivées une nuit a 28°C, leur croissance est observée et elles
sont photographiées.

Absorption de saccharose par les levures

La fonctionnalité du transporteur de saccharose RhSUC?2, ainsi que ses propriétés cinétiques
sont déterminés par une expérience d’absorption de saccharose radiomarqué effectuée sur des
levures SUSY7 transformées avec le vecteur pDR296 vide ou ayant intégré le CDS de RASUC2.
Le protocole utilisé est détaillé en Annexes

Les levures sont cultivées sur milieu Yeast Nitrogen Base liquide (YNB DIFCO 1,7 g.L'!,
(NH,),SO, 37,8 mM) additionné de 2% de glucose, pendant une nuit a 28°C sous agitation
200 rpm et dans un volume de 20 a 25 mL. Lorsqu’elles sont en phase exponentielle de crois-
sance (DOgpp nm = 0,6 - 0,8), elles sont centrifugées 5 min a 3000 rpm. Le surnageant est retiré
puis les cellules sont rincées par 2 lavages successifs dans un volume d’eau (20 a 25 mL).
Les cellules sont suspendues dans du tampon MES 50 mM, pH 4.5 (ou dans de 1’eau pour les
expériences de dépendance au pH) de fagon a obtenir une DOggo nm au 1/10™ = 0,3. Les cel-
lules sont ensuite conservées a 4°C pour empécher leur développement le temps de I’expérience.
100 pL de cellules sont ajoutés a 100 uLL d’une solution d’incubation contenant le saccharose ra-
diomarqué (5 mM, 0,5 uCi/mL, 18,43 GBq.mmol'l, PerkinElmer) et éventuellement des sucres
non marqués en exces (saccharose, glucose, fructose ou maltose a 50 mM) ou des inhibiteurs
(CCCP 100 w M ou PCMBS 200 p). Le tout est homogénéisé au vortex et immédiatement placé
a 28°C pour une incubation de 2 min. L’incubation est arrétée par ajout de deux fois 4 mL
d’eau glacée, homogénéisation au vortex et filtration sur du papier de verre 25 mm (Fisher Bio-
block, EU) a I’aide d’une pompe a vide. Le filtre est placé dans un tube a scintillation de 5 mL.
L’expérience est répétée pour tous les points testés. Les filtres sont séchés 30 min a température
ambiante. Les filtres sont incubés 30 min dans 4 mL de liquide 2 scintillation (Ecolite(+)™)
puis les solutions homogénéisées au vortex. Les tubes a scintillation sont placés dans le comp-
teur et la mesure de radioactivité est réalisée. Chaque expérience est réalisée en quadrata sur au
moins deux lots biologiques différents.

3.2.6 Analyses bioinformatiques des séquences nucléiques et protéiques
3.2.6.1 Recherche de séquences

Les séquences de nucléiques de rosiers ont été obtenues a partir d’une recherche dans les
bases de données URGI (Unité de Recherche en Génomique Info, France, http ://urgi.versailles.
inra.fr/) et GDR (Genome Database for Rosaceae, EUA, http ://www.rosaceae.org/). Les séquen-
ces nucléiques et protéiques provenant d’autres especes que le rosier ont été obtenues a partir de
la base de donnée NCBI (National Center for Biotechnology Information, EUA, http ://www.
ncbi.nlm.nih.gov/).
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3.2.6.2 Alignements de séquences et construction d’arbres phylogénétiques

Les séquences nucléiques et protéiques étudiées ont été alignées a 1’aide des programmes
d’alignements multiples de séquences global : ClustalW2 (http ://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2/) et local : DIALIGN (http ://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/) et visualisées
a I’aide du logiciel LaTeX (http ://www.latex-project.org/).

Les arbres phylogénétiques sont construits a partir des alignements protéiques réalisés avec
le programme ClustalW et visualisés a 1I’aide du programme Treeview (http ://taxonomy.zoology.
gla.ac.uk/rod/treeview.html).

3.2.6.3 Analyse de la séquence protéique prédite de RhSUC2

[’analyse des domaines protéiques connus, du poids moléculaire et du poids isoélectrique de
RhSUC?2 a été réalisée a I’aide des programmes PROSITE, ProtParam (http ://expasy.org/tools/)
et HMMTOP (http ://www.enzim.hu/hmmtop/) respectivement.

3.2.7 Analyses statistiques des résultats

Pour les comparaisons 2 a 2 nous avons utilisés le test de Student (test paramétrique) ainsi
que le test de Mann-Whitney (non paramétrique).
Les analyses multivariées ont été réalisées a I’aide d’un test Kruskal-Wallis (non paramétrique)
suivi de comparaisons 2 a 2 a 1I’aide d’un test de Mann-Whitney. Les analyses non paramétriques
ont été réalisé€es a I’aide du package d’analyse de données PAST (PAlaeontological STatistics).

3.2.8 Rédaction et mise en page du manuscrit

Ce manuscrit de these a été rédigé a I’aide du logiciel LaTeX (http ://www.latex-project.org/).
Les Figures ont été congues a 1’aide des logiciels GIMP (http ://www.gimp.org/) et Inkscape
(http ://inkscape.org/ Nlang=fr). Les Tableaux et Annexes ont été crées a 1’aide du logiciel Ope-
nOffice (http ://fr.openoftice.org/).
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Lumiére

Ficure 11 — Effet de la décapitation et des sucres sur la morphologie des bourgeons apres
6 jours de traitement a la lumiere ou a I’obscurité. Les bourgeons sont issus de plantes décapitées
(b et i) ou de noeuds cultivés in vitro en absence (c et j) ou présence de 250 mM de mannitol (d et
k), sorbitol (e et 1), saccharose (f et m), glucose (g et n) et fructose (h et 0) et exposés a la lumiere (b
a h) ou a I’obscurité (i a o) pendant 6 jours. Des plantes non traitées sont utilisées comme controle
avant traitement (a). Les barres d’échelle correspondent a 2 mm.



Chapitre 4

Résultats

4.1 Le bourgeon de rosier : un organe puits

4.1.1 Besoin en sucre des bourgeons pour débourrer
4.1.1.1 A la lumiere

Un systeme de culture in vitro de noeuds de rosier nous permet de contrdler 1’apport exogene
de sucre fourni au bourgeon, afin de déterminer les besoins de ce dernier pour débourrer a la
lumiere.

Nous avons cultivé a la lumiere pendant 6 jours des noeuds de rosier dans un milieu MS
en absence de sucre ou en présence de 100, 250 ou 500 mM de mannitol, sorbitol, saccharose,
glucose ou fructose.

En parallele nous avons décapité des plantes et les avons soumises au méme traitement lu-
mineux pendant 6 jours. Ceci nous a permis de comparer les résultats obtenus dans le systeme
de culture in vitro a ceux obtenus dans le systeme in planta.

La morphologie des bourgeons in planta apres décapitation, ou cultivés in vitro en ab-
sence ou présence de différents sucres (250 mM) est présentée en figure [I1] Le pourcentage
de débourrement, la longueur ainsi que le nombre de pieces foliaires des bourgeons observés
avant ou apres 6 jours de traitement sont présentés dans le Tableau 2.

Avant le traitement, tous les bourgeons sont dormants. Les écailles sont bien plaquées contre
la tige (Figure [T1] a), les bourgeons mesurent alors 1,8+0,3 mm et présentent en moyenne
9,3+0,7 pieces foliaires préformées. On observe, 6 jours apres la décapitation, un fort pourcen-
tage de débourrement (90 %) accompagné d’un allongement important du bourgeon (7,5+2,8
mm) et de la formation de 2 nouvelles pieces foliaires (11,5+0,8 pieces) comparativement a la
situation observée avant le traitement (9,3+0,7 pieces). Chez les bourgeons qui ont débourré,
les feuilles sont bien visibles hors du bourgeon (Figure[T1]b).

En systeme de culture in vitro en absence de sucre, la plupart sont en cours de débourrement.
IIs sont gonflés, leurs écailles s’écartent et les feuilles stipulaires pointent hors du bourgeon
(Figure|11|c). Mais seulement 19 % d’entre eux ont débourré. Ils présentent une organogénese
similaire a celle observée chez les plantes décapitées mais avec un allongement fortement réduit
(3,3 mm, soit seulement 26,3 % d’allongement apres le traitement).
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Tableau 2. Pourcentage de débourrement, longueur et nombre de primordia des bourgeons avant traitement, aprés 6 jours de culture in vitro en présence de sucres ou
aprés décapitation, a la lumiére ou a 1'obscurité. Des plantes non traitées sont utilisées comme témoins. Les valeurs de longueur des bourgeons et du nombre de
primordia indiquent les moyennes + 1'écart-type de toutes les mesures effectuées pour chaque condition. Les lettres indiquent une différence significativement inférieure
(<) ou supérieure (>) par rapport aux portions de tiges cultivées in vitro en absence de sucres (p<0,01, Test de Student).

Lumiére Obscurité
. Pourcentage de  Longueur Nombre de ~ Nombre de Pourcentage de  Longueur Nombre de  Nombre de
Traitement . . . \ . .
débourrement (mm) primordia plantes débourrement (mm) primordia plantes
Avant traitement 0 ,L,8£0,3(<) 9,3+£0,7(<) 18 - - - -
Portions de tige cultivés in vitro avec :
0 mM sucre 19 33+1,4 11,7+0,6 16 0 1,4+03 9,5+0,5 16
100 mM | mannitol 0 1,9+£0,7(<) 10,3+£0,9 (<) 16 - - - -
sorbitol 81 53£1,6(>) 124+1,0 16 - - - -
saccharose 89 10,0£3,4(>) 13,1£0,9 (») 18 - - - -
glucose 94 11,3+£2,0(>) 143+09(>) 16 - - - -
fructose 100 1,5+£1,1(>) 13,5+0,7(>) 16 - - - -
250 mM | mannitol 0 2,1£04(<) 11,4+0,8 16 0 1,3+£0,2 9,6 £0,6 16
sorbitol 0 2,1£0,6(<) 11,4+0,8 14 0 1,4£0,2 9,6 £0,5 15
saccharose 100 95+£1,4(>) 151+0,7(>) 16 81 40£1,4(>) 11,8+0,7(>) 16
glucose 94 10,8+ 1,5() 150+1,0(>) 16 81 44+£14() 11,7£0,7(>) 16
fructose 100 11,4+1,5(>) 146+1,0(>) 16 71 3,7£1,7¢) 11,7£0,6 (>) 14
500 mM | mannitol 6 ,6£03(<) 94=+£1,7(< 16 - - - -
sorbitol 0 1,b3£0,2(<) 9,9£0,8(<) 16 - - - -
saccharose 75 51+£2,7 12,8 +£2,0 16 - - - -
glucose 100 7,6£22(>) 141+1,1(>) 15 - - - -
fructose 100 8,7+£22(>) 156%+1,5() 16 - - - -
Plantes décapitées 90 75+28() 11,5+0,8 30 0 1,8£0,3(>) 9,4+0,7 15




Lorsque les bourgeons sont cultivés en présence de mannitol, ils ne débourrent pas. Bien
qu’ils soient légerement gonflés (Figure|11|d), leur longueur et nombre de pieces foliaires sont
généralement inchangés par rapport aux bourgeons avant traitement et ce quelle que soit la
concentration testée. Leur développement est par conséquent inférieur a celui des bourgeons
cultivés en absence de sucre.

Le sorbitol stimule 1égerement le développement des bourgeons, mais uniquement pour
une concentration de 100 mM, ou 81 % des bourgeons débourrent. Ils mesurent 5,3+1,6 mm
(soit 61,4 % de I’allongement observé chez les plantes décapitées) et présentent un nombre de
picces foliaires similaire a celui observé chez les bourgeons cultivés en absence de sucre. A
des concentrations supérieures, 1’effet du sorbitol est similaire a celui du mannitol (Tableau 2 et

Figure[ITe).

Le saccharose, le glucose et le fructose ont un effet quasiment identique sur le développement
des bourgeons excepté a la concentration de 500 mM. Aux concentrations de 100 et 250 mM,
ils stimulent le débourrement, 1’allongement et 1’organogénese, avec un effet optimum observé
a 250 mM. On observe ainsi des pourcentages de débourrement élevés (89, 94 et 100 % respec-
tivement pour 100 mM et de 100, 94 et 100 % pour 250 mM). A ces deux concentrations, la
longueur des bourgeons est similaire quel que soit le sucre considéré (9,5+1,4 a 11,5+1,1 mm,
soit 135 a 170 % d’allongement par rapport aux plantes décapitées). Le nombre de primordia fo-
liaires est également quasiment identique pour une méme concentration (13,1+0,9 a 14,3+0,9
picces pour 100 mM et 14,61 a 15,1+0,7 pieces pour 250 mM), mais légerement supérieur
a 250 mM (environ une piece folaire supplémentaire). En présence de 250 mM de sucres
métabolisables, les bourgeons sont légerement plus développés que ceux observés en systeme
de plantes décapitées et présentent une plus forte accumulation d’anthocyanes (Figure [11{b, f,
g et h). A la concentration de 500 mM, le débourrement reste fortement stimulé (75 % pour le
saccharose et 100 % pour le glucose et le fructose). Cependant, a cette concentration, seuls le
glucose et le fructose conservent un effet stimulateur sur 1’allongement (7,6+2,2 et 8,7+2,2 mm
respectivement, soit 102 et 121 % en moyenne par rapport aux plantes décapitées) et 1’orga-
nogénese (14,1+1,1 et 15,6+1,5 pieces respectivement).

Nous avons constaté qu’a la lumiere et sur une durée de 6 jours, les bourgeons nécessitent un
apport exogene de sucre pour débourrer. Cependant, méme en absence d’un apport exogene de
sucre, 1’organogénese et 1’allongement des bourgeons prennent place (Tableau 2). Nous avons
donc étudié leur développement in vitro en absence de sucre ou en présence de 250 mM de sac-
charose sur une durée plus longue (12 jours) (Tableau 3). Au bout de 12 jours, la totalité (100 %)
des bourgeons ont alors débourré, méme en absence de sucre. Ils mesurent alors 8,6+0,9 mm en
longueur et 10,5+2,4 mm en largeur. Cependant, les bourgeons cultivés en présence de saccha-
rose sont significativement plus développés. Ils sont a la fois plus longs (11,6+1,5 mm) et plus
larges (15,8+1,7 mm), ce qui représente 144 % d’allongement et 150 % d’élargissement par rap-
port aux bourgeons cultivés sur milieu en absence de sucre. Ils présentent un nombre de pieces
foliaires plus important (environ une piece supplémentaire) ainsi que des méristemes floraux en
cours de formation (100 %), absents chez les bourgeons cultivés en absence de sucre. Lorsque
les bourgeons sont cultivés en absence de sucre, le débourrement n’est donc pas completement
inhibé mais fortement retardé.
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Tableau 3. Pourcentage de débourrement, longueur, largeur, nombre de primordia et nombre de méristémes
floraux des bourgeons aprés 12 jours de culture in vitro en absence ou présence de saccharose, a la lumiére ou
a l'obscurité. Les valeurs de longueur et largeur des bourgeons et du nombre de primordia indiquent les
moyennes =+ I'écart-type de toutes les mesures effectuées pour chaque condition. Les astérisques indiquent une
différence significative par rapport aux portions de tiges cultivées in vitro en absence de sucres (p<0,01, Test
de Student).

Lumiére
Nombre de
. Pourcentage de  Longueur Largeur Nombre de plantes avec Nombre de
Traitement . . . PN
débourrement (mm) (mm) primordia un méristéme  plantes
floral
Portions de tige cultivés in vitro avec :
0 mM sucre 100 8,6+0,9 10,5+24 10,2+0,6 0 16
250 mM saccharose 100 1,6 +1,5% 158+ 1,7% 11,4+0,5* 16 16
Obscurité
Nombre de
. Pourcentage de  Longueur Largeur Nombre de plantes avec Nombre de
Traitement , . . N
débourrement (mm) (mm) primordia un méristéme plantes
floral
Portions de tige cultivés in vitro avec :
0 mM sucre 0 1,7+ 0,2 - 8,1 0,9 0 10

250 mM saccharose 100 14,9 £ 4,1* - 11,8 £0,8%* 1 16




4.1.1.2 A Pobscurité

En systeme de plantes décapitées, la lumicre est indispensable au débourrement (Girault
et al., 2008). Nous avons cultivé des bourgeons pendant 6 jours a I’obscurité en présence ou
absence de 250 mM de mannitol, sorbitol, saccharose, glucose et fructose. En parallele, nous
avons décapité des plantes et les avons cultivées dans les mémes conditions. La morphologie

ainsi que les caractéristiques de développement des bourgeons sont présentées dans la Figure
et le Tableau 2.

Chez les plantes décapitées cultivées a I’obscurité on observe que les bourgeons sont 1égere-
ment gonflés mais n’ont pas débourré (Figure [I1]i). Leur longueur (1,8+0,3 mm) et nombre de
picces foliaires (9,4+0,7 pieces) sont identiques a ceux des bourgeons avant traitement. Les
bourgeons cultivés in vitro en absence de sucre ou en présence de sucres non métabolisables
(mannitol et sorbitol) présentent la méme morphologie et les mémes caractéristiques que les
bourgeons en systeme de plantes décapitées (Figure [11]j, k et I, Tableau 2). IIs mesurent entre
1,3+£0,2 et 1,4+0,3 mm et présentent entre 9,5+0,5 et 9,6+0,6 pieces foliaires. En revanche,
les bourgeons cultivés en présence de saccharose, glucose ou fructose présentent un fort pour-
centage de débourrement (71 a 81 %). Ils sont significativement plus longs (4+1,4; 4,4+1,4
et 3,7+1,7 mm respectivement) que les bourgeons cultivés en absence de sucre (1,4+0,3 mm)
et ont produit environ 2 pieces foliaires supplémentaires. D’un point de vue morphologique,
les bourgeons présentent des feuilles caractéristiques pointant hors du bourgeon et une forte
dépigmentation (Figure[IT|m, n et o).

Lorsque 1’on compare le développement a 1’obscurité des bourgeons cultivés en présence
de sucres métabolisables aux bourgeons du systeme de plantes décapitées a la lumiere, on note
que l'effet des sucres a 1’obscurité mime partiellement I’effet de la décapitation a la lumiere
(organogénese identique mais allongement intermédiaire) (Tableau 2).

Des bourgeons ont également été cultivés in vitro a I’obscurité en absence de sucre ou en
présence de 250 mM de saccharose pendant 12 jours (Tableau 3). En absence de sucre, tous
les bourgeons sont restés au méme stade de développement qu’avant le traitement. Ils n’ont pas
débourré, ne présentent pas d’allongement (1,7+0,2 mm) ou d’organogénese (8,1+0,9 pieces
foliaires). En revanche, ceux cultivés en présence de saccharose ont tous débourré et présentent
un fort allongement (14,9+4,1 mm, ils sont donc 8,7 fois plus longs que les bourgeons cultivés
en absence de sucre). Leur organogénese est également stimulée (formation de 3 et 4 pieces
foliaires supplémentaires). Parmi I’ensemble des bourgeons étudiés, un seul présente 1’ébauche
d’un méristeme floral.

4.1.2 Teneur en sucres dans les bourgeons cultivés in vitro en absence ou
présence de sucres exogenes

Les dosages de glucose, fructose, saccharose et amidon ont été réalisés par voie enzymatique
sur des bourgeons cultivés in vitro, a la lumiere ou a ’obscurité, en absence de sucres ou en
présence de 250 mM de mannitol, saccharose ou glucose pendant 72 h (Figure[I2)). Des plantes
au stade BFV non traitées, dont les bourgeons sont dormants, sont utilisées comme témoins.

4.1.2.1 Teneur en sucres des bourgeons cultivés a la lumiére

Avant traitement, les bourgeons ont des teneurs en glucose, fructose, saccharose et amidon
de 1,15+0,23; 0,78+0,11 ; 7,36+2,46 et 0,45+0,21 mg/g de matiere fraiche respectivement.
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Ficure 12 — Teneur en sucre dans les bourgeons cultivés ir vitro en absence ou présence de
sucres pendant 72 h a la lumiere (a) ou a I’obscurité (b). Les bourgeons sont cultivés en absence
de sucre ou en présence de 250 mM de mannitol, saccharose ou glucose. Des plantes non traitées
sont utilisées comme témoins avant traitement. Chaque valeur représente la moyenne de 3 lots de
bourgeons. Les astérisques indiquent les différences significatives par rapport au témoin non traité
(p<0,05).



A la lumiere, apres 72 h de culture in vitro sur un milieu dépourvu de sucres, on ob-
serve une diminution significative des quantités de glucose (0,52+0,04 mg/g de matiere fraiche,
soit 2,2 fois), de fructose (0,36+0,01 mg/g de matiere fraiche, soit 2,2 fois) et de saccharose
(3,14+0,75 mg/g de matiere fraiche, soit 2,3 fois) dans les bourgeons par rapport aux quan-
tités observées dans les bourgeons avant le traitement (Figure [12|a). Les bourgeons cultivés en
présence de mannitol présentent quant a eux une diminution de la quantité en saccharose unique-
ment (2,18+0,16 mg/g de matiere fraiche, soit 3,4 fois). Chez les bourgeons cultivés en présence
de glucose, seule la quantité de fructose diminue légerement (0,5+0,03 mg/g de matiere fraiche,
soit 1,6 fois). Enfin, les bourgeons cultivés en présence de saccharose ne présentent pas de va-
riation significative de la quantité de sucres qu’ils ont accumulé, bien que I’on observe une
tendance a ’augmentation des quantités de glucose (1,85+0,45 mg/g de matiere fraiche) et
d’amidon (0,96+0,27 mg/g de matiere fraiche). A la lumiere, la teneur en amidon des bour-
geons ne varie pas significativement par rapport au témoin avant traitement, quel que soit le
traitement considéré.

4.1.2.2 Teneur en sucres des bourgeons cultivés a I’obscurité

A T’obscurité, apres 72 h de culture in vitro en absence de sucre, on observe une diminu-
tion significative des quantités de glucose (0,54+0,16 mg/g de matiere fraiche, soit 2,1 fois),
de fructose (0,29+0,0,11 mg/g de matiere fraiche, soit 2,7 fois) et de saccharose dans les bour-
geons (2,01+0,37 mg/g de matiere fraiche, soit 3,7 fois) (Figure[I12]b). En présence de 250 mM
mannitol (sucre non métabolisable), on observe également une diminution des quantités de ces
mémes sucres : 2,2 ; 2,3 et 3,4 fois respectivement. Les bourgeons cultivés en présence de glu-
cose présentent une nette augmentation de sa quantité (2,4 fois soit 2,81+0,27 mg/g de matiere
fraiche) et une légere diminution de la quantité de fructose (1,6 fois soit 0,5+0,03 mg/g de
matiere fraiche). Les bourgeons cultivés a 1’obscurité en présence de saccharose accumulent
significativement plus de glucose (2,13+0,28 mg/g de matiere fraiche, soit 1,8 fois), de fruc-
tose (1,77+0,43 mg/g de matiere fraiche, soit 2,3 fois) et d’amidon (1,6+0,52 mg/g de matiere
fraiche, soit 3,5 fois) que les bourgeons non traités.

4.1.3 Accumulation de sucres par les bourgeons exposés a la lumiere ou a
I’obscurité apres la décapitation

Nous avons mesuré 1’accumulation de sucres radiomarqués par les bourgeons issus de plantes
décapitées et placées a la lumiere ou a I’obscurité pendant 72 et 96 h. Les bourgeons ont été
incubés sur un milieu gélosé contenant du saccharose, du glucose ou du fructose radiomarqués.
La quantité de radioactivité incorporée par les tissus a ensuite été mesurée (Figure[13).

Les bourgeons dormants accumulent le fructose (10,23 Bq.bourgeon™') en plus grande quan-
tité que le saccharose (4,62 Bq.bourgeon™) et le glucose (1,76 Bq.bourgeon™). L’ accumulation
de fructose est uniquement induite dans les bourgeons exposés a la lumiere apres la décapitation,
et ce de maniere durable entre 72 et 96 h (2,1 et 2,3 fois). Cette induction, comme pour les autres
flux de sucres, perdure 96 h apres la décapitation.

’accumulation de saccharose augmente dans les bourgeons exposés a la lumiere (2,7 fois)
comme a 1’obscurité (1,7 fois) 72 h aprés décapitation. Cette augmentation est relativement
stable jusqu’a 96 h, ou elle devient significativement plus importante a la lumiere (2,6 fois)
qu’a I’obscurité (1,5 fois).
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Ficurk 13 — Accumulation total de saccharose, glucose et fructose radiomarqués dans les bour-
geons 72 et 96 h apres décapitation et exposition a la lumiere ou a I’obscurité. Des plantes non
traitées sont utilisées comme témoins avant traitement. Les bourgeons sont incubés pendant 2 h en
présence de 0,5 uCi.mL"! de sucres radiomarqués. Chaque valeur représente la moyenne de 3 lots de
bourgeons. Les lettres indiquent les groupes de différences significatives (p<0,05).



Tableau 4. Pourcentage d'absorption de saccharose et de glucose radiomarqués par les bourgeons en présence de 0,5 uM de CCCP par rapport aux bourgeons
non traités au CCCP. Les mesures sont réalisées sur des bourgeons issus de plantes non décapitées (bourgeons dormants, témoin avant décapitation) ou
décapitées et placées 72 h a la lumiére ou a I'obscurité.

Pourcentage d'absorption

Saccharose Glucose
Sans CCCP  Avec CCCP Sans CCCP  Avec CCCP
Non décapitées 100 42,78 100 83,25
72 h aprés décapitation et exposition a la lumicre 100 55,52 100 75,10

72 h apres décapitation et exposition a la l'obscurité 100 42,61 100 73,81
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Ficure 14 — Bourgeons marqués a la CF. Des bourgeons dormants (0 h apres décapitation, a-c) ou
en cours de débourrement (exposées 72 a 120 h en présence de lumiere apres décapitation, d-1) sont
marqués a la CF (500 ug.mL™"). Ils sont ensuite observés au microscope confocal & balayage laser. La
superposition (a, d, g et j) de I’autofluorescence des tissus (b, e, h et k) et de la fluorescence de la CF
(c, f, 1 et 1) permet de localiser le marquage dans le bourgeon. La zone méristématique est entourée
par des pointillés. Les fleches pleines indiquent I’extrémité des faisceaux conducteurs fonctionnels
qui alimentent le bourgeon. Les fleches pointillées indiquent la vascularisation des jeunes feuilles.
Les barres d’échelle correspondent a 500 pM.



L’accumulation de glucose est fortement et durablement augmentée a 72 h (3,8 fois) et
96 h (4 fois) apres la décapitation chez les bourgeons exposés a la lumiere. Cette induction est
significativement plus faible chez les bourgeons placés a 1’obscurité (environ 1,5 et 1,3 fois res-
pectivement), mais reste également stable sur la durée de 1’expérience.

Nous avons également incubé des bourgeons en présence de sucres radiomarqués et de
0,5 uM de CCCP, un découplant du gradient de proton, afin de déterminer si 1’absorption
des sucres par les bourgeons implique 1’intervention de cotransporteurs sucre/H *. Les mesures
ont été réalisées uniquement pour 1’absorption de saccharose et de glucose. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 4.

A la concentration de 0,5 uM, le CCCP inhibe partiellement 1’absorption de saccharose,
ainsi que celle du glucose. L’effet inhibiteur du CCCP semble plus important sur I’absorption
de saccharose que sur celle du glucose. L’ absorption de saccharose est notamment inhibée de
1,8 a 2,3 fois en fonction du traitement considéré, alors que celle du glucose est seulement in-
hibée de 1,2 a 1,3 fois.

4.1.4 Etat des connexions symplasmiques entre la tige et le bourgeon

Nous avons étudié I’état des connexions symplasmiques dans des bourgeons dormants (0 h
apres décapitation) et en cours de débourrement (72 a 120 h d’exposition a la lumiere apres
décapitation). La seve phloémienne a été marquée a 1’aide d’un traceur fluorescent : la car-
boxyfluorescéine (CF). Des bourgeons marqués a 1’eau servent de témoins négatifs de fluores-
cence pour la CF. Les bourgeons ont été observés au microscope confocal a balayage laser. Les
résultats obtenus sont présentés en Figure [[4]et[I5]

Les bourgeons marqués a I’eau n’émettent aucun signal de fluorescence lorsqu’ils sont ex-
cités a 488 nm (donnée non représentée). Le signal détecté a la suite de 1’excitation est donc
spécifique de la CF. Dans les bourgeons dormants, on observe a la base du bourgeon une
connexion vasculaire qui aboutit un peu en dessous des jeunes primordia (Figure [14] a-c). Le
signal diffuse alors légerement dans les tissus adjacents aux faisceaux conducteurs et dans la
base des écailles et des feuilles les plus agées. Les écailles et jeunes feuilles des bourgeons dor-
mants ne présentent quant a eux jamais de connexions vasculaires (Figure[15).

Apres la décapitation, les bourgeons exposés a la lumiere s’allongent progressivement entre
72 et 120 h (Figure [I5). Dés 72 h apres la décapitation on observe le développement de la vas-
cularisation a la base du bourgeon, de maniere concomitante avec 1’allongement de 1’ébauche
de tige (Figure d-f). On commence également a détecter une vascularisation des jeunes
feuilles chez 33 % des bourgeons observés (Figure [14] d-f et [I5). Au bout de 96 et 120 h, les
jeunes feuilles du bourgeon sont vascularisées dans 83 et 100 % des cas respectivement (Figure
[15). Quelles que soient les conditions testées, aucune fluorescence correspondant a la CF n’est
détectée dans la zone méristématique (Figure [I4).

4.1.5 Conclusions

A la lumiere, 6 jours suffisent pour déclencher un fort pourcentage de débourrement des
bourgeons chez les plantes décapitées. En revanche, pour un méme traitement lumineux, le
débourrement des bourgeons cultivés in vitro en absence de sucre est tres fortement limité. Ce
phénomene est principalement du a une réduction de 1’allongement des bourgeons. Le mannitol,
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Ficure 15 - Etat de vascularisation des jeunes feuilles du bourgeon en fonction du
développement de ce dernier. Le graphique représente la longueur moyenne des bourgeons (de
la cicatrice foliaire a I’extrémité du bourgeon) en fonction du temps d’exposition des plantes a la
lumiere apres la décapitation. Le pourcentage de bourgeons présentant une vascularisation des jeunes
feuilles, ainsi que les effectifs sont indiqués dans les histogrammes. Les connexions vasculaires de
bourgeons dormants (0 h apres décapitation) ou en cours de débourrement (exposées 72 a 120 h en
présence de lumiere apres décapitation) sont mises en évidence a 1’aide d’un traceur fluorescent :
la CF (500 pg.mL"). L’ observation des bourgeons est réalisée a ’aide d’un microscope confocal &

balayage laser.
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témoin osmotique, inhibe totalement le débourrement, quelle que soit la concentration testée
(100, 250 et 500 mM). Les bourgeons cultivés en présence de sucres métabolisables (sac-
charose, glucose et fructose) présentent eux un fort pourcentage de débourrement pour les
différentes concentrations testées avec un effet optimum a 250 mM. En présence de ces sucres,
I’organogénese ainsi que 1’allongement sont fortement stimulés, principalement a 100 et 250 mM.
Le sorbitol permet le débourrement des bourgeons a 100 mM uniquement, au dela de cette
concentration il I’inhibe totalement. Une observation a plus long terme (12 jours) des bour-
geons cultivés en absence d’un apport de sucres exogenes indique que le débourrement n’est
pas totalement inhibé, mais fortement retardé.

A D’obscurité, le débourrement est totalement réprimé chez les plantes décapitées, méme
apres 12 jours de traitement. Les bourgeons sont légerement gonflés mais ne présentent pas
d’organogénese ou d’allongement. En revanche, les bourgeons cultivés 6 jours en présence de
250 mM de sucres métabolisables (saccharose, glucose et fructose) présentent eux un fort pour-
centage de débourrement. L’ organogénese ainsi que 1’allongement sont alors stimulés. L’effet
des sucres est pour une méme durée de traitement, moins prononcé a I’obscurité qu’a la lumiere.

Les bourgeons cultivés 3 jours a la lumiere en absence de sucres présentent une réduction
des quantités de saccharose, glucose et fructose. Les sucres solubles endogenes au bourgeon ont
donc été consommeés. Les bourgeons cultivés en présence de 250 mM mannitol présentent uni-
quement une réduction de la quantité de saccharose. Enfin, les bourgeons cultivés en présence
de glucose présentent une réduction de la quantité de saccharose. La présence de saccharose
dans le milieu n’a aucune influence sur la quantité de sucres dans le bourgeon.

Au bout de 3 jours a I’obscurité, les bourgeons cultivés en absence de sucre ou en présence
de mannitol présentent une réduction de I’accumulation de saccharose, glucose et fructose. En
présence de glucose, les bourgeons accumulent du glucose et utilisent du fructose. Le saccha-
rose stimule quant a lui I’accumulation d’hexoses et d’amidon.

La décapitation et ’exposition des plantes 72 a 96 h a la lumiere stimulent 1’accumula-
tion de sucres radiomarqués (saccharose, glucose et fructose) dans le bourgeon. L accumulation
d’hexoses est plus fortement stimulée a la lumiere qu’a I’obscurité et ce de facon stable entre 72
et 96 h. L’accumulation d’hexoses est significativement supérieure dans les bourgeons exposés
a la lumiere par rapport a ceux exposés a 1’obscurité a 72 et 96 h, alors que celle du saccha-
rose ne 1’est qu’au bout de 96 h. L'utilisation d’un protonophore démontre que I’absorption de
saccharose et de glucose par les bourgeons fait intervenir une part active de transport (via des
transporteurs de sucres). Cette part d’absorption active serait plus importante pour le saccharose
que pour le glucose.

Les bourgeons dormants présentent un début de vascularisation dans I’ébauche de tige
aux entre-noeuds réduits. Des connexions symplasmiques entre les faisceaux conducteurs et
les tissus adjacents (notamment la base des écailles et feuilles les plus agées) sont également
présentes. Cependant, les écailles et les jeunes feuilles ne sont pas encore vascularisées. Chez les
bourgeons en cours de débourrement (de 72 a 120 h apres décapitation et exposition des plantes
a la lumiere), on observe un allongement de la tige préformée et le développement progressit de
son systeme vasculaire. Parallelement, on note la vascularisation progressive des écailles et des
jeunes feuilles. Au bout de 120 h apres la décapitation, I’ensemble des bourgeons présentent des
jeunes feuilles vascularisées. Quelles que soient les conditions testées, la zone méristématique
est symplasmiquement isolés du reste de la plante.
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Ficure 16 — Arbre phylogénétique des transporteurs de saccharose de plantes. Les séquences
protéiques prédites completes ou partielles des transporteurs de saccharose de Rosa hybrida ont été
comparées aux séquences completes confirmées ou prédites de transporteurs de saccharose chez
différentes plantes. L’arbre phylogénétique a été construit et visualisé a I’aide des logiciels ClustalW
et Treeview. Les groupes phylogénétiques définis par Sauer (2007) sont indiqués. Les numéros d’ac-
cession des différents transporteurs utilisés pour construire 1’arbre sont indiqués en Annexe O] Les
barres indiquent les distances phylogénétiques.



4.2 Implication des transporteurs de saccharose (SUC) dans
le photocontrole du débourrement

4.2.1 Clonage des séquences et analyses phylogénétiques

Une recherche dans les bases de données GDR (Genome Database for Rosaceae) et URGI
(Unité de Recherche Génomique Info) nous a permis d’identifier la région 5’ d’une séquence
ADNCc partielle codant potentiellement pour un transporteur de saccharose chez le rosier : Rh-
SUC3 (CL_RO._31-83.119612540, 637 pb). Nous avons nommé ce transporteur RhSUC3 par
homologie de séquence avec le transporteur AtSUC3 chez I’ arabette.

Afin d’identifier d’autres transporteurs de saccharose nous avons procédé a I’isolement de
séquences d’ADNc partielles. Ces dernieres ont été amplifiées par PCR a 1’aide d’amorces
dégénérées a partir d’ ARNm extraits de différents organes de rosier. Elles ont ensuite été clonées
et séquencées. Nous avons ainsi identifié 3 nouvelles séquences chevauchantes codant poten-
tiellement pour des transporteurs de saccharose : RASUCI (367 pb, HO762757), RhSUC2 (755
pb) et RASUC4 (397 pb, HO762758). Nous avons par la suite isolé la séquence ADNc complete
de RhSUC2 (1982 pb, HQ403679) par RACE PCR.

L’ alignement des séquences ADNc des transporteurs de saccharose isolés chez le rosier avec
leurs séquences homologues chez I’arabette est présenté en Annexe [P} Les séquences ADNc
partielles des genes RASUCI et RhSUCH4 se chevauchent et s’alignent avec les régions codantes
de leurs homologues chez I’arabette. Elles présentent respectivement 69 et 68 % d’homologie
avec les séquences ADNc completes d’AtSUCI et AtSUCH4. La séquence ADNc complete de
RhSUC?2 présente 50 % d’homologie avec celles de AtSUCI et AtSUC2. La séquence ADNc
partielle de RASUC3 s’aligne avec I’extrémité 5° de la séquence ADNc complete d’AtSUC3 (la
région 5’ non traduite + le début de la séquence codante). De ce fait, les deux séquences ne
présentent que 33 % d’homologie. L'extrémité 5’ de la séquence ADNc complete d’ArSUC3 est
plus longue que celle des autres transporteurs de saccharose chez I’arabette. Il semble en étre
de mé€me pour la séquence ADNCc partielle de RASUC3.

Chez les plantes, les transporteurs de saccharose appartiennent a une famille multigénique
dont les différents membres sont impliqués dans divers processus physiologiques et présentent
des caractéristiques cinétiques et des localisations cellulaires et tissulaires variables (Sauer,
2007; Kiihn et Grofl, 2010). Sauer| (2007) classe ces transporteurs en 4 groupes. Au sein de
ces groupes les caractéristiques structurales et les propriétés cinétiques des transporteurs sont
généralement bien conservées. Nous avons réalisé une analyse phylogénétique des séquence
protéiques prédites des transporteurs potentiels de saccharose de rosier afin d’avoir une idée
de leur role potentiel. Leurs séquences ont été comparées a celles de transporteurs de saccha-
rose de diverses especes végétales. Nous avons notamment fait le choix d’utiliser les séquences
d’especes modeles de Mono- et de Dicotylédones (riz, mais, arabette, tabac, plantain et tomate),
chez lesquelles la fonction des différents transporteurs a été le plus étudiée. Le rosier étant un
buisson, nous avons utilisé les séquences de plantes ligneuses (hevea, vigne, noyer). Nous avons
également sélectionné la séquence de transporteurs exprimés dans des organes puits (graine,
fruit ou bourgeon) ou régulés par la lumiere et le rythme circadien. Les résultats de I’analyse
phylogénetique sont présentés en Figure
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Ficure 17 — Alignement de la séquence protéique de RhSUC2 avec celles d’autres transporteurs
de saccharose. La séquence protéique prédite de RhSUC2 a été comparée aux séquences completes
confirmées ou prédites des transporteurs de saccharose dont RhSUC?2 est le plus proche chez d’autres
plantes. Le degré de conservation des acides aminés est indiqué en légende. Les domaines intra-
cellulaire (int.), extracellulaires (ext.) et transmembranaires (TM) prédits de RhSUC2 figurent au
dessus de I’alignement. Les sites potentiels de phosphorylation de RhSUC2 par la protéine kinase
C, la protéine kinase cAMP- et cGMP dépendante et la caséine kinase II (sont encadrés en rouge,
vert et noir respectivement). L’alignement des séquences, la prédiction de la structure secondaire et
sites de phosphorylation de RhSUC?2 et la mise en forme des données ont été réalisées a I’aide des
logiciels ClustalW, HMMTOP, Prosite, Latex et Inkscape. Les numéros d’accession des différents
transporteurs utilisés pour construire 1’alignement sont les suivants : HbSUT1A (Hevea brasilien-
sis, DQ985466), HbSUTI1B (AM492537), JrSUT1 (Juglans regia, AAU11810), ReSCR1 (Ricinus
communis, CAA83436), RhSUC2 (Rosa hybrida, HQ403679), VISUT1 (Vicia faba, CAB07811),
VvSUC27 (Vitis vinifera, AAF08331).



RhSUCI fait partie du groupe 2 dans la classification définie par Sauer (2007). Ce groupe
représente des transporteurs de saccharose a forte affinité de Dicotylédones localisés dans la
membrane plasmique. IIs sont responsables du chargement du phloeme, ainsi que de I’impor-
tation de sucres dans les cellules puits. HbSUT1A (Yang et al., 2007; |Dusotoit-Coucaud et al.,
2009) et ReSCR1 (Eisenbarth et Weig), 2005) sont les homologues les plus proches de RhSUCI1
(68 et 67 % d’identité respectivement).

RhSUC2 code potentiellement pour une protéine de 513 acides aminés d’une masse molé-
culaire prédite de 54,6 kDa et d’un pl = 8,62. L’analyse des structures secondaires et des
sites potentiels de phosphorylation de sa séquence protéique est présentée en Figure Rh-
SUC?2 présente plusieurs caractéristiques communes aux transporteurs de saccharose déja ca-
ractérisés. Il appartient a la super-famille des facilitateurs majeurs (MFS) caractérisée par 12
domaines hélices transmembranaires (Saier, 2000a}; |[Lemoinel 2000), par des extrémités N- et
C-terminales cytoplasmiques et par une boucle cytoplasmique centrale localisée entre les seg-
ments transmembranaires 6 et 7 (Sauer, 2007). RhSUC2 appartient également au groupe 2 des
transporteurs de saccharose. Il partage respectivement 73, 72, 70 et 66 % d’identité avec les
transporteurs de saccharose HbSUT1(A et B) (Dusotoit-Coucaud et al., 2009), ReSCR1 (Ei-
senbarth et Weig, 2005), JrSUT1 (Decourteix et al., [2006) et AtSUC2 (Sauer et Stolz, |1994).
La séquence protéique de RhSUC2 présente un fort degré de conservation avec les transpor-
teurs de saccharose qui lui sont le plus proche sur le plan phylogénique (Figure[I7). L’ extrémité
N-terminale et la boucle cytoplasmique centrale sont les zones les moins conservées entre les
différents transporteurs. Les domaines extracellulaires entre les domaines transmembranaires
(TM) 7-8 et 9-10 et I’extrémité C-terminale intracellulaire de la protéine présentent également
un fort degré de variabilité. Des acides aminés non conservés sont également présents de facon
isolée dans les TM 3 et 6, du domaine extracellulaire compris entre les TM 3-4 et des domaines
intracellulaires compris entre les TM 4-5 et 10-11. RhSUC2 présente des sites potentiels de
phosphorylation reconnus par trois types de protéines kinases. Sa séquence comprend six sites
potentiels de phosphorylation par les protéines kinases C en position 6, 79, 83, 163, 380 et
501. Parmi ces sites, quatre sont fortement conservés entre les séquences des différents trans-
porteurs de saccharose proches de RhSUC?2 : deux sites consécutifs localisés dans le domaine
intracellulaire entre les TM 2-3, un dans le domaine extracellulaire entre les TM 9-10 et un
dans le domaine intracellulaire C-terminal. La séquence de RhSUC2 présente un site potentiel
de phosphorylation par une protéine kinase cAMP et cGMP-dépendante en position 9 (domaine
intracellulaire N-terminal, non conservé chez les homologues de RhSUC2). Trois sites poten-
tiels de phosphorylation par la protéine caséine kinase II sont également présents en position
159, 233 et 389. Deux de ses sites, localisés dans les domaines intracellulaires entre les TM 4-5
et 6-7, sont conservés entre les s€équences de RhSUC2 et JrSUTI.

RhSUC3 appartient au groupe 3 qui comprend des transporteurs de saccharose membra-
naires a faible affinité se distinguant des autres par une extension de leur extrémité N-terminale
et de leur boucle cytoplasmique centrale. Ces transporteurs présentent des motifs de senseurs de
sucres mais aucune preuve directe d’une telle fonction n’a été apportée a ce jour (Sauer, 2007).
RhSUC3 présente la plus forte identité de séquence (66 %) avec les transporteurs HbSUT2 (B
et C) (Yang et al., | 2007; |Dusotoit-Coucaud et al., 2009). Il est similaire a 57 % avec le transpor-
teur AtSUC3 (Barker et al., |2000), son plus proche homologue chez 1’arabette.
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Ficure 18 — Niveaux d’ARNm des transporteurs de saccharose (RESUCs) dans les différents
organes de rosier. Les ARNs extraits des différents organes de rosier : bourgeon dormant (BDo)
ou en cours de débourrement (BDb), bouton floral (BF), feuille jeune (FJ) ou mature (FM), tige
(T) et racine (R) sont amplifiés par RT-PCR semi-quantitative et visualisés par migration en gel
d’agarose. Le gene RhSANDI, exprimé de maniere stable dans les différents organes, est utilisé
comme référence.



Le dernier transporteur isolé, RhSUC4, appartient au groupe 4 qui rassemble des transpor-
teurs principalement exprimés dans les tissus puits et dont certains ont été localisés dans le
tonoplaste (Sauer, |2007). Les séquences les plus similaires a RhSUC4 (77 %) sont celles de
HbSUT4 (Yang et al., 2007; Dusotoit-Coucaud et al., 2009) et MdSUT1 (Fan et al.,|2009)), ainsi
que AtSUC4 chez Arabidopsis (64 %).

4.2.2 Niveaux d’ARNm des SUC dans les différents organes

Nous avons étudié le niveau d’expression des genes RASUCs dans les différents organes du
rosier par RT-PCR semi-quantitative. Les résultats sont présentés en Figure [I8]

L’expression du gene de référence RASANDI est assez stable dans les différents organes
étudiés, hormis dans les feuilles jeunes et matures ou elle est un peu plus faible que dans les
autres organes.

Les ARNm du gene RASUCI s’accumulent principalement dans la tige et tres 1égérement
dans les feuilles matures et le bouton floral. Dans les conditions expérimentales testées, aucune
accumulation de ce transcrit n’est détectable dans les bourgeons axillaires, qu’ils soient dor-
mants ou en cours de débourrement.

Les transcrits de RASUC?2 sont quant a eux principalement présents dans les bourgeons en
cours de débourrement et la tige. Ils s’accumulent dans les feuilles jeunes, le bourgeon dormant
et le bouton floral a un niveau tres faible. Aucune amplification n’est détectable dans les autres
organes.

Les ARNm de RASUC3 et RhSUC4 sont exprimés dans tous les organes testés (sauf dans
la racine pour RASUC3). Le niveau d’expression de RASUCS3 est a peu pres équivalent dans les
différents organes, alors que celui de RASUC4 est tres 1€gerement inférieur dans le bouton floral.

4.2.3 Niveaux d’ARNm des SUC dans les bourgeons en relation avec le
photocontrole du débourrement

Nous avons étudi€ la dynamique du taux de transcrit des transporteurs potentiels de saccha-
rose chez le rosier dans le bourgeon apres décapitation et exposition des plantes a la lumiere
ou a I’obscurité pendant 24 a 96 h, par RT-PCR quantitative en temps réel. Les résultats sont
présentés en Figure Cette analyse nous a permis de détecter une accumulation des ARNm
de RhSUC2, RhSUC3 et RhSUC4, mais pas de RhSUCI dans le bourgeon axillaire de rosier.

La décapitation, suivie de 24 h d’exposition a la lumiere provoque une accumulation (en-
viron 3,5 fois) du transcrit de RASUC?2 dans le bourgeon. Elle atteint son maximum (environ 4
fois) au bout de 48 h et reste stable jusqu’a 96 h. A I’obscurité, 24 h apres la décapitation, on ob-
serve également une accumulation du transcrit de RASUC2 dans le bourgeon (environ 2,5 fois).
Cependant, celui-ci retourne quasiment a son niveau basal des 48 h. Une comparaison entre les
conditions de lumiere et d’obscurité indique que I’expression de RASUC?2 est significativement
supérieure a la lumiere entre 48 et 96 h apres la décapitation.

Dans le bourgeon, les niveaux de transcrit des genes RASUC3 et RhSUC4 sont inchangés
entre 24 et 96 h apres la décapitation, a la lumiere comme a I’obscurité.
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Ficure 19 — Niveaux relatifs d’ARNm des transporteurs de saccharose (RESUCs) dans les bour-
geons axillaires de rosier au cours du temps apres décapitation et exposition a la lumiere
ou D’obscurité. Des plantes au stade BFV sont décapitées, défoliées et placées a la lumiere
(70+10 pmol.m.s™") ou a I’obscurité pendant 24 2 96 h. Des plantes avant traitement sont utilisées
comme témoins de quantification relative. Chaque valeur représente la moyenne + 1’erreur standard
de 3 lots biologiques indépendants. L’étude du niveau relatif d’ ARNm a été réalisé par RT-PCR
quantitative en temps réel. Le géne RASANDI est utilisé pour normaliser les niveaux d’ARNm. Les
astérisques indiquent une différence significative entre les conditions lumiere et obscurité pour un
temps d’exposition équivalent (p<0,05).
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Ficure 20 — Niveaux relatifs d’ARNm des transporteurs de saccharose (RESUC2, RhSUC3 et
RhSUC4) dans les bourgeons axillaires de rosiers cultivés 72 h a la lumiére en absence ou
présence d’auxine. Les bourgeons sont issus de noeuds cultivés in vitro en présence de milieu MS
seul ou additionné de 0,1; 1 ou 10 uM d’auxine (ANA), pendant 72 h a la lumiere. Des bourgeons
dormants issus de plantes au stade BFV sont utilisées comme témoins avant traitement (T). Les
ARNS s extraits sont amplifiés par RT-PCR semi-quantitative et visualisés par migration en gel d’aga-
rose. Le géne RhSAND1, exprimé de maniere stable dans le bourgeon est utilisé comme référence.
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Ficurk 21 — Caractérisation fonctionnelle du transporteur de saccharose RhSUC2 en systeme
hétérologue de levure.

a. Test en goutte. Les souches de levures SUSY7 transformées avec le vecteur pDR296 vide ou
le pDR296 ayant intégré RhSUC2 sont cultivées sur milieu YNB contenant 2 % de glucose ou de
saccharose comme seule source de carbone et d’énergie. Les souches sont déposées sur le milieu
selon une gamme de dilution allant de 10 2 10° cellules.

b. Cinétique d’absorption du saccharose dans le temps. Les transformants sont incubés 1, 2, 5
et 10 min en présence de 0,5 mM de saccharose radiomarqué dans du MES 25 mM a pH 4.5. Les
droites de corrélation permettent de visualiser que 1’absorption est stable au cours du temps.

c. Absorption du saccharose en fonction du pH. Les transformants sont incubés 2 min en présence
de 2,5 mM de saccharose radiomarqué dans du MES 25 mM dont le pH varie entre 4.5 et 7.

d. Absorption du saccharose en fonction de la concentration. Les transformants sont incubés
2 min en présence de 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 et 5 mM de saccharose radiomarqué dans du MES 25
mM a pH 4.5.

e. Transformation Lineweaver-Burk des données présentées en d. Pour un pH 4.5 nous obtenons
les propriétés cinétiques d’absorption du saccharose suivantes : K, = 2,99 mM et V. = 21,41 nmol
de saccharose.mg™ de protéine.min™ .

Pour les sous-figures b a d les valeurs représentées correspondent a la moyenne =+ I’erreur standard.
Pour c et d les valeurs d’absorption obtenues pour le pDR296 vide sont retranchées a celles du
pDR296-RhSUC2.



4.2.4 Régulation du niveau d’ARNm de RhSUC2, RhSUC3 et RhSUC4
par ’auxine dans le bourgeon

En culture in vitro, un apport exogene d’auxine (ANA a 1 et 10 uM) inhibe le débourrement
des bourgeons a la lumiere (Sandrine Pelleschi-Travier, communication personnelle). Nous
avons donc étudié ’effet de ce dernier sur I’accumulation d’ARNm de RASUC?2 dans le bour-
geon apres 72 h d’exposition a la lumiere. Des noeuds de rosier ont été cultivés pendant 72 h a
la lumiere en présence d’un milieu MS seul ou additionné de 0,1 ; 1 ou 10 uM d’auxine (ANA).
Des plantes au stade BFV dont les bourgeons sont dormants ont été utilisées comme témoins
avant traitement (T). L’analyse du niveau d’ARNm dans les bourgeons a été réalisée par RT-
PCR semi-quantitative. Les résultats sont présentés en Figure

Le niveau d’ARNm de RASUC?2 est quasiment nul dans les bourgeons dormants avant trai-
tement (T). Il est induit chez les bourgeons cultivés 72 h en présence de milieu MS a la lumiere.
L’ajout de 10 uM d’auxine provoque une inhibition totale de 1’accumulation des ARNm de
RhSUC2 dans le bourgeon cultivé 72 h a la lumiere. Le niveau d’ARNm de RASUC2 dans
les bourgeons cultivés 72 h a la lumiere en présence de 0,1 ou 1 uM d’auxine est légerement
supérieur par rapport a celui observé dans les bourgeons cultivés en présence de MS seul. Ce-
pendant le taux de transcrits de RASAND est également supérieur dans ces conditions. L.’apport
exogene d’auxine aux concentrations de 0,1 et 1 uM n’a donc aucun effet sur I’accumulation
des transcrits de RASUC2 dans le bourgeon apres 72 h d’exposition a la lumiere. Le taux de
transcrits de RhASUC3 est tres faible dans les bourgeons dormants alors que celui de RASUC4
est relativement élevé. Cultiver les bourgeons 72 h a la lumiere en présence de milieu MS seul
ou additionné de 10 ou 1 uM d’auxine n’a aucun effet sur I’expression de ces genes (lorsqu’on
compare leur expression a celle du gene RASANDI). L ajout de 0,1 uM d’auxine au milieu MS
inhibe tres 1égerement I’expression de ces RhSUC3 et RhSUC4 dans le bourgeon cultivé 72 h a
la lumiere.

4.2.5 Caractérisation fonctionnelle de RhSUC2 en systeme hétérologue de
levure

Les résultats d’expression génique montrés dans la Figure 19| suggerent une implication de
RhSUC?2 dans le processus de débourrement des bourgeons axillaires de rosier sous le contrdle
de la lumiere. Afin d’en savoir d’avantage sur son rdle potentiel dans la physiologie de la
plante, nous avons étudié I’activité de co-transport de saccharose/H* de RhSUC2 en systeme
hétérologue de levure. Pour ce faire, nous avons exprimé sa s€équence codante complete dans la
souche de levure SUSY7. La souche de levure SUSY7 est mutée pour son invertase pariétale et
exprime le gene de la saccharose synthase (Riesmeier et al., |1992)). Elle est donc incapable de
pousser sur milieu en présence de saccharose comme seule source de carbone. Seule I’expres-
sion hétérologue d’un transporteur de saccharose fonctionnel dans sa membrane plasmique res-
taure cette capacité. Les résultats de la caractérisation fonctionnelle de RhSUC?2 sont présentés

en Figure

Dans un premier temps, nous avons réalisé un test en goutte afin de suivre le développement
des levures transformées avec le plasmide vide ou contenant RASUC2 (Figure|[21|a). Nous avons
étudié le développement des souches sur un milieu contenant du glucose (t€émoin positif) ou
du saccharose comme seule source de carbone. En présence de glucose, les souches SUSY7
transformées avec le vecteur vide ou contenant RASUC2 se développent proportionnellement a
la quantité de cellules déposées initialement. Celle transformée avec le vecteur vide croit plus
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Tableau 5. Effet de sucres compétiteurs et d'inhibiteurs sur 1'absorption
de saccharose par RhSUC2 exprimé en systéme hétérologue de levure
(souche SUSY7). L'absorption est réalisée en présence de 2,5 mM de
saccharose radiomarqué a pH 4.5. Les astérisques représentent une
différence significative entre le témoin et le traité (Test de Student,
p<0,001)

- "
Traitement Pourcentage d'absorption de

saccharose

Inhibiteurs

Témoin 100

CCCP (50 uM) 25+£25*

PCMBS (100 uM) 9+2,0*
Sucres compétiteurs

Témoin 100

Saccharose (25 mM) 21+6,6 *

Glucose (25 mM) 140+ 7,2 *

Fructose (25 mM) 157+4,4 *

Raffinose (25 mM) 103 +3,9

Maltose (25 mM) 43£22 %




rapidement en présence de glucose. Ce résultat indique que la souche transformée avec RASUC2
se régénere plus lentement que 1’autre. Le développement des souches est fortement réduit en
présence de saccharose, surtout celui de la souche SUSY7-pDR296, qui ne pousse que tres dif-
ficilement lors d’un ensemencement a partir de 10* cellules. Pour une dilution plus importante
de la souche aucun développement n’est observable. En revanche, la souche exprimant RhSUC2
présente un meilleur développement, bien que sa capacité de régénération soit plus faible. Elle
arrive notamment a pousser pour un dépot initial de 10° cellules.

Les résultats du test en goutte indiquent que les souches transformées avec RASUC2 sont ca-
pables de se développer sur milieu en présence de saccharose comme seule source de carbone
et donc de transporter ce substrat. Les résultats indiquent que RhSUC2 est un transporteur de
saccharose fonctionnel. Nous avons alors procédé a I’analyse de ses caractéristiques cinétiques

(Figure 2T]b ae).

La Figure 21|b présente les cinétiques d’absorption de saccharose par les souches pDR296
vide et pDR296 - RhSUC?2 au cours du temps. L’incubation est réalisée en présence de 0,5 mM
de saccharose radiomarqué a pH 4.5 sur une durée allant de 1 a 10 min. La souche transformée
avec le pDR296 vide n’absorbe presque pas de saccharose (un maximum de 30,66+3,5 nmol de
saccharose.mg™! de protéine a 10 min) sur la durée totale de I’expérience. En revanche, la souche
transformée avec RhSUC?2 absorbe fortement le saccharose (de 91,17+10,77 a 966,41+69,34
nmol de saccharose.mg™! de protéine entre 1 et 10 min d’incubation). L’ absorption est propor-
tionnelle a la durée d’incubation et linéaire au cours du temps comme 1’indique la droite de
corrélation entre les points. Dans les conditions testées, aucun phénomene de saturation n’est
observé, méme apres 10 min d’incubation en présence du substrat.

Nous avons ensuite déterminé le pH auquel 1’absorption de saccharose par RhSUC2 est op-
timale (Figure 21| c). L’incubation est effectuée en présence de 2,5 mM de saccharose dans du
tampon MES, selon une gamme de pH allant de 4 a 7. Les valeurs d’absorption obtenues pour
le pDR296 vide sont retranchées a celles du pDR296-RhSUC?2 afin de ne considérer que la part
active de I’absorption. Elle est importante entre pH 4 et 5 (14,9+1,81 a 18,63+0,36 nmol de
saccharose.mg™! de protéine.min’') avec un optimum a pH 4.5. Puis elle chute de fagon dras-
tique a pH 6 (3,07+1,85 nmol de saccharose.mg™! de protéine.min™') et devient quasiment nulle
a pH 7 (0,25+1,06 nmol de saccharose.mg™! de protéine.min™!). Ces résultats sont consistants
avec un co-transport de saccharose/H*.

Les levures ont été incubées en présence de différentes concentrations de saccharose radio-
marqué (0,1 a5 mM) a pH 4.5 pour déterminer la concentration optimale et la vitesse maximale
d’absorption du saccharose par RhSUC2 (Figure 21| d). Comme décrit précédemment, les va-
leurs d’absorption représentées dans la figure correspondent a 1’absorption active (différence
entre le pDR296 vide et le pPDR296-RhSUC2). Le K,, et V., de RhSUC2 ont été déterminés
par transformation des données obtenues selon une représentation de Lineweaver-Burk (Figure
e). Son activité de transport est proportionnellement corrélée a la quantité de saccharose
présent dans le milieu, et ce jusqu’a ce que la concentration atteigne 2,5 mM (Figure[21]d). L’ab-
sorption est alors de 38,76+2,09 nmol de saccharose.mg™ de protéine.min’!. Pour une concen-
tration en saccharose de 5 mM on observe une diminution de 1’absorption (24,48+4,77 nmol de
saccharose.mg™! de protéine.min™'). Dans cette expérience, la quantité de saccharose radioactif
est fixe alors que celle du saccharose non radioactif est variable. La diminution d’absorption ob-
servée a S mM pourrait donc €tre due a un effet compétiteur exercé par le saccharose non marqué
en exces dans le milieu. La transformation des données selon la représentation de Lineweaver-
Burk a donc été réalisée uniquement a partir des valeurs obtenues entre 0,1 et 2,5 mM (Figure
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e). Dans la représentation de Lineweaver-Burk ou 1/vitesse d’absorption = f(1/concentration
en substrat), le point d’intersection de la droite obtenue avec 1’axe des abscisses correspond
a (-1/K,,) et celui avec I’axe des ordonnées correspond a (1/V,,.,). L’équation de la droite de
corrélation obtenue est y = 0,035x + 0,0117 et son coeflicient de corrélation est de 0,9992.
Nous avons ainsi pu déterminer une K,, = 3 mM et une V,,,, = 21,41 nmol de saccharose.mg™!
de protéine.min’'.

Les transporteurs de saccharose précédemment caractérisés sont des co-transporteurs saccha-
rose/H™. Leur activité est fortement inhibée par des protonophores (CCCP et DNP), des inhibi-
teurs de production d’ ATP (antimycine et arsenate) et par des inhibiteurs des groupements thiol
(PCMBS et NEM) (Lemoine, 2000; Sauer, 2007)). La spécificité des transporteurs de saccharose
pour leur substrat est assez forte bien qu’ils puissent également transporter d’autres a- ou 8- glu-
cosides comme le maltose (Sauer, 2007). Afin de déterminer les caractéristiques de RhSUC?2,
nous avons testé 1’effet du CCCP et du PCMBS sur son activité. Nous avons également testé
I’effet de différents sucres compétiteurs (saccharose, glucose, fructose, raffinose et maltose) afin
d’étudier sa spécificité de transport vis a vis du saccharose. Les résultats sont présentés dans le
Tableau 5.

En présence de CCCP (50 uM), I’absorption de saccharose par RhSUC2 est fortement

réduite (d’environ 75%) par rapport a celle du témoin. Elle est également fortement réduite
(91%) par le PCMBS (100 uM).

Dans les expériences de compétition, le saccharose et le maltose non radioactifs fournis en
exces ont un effet inhibiteur sur I’activité de transport de saccharose de RhSUC2 (79 et 57 %
d’inhibition respectivement). L’activité de RhSUC2 est en revanche stimulée par un apport en
exces de glucose ou de fructose non radioactifs (140 et 157 % d’activité respectivement). L’ ajout
de raffinose non radioactif en exces n’a quant a lui aucun effet significatif sur ’activité de
RhSUC2.

4.2.6 Conclusions

Une recherche dans les bases de données nous a permis d’identifier une séquence ADNc
partielle codant potentiellement pour un transporteur de saccharose chez le rosier : RASUCS.
Nous avons isolé 3 nouvelles séquences de transporteurs de saccharose : 2 partielles (RhSUCI
et RhSUC4) et une complete (RASUC?2).

Parmi les 4 transporteurs de saccharose potentiels disponibles, les ARNm de trois d’entre
eux sont présents dans le bourgeon : RhSUC2, RhSUC3 et RhSUC4. Et I'un d’entre eux, Rh-
SUC2, est plus fortement exprimé dans les bourgeons en cours de débourrement que dans les
bourgeons dormants.

L’analyse du taux de transcrit de ces 3 transporteurs dans les bourgeons exposés a la lumiere
ou a I’obscurité, entre 24 et 96 h apres la décapitation, révele que seul RASUC2 présente un
profil d’expression corrélé au débourrement des bourgeons. En effet son expression est induite
a la lumiere alors qu’elle reste stable a I’obscurité entre 48 et 96 h. Le traitement n’a aucun effet
sur I’expression de RASUC3 et RhSUCH4.
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L’apport exogene de 10 uM d’auxine (concentration inhibitrice du débourrement) inhibe to-
talement I’accumulation des ARNm de RASUC2 dans le bourgeon au bout de 72 h d’exposition
a la lumiere.

La caractérisation fonctionnelle de RhSUC2 en systeme hétérologue de levure révele qu’il
s’agit d’un co-transporteur de saccharose/H* a forte affinité (K,, = 3 mM). Une analyse de
compétition indique que le maltose inhibe I’activité d’absorption du saccharose de RhSUC?2,
alors que le glucose et le fructose la stimulent.

4.3 Implication des transporteurs de monosaccharides (MST)
dans le photocontrole du débourrement

Les résultats d’accumulation de sucres radiomarqués dans les bourgeons décrits en page 45|
indiquent que les hexoses pourraient jouer un role plus important que le saccharose lors des
étapes précoces de la régulation du débourrement par la lumiere.

Les hexoses sont importés de maniere plus précoce que le saccharose dans les bourgeons
exposés a la lumiere par rapport a 1’obscurité. L’importation de ces sucres fait intervenir une
composante active. Ces résultats suggerent I’implication de transporteurs d’hexoses dans le pho-
tocontrdle du débourrement. Nous avons donc cherché a identifier quels sont les transporteurs
impliqués dans ce processus.

4.3.1 Isolement des séquences et analyses phylogénétiques

Une recherche dans les bases de données GDR (Genome Database for Rosaceae) et URGI
(Unité de Recherche Génomique Info) nous a permis d’identifier les séquences ADNCc partielles
codant potentiellement pour trois transporteurs de monosaccharides chez le rosier :

— RoTMT2 (CL_RO_3853.1-W_W3_B21_01, 408 pb)
— RoSGBI (CL_RO_2841.1-12076074, 498 pb)
— RopGlcT (CL_RO_4560.1-19612707, 639 pb)

Comme pour les transporteurs de saccharose précédemment décrits, nous leur avons attribué
un nom dérivé de leur homologue le plus proche chez 1’arabette.

Les transporteurs d’hexoses plasmalemmiques appartenant a la sous-famille des STP sont
responsables de I'influx d’hexoses dans les cellules. Ils pourraient donc jouer un role primordial
dans I’importation des sucres par les cellules puits du bourgeon au cours du débourrement.

Nous avons procédé a I’isolement de séquences d’ ADNCc partielles des STP de rosiers. Les
clonages ont été réalisés de la méme fagon que pour les transporteurs de saccharose. Nous avons
ainsi identifié 7 nouvelles séquences codant potentiellement pour 5 transporteurs de d’hexoses
plasmalemmiques :

— RhSTPI (443 pb)
— RhSTP5 (350 pb)
— RhSTP7 (401 pb)
— RhSTP9 (355 pb)
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Ficurk 22 — Arbre phylogénétique des transporteurs de monosaccharides, de polyols et d’inosi-
tol (MST-like) de plantes. Les séquences protéiques prédites partielles des transporteurs de mono-
saccharides de Rosa sp. et Rosa hybrida ont été comparées aux séquences completes confirmées ou
prédites de transporteurs (MST-like) chez différentes plantes. L’arbre phylogénétique a été construit
et visualisé a I’aide des logiciels ClustalW et Treeview. Les sous familles définies chez 1’ arabette par
Biittner (2007) sont indiquées. Les numéros d’accession des différents transporteurs utilisés pour
construire I’arbre sont indiqués en Annexe@} Les barres indiquent les distances phylogénétiques.



— RKSTPI3A1 (407 pb)
— RKSTP13A2 (407 pb)
_ RKSTPI3B (410 pb)

Ces transporteurs appartiennent a la famille multigénique des MST-like composée de 7 sous
familles dont celle des STP. Au sein d’une méme sous famille les séquences protéiques par-
tagent entre 42 et 96 % d’identité. Les séquences protéiques sont cependant peu conservées
entre les différentes sous familles (Biittner, 2007)).

Nous avons pour notre part regroupé les membres appartenant aux mémes groupes phy-
logénétiques afin de réaliser des alignements des séquences nucléiques partielles des transpor-
teurs de monosaccharides que nous avons isolé chez le rosier avec celles de leurs potentiels
homologues chez I’arabette (Annexe [P).

La séquence ADNc partielle de RoTMT?2 s’aligne a 68 % avec la séquence codante d’AtTMT2,
son homologue le plus proche chez I’ arabette.

Les séquences ADNCc partielles de RoSGBI et RopGlcT se chevauchent et s’alignent dans
les régions codantes de leurs homologues chez 1’arabette. Elles présentent respectivement 60 et
56 % d’homologie avec les séquences ADNc completes d’AtSGB1 et AtpGlcT.

Les séquences ADNCc partielles de RASTPS5, RhSTP7, RhSTP13A1, RhWSTP13A2 et RhSTP13B
se chevauchent et s’alignent avec le début de la région codante de leurs homologues chez
I’arabette. RASTPS et RhSTP7 présentent respectivement 67 et 72 % d’homologies avec celles
d’AtSTPS et AtSTP7. RhSTP13A1, RhSTP13A2 et RhSTP13B sont quant a elles homologues a
AtSTP13 (69, 69 et 59 % respectivement). Les s€quences de RhASTP13A1 et RhSTP13A2 sont
tres proches (95 % d’homologie). Ces EST correspondent donc certainement au méme gene,
bien que nous n’ayons pas pu obtenir de séquence consensus. En revanche, RASTP13B présente
une séquence relativement différente de celles de RASTP13A1 et RhWSTP13A2 (73 % d’homolo-
gie et une insertion de 3 pb). RASTP13B pourrait donc correspondre a une isoforme différente
du gene STP13. La séquence ADNCc partielle de RASTPI ne s’aligne quasiment pas avec les
séquences des autres RhSTPs et s’aligne a 70 % avec la partie centrale de la région codante
d’ATSTP1. La séquence de RhSTP9 présente quant a elle 60 % d’homologie avec la fin de la
région codante d’AtSTP9.

Les transporteurs de monosaccharides sont impliqués dans divers processus physiologiques
et présentent des caractéristiques cinétiques et des localisations cellulaires et tissulaires va-
riables (Biittner, [2007). A partir des données disponibles (parfois tres partielles), nous avons
procédé a une analyse phylogénétique des séquence protéiques partielles prédites des transpor-
teurs de saccharose de rosier afin d’avoir une idée de leurs caractéristiques et de leur rdle poten-
tiel dans la physiologie du rosier. Nous avons notamment fait le choix d’utiliser les séquences
d’especes modeles de Mono- et de Dicotylédones (riz, arabette et tomate), de plantes ligneuses
(vigne et noyer) et/ou de transporteurs exprimés dans des organes puits (graine, fruit ou racine).
Les résultats de I’analyse phylogénetique sont présentés en Figure

Parmi les transporteurs identifiés dans les banques de données, RoSGB1 et RopGIcT appar-
tiennent a la sous famille des pGlcT/SGB1. RoSGB1 a pour homologue le plus proche AtSGB1
(63 % d’identité¢) (Wang et al., 2006), un transporteur d’hexoses localis€¢ dans I’appareil de
Golgi. RopGIcT partage 70 et 68 % d’identité avec VvpGIcT (Vignault et al., 2005) et AtpGIcT
respectivement. L’ homologue d’ AtpGIcT chez 1’épinard est un transporteur de glucose potent-

55



65 100 126 158 184 537 583 615 648 680 708

AtTMT2
(739 aa)

RoTMT2
(136 aa)

AtSGB1
(495 aa)

RoSGB1
(158 aa)

130 168 200 227
AtpGIcT

(546aa)

RopGlcT
(211aa)

AtSTP1
(522 aa)

RhSTP1
(147 aa)

65 102

46
RhSTP5
(116 aa)
37

56 93

RhSTP7
(133 aa)

RhSTP9
(118 aa)

RhSTP13A
(135 aa)

RhSTP13B
(136 aa)

Ficure 23 — Topologie des séquences protéiques partielles des MSTs isolés chez le rosier et
positionnement par rapport a la séquence complete de leurs homologues chez I’arabette. Les
séquences protéiques partielles des différents MSTs isolés chez le rosier ont été alignées avec celles
de certains de leurs homologues chez 1’arabette : AtTMT2 (NP_849565), AtSGB1 (NP_178100),
AtpGIcT (NP_568328) et AtSTP1 (AAL24129). Les alignements et la prédiction de la topologie
des séquences protéiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels ClustalW et HMMTOP. Le nom
et la taille de chaque séquence protéique sont indiqués a gauche de la séquence. Les noms des
MSTs isolés chez le rosier figurent en rouge. Les domaines intracellulaires (i) et extracellulaires (e)
sont représentés en blanc. Les domaines transmembranaires sont numérotés et représentés en bleu.
Les positions initiales et terminales des domaines transmembranaires sont indiqués au dessus des
séquences.



iel localisé dans la membrane interne des chloroplastes (Weber et al., 2000).

RoTMT?2 fait quant a lui partie de la sous famille des TMTs, qui seraient des transporteurs
d’hexoses tonoplastiques (Endler et al., 2006; [Wormit et al., 2006). Son homologue le plus
proche est AtTMT?2 (65 % d’identité) (Wormit et al., 2006).

Les transporteurs de monosaccharides que nous avons cloné appartiennent tous a la sous fa-
mille des STPs. Chez I’arabette, elle rassemble des transporteurs d’hexoses a forte affinité de la
membrane plasmique. Ces transporteurs catalysent I’influx de sucres dans les cellules (Biittner,
2007).

RhSTP1 est homologue a VVHT1 (Fillion et al., |1999), RcSTC (Weig et al.,|1994), AtSTP1
(Sauer et al., [1990) et VESTP1 (Weber et al., 1997) (87, 84, 84 et 82 % d’identité respective-
ment).

RhSTPS5 a pour homologues VVHT?2 (Vignault et al., 2005) et AtSTPS (80 et 78% d’identité
respectivement).

RhSTP7 présente la plus forte identité avec AtSTP7 dont les propriétés et la fonction ne
sont pas encore connus (84 %). RhSTP7 est également proche de RcSTA (Weig et al., [1994) et
VVvHT3 (Hayes et al., 2007) (81 et 78 % respectivement).

RhSTP9 partage 69 % d’identité avec AtSTP9, son plus proche homologue (Schneidereit
et al.,[2003).

RhSTP13A1 et RhSTP13A2 présentent 85 a 87 % d’identité avec LeHT2 (Gear et al.,[2000)
et VVHTS (Hayes et al..[2007) et 83 et 84 % avec AtSTP13. RhSTP13B partage quant a lui 69 %
d’identité avec VVHTS et 66 % avec AtSTP13 (Norholm et al., 2006).

La topologie et la position des séquences protéiques partielles des transporteurs de mono-
saccharides par rapport a leurs homologues chez I’arabette sont présentés en Figure D’une
maniere générale les MSTs présentent 12 domaines transmembranaires, des extrémités N- et
C-terminales et une boucle cytoplasmique centrale (entre les domaines transmembranaires 6 et
7).

Les AtTMTs se différencient des autres MST par une délétion de I’extrémité N-terminale
(domaine intracellulaire + premier domaine transmembranaire) et une extension de la boucle
cytoplasmique centrale. ROTMT2 correspond a une partie de la grande boucle cytoplasmique
centrale d’AtTMT2. RoSGBI1 s’aligne avec la partie C-terminale d’ AtSGBI1. 11 présente 4 do-
maines transmembranaires correspondant aux domaines 9 a 12 d’ AtSGB1. RopGIcT correspond
a la partie N-terminale d’ AtpGIcT. Sa séquence protéique s’étend jusqu’au 4°™ domaine trans-
membranaire d’ AtpGlcT mais ne présente que 3 domaines transmembranaires prédits.

Chez I’arabette, la topologie des différents STPs est fortement conservée (a 1I’exception de
celle d’AtSTP2). De méme, leur taille totale varie peu (entre 504 et 526 acides aminés). Pour
cette sous famille nous avons donc uniquement représenté la topologie d’AtSTP1. RhSTP1
correspond a la partie centrale d’AtSTP1, comprise entre les domaines transmembranaires 4 et
8. Il présente 3 domaines transmembranaires correspondant aux domaines 5 a 7 chez AtSTPI.
RhSTPS, RhSTP7, RhSTP13A(1 et 2) et RhSTP13B s’alignent avec une partie de 1’extrémité
N-terminale d’AtSTP1. RhSTPS et RhSTP7 présentent 2 domaines transmembranaires corresp-
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Ficure 24 — Niveaux d’ARNm des transporteurs de monosaccharides (RhSTP1, RhSTP9 et
RhTMT?2) dans les différents organes de rosier. Les ARNSs extraits des différents organes de rosier :
bourgeon dormant (BDo) ou en cours de débourrement (BDb), bouton floral (BF), feuille jeune (FJ)
ou mature (FM), tige (T) et racine (R) sont amplifiés par RT-PCR semi-quantitative et visualisés par
migration en gel d’agarose. Le géne RhSANDI, stablement exprimé dans les différents organes, est
utilisé comme référence.




ondant aux domaines 2 et 3 d’AtSTP1. RhSTP13A(1 et 2) et RhSTP13B présentent 3 domaines
transmembranaires similaires aux domaines 2 a 4 d’AtSTP1. RhSTP9 s’aligne a la seconde
moitié d’AtSTP1. Il présente 4 domaines transmembranaires correspondant aux domaines 7 a
10 d’ AtSTP1.

Les séquences de transporteurs d’hexoses isolées précédemment ont été utilisées pour définir
des couples d’amorces spécifiques de chaque gene. Cependant, nous n’avons pu en obtenir
que pour RASTPI1, RhSTP9 et RhTMT2. En conséquence les résultats présentés par la suite ne
concernent que ces genes.

4.3.2 Niveau d’ARNm des MST dans les différents organes

La spécificité d’expression des genes RhMSTs dans les différents organes du rosier par RT-
PCR semi-quantitative est présentée dans la Figure

L’expression du geéne de référence RASANDI est assez stable dans les différents organes
étudiés, hormis dans les feuilles jeunes et matures ou elle est un peu plus faible que dans les
autres organes.

Le transcrit de RhSTP1 est détectable dans tous les organes testés, mais de facon plus im-
portante dans les racines, le bourgeon en cours de débourrement et les feuilles matures.

RhSTP9 est également exprimé dans tous les organes mais de maniere un peu plus impor-
tante dans les tiges.

L ARNm de RATMT?2 s’accumule lui aussi dans tous les organes mais son niveau d’expres-
sion est tres faible dans les conditions testées.

4.3.3 Niveaux d’ARNm des MST dans les bourgeons en relation avec le
photocontrole du débourrement

Nous avons donc étudié 1’évolution au cours du temps du niveau d’ARNm de RhATMT?2,
RhSTP1 et RhSTPY dans le bourgeon apres décapitation et exposition des plantes a la lumiere
ou a I’obscurité pendant 24 a 96 h. La quantification du niveau relatif de transcrit des genes a
été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel. Les résultats sont présentés en Figure

A la lumiere, 24 h apres la décapitation, le transcrit de RASTPI s’accumule fortement (5,8
fois) dans le bourgeon. Son taux de transcrit diminue ensuite progressivement entre 48 et 96 h
pour retourner quasiment a son état basal. En effet, au bout de 96 h I’expression présente une
stimulation de seulement 1,6 fois. A 1’obscurité, le niveau d’ARNm de RASTP1 est également
induit apres la décapitation. L’ induction est alors plus importante et plus durable qu’a la lumiere.
Bien que la tendance soit la méme entre les différents lots biologiques on observe une grande
variabilité de I’amplitude de la réponse entre ceux-ci, phénomene a 1’origine de I’amplitude des
erreurs standards observée (principalement entre 48 et 96 h). Ainsi, 24 h apres la décapitation,
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Ficure 25 — Niveau relatif d’ARNm des transporteurs de monosaccharides (RhSTPI1, RhSTP9
et RhTMT2) dans les bourgeons axillaires de rosier au cours du temps apres décapitation et ex-
position a la lumiere ou I’obscurité. Des plantes au stade BFV sont décapitées, défoliées et placées
a la lumiére (70+10 wmol.m™2.s™") ou & I’obscurité pendant 24 2 96 h. Des plantes avant traitement
sont utilisées comme témoins de quantification relative. Chaque valeur représente la moyenne =+
I’erreur standard de 3 lots biologiques indépendants. L’étude du niveau relatif d’ ARNm a été réalisé
par RT-PCR quantitative en temps réel. Le géne RASANDI est utilisé pour normaliser les niveaux
de transcrits. Les astérisques indiquent une différence significative entre les conditions lumiere et
obscurité pour un temps d’exposition équivalent (p<0,05).



I’induction du taux de transcrit est de 8,3 fois. L’accumulation de RASTP1 atteint son maximum
a 48 h (16 fois) et reste élevée entre 72 et 96 h (11 a 12 fois). Une comparaison entre les deux
conditions lumineuses indique que 1I’expression de RASTPI est significativement supérieure a
I’obscurité par rapport a la lumicre entre 48 et 72 h apres la décapitation.

Dans le bourgeon, les taux de transcrits de RhSTP9 est reste stable et a son niveau basal
entre 24 et 96 h apres la décapitation, a la lumiere comme a I’obscurité.

Le taux de transcrit de RhATMT?2 reste stable a la lumiere apres la décapitation, alors qu’il
diminue a I’obscurité. L’inhibition de I’expression de RhTMT?2 est progressive et transitoire.
Elle atteint son maximum entre 48 et 72 h (3,6 a 3,7 fois).

4.3.4 Conclusions

Une recherche dans les bases de données nous a permis d’identifier trois séquences ADNc
partielles codant potentiellement pour des transporteurs de monosaccharides chez le rosier :
RoTMT2, RoSGBI et RopGlcT. Nous avons isolé 7 nouvelles séquences partielles codant po-
tentiellement pour 6 transporteurs d’hexoses plasmalemmiques : RhSTPI, RhSTPS5, RhSTP7,
RhSTP9, RhSTP13A et RhSTP13B. Pour des raisons techniques (faisabilité d’amorces suffisam-
ment spécifiques), seule I’expression des genes RhTMT2, RhSTP1 et RhSTPY a pu étre étudiée.

RhSTPI1, RhSTP9 et Rh"TMT?2 sont tous exprimés dans les bourgeons au niveau transcrip-
tionnel. Cependant, seul RASTPI présente une accumulation de son transcrit plus importante
dans les bourgeons en cours de débourrement que dans les bourgeons dormants.

En réponse a la présence ou 1’absence de lumiere, seul le taux de transcrit de RASTPI et
RhTMT?2 varie dans le bourgeon a la suite de la décapitation. L’expression de RhASTP1 est forte-
ment induite a la lumiere des 24 h puis décline progressivement. Cependant, a 1’obscurité, son
expression est induite de fagon encore plus importante avec un maximum entre 48 et 72 h. En
raison d’une forte variabilité d’amplitude des lots biologiques, la différence d’expression de ce
gene n’est significative qu’entre 48 et 72 h. Le taux de transcrit de Rh*TMT?2 est quant a lui stable
a la lumiere et diminue transitoirement a 1’obscurité entre 24 et 96 h apres la décapitation.
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Chapitre 5

Discussion

Le débourrement est un processus fondamental conditionnant 1’établissement de 1’archi-
tecture d’une plante. Il correspond a la reprise de croissance des bourgeons, apres que les
phénomenes de dormance auxquels ces derniers sont soumis aient été supprimés. Il est fine-
ment régulé et fait intervenir des processus d’organogénese et d’allongement. Divers travaux
indiquent que les sucres joueraient un rdle primordial dans la régulation de ces processus.
IIs régulent notamment les divisions et I’expansion cellulaire, ainsi que le développement et
I’activité du méristeme caulinaire. Le débourrement s’accompagne généralement de modifica-
tions des quantités de sucres et de 1’activité métabolique dans le bourgeon et/ou la portion de
tige adjacente ainsi que d’une induction de I’activité puits du bourgeon vis a vis des sucres.
Ces données indiquent que le bourgeon aurait besoin d’importer les sucres nécessaires a son
débourrement. L’importation et le transport des sucres dans le bourgeon impliqueraient des
voies de déchargement du phloeme probablement différentes selon le stade de développement
et/ou I’espece considérée. Le déchargement et le transport des sucres par voie apoplasmique
nécessitent la présence de transporteurs de sucres (saccharose ou monosaccharides), dont 1’ex-
pression et le role physiologique n’a pas encore été étudi€ dans le bourgeon végétatif.

Chez le rosier, la lumiere est indispensable au débourrement (Khayat et Zieslin, |1982; |Gi-
rault et al., |2008). Cette régulation implique une mobilisation des réserves de la tige et des
modifications du métabolisme glucidique dans le bourgeon : une augmentation de I’activité de
I’invertase vacuolaire et une accumulation de saccharose et de glucose (Girault et al., |2010).
Dans ce contexte scientifique, ce travail de these avait pour objectif d’apporter des éléments de
connaissances sur les points suivants :

1. Les besoins en sucres des bourgeons lors du photocontrole du débourrement.
2. Les mécanismes d’approvisionnement en sucre du bourgeon.

3. Le rdle potentiel des transporteurs de sucres (saccharose et monosaccharides) dans le
photocontrdle du débourrement.

4. Les mécanismes potentiellement impliqués dans la régulation des transporteurs d’intérét.

Les résultats obtenus sont discutés ci-apres et un schéma récapitulatif illustrant le r6le des
sucres dans la régulation du débourrement par la lumiere est proposé en conclusion.
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5.1 Lalumiere, nécessaire au débourrement, régule I’activité
puits du bourgeon

A la lumiere, des 6 jours, la décapitation induit fortement le débourrement en stimulant
I’organogénese et I’allongement des bourgeons. En systeme in vitro, apres 6 jours de culture, le
débourrement des bourgeons a la lumiere requiert un apport exogene de sucres métabolisables.
Des expériences menées sur 12 jours montrent que le débourrement n’est pas totalement inhibé
mais fortement retardé lorsqu’aucun sucre exogene n’est apporté au bourgeon. Deux hypotheses
pourraient expliquer ce phénomene :

1. Le bourgeon serait capable de mobiliser des réserves glucidiques endogenes ou pro-
venant de la tige. Les réserves glucidiques du rosier sont plus importantes dans les tiges
que dans les bourgeons dormants. Les tiges de rosier accumulent principalement du sac-
charose et du glucose, ainsi que de I’amidon en quantité beaucoup plus faible. Les bour-
geons dormants contiennent essentiellement du saccharose. Chez les plantes décapitées,
le débourrement des bourgeons a la lumiere s’accompagne d’une diminution temporaire
des teneurs en saccharose et en glucose dans la tige entre 24 et 48 h apres la décapitation.
Parallelement, on observe une diminution puis une augmentation de la quantité de sac-
charose et d’une augmentation de la quantité de glucose dans le bourgeon (Girault et al.,
2010). Nos expériences ont permis de mettre en évidence une diminution de la quantité
de sucres solubles dans les bourgeons cultivés 3 jours en absence de sucres par rapport a
ceux cultivés en présence de sucres métabolisables. Ceci indique que dans ces conditions,
le bourgeon utilise ses propres réserves et a besoin d’importer des sucres en provenance
de la tige pour pouvoir débourrer. L’ ensemble de ces résultats appuient I’hypothese d’une
mobilisation des sucres solubles de la tige et du bourgeon de rosier lors du débourrement.

2. La portion de tige adjacente au bourgeon serait capable de synthétiser les sucres
utilisés pour le débourrement en effectuant la photosynthese. Les tiges des rosiers uti-
lisés pour nos expériences sont chlorophylliennes. Certaines especes herbacées (tomate)
et ligneuses (genét d’Espagne) posseédent une tige chlorophyllienne capable de réaliser
la photosynthese (Nilsen, |1992; Hibberd et Quick, [2002). Cette hypothese est en accord
avec de récents résultats obtenus au laboratoire, montrant que le débourrement est to-
talement inhibé en absence d’un apport exogene de sucres lorsque la tige est protégée
de la lumiere par un papier opaque (Amélie Rabot, communication personnelle). Alors
méme qu’en systeme de plante entiere décapitée, 1’éclairement du bourgeon seul suffit a
déclencher son débourrement (Girault et al., [2008]).

L’apport de sucres métabolisables (saccharose, glucose ou fructose) stimule fortement le
débourrement avec un effet optimal a 250 mM. Ces sucres induisent a la fois I’organogénese et
I’allongement. En revanche, 1’apport exogene de sucre non métabolisable (mannitol) inhibe to-
talement I’organogénese et 1I’allongement des bourgeons, quelle que soit la concentration testée.
Ces résultats suggerent que le rdle osmotique des sucres ne serait pas suffisant pour déclencher
le débourrement, ces derniers auraient un role trophique ou signal et agiraient a la fois sur les
processus d’organogénese et d’allongement.

Le sorbitol permet un débourrement réduit a 100 mM uniquement. Bien que ce sucre soit
transporté chez de nombreuses Rosacées, ce n’est vraisemblablement pas le cas chez le ro-
sier (Zimmermann et Ziegler, |1975). On ne détecte ce sucre ni dans les tiges, ni dans les
bourgeons axillaires de cette espece. Cependant, la sorbitol deshydrogénase-NAD dépendante
(NAD-SDH), enzyme catalysant la conversion réversible du sorbitol en fructose, est active dans

60






le bourgeon (Girault et al., 2010). In vitro, le sorbitol fourni en faible concentration au bourgeon
pourrait étre métabolisé par I’activité de la NAD-SDH et servir au débourrement. L’inhibition
du débourrement observée lorsque le sorbitol est fourni en forte concentration au bourgeon
pourrait €tre dii a un stress osmotique, causé par I’accumulation de ce sucre dans le comparti-
ment apoplasmique. In planta, le sorbitol jouerait un rdle mineur dans I’approvisionnement en
sucres du bourgeon lors du débourrement.

L’ensemble de nos résultats confirment que le bourgeon de rosier est un organe puits qui
nécessite d’importer des sucres métabolisables comme le saccharose, le glucose et le fruc-
tose pour débourrer a la lumiere. Cette hypothése est en accord avec les résultats obtenus
chez les bourgeons de palmier dattier, qui nécessitent également un apport exogene de sucres
métabolisables pour se développer in vitro (Al-Khateeb, 2008)).

La décapitation et I’exposition des plantes a la lumiere pendant 72 et 96 h engendre une aug-
mentation de I’accumulation des sucres radiomarqués (glucose, fructose et saccharose) dans le
bourgeon. L’exposition des plantes a 1’obscurité, condition inhibant le débourrement, entraine
une légere augmentation de I’accumulation de saccharose et de glucose radiomarqués mais pas
de celle du fructose. L’accumulation de ces sucres dans le bourgeon apres la décapitation est
cependant plus importante a la lumiere qu’a I’obscurité (deés 72 h pour les hexoses et a 96 h
pour le saccharose). La différence d’accumulation des sucres radiomarqués entre les bourgeons
exposés a la lumiere ou a I’obscurité est plus importante et précoce pour les hexoses que pour le
saccharose. Nous avons également montré que la capacité d’absorption des sucres (saccharose
et glucose) par les bourgeons fait intervenir a la fois une part passive et active de transport.
La part passive de transport pourrait €tre assurée par les connexions symplasmiques présentes
dans les tissus adjacents au faisceaux conducteurs pénétrant dans le bourgeon. On remarque
notamment que la vascularisation du bourgeon se développe en méme temps que 1’ébauche de
tige qu’elle contient. De plus, on commence a observer une vascularisation des écailles et des
primordia les plus agés a partir de 72 h apres la décapitation. Cependant, le méristeme n’est
vraisemblablement pas connecté aux tissus adjacents par des plasmodesmes.

Pris dans leur ensemble ces résultats suggerent que : (i) la décapitation provoque une
augmentation de la force puits des bourgeons vis a vis des sucres, (ii) les hexoses sont plus
précocément et préférentiellement absorbés par les bourgeons exposés a la lumiere que le
saccharose, ils joueraient donc un réle prépondérant dans I’établissement de la force puits
du bourgeon et sa régulation par la lumiere lors des étapes précoces du débourrement
(les 72 premieres heures apres la décapitation, soit 24 h avant que les bourgeons n’aient
débourré), (iii) ’importation des sucres par les bourgeons nécessite : (a) une part passive
de transport, assurée par des connexions symplasmiques entre les faisceaux conducteurs
du phloéme pénétrant dans le bourgeon et les tissus adjacents et (b) une part active, as-
surée par des transporteurs de saccharose et/ou d’hexoses. Nos résultats sont en accord
avec les travaux réalisés chez le bourgeon végétatif de pécher, ou les hexoses jouent un role
prépondérant lors des étapes précoces du débourrement (Maurel et al., 2004).

5.2 Role des transporteurs de saccharose dans le photocontrole
du débourrement

Chez le rosier, le débourrement est régulé par la lumiere (Girault et al., 2008). Cette régula-
tion s’accompagne notamment d’une augmentation de la quantité de saccharose dans le bourg-
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on (Girault et al., [2010), qui pourrait étre due a une modification de la force puits de ce dernier
et impliquerait I’activité de transporteurs de saccharose. Sachant le r6le important des ces trans-
porteurs dans I’importation et le transport du saccharose dans divers tissus puits, nous avons
voulu comprendre leur implication dans le processus physiologique étudié.

5.2.1 Transporteurs de saccharose exprimés dans le bourgeon végétatif
de rosier

Quatre isoformes de transporteurs potentiels de saccharose ont pu étre identifiées chez le
rosier (RASUCI, RhSUC2, RhSUC3 et RhSUC4), soulignant leur appartenance a une famille
multigénique, comme c’est le cas chez diverses especes herbacées (arabette, tomate, tabac,
riz...) et ligneuses (vigne, hévéa...). Les transporteurs potentiels de saccharose isolés chez le
rosier présentent une forte identité de séquence avec les transporteurs de saccharose isolées
chez des Di- ou Monocotylédones, et plus particulierement avec ceux du pommier (77 % pour
RhSUC4) et de I’hévéa (de 66 a 77 % d’identité en fonction de I’isoforme considérée). D’ autre
part, ces transporteurs sont répartis dans les trois sous groupes phylogéniques qui rassemblent
I’ensemble des transporteurs isolés chez les Dicotylédones selon la classification définie par
Sauer| (2007)), RhSUC1 et RhSUC2 appartiennent au groupe 2, RhSUC3 appartient au groupe 3
et RhSUC4 au groupe 4. Les ARNm de trois d’entre eux : RASUC2, RhSUC3 et RhSUC4 sont
présents dans le bourgeon.

Le groupe phylogénique auquel appartiennent RASUCI et RhSUC2 (groupe 2) représente
des transporteurs de saccharose a forte affinité localisés dans la membrane plasmique. Les
membres de ce groupe sont responsables du chargement du phloeme, ainsi que de I’import
de sucres dans les cellules puits (Sauer, 2007). RhSUCI est proche de HbSUT1A, RcSCR1
et AtSUC1. HbSUT1A et AtSUCI joueraient un role dans I’importation de saccharose par les
cellules laticiferes d’Hévéa chez les arbres non exploités (Dusotoit-Coucaud et al., 2009). De
méme, AtSUCT participerait a I’'importation de saccharose nécessaires a la germination du grain
de pollen (Stadler et al., [1999; |Sivitz et al., 2008]). RcSCRI1 serait quant a lui impliqué dans les
mécanismes de rechargement du saccharose par le phloeme de transport dans 1’hypocotyle (Ei-
senbarth et Weig, 2005). Comme RASUCI est principalement exprimé dans la tige, il pourrait
jouer un role similaire a celui de RcSCR1.

RhSUC2 est quant a lui similaire a HbSUTI1(A et B), RcSCR1, JrSUT1 et AtSUC2. Hb-
SUTI1B aurait un rdle dans I’'importation de saccharose par les cellules laticiferes des Hévéas
exploités (Dusotoit-Coucaud et al., 2010a). Son role serait donc plus important que celui de
HbSUTI1A. JrSUTI est exprimé dans les cellules du parenchyme xylémien de la tige (no-
tamment les cellules associées aux vaisseaux) et serait impliqué dans 1’approvisionnement en
sucres des bourgeons végétatifs au cours du débourrement (Decourteix et al., 2008). Etant lo-
calisé spécifiquement dans les cellules compagnes, AtSUC2 est impliqué dans le chargement
du phloeme (Stadler et Sauer, |1996). RASUC?2 est préférentiellement exprimé dans la tige et le
bourgeon axillaire, ce qui suggere une implication dans I’approvisionnement en saccharose du
bourgeon.

Le groupe 3, auquel appartient RhSUC3 comprend des transporteurs de saccharose membra-
naires a faible affinité, se distinguant des autres par une extension de leur extrémité N-terminale
et de leur boucle cytoplasmique centrale. Ces transporteurs présentent des motifs de senseurs de
sucres mais aucune preuve directe d’une telle fonction n’a été apportée a ce jour (Sauer, [2007).
RhSUC3 est proche de HbSUT2 (B et C) et d’ AtSUC3. La fonction de HbSUT2 (B et C) n’est
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pas encore connue. AtSUC3 est exprimé dans de nombreux tissus puits (cellules de garde, tri-
chomes, pollen en cours de germination, apex racinaire...), les cellules du mésophylle et les
faisceaux conducteurs du phloeme (ou sa protéine est localisée dans les tubes criblés) (Meyer
et al., 2000, 2004). Il pourrait étre impliqué dans I’importation du saccharose par divers tissus
puits et dans la récupération du saccharose libéré par le phloeme lors du transport a longue
distance (Barker et al., 2000; Meyer et al., 2004). RASUC3 est uniformément exprimé dans la
plupart des organes testés, excepté dans les racines ou son expression est faible. Sa fonction est
donc difficile a prédire.

RhSUC4 appartient au groupe 4 qui rassemble des transporteurs principalement exprimés
dans les tissus puits et dont certains sont tonoplastiques (Sauer, 2007). RhSUC4 est similaire a
MdSUT1, HbSUT4 et AtSUC4. MdSUT]1 est un transporteur membranaire capable d’interagir
interaction avec le cytochrome b5. Cette interaction est impliquée dans des phénomenes de
sugar sensing et permet de réguler son activité en fonction de la disponibilité en sucre dans
le milieu (Fan et al., 2009). AtSUC4 est un transporteur tonoplatique a faible affinité exprimé
dans certains tissus puits et dans les veines mineures dans les feuilles sources (Weise et al.,
2000; Endler et al., 2006). RhASUC4 est uniformément exprimé dans I’ensemble des organes
testés ou il pourrait participer au transport tonoplastique du saccharose.

5.2.2 Role de RhSUC?2 dans le photocontrole du débourrement

Chez le rosier, le débourrement conditionnel des bourgeons a la lumiere requiert une mobi-
lisation du saccharose du bourgeon et de la portion de tige adjacente (Girault et al., 2010). Nous
avons montré que ce processus nécessite une importation de sucres métabolisables tels que le
saccharose. D’autre part, il est corrélé a une accumulation de saccharose radiomarqué dans les
bourgeons, 96 h apres la levée de la dominance apicale. Cette accumulation est notamment plus
importante a la lumiere qu’a I’obscurité. L’utilisation d’inhibiteurs de la force protomotrice
montre que cette accumulation fait intervenir une part active de transport. L’ensemble de ces
résultats suggerent qu’un ou plusieurs transporteurs de saccharose sont impliqués dans 1’appro-
visionnement en sucre des bourgeons lors du photocontrdle du débourrement.

Parmi les trois isoformes de SUC exprimés dans le bourgeon (RASUC2, RhSUC3 et Rh-
SUC4), seul RhSUC?2 présente un taux de transcrits plus important dans les bourgeons en cours
de débourrement que dans les bourgeons dormants. Ses transcrits s’accumulent préférentielle-
ment dans la tige et le bourgeon axillaire en cours de débourrement alors que ceux de RASUC3
et RhSUC4 s’accumulent dans tous les organes ou presque. Diverses études montrent que les
transporteurs de saccharose spécifiquement exprimés dans un nombre restreint d’organes jouent
souvent un role important dans les organes ou ils sont présents. AtSUCI, spécifiquement ex-
primé dans les tissus floraux est important pour le développement du pollen et participerait
également a la déhiscence de I’anthere (Stadler et al., |1999; Sivitz et al., 2008). AtSUCS5 est
exprimé spécifiquement dans I’albumen de la graine en formation ou il participe a la nutrition
des tissus filiaux (albumen et embryon) lors des étapes précoces de son développement (Baud
et al., [2005). Chez le noyer, JrSUT1 est spécifiquement exprimé dans le parenchyme xylémien
de la tige ou il participerait a la réparation de I’embolie hivernale et a I’approvisionnement en
sucre des bourgeons (Decourteix et al., 2006, 2008)).

Dans le bourgeon, seul le taux de transcrits de RASUC?2 est induit par la décapitation. A
la lumiere, I’'induction observée est significative apres 48 h et reste stable jusqu’a 96 h. En
revanche, a I’obscurité le taux de transcrit de RhSUC?2 revient quasiment au niveau basal des 48
h. La décapitation provoque le débourrent des bourgeons de rosier cultivés en présence de lum-
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iere, alors que ceux maintenus a 1’obscurité restent dormants (Khayat et Zieslin, |1982; |Girault
et al., 2008). Le profil d’expression de RASUC?2 est donc corrélé a la capacité de débourrement
des bourgeons. L’ensemble des résultats obtenus indiquent que RESUC2 participe a I’appro-
vionnement en sucre du bourgeon végétatif de rosier lors du débourrement. La régulation
de son expression serait impliquée dans le photocontrole de ce processus.

[’analyse bioinformatique de la séquence codante de RASUC?2 indique que ce gene code
pour une protéine dont la structure est similaire aux transporteurs de saccharose déja caractérisés
(Sauer, 2007). Son expression hétérologue chez la levure démontre qu’il présente les caracté-
ristiques d’un co-transporteur de saccharose/H*. Sa capacité d’absorption du saccharose est
dépendante du pH et optimale a pH 4.5. L’ajout de protonophore (CCCP) ou d’inhibiteur
des groupements thiols (PCMBS) affecte fortement son activité de transport du saccharose.
Il présente une forte affinité pour le saccharose (K,, = 3 mM). Les expériences de compétitions
montrent que son activité est réprimée par le saccharose et le maltose (79 et 57 % respec-
tivement). Ce transporteur serait donc capable de transporter ces deux substrats. Des cas si-
milaires ont été rapportés dans la littérature (Lemoine, 2000). Le glucose et le fructose sti-
mulent I’activité d’absorption du saccharose par RhSUC2. Le glucose agirait en stimulant I’ac-
tivité de I’ ATPase/H ™ chez la levure (Lemoine, 2000). Nous pouvons imaginer que le fructose
soit importé par les levures et converti en glucose ou qu’il agirait directement, de la méme
facon que ce dernier, sur I’activité de 1’ATPase/H*. RhSUC2 est donc un co-transporteur
de saccharose/H™ a forte affinité. Ses propriétés cinétiques sont similaires aux transporteurs
de saccharose du groupe 2, qui lui sont les plus proches sur le plan phylogénétique. Les trans-
porteurs appartenant a ce groupe sont plasmalemmiques. Etant donné que RhSUC2 présente
de fortes similitudes structurales et fonctionnelles avec ses proches homologues, nous pouvons
supposer qu’il est également plasmalemmique. La localisation cellulaire de RhSUC?2 in planta
pourrait étre vérifiée par son immunolocalisation. Cette technique a notamment été€ utilisée pour
localiser les transporteurs de saccharose LeSUT?2 chez la tomate (Barker et al.,|2000) et JrSUT1
chez le noyer (Decourteix et al.,|2008)), ainsi que le transporter d’hexoses VVHT1 chez la vigne
(Vignault et al., 2005).

Les transporteurs proches de RhSUC2 et dont la fonction in planta est caractérisée sont
impliqués dans le chargement du phloéme ou dans I’importation de saccharose dans divers
tissus puits (Sauer, 2007). RhSUC2 est fortement similaire a JrSUT1, dont I’expression est
induite dans les cellules du parenchyme xylémien de la tige, ou il participerait a I’approvision-
nement en sucre des bourgeons végétatifs nécessaires a leur débourrement lors de la reprise de
croissance végétative printanicre (Decourteix et al., [2008). Ces données combinées aux pro-
priétés cinétiques et aux profils d’expression de RhSUC2 dans le bourgeon suggerent que ce
transporteur serait impliqué dans I’importation de saccharose par le bourgeon au cours
du débourrement. Il pourrait notamment étre responsable de I’influx de sucres dans les
cellules puits de ce dernier.

5.2.3 Régulation de I’expression de RhSUC2 par les hormones et la lumiére

Indépendamment du traitement lumineux appliqué, la décapitation induit transitoirement
I’expression de RhASUC?2 au bout de 24 h dans les bourgeons. Cette induction pourrait étre due
soit a I’effet blessure, soit aux modifications hormonales engendrées par la suppression de la
dominance apicale. Des travaux ont d’ailleurs montré que la blessure (Meyer et al., 2004) et
certaines hormones : 1’éthylene (Chincinska et al., 2008} |Dusotoit-Coucaud et al., 2009, 2010a;
Tang et al.| 2010), les gibbérellines (Chincinska et al., 2008)), I’auxine (Harms et al., 1994)) et
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les cytokinines (Harms et al.,|1994) affectent I’expression de divers transporteurs de saccharose
au niveau transcriptionnel.

Dans notre étude, la décapitation a été utilisée pour supprimer les phénomenes de domi-
nance apicale et étudier directement 1’effet de la lumiere sur des bourgeons aptes a débourrer.
La décapitation permet notamment de supprimer le flux d’auxine en provenance de 1’apex de la
tige, responsable de la dominance apicale (Shimizu-Sato et al., 2009} Leyser, | 2009). Nous avons
montré que 1’auxine (2 une concentration physiologique, 10 uM) inhibe spécifiquement I’ex-
pression de RASUC?2 dans le bourgeon a la lumiere, alors qu’elle n’a pas d’effet sur I’expression
de RhSUC3 et RhSUC4. Nous savons qu’a cette concentration 1’auxine inhibe le débourrement
des bourgeons a la lumiere (Sandrine Pelleschi-Travier, communication personnelle). Ces résul-
tats suggerent que I’effet de la lumiere sur I’expression de RASUC2 ne peut s’exprimer qu’en
absence de la dominance apicale.

L’induction de RASUC?2 par la lumiere est en accord avec d’autres travaux démontrant que
cette derniere régule 1’expression de certains transporteurs de sucres. Chez les plantules de riz
en cours de germination, on note une accumulation progressive des ARNm du transporteur de
saccharose de OsSUT! a la lumiére, absente a 1’obscurité (Matsukura et al., 2000).

Dans notre modele, I’effet combiné de la décapitation (absence d’auxine) et de la lumiere
permettent une induction de I’expression de RhASUC2 dans le bourgeon. De nombreux travaux
ont montré que les voies de signalisation impliquées dans la régulation du développement de
la plante par la lumiere et les hormones peuvent interagir (Alabadi et Blazquez, 2008; Lau et
Deng, |2010). Nous pouvons en déduire que la régulation de I’expression du transporteur de
saccharose RhSUC2 dans le bourgeon implique une interaction entre les voies de réponse
a la lumiere et aux hormones.

5.3 Role des transporteurs de monosaccharides dans le pho-
tocontrole du débourrement

Les organes puits peuvent importer activement les sucres sous forme de saccharose, d’hexo-
ses ou de polyols (Sauer, [2007; [Biittner, 2007). Les transporteurs d’hexoses et de polyols ap-
partiennent a la famille des transporteurs de type monosaccharides (MST-like) (Biittner, 2007).
Plusieurs transporteurs d’hexoses sont exprimés dans les organes puits. Ils sont notamment
présents dans le bourgeon floral (Szenthe et al., [2007), les feuilles jeunes (Weig et al., |1994;
Szenthe et al., [2007)), la fleur (Truernit et al., |1996; (Gear et al., 2000; Szenthe et al., [2007), le
grain de pollen (Scholz-Starke et al., 2003; Schneidereit et al., 2003} 2005), la graine (Weber
et al.,|1997;|Sherson et al., |2000; [Takeda et al., | 2001; |Weschke et al.,[2003;|Wang et al., 2007), le
fruit (Fillion et al., [1999; Gear et al.,[2000; Hayes et al.,[2007) et les racines (Weig et al., |1994;
Truernit et al., 1996 |Gear et al., 2000; Dimou et al., [2005). Ces transporteurs sont impliqués
dans I’importation des hexoses par les cellules puits ainsi que dans la répartition de ces sucres
entre les différents compartiments cellulaires. Des transporteurs de polyols sont également ex-
primés dans les organes et tissus puits comme les jeunes feuilles en croissance (Gao et al., 2003)),
les fruits (Gao et al., 2003|, [2005; [Fan et al., 2009)), les cellules laticiferes (Dusotoit-Coucaud
et al., [2010b), les tissus floraux et la zone d’élongation des racines (Reinders et al., 2005). Ces
transporteurs sont responsables de I’importation de polyols par les cellules puits.
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Des transporteurs d’hexoses ou de polyols pourraient donc €tre présents dans le bourgeon
et participer au débourrement. Chez le pécher, les hexoses jouent un role plus important que le
saccharose ou le sorbitol dans ce processus. Le débourrement s’accompagne notamment d’une
importation de glucose par les tissus méristématiques du bourgeon (Maurel et al., 2004), qui
pourrait s’opérer par un mécanisme actif (Aue et al., [1999; Gévaudant et al., 2001). Cependant,
le transporteur responsable de cette importation n’a pas €té identifié. Chez la feve, le trans-
porteur d’hexoses VESTP1 participe aux étapes précoces de la formation de la graine. Dans
I’embryon, son expression est restreinte aux cellules épidermiques mitotiquement actives (We-
ber et al., 1997)). Lors du débourrement, les transporteurs d’hexoses pourraient donc participer a
I’importation des sucres lors des étapes précoces de développement du bourgeon, lorsque I’or-
ganogénese a lieu et que 1’activité mitotique du méristeme est importante. Nous avons donc
étudié leur role dans la physiologie du bourgeon.

Le sorbitol (polyol) n’est pas un sucre transporté chez le rosier (Zimmermann et Ziegler,
1975; Girault et al., |2010). De plus, I’apport exogene de sorbitol (100 mM) n’induit qu’un faible
débourrement et 1’inhibe totalement a des concentrations supérieures. Il est donc peu probable
que des transports de polyols interviennent dans le bourgeon au cours du débourrement. C’est
pourquoi nous avons orienté nos travaux vers 1’étude des transporteurs d’hexoses.

5.3.1 Transporteurs d’hexoses exprimés dans le bourgeon axillaire de ro-
sier

Neuf isoformes de transporteurs potentiels de monosaccharides ont été isolées chez le ro-
sier : RoOTMT2, RoSGBI, RopGlcT, RhSTPI1, RhSTPS, RhSTP7, RhSTP9, RhSTP13Al et 2 et
RhSTPI13B. Ces genes appartiennent a la grande famille multigénique des transporteurs de mo-
nosaccharides, de polyols et d’inositol (MST-like), comme leurs homologues chez des especes
herbacées (arabette, tomate, riz, mais et ricin) et ligneuses (vigne et pin). Chez I’arabette ces
transporteurs ont été classés en sept sous-familles par Biittner| (2007)).

RoTMT?2 appartient a la sous-famille des TMT (Tonoplast Monosaccharide Transporter).
RoSGBI et RopGlcT appartiennent a la sous-famille des pGlcT/SGB1 (Plastidic Glucose Trans-
porter/Suppressor of G Protein Betal). RhSTP1, RhSTPS5, RhSTP7, RhSTP9, RhSTP13A1 et 2 et
RhSTP13B appartiennent a la sous-famille des STP (Sugar Transport Protein). Ces sous familles
sont respectivement constitués de trois, quatre et quatorze membres chez I’arabette. Les ARNm
d’au moins trois des neufs isoformes isolées : RoOTMT2, RhSTP1 et RhSTP9 sont présents dans
le bourgeon.

Les TMT seraient des transporteurs d’hexoses tonoplastiques (Carter et al., 2004} [Endler
et al.l 2006; 'Wormit et al., [2006). RhTMT?2 est similaire a AtTMT?2, dont les transcrits sont
principalement présents dans les racines et les tiges. Une analyse de 1’activité du promoteur
d’AfTMT?2 démontre qu’il s’exprime également dans les boutons floraux dormants. Son expres-
sion est induite par les sucres (hexoses et saccharose) et les stress osmotiques (Wormit et al.,
2006). AtTMT?2 pourrait donc jouer un role dans la régulation des pressions osmotiques et par
conséquent agir sur I’élongation cellulaire. Chez le rosier, RhRTMT2 est exprimé uniformément
dans I’ensemble des organes testés. Son homologie avec AfTMT?2 suggere qu’il pourrait étre
un transporteur tonoplastique impliqué dans la régulation des pressions osmotiques et de
I’élongation cellulaire dans le bourgeon.

Les STP caractérisés chez 1’arabette sont des transporteurs d’hexoses plasmalemmiques a
forte affinité. Ces transporteurs catalysent I’influx de sucres dans les cellules (Biittner, [2007).
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RhSTP1 est similaire a VVHT1, RcSTC, AtSTP1 et VESTP1. VVHT1 est un transporteur de
glucose a forte affinité (Vignault et al., |2005). Il est principalement exprimé dans la baie de
raisin (Fillion et al., [1999) ou jouerait un role dans I’approvisionnement en monosaccharides
nécessaires aux divisions et la croissance cellulaire lors des stades précoces de la formation
de cette derniere (Vignault et al., 2005). RcSTC est exprimé dans les organes puits, notam-
ment dans les jeunes feuilles et les racines (Weig et al., [1994). AtSTP1 est un transporteur de
monosaccharides exprimé dans les graines en cours de germination et les plantules ou il joue
un réle primordial dans I’absorption des sucres extracellulaires (Sherson et al., 2000). AtSTP1
est également exprimé dans les feuilles ou il est régulé par la lumiere et le rythme circadien
(Stadler et al., 2003). VISTP1 est exprimé dans les cellules épidermiques mitotiquement ac-
tives de I’embryon en formation (Weber et al., [1997). Chez le rosier, RkSTPI est exprimé dans
tous les organes testés mais de facon plus importante dans les feuilles matures et la racine.
Ses homologies de séquence et son profil d’expression dans les différents organes de la plante
suggerent qu’il s’agirait d’un transporteur de monosaccharides plasmalemmiques a forte
affinité, qui pourrait notamment participer a I’importation d’hexoses par les cellules puits
mitotiquement actives du bourgeon. Il pourrait donc jouer un role primordial dans I’ap-
provisionnement en sucre du méristeme et des jeunes feuilles en développement lors des
étapes précoces du débourrement.

RhSTPO est similaire a AtSTP9. AtSTP9 est le seul AtSTP spécifique du glucose. 11 est
exprimé uniquement dans grain de pollen ou participerait aux processus de germination et de
croissance du tube pollinique (Schneidereit et al., 2003)). Chez le rosier, RhSTP9 est fortement
exprimé dans I’ensemble des organes testés. De méme que RhSTP1 il pourrait étre impliqué
dans 'importation d’hexoses par les cellules puits du bourgeon.

5.3.2 Role potentiel de RhSTPI dans le photocontrole du débourrement

Nous avons pu étudier I’expression de trois transporteurs potentiels de monosaccharides
dans le bourgeon. Parmi ces transporteurs, RhSTP1 est celui dont la quantit¢é d’ARNm varie
le plus dans le bourgeon en réponse a la lumiere ou a 1I’obscurité apres la décapitation et 1’ex-
position. La décapitation induit son expression des 24 h quel que soit le traitement lumineux
considéré. Son taux de transcrit diminue ensuite progressivement a la lumiere, pour retourner
a son niveau basal a 96 h. L’obscurité induit plus fortement et plus stablement I’expression de
RASTPI que la lumiere et ce jusqu’a 96 h apres la décapitation. La quantité de transcrits de
RASTP1 dans le bourgeon est significativement plus importante a 1’obscurité qu’a la lumiere
entre 48 et 96 h apres la décapitation. L’expression de RASTPI est donc induite a la fois par la
décapitation et I’obscurité. Ce résultat est en accord avec la forte induction du taux de transcrits
d’AzSTP]I dans la feuille apres 1 h d’exposition a 1’obscurité (Stadler et al., 2003).

Comme pour RASUC?2, I’induction de I’expression de RASTP1 par la décapitation pourrait
étre due a I’effet blessure ou aux modifications hormonales associées a la levée de dominance
apicale. Chez I’arabette, la blessure induit localement 1’activité des promoteurs d’AtSTP3 et
d’AzSTP4. Leur taux de transcrits est également fortement induit par la blessure (Biittner et al.,
2000; [Truernit et al., [1996). Certaines hormones telles que les cytokinines (Biittner et al., [2000)
et I’acide abscissique (Hayes et al., [2010) induisent également 1’expression de transporteurs de
monosaccharides. Une étude complémentaire est nécessaire pour déterminer si I’induction de
RASTP1 dans le bourgeon par la décapitation est due aux modifications hormonales causées par
la levée de dominance apicale, comme c’est vraisemblablement le cas pour RASUC?2.
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Nous avons montré que les transcrits de RASTP1 s’accumulent plus fortement dans les bour-
geons a I’obscurité qu’a la lumiere. Ce résultat souleve la question sur le role exact de RhSTP1
dans la physiologie du bourgeon. Plusieurs hypotheses sont possibles :

1. RhSTP1 pourrait étre impliqué dans des phénomenes de survie cellulaire a I’obscurité,
comme cela a été proposé pour la SDH, dont I’expression est stimulée a 1’obscurité chez
le rosier (Girault et al., 2010). Cependant, I’accumulation d’hexoses radiomarqués n’est
pas stimulée dans les bourgeons placés a I’obscurité apres la décapitation.

2. Les transcrits de RhSTPI pourraient s’accumuler a la lumiere comme a 1’obscurité, mais
n’étre traduits qu’en présence de lumiere. Divers arguments vont en faveur de cette hy-
pothese. D’une part, I’accumulation d’hexoses radiomarqués dans les bourgeons est deux
fois plus importante a la lumiere qu’a I’obscurité entre 72 et 96 h apres la décapitation.
D’autre part, cette derniere est partiellement active et implique par conséquent 1’activité
de transporteurs de monosaccharides plasmalemmiques. Parmi les trois transporteurs po-
tentiels de monosaccharides étudiés, seul RASTPI est fortement induit a la lumiere suite
a la décapitation. Enfin, il a ét€ démontré que la traduction de certains genes nucléaires
et chloroplastiques est inhibée a 1’obscurité et/ou induite a la lumiere (Berry et al., [1990;
Mayfield et al., [1995]; Dickey et al., 1998} Kim et al., [2003; Kim et Mullet, 2003). Dans
ce contexte, nous pouvons poser comme hypothese que, bien que le taux de transcrit de
RASTP1 soit plus élevé a I’obscurité qu’a la lumiere, leur traduction serait plus faible a
I’obscurité, entratinant ainsi une expression réduite a 1’obscurité par rapport a la lumiere.
Si celle-ci est valide, 1’activité de RhSTP1 pourrait expliquer I’augmentation de la force
puits du bourgeon vis a vis des hexoses a la lumiere apres la décapitation. Nous vérifions
actuellement cette hypothese en étudiant le niveau d’ARNm de RASTP1 en cours de tra-
duction (ARN polysomiques) dans le bourgeon apres décapitation et 1’exposition des
plantes a la lumiere ou a I’obscurité. Il existe des techniques permettant d’isoler les
ARN polysomiques (Abe et al., [1992). Une fois isolés les ARNm associés aux polysomes
peuvent étres purifiés et amplifiés par PCR. Nous pourrions également étudier 1’accumu-
lation de la protéine RhSTP1 dans les bourgeons exposés a la lumiere ou a I’obscurité par
Western blot.

La seconde hypothese est en adéquation avec le role des homologues de RhSTP1 chez
I’arabette (AtSTP1), la feve (VESTPI1) et la vigne (VVHT1). AtSTPI1 est un co-transporteur
de monosaccharides/H™ de la membrane plasmique exprimé dans divers tissus puits et source
(Sauer et al., [1990; Sherson et al., |2000; Stadler et al., |2003). L’analyse de mutants Atstpl
démontre qu’il est responsable de 60 % de I’'importation de monosaccharides (glucose, galac-
tose et mannose) par les plantules. AtSTP1 joue un r6le primordial dans I’importation de sucres
extracellulaires par I’embryon et les plantules (Sherson et al., 2000). VESTP1 est un transpor-
teur d’hexoses. Lors des étapes précoces de la formation de la graine, ses ARNm sont présents
uniquement dans les cellules épidermiques mitotiquement actives de I’embryon ot il contribue
a leur approvisionnement en hexoses (Weber et al., [1997). VVHT1 est un co-transporteur de
glucose/H* plasmalemmique (Vignault et al., 2005; Hayes et al., 2007) dont les transcrits s’ac-
cumulent dans la baie de raisin, et les feuilles jeunes et matures (Fillion et al., 1999; Hayes et al.,
2007). 11 serait notamment impliqué dans I’approvisionnement en monosaccharides nécessaires
aux divisions et a la croissance cellulaire lors des étapes précoces de la formation de la baie
(Vignault et al., 2005). RhSTP1 pourrait participer a I’'importation des hexoses nécessaires
aux divisions et a la croissance cellulaire lors du débourrement des bourgeons a la lumiere.
Dans le bourgeon de rosier, apres la décapitation, 1’activité de I’invertase pariétale (RhCWI)
reste stable a la lumiere comme a I’obscurité. Cette enzyme étant nécessaire a la dégradation du
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saccharose en hexoses dans 1’apoplasme, la régulation de RhSTPI par la lumieére serait alors
déterminante pour I’approvisionnement en sucre du bourgeon lors des étapes précoces du
débourrement.

5.3.3 Role potentiel de RhTMT2 dans le photocontroéle du débourrement

L’obscurité induit une diminution durable de la quantit¢é d’ARNm de RhTMT2 dans les
bourgeons entre 24 et 96 h apres la décapitation. Rh'TMT?2 est similaire a AtTMT2, un trans-
porteur potentiel de monosaccharide localisé dans le tonoplaste et induit en réponse aux stress
osmotiques : stress salin et privation d’eau (Carter et al., 2004; Wormit et al., [2006). Ses profils
d’expression et sa localisation cellulaire suggerent un rdle dans I’importation d’hexoses dans
la vacuole. RhRTMT2 pourrait étre un transporteur de monosaccharides tonoplastique im-
pliqué dans la régulation des pressions de turgescence et de 1’élongation cellulaire. L’in-
hibition de son expression a ’obscurité (facteur limitant du débourrement) pourrait en-
gendrer une diminution des pressions de turgescence et de I’élongation cellulaire et ainsi
participer a ’inhibition du débourrement.

Cette hypothese concorde avec I’effet inhibiteur de 1’obscurité sur 1’élongation cellulaire
observé dans les bourgeons de rosier. L’allongement cellulaire des primordia foliaires est réduit
chez les bourgeons exposés a 1’obscurité par rapport a ceux exposés a la lumiere pendant 7
jours apres la décapitation (Girault, 2009). Cette régulation de 1’allongement cellulaire par la
lumiere est corrélé a une forte réduction de la quantité de transcrits d’une expansine (RhEXP)
(Girault, 2009) et d’une aquaporine du plasmalemme RAPIP2 (Soulaiman Sakr, communication
personnelle) dans les bourgeons exposés a I’obscurité entre 24 et 96 h apres la décapitation. Les
expansines sont des régulateurs clés de la croissance cellulaire. Elles induisent 1’extension de la
paroi entrainée par la turgescence cellulaire (L1 et al., [2003). Les aquaporines sont des canaux
qui permettent a 1’eau de traverser les membranes (Giuseppe, 2005). L’inhibition de I’expres-
sion de RhTMT2, RhPIP2 et RhEXP dans le bourgeon a I’obscurité pourrait engendrer
une réduction de la turgescence cellulaire couplée a une inhibition de I’extension de la
paroi. Ces phénomenes seraient a 1’origine de la réduction de 1’élongation cellulaire et de la
croissance des primordia observés chez les bourgeons de rosier exposés a 1’obscurité (Girault,
2009).

5.4 Role potentiel des sucres dans le bourgeon

Nous avons montré que le débourrement des bourgeons a la lumiere nécessite un apport
exogene de sucres métabolisables (saccharose, glucose ou fructose) en systeme in vitro. In
planta, le débourrement conditionnel des bourgeons a la lumiere requiert entre autre une mo-
bilisation du saccharose du bourgeon et de la portion de tige adjacente (Girault, 2009). Nous
avons également montré que ce processus est corrélé a une induction de la capacité des bour-
geons a importer du saccharose et des hexoses (glucose et fructose) radiomarqués. Les hexoses
joueraient un role plus précoce que le saccharose dans 1’approvisionnement en sucre du bour-
geon lors du débourrement. L’ importation des sucres par les bourgeons fait intervenir une part
active de transport. Le transporteur de saccharose RhSUC2 semble impliqué dans 1’approvi-
sionnement en sucre des bourgeons lors du débourrement ainsi que dans la régulation de ce
processus par la lumiere. Les propriétés cinétiques et la phylogénie de RhSUC2 suggerent que
ce transporteur est impliqué dans I’importation du saccharose par les cellules puits du bour-
geon. Des études complémentaires sont nécessaires afin d’identifier son role exact ainsi que le
(ou les) transporteur(s) de monosaccharides impliqué(s) dans I’approvisionnement du bourgeo-
nen hexoses.
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In planta, I’induction de I’expression du co-transporteur de saccharose/H* RhSUC2 a la
lumiere apres la décapitation est parallele a celle de 1’invertase vacuolaire RAVI dans le bour-
geon (Girault et al., 2010). La lumiere stimule significativement 1’expression de RhASUC?2 par
rapport a 1’obscurité entre 48 et 96 h apres la décapitation. Le taux de transcrit de RhVI est
quant a lui induit entre 24 et 96 h et son activité entre 48 et 96 h. Ces résultats appuient I’hy-
pothese d’une implication de RhSUC2 dans I’importation de saccharose par les cellules puits
du bourgeon. Le saccharose importé gagnerait ensuite la vacuole ou il serait clivé en hexoses
par I’invertase vacuolaire (RhVI). Les hexoses produits, ainsi que ceux directements importés
dans la cellule par des transporteurs d’hexoses potentiels tels que RhSTP1, pourraient alors par-
ticiper aux processus d’organogénese et d’allongement du bourgeon de plusieurs facons : (i)
en tant que source de carbone et d’énergie ou qu’agent osmotique pour favoriser les divisions
et I’élongation cellulaire ou (ii) en tant que molécule signal pour réguler 1’expression de genes
impliqués dans le développement du bourgeon.

Chez les végétaux, le glucose régule divers processus développementaux tels que I’embryo-
génese, la germination de la graine, le développement des plantules, 1’élongation de 1’hypoco-
tyle, la formation des racines adventives, la transition de la phase de croissance juvénile a adulte
et la senescence (Gibson, |2005). De la méme fagon, le saccharose pourrait également étre percu
comme un signal et réguler I’expression des genes impliqués dans 1’activité du méristeme apical
caulinaire. Le saccharose régule notamment 1’expression de genes controlant le cycle cellulaire
(Riou-Khamlichi et al., 2000; [Kwon et Wang, |2010). Dans la cellule végétale, il existe plusieurs
voies de signalisation impliqués dans la perception des sucres en tant que molécule signal : (i)
dépendante de I’hexokinase (HXK), (ii) indépendante de I’HXK et (iii) dépendante de SnRK1
(SNF1-Related Kinase) (Sheen et al., |1999; |Halford et Paul, 2003). Les voies dépendantes et
indépendante de I’HXK sont impliquées dans la perception et la signalisation du glucose (Sheen
et al.,{1999) alors que la voie dépendante de SnRK1 serait plutot impliquée dans la signalisation
en réponse a une perturbation de 1’état énergétique global de la cellule associé a un stress, une
carence en sucre ou a 1’obscurité (Baena-Gonzalez et Sheen, 2008)).

La voie dépendante de ’'HXK est la plus étudiée. L’hexokinase est une protéine qui peut
avoir une double fonction : elle est impliquée dans la phosphorylation et la perception du glu-
cose (Gibson, 2000). La voie dépendante de I’'HXK fait intervenir 1’activité senseur de I’'HXK.
Cette voie participe a la répression de la germination par le glucose (Jang et Sheen, [1997). Elle
est également impliquée dans la régulation de I’expression de divers genes par le glucose. Elle
participe a I’inhibition des genes photosynthétiques : CAB1 (chlorophyll a/b-binding protein),
PC (plastocyanine), rbcS (ribulose-bisphosphate carboxylase small subunit) et I’'induction des
genes ERA1 (enhanced response to ABA, impliqué dans la signalisation de I’ ABA et le controle
du cycle cellulaire du méristeme) et PLD (phospholipase D, impliqué dans la senescence) (X1ao
et al., 2000).

La voie indépendante de I’HXK est impliquée dans la régulation de génes du métabolisme
glucidique, azoté et secondaire et de réponse au stress et aux pathogenes. Les genes codant pour
une invertase pariétale CIN1 (cell wall invertase 1) et la saccharose synthase sont induits par le
6-déoxyglucose, un analogue du glucose non métabolisable (Godt et al., | 1995; |Roitsch et al.,
1995)). L’ analyse de mutants indique que cette voie est également impliquée dans I’induction des
genes AGPase (ADP-glucose phosphorylase), CHS (chalcone synthase) et PAL1 (phenylalanine
amonia-lyasel) (Xiao et al.,[2000).
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SnRK1 (SnF1-related protein kinase) est une protéine clé de la régulation du métabolisme
carboné chez les plantes (Halford et Paul, 2003; Polge et Thomas, 2007). Certaines études
démontrent que SnRK1 est impliquée dans des régulations géniques en réponse aux sucres.
Chez la pomme de terre, elle participe a I’induction de la sucrose synthase (Sus4) par le saccha-
rose (Purcell et al., |1998)), et dans dérépression du géne de 1I’alpha-amylase 2 lors d’une carence
en glucose (Laurie et al., 2003). De récents travaux mettent en évidence le role intégrateur
de SnRK1 en réponse a une carence énergétique (Baena-Gonzalez et Sheen, [2008). L’ expres-
sion transitoire d’ AtKIN10 (un orthologue de SnRK1 chez I’arabette) en protoplastes démontre
que ce geéne affecte 1’expression d’un trés grand nombre de genes (Baena-Gonzalez et Sheen,
2008)). Les profils d’expression induits par AtKIN10 sont tres similaires a ceux obtenus dans
diverses conditions de carence et d’obscurité (Baena-Gonzalez et Sheen, [2008). Chez 1’ara-
bette, en réponse a une carence énergétique, SnRK1 réprime 1’expression de plus de 300 genes
impliqués dans divers processus de biosynthese incluant la syntheése des acides aminés, de la
paroi cellulaire, des lipides, des protéines, du saccharose et de I’amidon. A contrario, SnRK1
induit ’expression de pres de 300 genes impliqués dans divers processus de remobilisation
des réserves comme le catabolisme des acides aminés, 1’hydrolyse du saccharose, de 1’ami-
don, des parois cellulaires et des polysaccharides, ou la mobilisation et la beta-oxydation des
lipides (Baena-Gonzalez et Sheen, 2008)). SnRK1 est exprimé dans le bourgeon végétatif de
tomate (Pien et al., 2001) et de rosier (Soulaiman Sakr, communication personnelle). Chez le
pois une carence en saccharose stimule 1’activité du promoteur de SnRK1. En conditions non
carencées, la répression de SnRK1 entraine une réduction de I’expression de génes impliqués
dans la prolifération cellulaire, la maintenance et la différentiation du méristeéme ainsi que dans
la formation des feuilles (Radchuk et al., 2010). De plus, la N-Myristoylation de SnRK1 est
indispensable au développement du méristeme caulinaire (Pierre et al., 2007)).

Chez le rosier, le débourrement nécessite une mobilisation des réserves glucidiques du
bourgeon et de la portion de tige adjacente. Il fait notamment intervenir des processus d’or-
ganogénese et d’allongement, totalement inhibés a I’obscurité. (Girault et al.| (2010) a montré
qu’en présence de lumiere, 1’allongement des primordia foliaires est corrélée a une augmen-
tation de la taille des cellules et a I’induction d’un gene codant pour une expansine (RhEXP),
protéine clé de régulation de 1’élongation cellulaire. Les sucres mobilisés par le bourgeon a
la lumiere pourraient donc avoir un role signal et réguler I’expression des genes impliqués
dans les divisions et I’élongation cellulaire. Nous avons montré que I’apport exogene de sucres
métabolisables (saccharose, glucose et fructose) en quantité physiologique (250 mM, proche de
la concentration phloemienne chez diverses especes) aux bourgeons favorise leur débourrement
a I’obscurité. Cependant, leur effet sur ces processus est moins important a 1’obscurité qu’a la
lumiére. I’apport exogene de sucres métabolisables au bourgeon en quantité physiologique
permet donc de compenser partiellement I’absence de lumiere, qui reste indispensable au
débourrement optimal du bourgeon. Nos résultats concordent avec des travaux réalisées chez
I’arabette démontrant que les sucres stimulent le développement des plantes a 1’obscurité. En
effet, un apport exogene de saccharose stimule le développement et la floraison des plantes a
I’obscurité, bien que ce dernier soit Iégerement retardé chez les plantules maintenues a 1’obscu-
rité par rapport a celles exposées a la lumiere (Roldan et al.,|1999)). Le saccharose et les hexoses
(glucose et fructose) agissent notamment sur la croissance des plantules a 1’obscurité en stimu-
lant fortement 1’allongement de 1I’hypocotyle. Cependant, a la lumiere, le saccharose aurait un
léger effet inhibiteur sur ce processus (Zhang et al., 2010).

L’ensemble des résultats obtenus sur le rosier, ainsi que les données bibliographiques in-

diquent que les sucres importés dans le bourgeon participeraient a la régulation des divi-
sions et de I’élongation cellulaire nécessaires au débourrement. Ils stimuleraient ’activité
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organogénique du méristeme ainsi que I’allongement du bourgeon.

De récents travaux réalisés au laboratoire montrent que les sucres seraient percus comme
une molécule signal par le bourgeon et participeraient a la régulation du débourrement (Amélie
Rabot, communication personnelle). Le palatinose (analogue du saccharose (Fernie et al., 2001)),
le psicose (analogue du fructose phosphorylé par I’hexokinase et la fructokinase (Kato-Noguchi
et al., 2005)) et le 3-O-méthylglucose (un analogue du glucose non phosphorylé par 1’hexoki-
nase (Pego et al., 1999)) favorisent le débourrement des bourgeons, avec un effet plus marqué
du palatinose et du psicose. Indiquant que la voie indépendante de I’hexokinase stimulerait le
processus de débourrement. A contrario, le 2-déoxyglucose, un analogue du glucose phospho-
rylé par I’hexokinase (Pego et al., 1999), ne permet pas le débourrement. Ce résultat indique que
la voie dépendante de 1’hexokinase n’interviendrait pas dans ce processus ou qu’elle pourrait
étre impliquée dans un phénomene de rétrocontréle négatif de ce dernier. Le glucose-6-P et le
tréhalose-6-P, des inhibiteurs de I’activité de SnRK1 (Toroser et al., 2000; Zhang et al., 2009),
permettent également le débourrement des bourgeons a la lumiere. Ces résultats obtenus chez
le rosier, ainsi que les données bibliographiques suggerent une implication de SnRK1 dans le
controle du débourrement, consistante avec une limitation de ce dernier par SnRK1 lors d’une
carence énergétique (absence de sucre ou obscurité). Les sucres sont donc des acteurs clés de
la régulation du débourrement. Ils agiraient sur ce processus en tant que source de car-
bone et d’énergie ainsi que de molécule signal. Des études complémentaires sont cependant
nécessaires afin de déterminer leur rle exact dans ce processus et les mécanismes physiolo-
giques et moléculaires qui le controlent.



>

MCO—Zw>»ruvs<m

mCO—<wn>»rvoT>»

2

DECHARGEMENT

PLASMODESME

S |

COMPLEXE  APOPLASME

TC-CC

LUMIERE

.

ATP

Osmorégulation

Métabolisme Elongation cellulaire

Synthése paroi

(SnRK1, HXK...)

G+F DEBOURREMENT ‘ Signalisation
TP1

CYTOPLASME

CELLULE PUITS

[(BOURGEON|

LEGENDES
TRANSPORT
. Transporteur saccharose

. Transporteur hexoses
@ Pompe a proton

. Aquaporine

DEGRADATION

8 Invertase

’ Saccharose Synthase



mMCO—=ZSm>»rIs<m

mCcCO—<w>»ruvooT>

DECHARGEMENT

OBSCURITE

I PLASMODESME
S
S
S
S
S
S
S
S
@ s Osmu wécation
S Elongr.ion ~ellulaire
I
’
S : 4 VACUOLE
S . Rh
1 H+
S He ! ” \
/ Signz "sation
s . y DEBOUDREMENT € = FbeSerad
\Rh .
S R -
B -7 H+ CYTOPLASME /
COMPLEXE  APOPLASME CELLULE PUITS
TCc-cC

Ficure 26 — Modele du role des sucres dans le photocontrole du débourrement du bourgeon
végétatif de rosier. A. La lumiere favorise le débourrement en stimulant I’importation et I’uti-
lisation des sucres en provenance de la tige. B. L’obscurité inhibe le débourrement en limitant
la force puits du bourgeon. Les schémas représentent les effets stimulateurs (fleches) et inhibiteurs
(fleches barrées) de la lumiere et de 1’obscurité sur le déchargement, le transport et le role des sucres
(saccharose : S, glucose : G et fructose : F) dans le bourgeon. Les processus physiologiques im-
pliqués dans le débourrement et régulés par les sucres sont représentés dans des encadrés gris. Les
transporteurs de sucres régulés par la lumiere et potentiellement impliqués dans le photocontrdle du
débourrement sont entourés.






Chapitre 6

Conclusions et Perspectives

Nous avons confirmé que le bourgeon de rosier est un organe puits qui nécessite d’impor-
ter des sucres métabolisables pour débourrer a la lumiere. Des transporteurs de saccharose et
de monosaccharides participeraient a 1’approvisionnement en sucre du bourgeon au cours du
débourrement. La régulation du débourrement par la lumiere passe par une modulation de leur
expression et de la force puits du bourgeon. D’autre part, nous avons montré qu’un apport
exogene de sucre a des concentrations physiologiques au bourgeon permet de compenser par-
tiellement I’effet inhibiteur de I’obscurité sur le débourrement.

Grace a I’ensemble des résultats obtenus et en nous appuyant sur les données bibliogra-
phiques, nous proposons un modele du role des sucres dans le photocontrole du débourrement
du bourgeon végétatif de rosier (Figure [26).

Dans ce modele, les étapes précoces du débourrement a la lumiere (pendant les 72 h qui
suivent la décapitation, sachant que le débourrement s’effectue généralement en 96 h) im-
pliquent que le saccharose en provenance de la tige soit déchargé du phloeme par voie symplas-
mique via des plasmodesmes et par voie apoplasmique via I’activité de transporteurs d’efflux ou
de facilitateurs de saccharose non encore identifiés. Une fois dans I’apoplasme, ce dernier serait
majoritairement clivé en hexoses par I’activité de I’invertase pariétale (RhCWI). Ces hexoses,
importés dans les cellules puits par des transporteurs plasmalemmiques (tels que RhSTP1, dont
I’expression est fortement induite dés 24 h apreés la décapitation). Une fois dans la cellule,
les hexoses sont métabolisés ou agissent en tant que molécules signal pour réguler I’activité
du méristeme, les divisions et I’élongation cellulaire ou étre importés dans la vacuole par des
transporteurs d’hexoses tonoplastiques (tels que Rh'TMT?2), ou ils provoquent un appel d’eau,
une augmentation de la turgescence cellulaire et ainsi 1’élongation des cellules. L’expression
d’une aquaporine du plasmalemme (RhPIP2), responsable de 1’entrée d’eau dans la cellule, est
d’ailleurs fortement induite par la lumiere entre 24 et 96 h apres la décapitation.

Lors d’étapes plus tardives du débourrement a la lumiere (entre 72 et 96 h), le saccha-
rose déchargé du phloeme par voie apoplasmique pourrait étre importé dans les cellules puits
sous forme d’hexoses ou de saccharose. L’ importation de ce dernier serait assurée par le co-
transporteur de saccharose/H™ (RhSUC?2), dont I’expression est induite par la lumiére entre 48
et 96 h apres la décapitation. Une fois dans la cellule, le saccharose, clivé en hexoses par la
saccharose synthase (RhSUSY), agirait en tant que molécule signal ou serait importé dans la
vacuole par un transporteur de saccharose tonoplastique (RhSUC4). 11 y serait alors rapidement
clivé en hexoses par I'invertase vacuolaire (RhVI), dont I’activité est induite par la lumiere
(entre 48 a 96 h), favorisant ainsi I’élongation cellulaire.
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A T’obscurité, condition inhibitrice des processus d’organogénese et d’allongement a 1’ ori-
gine du débourrement, le transport des sucres vers les cellules puits du bourgeon est moins
important qu’a la lumiere, bien que 1’expression (accumulation de transcrits) du transporteur
d’hexoses RhSTP1 soit fortement stimulée entre 24 et 96 h. L’expression de la saccharose
synthase RhSUSY est également fortement inhibée, limitant la dégradation du saccharose en
hexoses dans le cytoplasme et ainsi son utilisation pour les divisions et la croissance cellu-
laire. L’ obscurité inhiberait également I’expression de 1’aquaporine RhPIP2 et du transporteur
d’hexoses tonoplastique RATMT2 provoquant ainsi une diminution des pressions de turges-
cence limitante a I’élongation cellulaire. La diminution des quantités de sucres importés par
les cellules puits pourrait également étre percue comme un signal de carence énergétique par
RhSnRK1. Une cascade de signalisation serait alors déclanchée pour réprimer I’expression de
genes impliqués dans I’anabolisme et stimuler celles des genes impliqués dans le catabolisme.
RhSnRK1 pourrait également réguler I’activité du méristeme.

Le travail que nous avons réalisé a permis de mettre en évidence le role primordial des
transporteurs de sucres dans le photocontrole du débourrement du bourgeon végétatif de rosier.
Il nous a permis de compléter les connaissances acquises sur les mécanismes moléculaires et
physiologiques impliqués dans ce processus et ouvre des portes a de nouvelles questions. Il
serait notamment intéressant de répondre aux questions suivantes :

1. A quel moment la force puits des bourgeons est elle modifiée ?
Nos travaux ont permis de démontrer que la force puits des bourgeons vis a vis des sucres
est induite a la lumiere entre 72 et 96 h apres la décapitation. Elle est notamment plus
importante a la lumiere qu’a I’obscurité des 72 h pour les hexoses et 96 h pour le sac-
charose. Afin de connaitre la chronologie exacte des événements prenant place lors des
étapes précoces du photocontrole du débourrement, il serait intéressant d’étudier la force
puits des bourgeons a la lumiere ou a I’obscurité, 24 et 48 h apres la décapitation.

2. Quels sont les transporteurs de monosaccharides réellement impliqués dans I’im-
portation d’hexoses par les cellules puits du bourgeon a la lumiére ?
Nos travaux ont permis de démontrer que les hexoses joueraient un role plus précoce que
le saccharose dans 1’approvisionnement en sucre du bourgeon lors de son débourrement,
régulé par la lumiere. L'importation des hexoses par les cellules puits du bourgeon im-
plique une part de transport actif, qui pourrait &tre assurée par des transporteurs d’hexoses
plasmalemmique tels que ceux de la sous-famille des STP. Parmi les six isoformes de STP
que nous avons isolées chez le rosier, nous avons uniquement pi étudier 1’expression de
RhSTP1 et RhSTP9 dans le bourgeon en relation avec le photocontrdle du débourrement.
Seule I’expression de RhSTP1 varie en réponse a la lumicre.

La lumiere induit I’accumulation des transcrits de RASTPI, de méme que 1’obscurité,
et ce de maniere plus importante et durable. Cependant, des travaux ont montré que la
traduction de certains ARNm pouvait étre inhibée a I’obscurité et/ou induite a la lumiere
(Berry et al., [1990; Mayfield et al., [1995; Dickey et al.l |1998; |Kim et al., 2003} Kim
et Mullet, 2003). Afin de déterminer le réle exact de RhSTPI1 dans la physiologie du
bourgeon et sa réponse a la lumiere, il est nécessaire de savoir si ses ARNm sont traduits
de la méme facon a la lumiere qu’a 1’obscurité. En ce sens, nous avons entrepris une étude
du niveau de transcrits en cours de traduction (ARN polysomiques) dans les bourgeons
apres décapitation et exposition des plantes a la lumiere ou a I’obscurité.
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Il serait également intéressant de déterminer si d’autres STP sont exprimés dans le bour-
geon de rosier et impliqués dans la régulation du débourrement par la lumiere. Pour ce
faire nous avons dans un premiers temps entrepris d’isoler les séquence completes des
ARNm des STP que nous avons identifiés chez le rosier et ainsi disposer du matériel
nécessaire pour désigner des amorces spécifiques de chacune des isoformes. Si aucune
isoforme n’est induite différentiellement a la lumiere par rapport a I’obscurité (ARNm et
ARN polysomiques), il serait intéressant d’identifier si d’autres transporteurs de mono-
saccharides pourraient étre impliqués dans I’importation d’hexoses par les cellules puits.
Les meilleurs candidats apres les STP seraient les PMT, qui sont fortement exprimés dans
les cellules puits, localisés dans la membrane plasmique et dont certains d’entre eux ont
récemment été démontrés capables de transporter des hexoses comme le glucose et le
fructose (Klepek et al., |2005, 2010). Les SWEET pourraient également étre impliqués
dans I’importation facilitée des hexoses par les bourgeons (Chen et al., 2010).

. Dans quelles zones du bourgeon les différents transporteurs de sucres jouent t’ils un
role ?

Nous avons démontré qu’au moins un transporteur de saccharose et un ou plusieurs trans-
porteurs d’hexoses participeraient a 1’approvisionnement en sucre du bourgeon pour per-
mettre son débourrement a la lumiere. Afin de déterminer le réle exact de ces transpor-
teurs dans la physiologie du bourgeon, il serait intéressant de localiser leurs sites d’ex-
pression dans cette structure. Pour ce faire nous avons entrepris de localiser les sites d’ac-
cumulation de leurs ARNm dans le bourgeon par hybridation in situ. 1l serait également
intéressant de localiser les protéines correspondantes par immunolocalisation.

. L’expression des transporteurs de sucres impliqués dans le débourrement est elle
corrélée au profil de débourrement le long de I’axe chez des plantes entieres ?

Nous avons démontré que I’expression de certains transporteurs était régulée par la lumiere
dans les bourgeons apres la décapitation et participeraient ainsi au photocontrole du
débourrement. Il serait intéressant d’étudier I’expression de ces mémes transporteurs dans
les bourgeons d’une plante entiere en relation avec le profil de débourrement de ces der-
niers le long de I’axe (bourgeons apicaux en cours de débourrement et bourgeons basaux
dormants).

Des travaux réalisés au laboratoire ont permis de montrer que des alternances d’éclai-
rement en PAR fort/PAR faible ou vise versa modifient le profil de débourrement le long
de I’axe d’ordre I chez des rosiers non décapités (Wassim Azri, communication person-
nelle). II serait donc intéressant d’étudier I’expression de RASUC2 et RhSTP1 dans ces
différentes conditions pour mieux cerner son role dans le débourrement et sa régulation
par la lumiere.

. Quelles sont les voies de signalisation impliquées dans la régulation des transpor-
teurs par la lumiere et les hormones ?

Nous avons démontré que 1’expression de certains transporteurs de sucres chez le rosier
pouvait €tre régulé a la fois par la lumiere et la décapitation. L’expression de RASUC?2 est
également régulée par I’auxine. Dans un premier temps, il serait intéressant de vérifier
s’il en va de méme pour RASTP1 et les autres transporteurs de monosaccharides qui pour-
raient €tre co-régulés par la lumiere et la diminution des quantités d’auxine en provenance
de I’apex (via la levée de dominace apicale causée par la décapitation).
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Dans un second temps, il serait intéressant d’étudier les voies de signalisation impliquées
dans la régulation de ces transporteurs en réponse aux hormones et a la lumiere. En effet,
a ’heure actuelle peu de données sont disponibles a ce sujet. Kiihn et Grof (2010) ont
proposé que la régulation de 1’expression du transporteur StSUT4 par la lumiere serait
controlée par le phytochrome B, bien qu’aucune preuve directe de I’implication de ce
dernier n’ait été apportée.

Une étude des facteurs de transcriptions se fixant au promoteur des genes d’intérét (Rh-
SUC2, RhSTPI et Rh'TMT?2) et régulant leur expression en réponse a la lumiere ou aux
hormones nous permettrait notamment d’identifier des acteurs des voies de signalisations
impliquées dans le photocontrdle du débourrement.

. L’expression des transporteurs de sucres dans le bourgeon est elle régulée par leur
propre substrat ?

Nous avons démontré qu’en présence de lumiere, un apport exogene de sucre métaboli-
sables est nécessaire au débourrement. Chez les plantes décapitées I’importation de sucres
radiomarqués ainsi que 1’expression de certains transporteurs de sucres est régulé par la
lumiere. Le débourrement est également induit par un apport de sucres en absence de
lumiere, condition normalement inhibitrice du débourrement chez les plantes décapitées.
De récents travaux menés au laboratoire indiquent que les sucres joueraient un role signal
dans le débourrement. Les données bibliographiques démontrent que ces derniers peuvent
réguler I’expression de certains transporteurs de sucre (Chiou et Bush, |1998;; Conde et al.,
2006; Wormit et al., |2006). Il pourrait en étre de méme chez le rosier, ol ce processus par-
ticiperait a la régulation du débourrement en fonction des ressources énergétiques acces-
sibles au bourgeon. Nous pourrions donc étudier le niveau d’expression des transporteurs
de sucres dans le bourgeon en réponse a un apport exogene de différents sucres (mannitol,
saccharose, glucose et fructose). Par la suite, I’utilisation d’analogues de sucres pourrait
nous permettre d’identifier les voies de signalisation impliquées dans leur régulation.

. Quels est le role signal des différents sucres dans le bourgeon et les voies de signali-
sation impliquées ?

De récents travaux conduits au sein de 1’équipe ont permis de démontrer un role signal
des sucres dans le débourrement. Dans la bibliographie peu de données sont disponibles
sur le role signal des sucres sur I’activité du méristeme végétatif caulinaire et le processus
de débourrement, ainsi que sur les voies de signalisation impliquées dans la régulation de
ces processus. Cette question est abordée dans le cadre des travaux de these d’ Amélie
Rabot et de Francgois Barbier, qui visent a déterminer le(s) sucre(s) per¢us comme signal
par le bourgeon, les processus physiologiques et moléculaires régulés par ce(s) dernier(s)
et les voies de signalisation impliquées.

. Quelles sont les interaction entre les voies de signalisation par la lumiere, les hor-
mones et les sucres pour réguler le débourrement ?

Les hormones, la lumiere et les sucres régulent le débourrement du bourgeon végétatif
de rosier de par leur role signal. Ces derniers peuvent avoir des effets antagonistes ou
complémentaires sur le débourrement. Des interactions entre les voies de signalisation
par les hormones et la lumiere (Alabadi et Blazquez, 2008} Lau et Deng, 2010), la lumiere
et les sucres (Thum et al., [2003)) et les hormones et les sucres (Gibson, 2004, [2005) ont
déja été démontrées. 1l serait donc intéressant de déterminer si de telles interactions inter-
viennent dans le contr6le du débourrement et des processus physiologiques que celui-ci
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implique. Pour ce faire il faudrait identifier les acteurs moléculaires impliqués dans la
perception et la transmission de ces différents signaux et leurs éventuelles interactions.

Nous pourrions notamment identifier ces acteurs en étudiant le comportement de mutants
des voies de signalisation/perception de la lumiere, des hormones et des sucres chez une
espece modele qui réponde a la lumiere comme le rosier. Nathalie Leduc a notamment
entrepris des travaux en ce sens. Alternativement, nous pourrions rechercher les acteurs
impliqués dans ces différentes voies de signalisation par I’étude des éléments cis et trans
impliqués dans la régulation des genes participant au photocontrdle du débourrement.

Lutilisation de mutants pourrait également s’avérer indispensable pour caractériser les
éventuelles interactions entre les différentes voies de signalisation impliquées dans le
photocontrdle du débourrement. Elle permettrait notamment de constater si la mutation
d’une des voies de signalisation affecte la réponse aux autres voies impliquées.
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Annexe A

Composition du milieu de Murashige &
Skoog modifié






Milieu de Murashige & Skoog modifié utilisé an culture in vitro

Milieu MS modifié Quantité pour 1 L

Macroéléments 10X 100 mL

Microéléments 1000X 1mL

Vitamine 100X 10 mL

Na-Fe-EDTA 10 mL

Myo-inositol 100 mg

Glycine 200 mg

Glutamine 200 mg

Acide Ascorbique 100 mg

Agar Aubigel G3 8¢

Sucres quantité variable
Ajouter a 800 mL, ajuster

Eau distillée le pH a 5,8 et compléter a

1L

Autoclaver la solution 20 min a 120°C, puis ajouter 0,2% (volume/volume) de PPM (Plant
Preservative Mixture, Kalys, France), soit 2 mL / L de milieu. Homogénéiser et couler le milieu
dans les boites de culture. Conserver a 4°C.

Macroéléments 10X Quantité pour 1 L
Nitrate d'ammonium (NH,NO,) 16,5 ¢
Nitrate de potassium (KNO,) 199
Chlorure de potassium (CaCl,, 2H,0) 4,449
Sulfate de magnésium (MgSO,, 7H,0) 3,79
Phosphate de potassium (KH,PO,) 1,79
Microéléments 1000X Quantité pour 100 mL
Acide borique (H,BO,) 620 mg
Sulfate de manganése (MnSO,, H,O) 1,699
Sulfate de zinc (ZnSO,, 7H,0) 1,06 g
lodure de potassium (KI) 83 mg
Molybdate de sodium (Na,Mo0O4, 2H,0) 25 mg
Sulfate de cuivre (CuSO,, 5H,0) 2,5mg
Chlorure de cobalt (CoCl,, 6H,0) 2,5mg
Vitamines 100X Quantité pour 1 L
Acide nicotinique 50 mg
Pyridoxine hydrochloride 50 mg
Thiamine hydrochloride 50 mg
Pantothénate de calcium 50 mg
Chlorydrate de L-cystéine 50 mg
Biotine 0,5 mg
Na-Fe-EDTA Quantité pour 1 L
Sulfate de fer (FeSO,, 7H,0) 2,78 g

Na, EDTA 3,73 ¢






Annexe B

Tampon d’extraction des sucres






Tampon de broyage utilisé pour le dosage des sucres dans les tissus de rosier

Tampon de broyage

Quantité pour 10 mL

Concentration finale

DTT 20 yL 2,6 mM
Ethyléne glycol 1 mL 10%
Triton 100 X a 2% 100 pL 0,02%
Tampon E 9mL

AjusterapH 7
Tampon E Quantité pour 100 mL Concentration finale
Hepes 1,19¢ 50 mM
Chlorure de magnésium (MgCI2) 1 M 1mL 10 mM
EDTA, 2Na 37 mg 1 mM

Chlorure de magnésium (MgCl2)

Ajustera pH 7

Quantité pour 100 mL

Concentration finale

Chlorure de magnésium (MgCl2)

9,529

1™






Annexe C

Transcription inverse






Protocole de transcription inverse

Préparer le mélange 1

Mélange 1 1X Concentration finale
dNTP (10 mM) 1ul 0,5mM
OligodT(20) (25 mM) 1ul 1,25 mM

ARN (1 ug) 50 ng /L

Eau traitée au DEPC Compléter a 13 pl

Mélanger, centrifuger brievement, incuber 5 min a 65°C pour dénaturer les acides nucléiques et
placer immédiatement dans la glace (2 min)

Centrifuger brievement et ajouter 7 uL du mélange 2 au mélange précédent :

Mélange 2 1X Concentration finale
5 X First-Strand Buffer 4 ul 1X

DTT (100 mM) 1l 5 mM

SSlll Reverse Transcriptase (200U / L) 1ul 10U/ L
Rnasin® Plus Rnase Inhibitor (1U / uL) 1ul 0,05 U/ L
Volume final 20 ul

Mélanger, centrifuger brievement et incuber 2 h a 47°C pour synthétiser les ADN
complémentaires des ARN messagers

Incuber 5 min a 95°C pour arréter la réaction






Annexe D

Conditions d’amplification pour les PCR
semi-quantitatives






Protocole de PCR semi quantitative

Préparer le mélange de PCR pour le nombre d'échantillons testés :

Mélange pour 1 échantillon 1X Concentration finale
5 X Green GoTaq® Flexi Buffer 5puL 1X

MgCI2 (25 mM) 1,6 UL 1,6 mM
dNTP (10 mM) 0,5 uL 0,2 mM
Amorce sens (10 uM) 0,75 uL 0,3 uM
Amorce antisens (10 M) 0,75 yL 0,3 uM
GoTag® DNA polymerase (5U / yL) 0,1 uL 0,02U /L
Eau traitée au DEPC 11,3 uL

Volume total 20 uL

Homogénéiser le mélange, centrifuger brievement et répartir 20 L du mélange dans les tubes a
PCR

Ajouter 5 uL d'ADNCc purifiés et dilués au 1/400éme ou d'eau (témoin négatif) au mélange

Homogénéiser le tout par quelques allers-retours a la pipette, centrifuger brievement et placer
dans le thermocycleur

Réaliser la réaction de PCR selon le programme d'amplification suivant :

Préchauffage couvercle 5 min a 105 °C

Etape 1 : 1 cycle

94 °C 5 min dénaturation initiale
Etape 2 : X cycles

94 °C 0 min 30 dénaturation

Y °C 0 min 45 hybridation

72 °C Z min élongation
Etape 2 : 1 cycles

72°C 5 min élongation finale

X = nombre de cycles d'amplification
Y = température d'hybridation (Ta)

Z = temps d'élongation

Les valeurs de X, Y et Z sont fournies avec I'annexe présentant les différents couples d'amorces






Annexe E

Amorces de PCR semi-quantitative et
quantitative






Couples d'amorces utilisés pour les réactions de RT-PCR semi quantitative et quantitative

Condition utilisées pour la PCR semi-quantitative

Taille de C Température| Temps |Pourcentage
Geéne Zr%rgrgsg Séquence des amorces llamplicon | Efficacité AIQPI.I_';%E” I\(l:og;g:a()c(i)e d'hybridation | d'élongation du gel
(pb) y (Y) (2) d'agarose
USUT2Rhg1 | CGGCTGGATCGCTAAACGTT
RhSUC1 LSUT2Rhq2 | TGAGGTTGGCGCAGTAAATGTC 81 - SQ 37 59 30s 3
USUT2-2Rh1 | CTACACCCACCTCCACAAGATG
RhSUC2 LSUT2-2Rh2 | ACCAAGGATCTCGCTGAAGA 241 - SQ 35 57 30s 2
USUT2-2Rhg3 | GGTCCTACACCCACCTCCACAA 81 1002 Q
LSUT2-2Rhq4 | AGGTTTTGAGATTGGCGCAGTAGA ’ - - - -
USUT3Rhg1 | AGACCGACTCGGTGTCGATTC
RhSUC3 LSUT3Rhq2 | GCTCATCATCCATCCCCATCA 81 0,955 SQetQ 35 59 30s 3
USUT4Rhq1 | TTGGCAATATTCTTGGCTATGCAA
RhSUC4 |~ SUTaRng2 | CGCACGCGGAGGTAAGTGTA 81 0,984 SQetQ 37 61 30s 3
USTP1Rhg! |GTTTGAGTTTGGGTGGTGCAATG
RhSTP1 LSTPIRhq2 |CGCGAATTCTCCGGAGATGG 135 1,012 SQetQ 33 57 30s 2,5
USTP9Rhg1 | TTGTTCCTTGAAGGTGGAGTGCAA
RhSTP9 | sTPp9Rhq2 | GCTCACACTGAACTTCATCCGTACCA 81 0,859 SQetQ 37 57 30s 3
UTMT2Rhq3 | AGGGAATCAACCCAGGCTCTAAG
RhTMT2 LTMT2Rhg4 | CCTGCATCGGATGCATAGTCA 81 1,155 SQetQ 37 61 30s 3
USAND1Rhqg1 |[TCTCCTCATTTGAACCAACACACA
RhSANDT = gAND1RnG2 |AGGGCCACCTACGCCATCAT 81 1,099 SQetQ 37 59 30s 3
eA01A ATCCATTCATCACCACCGACTACA .
RhGAPDH eA01B  |GCATCCTTACTTGGGGCAGAGA 285 - SQ 27 55 1 min 2
LGAPDHROq.5 | GGTGGTGCCAAGAAGGTTGTCATCT 81 0.888
UGAPDHROq.6 | GTATTCATGCTCATTGACTCCCACAACA ’ - - - -
UEFROq.1 | TCGTTTTGCTGTGAGGGACATG
RhEF1alpha — Erroq2 [ TTGGTCACCTTGGCACCAGAT 81 0,885 - - - -
RhTubuling _9tubulrose S1_| GCATGATCTCCAACTCCACCAG Environ 100, 1,000 B} __ N N

gtubulrose AS1

GACTCGGCACCAACCTCCTC







Annexe F

Amorces dégénérées pour le clonage des
transporteurs de sucre






Couples d'amorces dégénérées utilisés pour les clonages des séquences d'ADNc partielles de transporteurs de saccharose

. . X . Température Temps

B RS Séquence des amorces ngg(s) Taille Gen'e” Taille NEIES B d'hybridation | d'élongation
amorces ciblé(s) attendue (pb)| amplifi€ | obtenue (pb) | cycles (X) oY) )
RhSUT2F1 |CNT TYT TYA TGG CSG TBG G RhSUC1 367 o .
RhSUT2R1 | TCW YKV CCC ATC CAR TCD GT RhSUCs ~ 400 RhSUC4 397 35 55°C 1 min 30
RhSUT2F1 |CNT TYT TYA TGG CSG TBG G

RhSUCs ~ 400 RhSUC4 380 40 54°C 1 min 30
RhSUT2R2 | GGR AAC CAN GCD ATC CAR T
RhSUT2F2 TWY GRY ACH GAY TGG ATG GG RhSUCs ~ 1200 3 smear 35 45°C 1 min 30
OligodT(20) | TTTTTTTTTTTTTTTTTTT
RhSUT2F3

CTRACY CCNTAY GTH CAR CT RhSUC2 ~ 800 RhSUC2 755 40 54°C 1 min 30

RhSUT2R2 | GGR AAC CAN GCD ATC CAR T
RhSUT2F4 | CTM ATY GGH TWY GCN GCB GA

RhSUC2 ~ 600 - - 40 56°C 1 min 30
RhSUT2R2 | GGR AAC CAN GCD ATC CAR T
RhSUT3F1 | GAA GGA TAC GGA AGT TGA o :
RhSUT3R1 | NCC CAT CCA ATC NGT RTC RhSUC3 ~ 1200 - h 35 48°C 1 min 30
RhSUT3F1 | GAA GGA TAC GGA AGT TGA plusieurs 0 :
RhSUT3R2 | ATC WGC YAR RAG DGC WCG RhSUC3 600 - bandes 35 48°C 1 min 30

Bases correspondantes aux lettres indiquant les dégénérescences :
M R w S Y K v H D B N
AC AG AT GC CT GT AGC ACT AGT GCT AGCT







Couples d'amorces dégénérées utilisés pour les clonages des séquences d'ADNc partielles de transporteurs d'hexoses

';lr?]n;rggz Séquence des amorces Geénes ciblés atter-wr(?&l:ae(pb) aﬁép?ifeié " ;ijiltlae(pb) "(‘;L’I‘:;e()‘z;a gi?%ﬁ%g?;ﬁ d'é-lrcir:;;)gzon
RRHEXTRT | ARG TTC AWR TR CAAAGCAT RisTPret12 |~ 1300 - smear | 40 | 52a64'C | 2min
RRHEXZRT | TAG ARG ATA AYC RCR TG AT TR oot 800 - ien 4 | 50a60°C | 2min
RRHEXZR1 | TAG ARG ATAAYC ROR TTGAT | FsTPR o 8ot - 450 - ion 40 | 4sa55°C  2min
mweon_soorcomervan weriosn g | - | MSem w0  saewc | om
RRHEXSRT | COA WAR AAG ARG ARAATY COAG RiSTPS | ~1300 - ien 40 40459°C | 2min
R N R I T
RRHEXART | GTC TOM GGG ARC AWN ARG TARATG AA | 11|~ 1300 - ien 4 51a61°C | 2mi
RRHEXARZ | A CCR WG TTD ARW GCT CCT G RSP 10~ 400 - ien 4 | 45a55°C | 2min
oS SeMTMoSmMOCICONS g uw | - e | w0 sswo | 2w
WO COTTISSWGCNOST  wor | | mows | o | 0| swaeso  amm
RAHEXG.8R1™| ACN GON GOR TAR AAC ATD AT RisTPSels | - 360 - fen 0 | deaE | 2mn
SO SRMOMSWISOST | e | o | - | em | . sawc  am
O MCMSISITOCMST | aer | ow | - e | @ wewo o
RRHEXTRZ | T10 176 CTAACT GAR ACATCATGTT ROSTP7 | =400 | RASTP7 | 401 W0 | doa%C | 2mm
RRHEXSRT | GGT WTG ARS WBA SYT GKT CGTA RiSTP | ~350 | RNSTP9 | 359 40 42°c | 2min
RhHEX13F1 | GCN ACC GGC GGC CTC ATG TT RHSTP13 - 400 RHSTP13 407 20 55 5 65°C o min

RhHEX13R1

ATY CTN GTA GGT GCAATC TCC GA







Annexe G

Conditions d’amplification pour les PCR
sur PCR






Protocole d'amplification des ADNc partiels de transporteurs de sucres

Préparer le mélange de PCR pour le nombre d'échantillons testés :

Mélange pour 1 échantillon 1 X Concentration finale
5 X Colorless GoTaq® Flexi Buffer 6 pL 1X

MgCI2 (25 mM) 2 uL 1,6 mM
dNTP (10 mM) 0,6 L 0,2 mM
Amorce sens (10 uM) 1L 0,3 uM
Amorce antisens (10 M) 1L 0,3 uM
GoTag® DNA polymerase (5U/uL) 0,1 uL 0,016 U/ L
Eau traitée au DEPC 14,3 uL

Volume total 25 uL

Homogénéiser le mélange, centrifuger brievement et répartir 25 pL du mélange dans les tubes a
PCR

Ajouter 5 uL d'ADNCc purifiés et dilués au 1/400éme ou d'eau (témoin négatif) au mélange

Homogénéiser le tout par quelques allers-retours a la pipette, centrifuger brievement et placer
dans le thermocycleur

Réaliser la réaction de PCR selon le programme d'amplification suivant :

Préchauffage couvercle 5 min a 105 °C

Etape 1 : 1 cycle

94 °C 5 min dénaturation initiale
Etape 2 : X cycles

94 °C 0 min 30 dénaturation

Y °C 0 min 45 hybridation

72 °C Z min élongation
Etape 2 : 1 cycles

72°C 5 min élongation finale

X = nombre de cycles d'amplification

Y = température d'hybridation (Ta)

Z = temps d'élongation

Les valeurs de X, Y et Z sont fournies dans les annexes présentant les couples d'amorces

dégénérées utilisées pour les clonages

Réaliser une seconde PCR a partir de 5 pL de produit de la premiére PCR en conservant les
mémes conditions d'amplification






Annexe H

Transformation bactérienne






Protocole de transformation de bactéries

Décongeler les E. Coli JM109 compétentes dans la glace
Ajouter 100 pL de bactéries compétentes au mélange de ligation (5 a 10 uL)
Homogénéiser délicatement en tapotant le tube et incuber 30 min a 4°C dans la glace

Faire subir un choc thermique aux cellules en les incubant 45 s a 42 °C a l'aide d'un bain marie
et les transférer immédiatement dans la glace. Cette étape permet de faire pénétrer les produits
de ligation dans les cellules dont la membrane est fragilisée pendant un court instant

Attendre 2 min et ajouter 900 pL de SOC aux cellules transformées
Incuber 1 a 2 h a 37 °C avec une agitation de 180 rpm

Etaler 200 uL de suspension cellulaire non concentrée ou concentrée sur milieu de sélection.
Les cellules sont concentrées par centrifugation 2 min a 3000 rpm et reprise dans 200 pL de
SOC

Milieu SOC Quantité pour 100 mL
Bactotryptone 29

Extrait de levure 500 mg
Chlorure de sodium (NaCl) 50 mg
Chlorure de potassium (Kcl, 250 mM) 1mL
Chlorure de magnésium (MgCl, 10 mM) 500 uL
D-Glucose (20 mM) 2mL

Stériliser par filtration a I'aide d'une membrane (pores de 0,22 pm) et d'une seringue. Conserver
a-20°C
Milieux de sélection :

LB solide + ampicilline (50 pg/mL) + IPTG (0,5 mM) + X-Gal (50 pg/mL) pour les
transformations avec le vecteur pGEM®T-easy

LB solide + ampicilline (50 ug/mL) pour les transformations avec le vecteur pDR296

Milieu LB solide Quantité pour 1 L
Bactotryptone 109
Extrait de levure 5¢
Chlorure de sodium (NaCl) 5¢
Agar 1549

Ajuster le pH a 7 et stériliser par autoclavage. Ajouter I'ampicilline, I''PTG et le X-Gal, couler
dans des boites de Pétri et conserver a 4°C et a I'abri de la lumiére.






Annexe I

Conditions d’amplification pour les PCR
sur bactéries






Protocole de PCR sur colonie bactérienne

Préparer le mélange de PCR pour le nombre d'échantillons testés :

Mélange pour 1 échantillon 1X Concentration finale
5 X Green GoTaq® Flexi Buffer 8 pL 1X

MgCI2 (25 mM) 2,6 uL 1,6 mM
dNTP (10 mM) 0,8 uL 0,2 mM
Amorce sens (10 uM) 1,5 uL 0,4 uM
Amorce antisens (10 M) 1,5uL 0,4 uM
GoTag® DNA polymerase (5U/uL) 0,2 uL 0,025 U/ L
Eau traitée au DEPC 25,4 uL

Volume total 40 yL

Homogénéiser le mélange, centrifuger brievement et répartir 40 yL du mélange dans les tubes a
PCR

Piquer la colonie a tester avec un cone de 200 L stérile. La repiquer sur milieu de sélection et
mettre le cbne dans le mélange de PCR

Homogénéiser le tout par quelques allers-retours a la pipette, centrifuger brievement et placer
dans le thermocycleur

Réaliser la réaction de PCR selon le programme d'amplification suivant :

Préchauffage couvercle 5 min a 105 °C

Etape 1: 1 cycle

94 °C 5 min dénaturation initiale
Etape 2 : X cycles

94 °C 0 min 30 dénaturation

Y °C 0 min 45 hybridation

72 °C 1a3 min élongation
Etape 2 : 1 cycles

72 °C 5 min élongation finale

X = nombre de cycles d'amplification
Y = température d'hybridation (Ta)
Z = temps d'élongation

Les valeurs de X, Y et Z sont fournies dans I'annexe présentant les différents couples d'amorces
utilisés pour la PCR semi quantitative

Couples d'amorces utilisés pour les criblages :

Température
Nom des Séquence des amorces Jecteur | Mombre de | 41y bridation
amorces d'expression| cycles (X) %
pUC1 GTT TTC CCA GTC ACG AC o
pUC2 | CAG GAA ACA GCT ATG AC PGEM®T-easy 35 55°C
PMA1-F | TCT TTC CTA TAA CAA CAA TAG o
ADHT-R | TGG AGA CTT GAC CAA ACC PDR296 40 46°C

Les amplifications sur les vecteurs vides donnent des fragments d'environ 300 pb.







Annexe J

Conditions d’amplification pour les RACE






Protocole de RACE (Rapid Amplification of CDNA Ends)

Préparer le mélange de PCR pour le nombre d'échantillons testés :

Mélange pour 1 échantillon 1X Concentration finale
Eau traitée au DEPC 36 pL

10 X Advantage® 2 PCR Buffer 5puL 1X

dNTP (10 mM) 1 uL 0,2 mM

50 X Advantage® 2 Polymerase Mix 1L 1X
Volume total 43 uL

Homogénéiser le mélange, centrifuger brievement et répartir 43 uL du mélange dans les tubes a

PCR

Ajouter 1 pL d'amorce AP1 (0,2 pM final), 1 uL d'amorce sens ou antisens spécifique du gene
amplifié (0,2 uM final) et 5 pyL de la banque ADNc avec adaptateurs diluée au 1/250°™ dans du

tampon tricine-EDTA

Homogénéiser le tout par quelques allers-retours a la pipette, centrifuger brievement et placer

dans le thermocycleur

Réaliser la réaction de PCR selon le programme d'amplification suivant :

Préchauffage couvercle 5 min a 105 °C

Etape 1: 1 cycle

94 °C 1 min dénaturation initiale
Etape 2 : 5 cycles

94 °C 30s dénaturation

72 °C 4 min hybridation et élongation
Etape 2 : 5 cycles

94 °C 30s dénaturation

70 °C 4 min hybridation et élongation
Etape 2 : 30 cycles

94 °C 20s dénaturation

72 °C 4 min hybridation et élongation

Couples d'amorces utilisés pour les clonages :

T EES Séquence des amorces Fragment amplifié
amorces
AP1 CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
Extrémité 5' de RhSUC2
RhSUC2RT | GGA TAC GAG AGC GAG AAT GGT GAG GGC xtremite 7de
RhSUC2F1 | cCATCT TCG TGG TCG GGT TCT GGA T
Extrémité 3' de RhSUC2
AP1 CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC xirémité 3' de RhSUC







Annexe K

Conditions d’amplification pour la PCR
quantitative en temps réel






Protocole de PCR quantitative en temps réel

Préparer le mélange de PCR pour le nombre d'échantillons testés :

Mélange pour 1 échantillon 1X Concentration finale
Eau traitée au DEPC 6 pL

Amorce sens (10 uM) 0,75 L 0,3 uM
Amorce antisens (10 M) 0,75 pL 0,3 uM
2XiQ™ SYBR® Green Supermix 12,5 uL 1X
Volume total 20 yL

Homogénéiser le mélange, centrifuger brievement et répartir 20 yL du mélange dans les puits de
la plaque a PCR

Ajouter 5 uL d'ADNCc purifiés et dilués au 1/400éme ou d'eau (témoin négatif) au mélange

Homogénéiser le tout par quelques allers-retours a la pipette, sceller la plaque et placer dans le
thermocycleur

Réaliser la réaction de PCR selon le programme d'amplification suivant :

Préchauffage couvercle 5 min a 105 °C

Etape 1 : 1 cycle

50°C 2 min préchauffage
Etape 2 : 1 cycle

95°C 3 min activation de la Taq Polymérase
Etape 3 : 40 cycles

95 °C 15s dénaturation

60 °C 1 min hybridation et élongation
Mesure de fluorescence émise par les
échantillons
Etape 2 : 1 cycle

50 a98°C -- courbes de fusion






Annexe L

Le vecteur d’expression en levure pDR296






Carte de restriction du vecteur d'expression en levure pDR296

(Doris Rentsch, Université de Bern, Suisse)

Site Multiple de Clonage (SMC)

Spel, BamHI*, Smal, Pstl, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Sall, Xhol, Acc65I, Kpnl, BamHI*

— SnaBl

Hindlll Kpnl Sphl
Promoteur PMA1 Terminateur ADH1
Vecteur pDR296
~ 6300 pb &
Résistgr?c.e a TRP1
I'ampicilline
EcoRV
Remarques :

* indique que I'enzyme coupe 2 fois dans le SMC

Les sites de restriction indiqués en gras ne sont présents qu'une fois dans le vecteur






Annexe M

Transformation de levures






Protocole de transformation de levures

Ajouter 5 pL d'ADN de sperme de saumon, 5 pL d'histamine et 2,5 uyg d'ADN plasmidique
aux levures S. cerevisiae SUSY7 compétentes encore congelées

Incubation 5 min a 37 °C sous agitation pour les décongeler

Ajouter 1 mL de solution B et mélanger par inversion

Incuber 1 h a 28 °C en agitant régulierement

Centrifuger 3 min a 3000 g et laver le culot avec 500 pl de solution C
Centrifuger 3 min a 3000 g et suspendre le culot dans 200 pl de solution C

Homogénéiser par quelques aller-retour a la pipette et étaler 50 pL de levures sur le milieu
sélectif

Solution B Quantité pour 50 mL Concentration finale
Bicine (0,5 M, pH 8,35) 20 mL 200 mM

PEG 1000 20g 40%
Solution C Quantité pour 50 mL Concentration finale
Bicine (0,5 M, pH 8,35) 1 mL 10 mM
Chlorure de sodium (NaCl, 5 M) 1,5mL 150 mM

Stériliser par filtration a I'aide d'une membrane (pores de 0,22 um) et d'une seringue. Conserver
a température ambiante

Milieu de sélection :

Milieu YNB + glucose 2 % Pour 1L Concentration finale
Yeast Nitrogen Base (YNB) 1,79 0,17%
Sulfate d'ammonium ((NH,)SO,) 59 40 mM

D-Glucose 209 110 mM






Annexe N

Caractérisation fonctionnelle de RhSUC2






Protocole d'absorption de saccharose radiomarqué par les levures

La veille de la manipulation, cultiver les levures transformées dans 20 a 25 mL de milieu YNB +
glucose 2% liquide, a 28 °C et 200 rpm d’agitation de fagon a obtenir une DO _ =~ =0.6-0.8 le

lendemain matin

Le lendemain, mesurer la DO _ ~ , lorsquelle est comprise entre 0.6 et 0.8, centrifuger les
cellules 5 min a 2000 g

Effectuer 2 lavages des cellules par ajout d'un volume d’eau filtrée (20 ou 25 mL) suivis d’'une
centrifugation 5 min a 2000 g

Enlever I'excédent d'eau par une centrifugation des cellules 5 min & 2000 g dans un tube de 2
mL

Reprendre les cellules dans 3 mL de milieu MES (50 mM, pH 4.5) (ou dans de I'eau pour
déterminer le pH optimum)

Mesurer la DO de la culture (en diluant les échantillons au 1/10 éme) et ajuster le volume de
culture pour obtenir une DO (1/108me) = 0.3

600 mM
Placer les tubes dans la glace pour inhiber le développement des cellules
Homogénéiser les cellules a l'aide d’un vortex

Ajouter 100 uL de cellules a 100 pL de solution d'incubation (Sl), homogénéiser au vortex et
incuber 2 min a 28 °C (ou 1, 2, 5 et 10 min pour la cinétique d'absorption dans le temps)

Arréter I'absorption par ajout de 4 mL d’eau glacée et récupérer les cellules par filtration sur
feuille de papier de verre a l'aide d'une pompe a vide

Recommencer l'opération pour bien rincer le tube et placer le filtre dans un tube a scintillation de
5mL

Laisser sécher les filtres 30 min a température ambiante
Ajouter 4 mL de liquide a scintillation et incuber 30 min
Homogéneiser au vortex (environ 5 s / tube)

Placer dans le compteur a scintillation et lancer le programme de comptage

Effectuer un dosage de protéines sur les cellules utilisées pour réaliser la manipulation (voir
protocole a la suite)






Solutions d'incubation :

Caractérisation de la cinétique d'absorption dans le temps

Saccharose (1 mM) + [U-14C] saccharose (0,5 uCi/mL ; 18,43 GBg/mmol) dans du tampon MES
(50 mM ; pH 4.5)

Caractérisation du pH optimal d'absorption

Saccharose (5 mM) + [U-14C] saccharose (0,5 uCi/mL ; 18,43 GBg/mmol) dans du tampon MES
(100 mM ; pH 4,4.5,5,6 0u7)

Caractérisation de la cinétique d'absorption dans le temps

Saccharose (0.2, 0.5, 1, 2, 5 ou 10 mM) + [U-14C] saccharose (0,5 uCi/mL ; 18,43 GBg/mmol)
dans du tampon MES (50 mM ; pH 4.5)

Caractérisation de I'effet de sucres compétiteurs ou d'inhibiteurs

Saccharose (5 mM) + [U-14C] saccharose (0,5 uCi/mL ; 18,43 GBg/mmol) dans du tampon MES
(50 mM ; pH 4.5) additionné ou non de 50 mM de saccharose, raffinose, glucose, fructose ou
maltose (sucres compétiteurs), de CCCP (50 uM) ou de PCMBS (100 pM)






Protocole de dosage des protéines de levures

Effectuer le dosage en triplicata a partir de 300 pL de suspension de levures
Ajouter 1,7 mL d'eau filtrée

Ajouter 500 uL de NaOH 15 % et mélanger a l'aide d'un vortex

Incuber les tubes 5 min dans de I'eau bouillante, puis laisser refroidir a température ambiante
Ajouter 175 pL de HCI fumant pour neutraliser la solution et mélanger a l'aide d'un vortex
Réaliser une réaction de BEARDEN a partir de 200 pL de ce mélange :

Ajouter 100 pL de triton 100 X et mélanger a l'aide d'un vortex et attendre 10 min

Ajouter 700 pL d'eau filtrée et 1 mL de réactif de BEARDEN, puis attendre 10 min

Lire la DO 595 nm

La quantité de protéine par point d'absorption est ensuite calculée selon la formule :

QP = Quantité de protéine dosée x Volume final x Volume de levure par point

Volume levure utilisé pour le dosage x Volume réaction de Bearden






Annexe O

Noms et numéros d’accession des
séquences protéiques de transporteurs
utilisées pour réaliser les arbres
phylogénétiques






Noms et numéros d'accession des séquences protéiques des transporteurs de
saccharose utilisées pour réaliser I'arbre phylogénétique

AtSUC1 (Arabidopsis thaliana; NP_177333), AtSUC2 (NP_173685), AtSUC3 (NP_178389),
AtSUC4 (NP _172467), AtSUCS (NP_177334), AtSUC6 (NP_199174), AtSUC7 (NP_176830),
AtSUC8 (NP _179074), AtSUC9 (NP_196235), DcSUT1 (Daucus carota, Y16766), DcSUT2
(Y16768), HbSUTI1A (Hevea brasiliensis, DQ985466), HbSUTIB (AM492537), HbSUT2A
(DQY985467), HbSUT2B (DQ985465), HbSUT2C (AM491808), HbSUT4 (EF067335), HbSUTS
(EF067333), JrSUT1 (Juglans regia, AAU11810), LeSUT1 (Lycopersicon esculentum,
CAAS57726), LeSUT2 (AAGI12987), LeSUT4 (AAG09270), MdASUT1 (Malus x domestica,
AAR17700), NtSUT1 (Nicotiana tabacum, X82276), NtSUT3 (AAD34610), OsSUT1 (Oryza
sativa, AAF90181), OsSUT2 (AANI15219), OsSUT3 (BAB68368), OsSUT4 (BAC67164),
OsSUTS (BAC67165), PmSUCI1 (Plantago major, CAI59556), PmSUC2 (X75764), PmSUC3
(CADS58887), PsSUF1 (Pisum sativum, ABB30163), PsSUF4 (ABB30162), PvSUF1 (Phaseolus
vulgaris, ABB30165), PvSUT1 (ABB30164), RcSCRI1 (Ricinus communis, CAA83436),
RhSUC1 partiel (Rosa hybrida, HO762757), RhSUC2 (HQ403679), RhSUC3 partiel
(CF349302), RhSUCA4 partiel (HO762758), StSUT1 (Solanum tuberosum, CAA48915), StSUT2
(AAP43631), StSUT4 (AAG25923), VISUT! (Vicia faba, CAB07811), VvSUCI11 (Vitis
vinifera, AAF08329), VvSUCI12 (AAF08330), VvSUC27 (AAF08331), ZmSUT!1 (Zea mays,
NP_001104840), ZmSUT2 (AAS91375), ZmSUT4 (AAT51689).






Noms et numéros d'accession des séquences protéiques des transporteurs de
monosaccharides utilisées pour réaliser I'arbre phylogénétique

AcMSTI1 (Ananas comosus, ABO21768), AtSTP1 (Arabidopsis thaliana, AAL24129),
AtSTP2 (NP _172214), AtSTP3 (NP _200960), AtSTP4 (NP_001119473), AtSTPS
(NP_174718), AtSTP6 (NP _187247), AtSTP7 (NP _192114), AtSTP8 (NP _197997),
AtSTP9 (NP _175449), AtSTP10 (NP_188628), AtSTP11 (NP _197718), AtSTP12
(NP_193879), AtSTP13 (NP_198006), AtSTP14 (NP_177845), AtVGT1 (NP_186959),
AtVGT2 (NP_850835), At5g59250 (NP _200733), AtTMT1 (NP_173508), AtTMT2
(NP_849565), AtTMT3 (NP_190717), AtERD6 (NP _001031006), AtSFPI
(NP_568493), AtSFP2 (NP _568494), AtPLT1 (NP_179209), AtPLT2 (NP _179210),
AtPLT3 (NP_179438), AtPLT4 (NP _179671), AtPLTS (NP_188513), AtPLT6
(NP_195385), AtINT1 (NP _850393), AtINT2 (NP_174313), AtINT3 (NP _181117),
AtINT4 (NP_193381), AtpGleT (NP_568328), AtSGB1 (NP_178100), GmMSTI1
(Glycine max, CAD91336) et GmMST2 (CAD91335), HvSTP1 (Hordeum vulgare,
CADS58958), HvSTP2 (CADS58959), JtHT1 (Juglans regia, AAY89231), JrHT2
(AAYS89232), LeHTI1 partiel (Lycopersicon esculentum, CAB52688), LeHT2
(CAB52689), LeHT3 partiel (CAB52690), OsMST1 (Oryza sativa, BAB19862),
OsMST2 (BAB19863), OsMST3 (BAB19864), OsMST4 (AAQ24871), RcSTA (Ricinus
communis, AAA79769), RcSTC (AAA79761), RcHEX6 (AAA79857), TaHT1 (Triticum
aestivum, ACL36477), RhSTP1 partiel (Rosa hybrida), RhTP5 partiel, RhSTP7 partiel,
RhSTPY partiel, RhSTP13A1 partiel, RhSTP13A2 partiel, RhSTP13B partiel, RopGlcT
partiel (Rosa sp., CL RO _4560.1-19612707), RoSGB1 partiel (CL RO 2841.1-
12076074), RoTMT2 partiel (CL_RO 3853.1-W_W3 B21 01) VISTP1 (Vicia faba,
CABO07812), VvHT1 (Vitis vinifera, CAA04511), VvHT2 (AAT77693), VvHT3
(AAT09977), VVvHT4 (AAT09978), VVHTS (AAT09979), VVHT6 (AAX47312),
VVvHT7 (AAX47308) et VvpGIT (AAU07980).






Annexe P

Alignement des séquences nucléiques des
transporteurs de rosier a celles de leurs
homologues chez I’arabette






Alignement des séquences nucléiques des transporteurs potentiels de saccharose
chez le rosier et de leurs homologues chez ’arabette
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> = Q Q

A
G|
G

ac il 2 AT ol TlE i cBTTTccllilcrce il e GEtaaE
Alrlcc AT aliTccd] ciclirrrcclirlrcTcer coTliTccTTcTIflG
acllTrcd cllTclrrTTT TliTTTCcfTcTccead] rcallcTreTcetciild
rcaclitcecc llcclitrecd] G riccecTllrcrlillireeTTmeT A

aalafecclclTBNTlCR. .. ............ acllcanceT GTTIGAG lfacec ccilitllcce acfic
sccmcllcaccatceaccliTeaclinTcll. ... ... ... ccad h aflclcscllTacce cectlitlece ccllt
reccilicicEracclld cac allcacecflacererte AfcaTeee aclla
reeamecccliTTreccclimacl. . . ... ... ... ... rcccanclriilcclercccllclirerrectrrreriracecrrrrcclrTlrrclircrrcllr

111
318

198
191
299
116

215
428

302
292
397
223

325
538

412
402
507
333

435
637

522
512
617
443

530
637

617
607
727
535






RhSUCY sens
'—

RhSUC1 ncclcc ccGI 20
RhSUC2 Mlicccit ccllcacac 640
R SUC S o 637
RhSUC4 . . 20
AtSUC1 c ol clllcic ccllcrillclcc cllc o Bl BT cHc Bl Bl 8 ol 727
AtSUC2 c e clacaclrTTlTTccTclT TTlTHAGCAGGGARECHTENG Gl AR ccRcrTT 17
AtSUC3 il BB c c T c c Tl acltcltcTliTlccTccicliTcaccad] clirclic 831
AtSUC4 T TG Ac T CoTETTGTAGAG rclirclizcaTaBrcacaazclirasfccclc Gaciac 645
RhSUC1I sens RhSUC1 antisens
RhSUC2 sens RhSUC2 antisens
RhSUCY sens RhSUCY antisens
—_— < i
RhSUC1 ciclccccaTlccllcclitcclllccrllacerrfia cocarTrillc le colTclclcatrTElTHC fel [elelie 130
RhSUC2 chcLGccc!cTIcc!cc!cdccclclc.mlcuc. I lcﬂclclcclc.clc“;xbclc. 750
RhSUC3 637
RhSUC4 TGCTBTClA AlTcclclTMlcTlcrccrr] rccallccllclTcrr A lliTcTcllAl 130
AtSUC1 cecrrlTclccliTce rilcREE -l B c cliTazcilirTclc 837
AtSUC2 ceeTTlcclTclccclTlT caTlTCT cllcliTcac clclAl 827
AtSUC3 clrrceerriTfrclcceTcliTaclccallaTcd GTTGTGCTGCATGTGGA] 941
AtSUC4 reecrlnclrABTcclTl TR fccrrceT erallzcicclamerc 755
RhSUC1 Tl Tl clET Tl cillrTcclcBiaBcEracTcllccls. . . ABMlcs. .Frliclc . . .. voo...aAlfccccllcecllcc 217
RhSUC2 c collzBrclrnanlccccn@iflicamrcmccltlrllc rRrlcrclceclaccll MMl c Az cBccl i rccTHcMlclrcrcclccaclzTcacclccllce 860
R SUC S o e ... 637

alccea. . il ol 238
cecacll. ... cccllanteccclillc 929

RhSUC4  taffrcaliEaclaticaticclciracallararriillc GGGl
AtSUC1 A caitlrclzcctcliccrBillccillacc it el cll B8 ABrccrlic
AtSUC2 A aaflclrTlTccnclitlc ollcTl BT Gcllaclccl. ... ... .. ... G 910
AtSUC3  tRirclactcercrarlincacTlinlivcTi@ncTTc aacclllcla . . . .ccccad acallcltrcrecacflr 1047
AtSUC4 amacaterTeTcTETATTGC CMTEACTRECATHCTMG rolfftlatrecll. .. ... rerclllccilla 845

RhSUC1 collccloclectl. ...... .. GTTA coTcllT 17 TccTclETarc ol ot clllclAc Tocllic ltce TcfjaffcllirTece 318
RhSUC2 ccllcclicMccrac. Mlccecmed] rccoliclitflcrTectd alcllccmacliclic cecefifcTocTTccTccTclllaTclcTc 968

RhSUC3 637
RhSUC4 Iccc AITCC Bl clacanclETTccillrcecllccicifTicecafiTar GITIT crclcclrlrlE AR ccliaagclia 348
AtSUC1 coliflclcllc Blr. @l GITC cillcelic cclle aficTcamcllMceTlclrcTccliTd An 1037
AtSUC2  ccollirecallcRET . . Bc BfcTrclcrrrrifceac ceclld] acelact SRRHcEEl clrccclizc TA 1018
AtSUC3  trerrecatclitlirccllerccannccllcmrcaclaTicliliattasaTllaTccmacTcecaaTecllTclacT/TGAGAGAGTGGAACG 1157
AtSUC4  reecllallaccllorecBMilcElc: »clETTTcBrTcTclcRTATTHcCHA clirl E1rcclccllaaTemricclEarEcrEclzTe bey 955
RhSUC1 EGIGIGGECHAIGITG cc"cclccclAcch. 367
RhSUC2 cllcTce rorcliz \BrcrrcclicilTclccclicceancoclica 1060
RhSUC3 637
RhSUC4 TGGGEGGTTT] TG cellcTed] o . 397
AtSUC1 cllr1ce ca cliTTce citlccrcclle rclirccllantc. GIGIAACIAICI 1141
AtSUC2 cHTTGG colicifircliTTcg crillcclcclla acillccllaccac TElclceTTTlCl Aflcac 1128
AtSUC3  cAATECAGAGAATGAGCATCAAGATGAGACHTACGETG corTTAGTGHATETGCTHACTHGTTTAfGGHMT . . . .MTGccaccaoeTaTocafltca 1263
AtSUC4  Erecriccrr - llTTT TG cllrTca collrceceaTcllaclcABMlaTlceca crrcailitlerccE 1047
RhSUC1 367
RhSUC2 1170
RhSUC3 637
RhSUC4 397

AtSUC1  ceacTllcalltlrcciclaafcoclirtclcrTr] AlllaG GG ciillaBrtcctoTicMrcc AT TecTled 16GAGGHd] [efe ¢ 1251

AtSUC2  ceacT@llcHcBrccTclTTIGGGGCETHTGCET) ATTG GG G GGIGTTGENTGGATTGGTHGG! GGGAGGHG] GG c 1238

AtSUC3  crrcrrlircercatc@rlirracBiceTmaliccraciTccccT! crcrlcaTaAMacaTTcolTcocMlcacarcToTACCHTGaGoATCClANAGCHcATACRTT 1373
A T cearmillcT G

AtSUC4  ceccrlleraTccc rearriclrcracll offrT cfccrclirccllclaacEirccacallcl . . . ccceccllfcerTrTC 1154

RhSUC1 367
RhSUC2 1280
RhSUC3 637
RhSUC4 .. ) 397
AtSUC1  caa GIc GG. IGG c TIG ccllcclleca . . .MocEclrrr GEGGA 1351
AtSUC2  ceerlTTelT cg| GCTTG] cerTemecmTEcENC A clTcllcan clllc 2ol BccllcccacTaall GGI. .. 1341
AtSUC3  ccamliTceaacTcEATGATHAAGGTGIACGIGAAGGTGCACTTGE ACTA crermeTTcTOcCGATCAGHTCATETCTHA TG CcclATCTCRC 1483
AtSUC4  cccalimaTca rEaafcclitlzTiccTErerrccalirea cllcrclrTrcrTcccic 1248
RhSUCL .. 367
RhSUC2  ceccolllaMlccllccerafllaccleccTcllccicd 1390
RhSUC3 637
RhSUC4 397

GAGCG] GTGTTHAAGETGGAG]
rceliaceriicaclitecia

¢ d
A cq
TlcceTRGTATGGGCTTTGAGCAATTTT G
rilirclclecafllcrertieciclmcTerTan A

C|
AtSUC3 G

AtSUC1 ...
AtSUC2 ...
TGGGTG
AtSuc4 ...

TcTT TGG.C TTAGIT T crackilrrrclzlzAc 1456
ca cocritcllccaaclic G ccn rerTclA BTG 1446
cTcllaTcacceoAAMGCTGTA GCTTGETGTCIMTCAGTGATGACAA 1593
aafirltceeclE i@l rccllc 1o aBlcccicllafarclcricarT cemarr 1353






RhSUC1 367
RhSUC2 1500
RhSUC3 637
RhSUC4 397

AtSUC1 clrcciflceciclcd \TTlccllcTrT G cllclTTcTc AT sl aTllcTcillacillcclcciccBMM Tillclccccricitcce 1566

AtSUC2 0 g [ Bde (e ccrllceremrorclilinemaclicBrTc el r@lclrtc Tl Tl TcTcccllcaTed Gllccan cec 1556

AtSUC3  ralMirastccemecllasBclllacllacancascceclleccenrcerrrrTecactfictrectrrrccccmlectaTcaclraclererc rcicrcacliccaca 1703
c

AtSUC4  caarccereccertlicericccriaflrifcectelcc rrcclclacrla cclfangrcicilrcErecclletce cocllmcas@iciirec 1463

RhSUC1 367
RhSUC2 1610
RhSUC3 637
RhSUC4 397
AtSUC1 CGGIGGAI c GG“AICG TGCIGIA cllclcccerfillcTccllc GIGT a4 GIT A AIGGICG A collficcl 1676
AtSUC2  tcccealilicanrillac crcTolcclclclrrclccllccccrallcTcaTa! cefletacaflceTerac TRlccllTdl crrcillac 1666
AtSUC3  acrcactecieaTtlicacTeccceTcallecTTTccTATHGG GIGT cllamcrcecliacerTamTcllcacamcaTloTTMlTTccaccccoT@MATccal AT 1813
AtSUC4  acefcccllrtclllccllcTTccacTleclcll:ccnlcccrcariceccclafrcliclranllizrcecrcm] aceatTcloanciliclircclll. ... 1569
RIS U C L 367
%ﬁggg% Al Bacaccicllaclifcciccaffccllcicafrceafccll BilaccllscllrccllcccclleacafaficarcaclcrrrilacBeraccrilirrrcleaTlrTETE A 1'(2:]3._57)
R SUC 397

Gl ABrccalalacccllaBrlaMcanslclaicc 1782
df 1| aalcElAccllallTTan 1775
ol

AtSUC1 clrcccacd BT crrTacilltrrgrTeTrTr. BaaTclaacTcaTlanaTl. . . lle AcTa

AtSUC2 rcaclizrTclTaclATTrEAcC GIGG GTT.IGGIT!.TTT 1 ALACIG G‘G I

AtSUC3  terriccaccllccasilitrlccccceriremrTricecercrerrecTecTTIfclTcCcTGEAGT GCAT

AtSUC4  EEclcHrcclTTl: . BucriTic rancaficac. Berllalclcaccarllccareccaactcciiccaslirccllaacclclircealcllr Ml crclrcctic 1677

clcHTlAAca
cecmrcccllcecTlitcclleTTeTTTCAllefice 1923

RhSUC1 367
RhSUC2 1825
RhSUC3 637
RhSUC4 397
AtSUC1 ‘AA affcaaafallaclircecTcoiciicartilllcceTTl. . THTAG TT CTTCTIT T .fet. 1881
AtSUC2 cTRTTTACCTEAMEC Mo rcriccmror@r Tt romAlcTfaamTmans Gclc A .[erT. 1881
AtSUC3 iACATCGGCT AAATC! TEMcHcacacaTaAAAT crTacaTcTANccGARTcTTTTTGHCCACG . IGG 2032
AtSUC4 cfccanfeaclicmecmera rraTETccaccTlraceacTTRATRCCCICTACETTGGGGAC ccacccaccarlicll 1787
RhSUC1 367
RhSUC2 1934
RhSUC3 637
RhSUC4 397
AtSUC1 TETT.GCCCT AIAG.TTG cfcTTcacllc 1937
AtSUC2 ot cofaamBlaTlc . . crllnaacclicaalaclrTEEcTas GATT?CAIAI 1956
AtSUC3 TATATGTTATAC CAGCAIGTGA callaTrTacHcTlCC TICT CGTAG AIAIAWGIAITEA“CTTI..“ 2138
AtSUC4 acTrrciclccTaTlid ciccrrmlirrceallcrifcactreccclirlrTcrorc rrTcrTcrfctocaaamTallr 1897
RhSUC1
RhSUC2
RhSUC3
RhSUC4
AtSUC1
AtSUC2
AtSUC3

AtSUC4  crannallcerciefacancacacBerticilaccccccerallerrercililifcrrolrlcFrllTrrillcTillc 1974

< .
QQHE>

Les séquences nucléiques de RhSUC1 (Rosa hybrida, ), RRSUC2 (), RRSUCS (), RRSUCY (),
AtSUCT (NM_105846), AtSUC2 (NM_102118), AtSUCS (NP_178389) et AtSUC4 (NM_100870)
ont été alignées a 'aide des logiciels clustalW et Latex. Les amorces utilisées pour la RT-PCR
quantitative sont indiquées par des fleches.






Alignement des séquences nucléiques du TMT (Tonoplast Monosaccharide
Transporter) potentiel chez le rosier et de ses homologues chez ’arabette

RO T T 2 0
AT T aAltcanatliasBccliarrifalceclrcTiETTccccTea 42
AtTMT2 BeclBlz AGTGGITTITTIGCCICIATTICAAGIGGAITTTGTT 110
AT T 3 0
ROTMT2 ... ... ... B B .. 0
AtTMT1 ITTAIATAIGGAGAGAITCAAGGCAIA CATTTCCTCGTAAIGCCGGCGAAITCICTIAIGIGTTTGTTGIGCA G AGGGIGIGACT ceFclic 152
AtTMT2 cacmcACTEATCGTCGRTGATCAGTGHC TTGCGAAATTCTCRECAGATTTCTEGATMAANGETMGAAGACcCaTTRTCEGTCCHG) TGIG cTTclTA 220
AT 3 cllccacTeTAcTclTTcTTClTT 26

RoTMT2 0
AtTMT1  ccllclcafBiccd c ccllTcad) q clrccllclitcc! il B B B o JllT | rcTeTiC. 256
AtTMT2  rcflrcliTclircTTad] G ccliTcecliTice cllccllcBrcTcTTc A8 A I il acllcflcTal TCAGEGG] 330
AtTMT3  aclllclrclcliscccllit Tcrnc@llccccicad] G clllccliclTcTan i c 0l cffl T T T collcillac AAGATAG] 136
RoTMT2 0
AtTMT1  cillgrcillctrcli-HrcollTcltcecTcl Mcclic BBt Gl cclllc . cliTTcclFcocclcaflcc 7 ATl TRl clrT s 366
AtTMT2  cofiraBircrccliclize cozclTilTcTe nTcliTlTccllccac clirtccliTTccTcacler G A 440
AtTMT3  cafinclitlcTccll:Brcrfir ceacliciliTTac il TlrcnciliTclicasacmacellcclicaTlA clic T 246
RoTMT2 0
AtTMT1 CGECTGCGGETHGA GITGIGG! e ABfcccTTcereclcccliiccllectr 476
AtTMT2 GITGGETCHCTAG GCTATGG! GGT AGHTGGATTTGGGGTTGGTMITGTGG 550
AtTMT3 CTGAGTAGCATTGTTHTGETTTGG! Ga clitccrrrrcceatlecmrmachc TlTc 356
RoTMT2 . . . . o . . 0
AtTMT1 b e W callld| cllcclllacTTal TllcTTTC TG ] ccllcaal 586
AtTMT2 ATRTcHcEl TG cllclirTllcccclilitcTTo cBllcTTCAcTcclTlTGGAGGG] 660
AtTMT3 ¢ crfizcllcailld! TRTGHG! clcclirmactc cBllcTTiTcTccaTlcccTecc 466
RoTMT2 0
AtTMT1 cllcTclicilic collclccclliclrceccTilitcillc rflrTcir G cemcrrriaTTcHMcHG TcaTiG 696
AtTMT2 cllrccc coflclirTclrclrTcercr@lITTTC G CcEIC celic cllclc GaTag) 770
AtTMT3 TCAAG rllcBtcclicccrclirclrTecmerrrmcTlla Ml c Tl rrcclTllcrrTor BT rcllcccT clllTcllA GGTGa 576
RO T M T 2 0
AtTMT1  cirllcTilfceasclltcclccllcclziclcac acactiarciccllcH BT cTTAlce AT clclTc BTt BT A cTTcllcc A lTcatlTsccllce 806
AtTMT2  cacllclilccrlcElTccrTcilcl:Mclcce cllcllrclctceTceccllclrerclrcorcllclitcclirTTeTrceTTclccoTRTTce AT TaGlce 880
AtTMT3  ciclld cccllcTlircclircMlcBTHc Al ccrTlircBlcRcRlT cBorcclllclcBMlclrc Tl ccccllcctrclitcrclizecrrcMccclrTccccmeccllan 686
RO T M T 2 e 0
AtTMT1 [l A O B c Ml crorillofancliTocllc Tl clllc i el T clorf il Bcctrclifcaccllrcen cccclfrilfceaaflcclccllca 916
AtTMT2 1g clirlcllce A corilccceoclitclacTTHcmcRTcETCATclTA THCRTTGGH . . . TGl Tl T comclllclaclac 987
AtTMT3  HcllciflcrlcErlcMlc caclirtce B clcallccllc A ccllcccmccllalincll . Brccccll. . ool clirfllclz M. comclllcliccliTe 793
RO T M T 2 o 0

=

AtTMT1  arjillailcTacciaclizlc Bl cllcclc atlccillaBiTeccciacecillzlc e aBclrEaccllaclaraclarcar Tl cHT iR 1026
AtTMT2  cclircacrmcecrrclinic il G ccllcTaTcAGEGTTETGT arcollacTlcaliTcaccllceacecarcac clitTclT@l lr1c 1097
AtTMT3  cafllcillazceamcclinllsclilcr Ml ccRllCR . . . cxTll-Bfcecartcd caAllcccllclrcriliccclleraclleca clitccllc G 900

RhTMT2 sens

—_—
RoTMT2  .................. rolafcccTclltcl AMlccalcliMcce. ... ... .. cllcTafia cittcecllcclifcTillcTcTccclcecl Tl 83
AtTMT1 ATl rrTTccclleTcclliccllcicaTcll cllsc@lccccealcac. . . ... leclcTccea ceclcclitcTT@lcTacTacTecc.cate 1129
AtTMT2 crrrcecliclcraillccllcic 1cBlccll BrccAlcBlrcac. . ... ... cllcTcccTac A cocllcTliTcrT@cTcETcclcaclA 1198
AtTMT3 crrrceTlclarT@lTclcEE T cTcllTTclcacaaclcllcoclTlTEc lccafcllzc calimamcccllcTlTACTcceanTcATcGaANG] 1010
RhTMTZ2 sens RhTMT2 antisens
> > i
RoTMT2 Mec......... rerlaclcrceclcllcclclcltTccalclaclcMccc. . . cETcHcElTclATlccltclccicccecTacccliTallaclitc 177
AtTMT1 o AN G cT@RT rcoclllancclicaTlclclcclanHl B lclcant. . . clizcllcTliTclc Brc GATG...GIGCGGG G cliTc 1233
AtTMT2 GA......... cllaclrrceclTcllcl A TlTTeT. . . Tocllcilcor. . . clcclTmlTclaTlcclicc. . .. .. AMGGAGATG cllaclir 1283
AtTMT3 Iclc‘ .. .ccaflcaclcaclaacafizcBlclrBerTcrcHlMAca Tl cTTlAlcacTccmeTeeTTTclclec. . . anaccacTcliccllcclific 1113

Q
(=2}

GGl

RoTMT2  afirricll. TacEllAT . Feafl-Boccd . I MBIl ol Blccclizcccclclcrafcclcee Al cBlrac il clr il c: Jlcilicct. . 282

AtTMT1 .ccoaaccatTTecomAcCHclTTAATGTCGlcCEG. Mcla. . . caag ... AcAllccliTaTclriMcacATClTECEEGCTcclAclllc .Ag 1330

AtTMT2 ¢ TrT LTTC GI‘ ATl CGI.1AA I~ c AT c A GCITI ﬂCTGCTC coARBTE T MrBlc TRl clrceallcTl Bc] 1390
ol cBllccecaMllcn . TecmaclliTccaTlcclclEMc . T .

AtTMT3 claccrToTT acercecmeachflaccealicclitHcllcclRoclcctcclirce 1217






RoTMT2 ccllcrceearrecicaceciiccllcchaciliTce \MiTcercrclcacaclreeccllccliice cllTAccMccleca 385
AtTMT1 ceclratccaacacancece. . cAllacTacllTcccMitTceTceTecTTecla T coclima Tl AMlAccaTcA 1427
AtTMT2 cTlTccecatTecacaTecATGCMAcTcoliliTce ABTCclcccllancaclacaTcllaTcoccllllclaaclceTece 1500
AtTMT3 BexllzaBxcs. .cancel. .teel. . cBlcamceTacaccmcalireclcoeT Tl clclarcEarETTclccrccalccacesl 1310
RoTMT2  ajlcllzr clilcclllc 408
AtTMT1  cillclicc. AT T A NS CEECHET e cliTc ccllccclitlclica 1 cclifccccllcccaccTilla 1521
AtTMT2  aficcclfanlicrt @l Bl cElc.TTrclAcq clfcTcc crrifafTclcrcercercafcclllMccicacclaclitTrzcTlclAcceTcTaC 1610
AtTMT3  cillc cll clllclrr. . BT rrrfcHcElcTcenlilcTTc cllaclllaclccolea conllaTclitcacemcalitcearillc 1404
RoTMT2 408
AtTMT1  Bccli-Biclclactlcl: clBilzcarcriccal I clc fclrecarceclllarecirecclllcclcalasficlrcllcrcicclilcillfcerciac 1631
AtTMT2  trcermacccAl@caceTcTTT canacllccTof /M ABcATlclaTrecTclrcllTlrccTafaTccaTccca Al AT ANAcecTRBATTTCGCATG 1720
AtTMT3  [Meclizcliid] cicHclcRlcRT . fcclifc ncllcc . . MocnllccceacaBlclBrcTrcllslcclccTilace. . BfcerilcclTceaccclc 1508
RoTMT2 408
AtTMT1 T GaTG cllcclciTcetrcitceraiceceal G Gl callle c 1} iz iz cl 1741
AtTMT2 ol ceacTciclerclarTacTcemaccleTiccy) T cac cocllcrliTT o e 1830
AtTMT3  callag AGGGG GacaclTITcATcGTTccllcTTeca df G cllMlcc AT MiTcclcTcaTcTlrolT aTmcclllc 1618
RoTMT2 408
AtTMT1  cccllrecceliacaT TIlclcllTcccllcTlcTTlca T cllcTll:T1c clclcer AC ol e GIcGTTd] 1851
AtTMT2 collcecTemcaad] ATHGEERATCGG) cTT@TTCHIfAGH CTTA GGl ToTclTGTTARMM TGl BT AccTcTIc: 1940
AtTMT3 asflacemcmcTcallc TmcAllA TGG cmclacacTliTa) GCRT| cllcllc cBffcTcrrclTclnTIlcTc cTGICT| 1728
RoTMT2 408
AtTMT1 A ol G cliErcic teliceiclTTelic ceallcliTclizd] clicBl: 1961
AtTMT2 G cillc clitlccanlrBraTrccTTTaAGT ARTET A ci:fllc 2050
AtTMT3 cucamclTTTHCENT cf ATl cTcrlcBrcemancallicenclin . Hocllc cmclaTcTTeollc 1813
RoTMT2 408
AtTMT1  acillc. FclBcl:ccactcillcllcc rrcTcTcetd] dl cacTTANccTIMcC o e | L 2070
AtTMT2  cafre. recillcBccicriiz® M cc rillcccricta df crcliTcecTrTlccTE@TGC crrf@llcHclT 2159
AtTMT3  crallalizBa8clcTmca clllccMcTcrTacccTcTilcTaclTeTTTlcTclTcecTTTTacc Al cerficllcliza 1| 1923
RoTMT2 408
AtTMT1  acflcilcrcc rafcoTlTTriice THGGTG 2180
AtTMT2  colicrilclccan ceaflly GG coifitliclrccrc 2269
AtTMT3  rcrcmclicllce ciicllc BUEY et eccamcallaceac 2033
RO T M T 2 e e 408
AtTMT1  1ffdcad clircccatriceeT cealiTcatT Gl TRl colTcIlT T cMlc Glict frriclli-ttc 2290
AtTMT2  crrfceal G cmaTciTcc (eete e T TR G i G A il v T c G clilc reric 2379
AtTMT3  crrdcq TG crcrcrccicrlclcrcecmrrrrorcrlficrclilcer Ml ol Bl ccclircillclrTcilc rlrclllc crillctcc 2143
RO T M T 2 408
AtTMT1  clcBEclccrMccr i clE BTl -Mcc TAT8T HcrrcTlcTricTrericerclaffcciclercTaclranacaticlciTcaicclctitircifairer 2400
AtTMT2  clid] nccTclaclrc@nanaaaccllcicacallacTeasllclcTmeircacamanaalicETrcmcmaaTaTTATCTGGARTIGER G TG TTERTTACTTTGTe 2489
AtTMT3  crclia clMclcclrclaclTTl BroocBcichclrcolltcl. . ... ... 2190
RO T M T 2 408
AtTMT1  trificlclraflcircatatflcrittrciricrorrirErrrrrrrrTrTccTTRcETTco Tl MMAA AT ARTCTAATA AGH AT AR rliTclc.. 2499
AtTMT2  cacmalltBaTHATcTCICTTGITTCGECETCETCATCEGGGGAGAAAAAAAAGTTECAAACTTEMAGTTARGEATCTCETTATTACHTETACHATETG] 2590
AT T 3 2190

B A

X T

I C

X G

Les séquences nucléiques de RoTMT2 (Rosa sp., CL_RO_3853.1-W_W3_B21.01), AtTMT1
(Arabidopsis thaliana, NM_101937), AtTMT2 (NM_179234) et AtTMT3 (NM_115008) ont été
alignées a ’aide des logiciels clustalW et Latex. Les amorces utilisées pour la RT-PCR quanti-
tative sont indiquées par des fleches.






Alignement des séquences nucléiques des pGlcT/SGB1 (Plastidic Glucose
Transporter/Suppressor of G Protein Betal) potentiels chez le rosier et de leurs
homologues chez ’arabette

ROD G L T 0
ROS OB 0
AtpGlcT

acereealllccaciacTTcrcaclillrcacallicamlitccrrillacccer 53
AtSGB1 Bl el e el Rl Tl oo ol o ccmnrRnTaa T AT TTRT AT TIfTG A CATTGC 105

RO G L T o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT  cafiraificrcafirctli llccac ceoallcTrcTciclcanaaiccaciceTeancilliccecitaallccanacectecetiiTeccitiicacacace 158
AtSGB1 TTlccTfacamf@ce AlcH . Tl TlacTT aTclTcmcTComclceTTTETTG TATCHETCTTTIMTCTCTET T T T TTTTAAAATAAATATATIGTTGATTCTG 209
RO G L T o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT  cflccrtcrlitrcacaflaclrccaceacTrfiraflcceaatreclrtcecrccmlitlacacliracceacfaccecacclicicEacrerrciccrifircallaccar 263
AtSGB1 cllatraTclracmaclrcliceTcaccTiafcT@aTeTcTcTclTTTcAATTE T ABTTC ARTCGCAAGClTGeTTTTGRTTARGTGAGCGTGTRT]CAGGGGGA 314
RO G LT o 0
RoSGB1 0
AtpGlcT .. cllcllcBrrcctllcrectclTancecear. cllcfecorlircachticr crcallaccaflcatflcercacaccicllclerclfitcarc 361
AtSGB1 cHrfcilcR:crrafsccanlitcceacercarfliclTacaclaceamelTe asaclcTTo@TcT@TGCTTTGGATARMGETGANABTGCAG 419
RODG L T 0
ROS GBI 0
AtpGlcT  cfcaicancancarcefitaccrercacaficteancecanaaclficrecarclloraricilirrreirecreTTclrTcilircctclraiacTcrtrcer 466
AtSGB1 tliccmcTTccTACTGGGlcacaaAAAGACTGCGoGAATCCTTCRTGGAAGCGlTCTCTGIMTCACGTGCTCGTTGYTTCT]TGACTT]eCITTIATTCGGE 524
RODG LT 0
ROS GBI 0
AtpGlcT ceeclca corclTlT TG ATcE TGl TlacclrlTTeceaceccoa sl TMlrcErTTcMccaTecATTcRTMeTTlTcTocTacTGETE 571
AtSGB1 GGGGETG GAAA cofllaccamatafirTcllclrTeccraTac ool clllcaTaccTcceTcTTemccTTlccAflcTeCTRAGGCGGCG 629
RO G LT o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT raceciaceTiMaTIcAcTGGAGGTGCATTNGHTGHCAA AT TG AfcancAlGH A Tl TccaTcliTATc@lccircccattoclclrtrcriaTcic 676
AtSGB1 CTTTATTGGGIMTCTGTTCAGTGGGTTGGTMCETCHTcGTeTTcaclccco TG ] clllcrTcAcClTTTABMAATGATTGITGGRGETITCTGTGAGTG 734
RO G LT o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT AREclTclclcTcTccacactliteaireccclcerciectcecrecllittccaitrecalicreatlaclcATTc ol Bt rTllcata tltcllcaTa 781
AtSGB1 TR clclcrcTTATecocliTccccTccclAGGTITTIGGTCGG] ceclitcecclimaceTclrTlTcTTACHCBT@TcTlTcTcAlTclccTc 839
RO G LT o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT  faaftclaniccerccaclicreeearcierclafcrrcrrclircicTlitaccllaactrecacfcr@catacltcclrmalcerreclicc\Mllccrcra 886
AtSGB1 ot TlTcTcAGAGeTARMTATGGGAGTTCTHCHMA ATCGcAllcaTcTlTTGGlcTcTRAGG TTlGCTGTHTGlTGGlATCEMGccaaallcATEBTTGGGC 944
RODG L T o 0
ROS GBI 0
AtpGlcT  cclecaccllcaarciticarcirclacTrATMrtlcerrcEaTTcclcatacealTcecTTirTcTecaclillccllasccToclitcoiTcllccaacclllanc 991
AtSGB1 cercacGolitaTeTETTTGGATATHCACACT M AclTccaTecETGlTaTcTTCliTGeAACTcTocoTocMMMcTRMTCAcTclTTTETAlGAGGGGlllccc 1049
RODG LT 0
ROS GBI 0

AtpGlcT  rerfitcillcltcilancocenTcallaflcTricTaTeeTanncanacacTecTraancTacTTccecllcTTlTcacccTfiraaccarcarrefreTaacececace 1096
AtSGB1 caclirciillclrcccreTeTHTGHGHAGCTATTGGGAGGGTCGTACGTCAAAGCTGCTATGGCAGHGTTMGTGAAGTcGATAGGGGAGATGACGCCGATTCAG 1154

RopGlcT .. ceafleacclclillrlircciillclic 26
ROS G B e 0

AtpGlcT facclitccmrrcllrcmaricaccaccllclracTccllaflctreTarchectacercliccll-RicrTcrreray] cTTaclccc c@llcTrcc 1201
AtSGB1 caalitrerccallcTmccmTTTTGGARCHAGTITTRGlGTceTTTTlAT TeGATHT ANCHTTRT TG CTET A crTcTTGGG! TcliTcTa 1259







RopGlcT  [eaclcalerfecrirlecccliclascicalflcil Bccarcererraccciachaccccrillaad clcarcaffacaffascollcilffcq 131
RoSGB1 cole. . . izl . ccllr@reracEccl . Tec 39
AtpGlcT il lc B FEllc -l ccflcccanf A BERRcE e il o rc . Jrorcerreclic i iz g .catffe 1304
AtSGB1 Tl « B cTcraffascllarcfirccTc il rr@lcccrcncliA Al . . . tlrcEcrlcclcEracc cclirfa iz . 1359
RopGlcT clllccrclcTlrclcclitlBtcccecccanl. . Priccaceicmrclitcc. . . .caTrTjlTcacToC. . 221
RoSGB1 acciilcclccrclTafrcrolitcclclrTcrriccilitccllcatcclfite cfiTcrT@llAcTACTT. 138
AtpGlcT coclilcc il crirrriaftcacallcfirTicctcc AlrcclrTrcTlfTc oA TTGECC 1409
AtSGB1 Gaaq cHcraclrrarrceclictpraclcccllitccll caTlccTe ac AGCAATA. 1458
RopGlcT  facecrcaccerclir. . . tlitcaflccacatcaad] cacaafcracTrcercccanccliicacetlanaTl. . . . ErflirceasmacTeric@lrrrcTrec 319
RoSGB1 colffcicectlia AT@TCTTGCTCG GATCTTTGTCTTAA clcBrsccllcBeccMllac coTlnclrarrQelcHfltr 243
AtpGlcT  crarmcmccalll. . . ... cRTTclccTTcTce TCTATATGTCCTC crfafrTccrclrcccillccT flcce crr@iclclitizr 1508
AtSGB1 cccljmrmecalijcr cTfceTTecACE cemcrfrcrcircaffcrriclascicclclcccilire ac ccrerfjrclicitiic 1563

caciaclrcilcascerifliftcerl
caficacrriclfic ceaflc

RopGlcT  Ferreccrerchroclicllclrrrilifire . . cffarcafffcccerccfianafechccr calllcerTcca 422
RoSGB1 cflacetfecamcllcc il Al TcclTcTcTcTaTcrfacTclirTccetc acliliMrcTTCo 348
AtpGlcT  mcfarcclcllamclcHc@anEclccrcclircrrrctenficclaTc@ilitceataTc catllccafizaTac allccemreTcacTiiiticce 1613
AtSGB1 colfrectficlicrreclicl@lcrcfcrrccfjicrricTcrrcijcrriifiTccctr crficccfrclEcrarciclcl icfccllccMictice 1668

RopGlcT ABMlcccBeccfoctlloclcac. ticillecrearaccliclieric. o cacraeTcoMATTCeCTcHcllcTTcccaclcracacTrrrcllac 525
RoSGB1 cclliclclrrcicrlitcr Al cctacTalriccafciTlcrclcc cfcaflacccllirel . coffcclil. . . o~ c ciE | 449
AtpGlcT  aarcflccacmercrlictrccerrrrccteclletcrecetccmrcflccrcctfiacatrccaccaillct. cateclicl. . . cereciTcliliTccllccl 1714
AtSGB1 Fiflcorclirmcnaafificcla GGGTI!T crercccmcclfactd crccllcancllfcR . corfclicl. . . collcaccr Jillclc 1769

RopGlcT  frclrccllariiflca§fasfcarrecllcclirf@arcrcicacllocacacacrcliccliccanfificafisciicclllccTillcEcicccl Eecallrcoccliifir 630
RoSGB1 rlicllc . . . coffcerficllc \lcizlcacerclcr afellen. 498
AtpGlcT  macllecaracifirracailivcclicfrrclalfaracanancaBlincaccaclacasllaccllorffcTTila l FTilciErclcacrclrif il fafcicc 1819
AtSGB1 ncllaBzcacofirclfcnfitic fccllctcanicarly] raclcllcafirBceTlirTatficprcmccfrlfrczrrrrazchereclcacfilflonlllc 1874
RopGlcT 639
RoSGB1 498
AtpGlcT crlirrlllatTcTlcarTecllceacolTaTcHlATEAclclAN M T rEclrcllccact 1880
AtSGB1 ciafcTiliTamcollacTacallcTcacTacmaAlcmlcc THANCH BTt AlcclAATGG 1979
RopGLcT .o 639

ROSGBL 498

AtPGLCT 1880

ASCBL o o< ool 2031

D<)
Q QA >

Les séquences nucléiques de RopGlecT (Rosa sp., CL_RO_4560.1-19612707 ), RoSGB1 (CL._
RO_2841.1-12076074 ), AtpGlcT (Arabidopsis thaliana, NM_121620) et AtSGB1 (NM_106631)
ont été alignées a 'aide des logiciels clustalW et Latex. Les amorces utilisées pour la RT-PCR
quantitative sont indiquées par des fleches.






Alignement des séquences nucléiques des STP (Sugar Transport Protein)
potentiels chez le rosier et de leurs homologues chez ’arabette

RIS TP L 0
RIS TP o 0
RIS TP o 0
RIS TP 0
RS T P LS A L 0
RS T P L A 0
RS T P LB 0
AtSTP1 26
AtSTP5 0
AtSTP7 105
AtSTP9 0
N s 12 0
RIS TP L 0
RIS T P 0
RIS T P T 0
RIS TP 0
RIS TP LA 0
RIS TP LA 0
RIS TP LB o e e e e 0
AtSTP1 frccllcrrrectrreertiocanace il clli acllacllccaccTAllacM Ml Tccr Ml Bl GGGT‘TG TGl aAlcana 131
AtSTPS TGIATTC TTTGTTCHTTEGG TITTACHEECCAA AN AREH A CJE A crriTccomaaccliTalcclallaTce 84
AtSTP7 Fanallecancanananncicaliccenrclll MMM crcrTANAMEcAlcBBcTac TGl Bl Bc Hclrcanssc BlTcccloclicect 210
At ST P TGGCTG 7
AtSTP13 T crcirrcicErrMcrcerrcllcl oMM MlcrrrlarctrEaclE T cElMcacHTlrcacca 73
RhSTP1 0
RhSTP5 4
RhSTP7 0
RhSTP9 0
RhSTP13A1 ccflcdl 16
RhSTP13A2 collcdl 16
RhSTP13B ccllcdl 16
AtSTP1 teeciccceeracliiTce CGTCGGGGATGGICAIA cccrilificccecllc q ot ciflfic clircecllce 236
AtSTP5 cCGa GGAGGATTGGCIC TGA GTCTCCIG cocaclaBMA Tl o il acillccacTTe 189
AtSTP7 cerTreeTcccacceomemcalTaacaacllcaccllclillcllATlcclllc. ol acTiAfc c 315
AtSTP9 GAGGAGCCTTTGTIRICAGAAGGEGGTGGTGGAGGEANC AGHTET cllllccllc cllcrililcc T GIcl 112
AtSTP13 reacceeaceaccliTT@ccealizrcecccllalecletlclerrrclcecalllcar BETclaaTacC | 178
RIS TP L e e e e 0
RhSTP5 IT-GG-TG-GG-THGGAGGTGIGHAIGCGACIGICITCGAIAMTICAWGIGGI ...... GGIATCAGGGAH 103
RhSTP7 ... ccecce afirccllrecarmrlizccllaMlcrr Tl BacoTallclacll. . . . .. callcancerTcllAl 74
RhSTP9 0
RhSTP13A1 q 1 o GGIGCIT ctlical cccacclatl. 120
RhSTP13A2 G b clitccliTclTrTcTICC cccaaifiaThl. 120
RhSTP13B G Al clltcccecer ] cereallca 121
AtSTP1 c e T GCCGTIT c ... aclrcacclllclcr 338
AtSTP5 T e TlircAlcclcrTr] accTTCGGlAcHTA 288
AtSTP7 c b clltccllTcacTTIl GAIGAAGC acliT 414
AtSTP9 c e TliTccllccAcTTI| aTccliceanceance 214
AtSTP13 G ol clitcccecacTTrl craccreaceclcalla 283
RhSTP1 0
RhSTP5 rCCAIA“cﬁGITG o] GCTTTACA.AmT?G ccc‘ccm ATIGiTGIAGﬁ‘GT 208
RhSTP7 TcllAlA cllllcTlircllc cetlTcTceccamaT] anlitlrrclicc crlir@a rlETacreclTTllCT 179
RhSTP9 0
RhSTP13A1 .. cllacrac Ga ACIG caflciiflcccd 223
RhSTP13A2 .. cllacTac GG aclicBcafcTTlcccq) 223
RhSTP13B cllaaTTc cecmcmceTAT@AAMATTRTE TG 226
AtSTP1 Accale cecectllaTTTlcTlccTccce 443
AtSTP5 cace TACGGCC ceccTllcTAclrTlcETAcTce 393
AtSTP7 Tclla 7 colrrecTTTlc AR cTllcTad] 519
AtSTP9 ccGlllc] AG1G cecacmccccT@TTlCETTCTAG 319
AtSTP13 Mcic AACTT ccetcrlaclclasBcrnllzarq 388







RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTP5
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTP5
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTP5
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

A*Tilmccccclcc“'rac"r GGGTGGTTiIACT- IGGGGrGCHAICGiGiGIGTT.Ar 'G“TIGGGIC
oMl rfaTcccccccacliTAlcTlTAATlTcTceTGaAATCAGT arzccllcBacrlln Bl clrclllclzer r@itcrcarllinc Tdceelc
cMcFircceaccllcaccl- Bl i GcI GGIA coliic]
ol crrrcccacellcaccllrlirclTlaTTcclcecTeTT GGl ol
A cTacccacallac clliTcTTcaTIcCTCCEA cccy cilie
clillcFrcecaceccccriTldl b CGGIGGCA TGGETTCG]
clitcATlic
o

WTTceca
ATTGGGA
cTTcacA
G ccclc

Tcceame
TGCCGGAC

cTTcca
THTTGCAGGCA

Gl
CGGCTEATGGTCGCCGAMC] G
GGEMCTACGGTAGGCGTGCG
GGG ACGGACGCIAA GTTTG!
GEMCGCTCGGAAGGEGGCTA Gl

collceTT! TGGCTTIG
TGETTCEGETCGAA rolifccll
GCAGEECE ccllarTq
ataccllecce

GT] GETCGGA GGTGICGG CA ClRd. . .
GG ATG] GGIGTTGGTATCGGG| GGA| GG

Al GGTTGTGGAGTTGG| G|
Al GGTTGTGGAGTTGG|

T| GGTTGTGGAGTTGG|

Gl GG CGGIATCGG
GETAGGA GTCGG|
Gl

Gl

Gl

A ceTiid

cllaT CGGCTTTT
I GATG
clilccllclacT GGG
erceTeccHTMETMTTCTC

RhSTP1 sens

.
} >
Bolz Bl il A BT rco BTl e clcllMiE rTc rf Bl Tl o T ol BT Al o ccllccfTececllifeccarriicacEriicacBecTalantce

GG
GGIGTTGGTATTGGA

CGGAGECGGTGTTGGA
GGTTGTGGAGTTGGG|

Q Q> > Q3 -5 3

=]
=]

Holzcrl BTl Billcc . cllac rrerTiicllilc .Acclcc ceaclifceceac ceaacaccllcerce
carcerTclmclcTlTcceAcTAGTAGCAG c catllc tcallceTaaceecTeccaTa rceicillclrcliEc
T clitlca ecc TACAG] i ca rcaacllech. . . TancecrTecccliTecacac TeeTTTlclTclTT
aaTcclrlT il clrlccc caTTclAMCT % e N GGCTAAGAACGGHTGEAGAG ceerrTlclccliTe
cltTancemc TGGT crlld ¢ A R Tl ccaccfTeccclitceacet rcerTTceflccean

RhSTP1 antisens

BT cocillcctllAf AT A I - c RN EEENEEEN : <77 ccillclccece ol clc  BEcE Bl cBllccA-lE

L

fclld

iz Bl ccccric collcacll BN Bl Bl rc g cacaceall
cllrcilcTcccaTclc hrTTllC TTCTAGCCTCTTG c clrllace
TlirciliccTicecceeTAT n He AcET cHasclccartlacad acTcllace
TRTGGTTA GGA‘T rorlrTcESCH TCq cllcacllccllal cﬁc GIAA AG
reallcenceeacBrrolifTccmcalaclc Ac cllascllcerlcrl-Be leTceT

RhSTP1 antisens

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

—
FillcceccerrclfclroillaclcllcclcTic Al rclclEr s TTcTAclilcEclrcacE

CIGIGGTGTIG G cclceccclldll ..cchcch"clcc c| cIcc cAlMCcC

1\ [helelolehy (e H AGCTGECGTGGAAACCG] E! AGCAGEGTTGGT cllcccTcllcccc@TomT THTCEECECCA

AAGAGGAACAGHA cllac cemaclTcllclc GCGTTCCATC aTccaTTCHcABARA
CIAG GTGG TGHG I ..C AIGI ccllir aFccllacBlclTrT

ABEIGCCGHGC
GIGGAGCTG AG| TGIGG G AG
GAGGGACIG TGITGEACCAGHGTTCGCTG] CCTTGHAG| G GCTEMAGARGTT) ACCCTTITHEGAMA

francace. . . HacHHEN ool B MEl o BEc ol 5 Bl 75 AT A BTN c o o TR o 2 TR  FEl ol r B Ml o o TElE  H

GGEICG| AIG GTTC AIG ABBICGG| GIG THTG
TGETGIGGTG H ATGT]| ARG TTA| GG ABCGGTG| ! GCG!
GGETATTTGCHTGREAATG GATARTCHBRAGGGETABMCTCCHETTCTC

CTTC| AIGA GGT] GIT G
CGEICGICGCTTTARAGATTTT CMGEMATG| GG CGCGETTATG

CTGETCEGCG] T|

... MAG CGA|
GIG CGGTHTHGG|
G ABCGAC] GG
GGCIA A G Al
ACGTEGAABEMCGT

[P~ NC]

313
284

328
328

548
498

424
493

37
350
389

407
407
410
653
603
729
529
598

142
350
401

407
407
410
758
702
831
631
703

247
350
401

407
407
410
863
807
936
736
808

340
350
401

407
407
410
956
912
1026
829
898






RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTP5
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTPS
AtSTP7
AtSTP9
AtSTP13

RhSTP1
RhSTP5
RhSTP7
RhSTP9
RhSTP13A1
RhSTP13A2
RhSTP13B
AtSTP1
AtSTP5
AtSTPT7
AtSTP9
AtSTP13

q TGIGG clrcectlocTiMceTce BTl [eEReieve |
ceTTclceTc clizactlceerric crrccTiflccTTliTIC CAATGGTTATTGHMCGG
ccaccarflce lllccrTTAMlcerclic crllcTaTlAMl: T AcGATTAGTACHEEGA
ceacATcliTd G GGIT TilccercllceTcllzcTTe cllr1c I il
cetacTclce cBlctcorclfllccscllactcllcenllcTlizl MirrTac lcerTclillac

RhSTPY sens RhSTPY9 antisens

ceccllcercectiTlEcET T HTT cllccTccillcy cecrclceTiclccriclatlccccccMciffccceracaflccc|

ITGGTAG ccaTRITTG GCTGGCGGTMTT cafrccllcrcd] TGIG actllccrciclcacTceclec
Gcclcc rcaccoffrrcrfatascreeaccaliTa retcaflleTaclllcTcatlrollccacTc@afrTccllca .
acccllaclaccaTrfinc clMccaccclinc catcerrerdccTacciTeaTTceTATCMMcTTTccl A cRMlcccatls . . .
fcceTcacceacTTiETC Aclcclcc Glc acocerlamccllcaframlcareecenclactanchc Billrr. . Br. ..

cracilrclrafacce ol GlGGIGGGT allc ccacd] cc!c
ceerrMlclccTcacca ot aTllcecacliTeceTTTod GGGGCMAT! cecmTe
cccrlr@llcrcafce crclcrcrricieraccerTcad] 6GGaT] ceacca
ccreeancaclilicafTcea amcrTrcTlTcTTcfaceaTTdc cece T c.c.c
coriTlcBlATTCEAG clitcrcllicatlcerccllrcctrccllc 6GGGA cGTTlATC

A crTcclclTlAccTlccllcccclillclc cTTRCTCEARATCA aTcTT@TTCANCETG G1f
g acTcAlG] cacBlcRTGGT GIGCT cTTcElcTCEMETTCCC AMGTTET AGIA ca GI!
A EE crTAclcHc Tl TTRECHGCCcclllclc AGTACETGTARMTCEC G| TGGTCTCRTCTGTG
¢ ATTcclaliTcacaclllclcccA@llacce A TGTCHAMATCT GTT! AIG G GI
clca rcmaclcclllerElcclicoc ABll\lcTor A Mlcorlirclor-MilirTc G| TRTHTC gl

GG GGGTIA CTTGET) CGICTT TCG| GGIGG G GGHIGANG) GGG G| G| GGIG
GTACGGTGCT TIGTTTTACGGCGGTTGGATCTITAC CGHIG| GGGETARMTGTGGETTCT)

CA G GGAIC C GITGG GGGIGACAG TGHA] GGAG| Al G| AGIG
CAT GG GGTCEC T Al GGAGGAATGGTTGCAGTC| GGG A GGGG| ABTTGHEAGHEA
G GGGETA| A} TITGCAIGGG TTIGA T| GGEGAMTERGAAT THTCGHGGHEG

GTG GGIGGTC CTGG| GGTCHAGG GIGGAGG.GGIGAGT GGGA] TGCGCTIGIGITGGGCAIGAArGIA CCABGCTGGAMCGA
GTA; GITTGGGAG| GG GGCEMCGG ACTAAACCGACGTRA TAAABMGATGCAATHTTGC GGGTTEGCATTITCHEATGG| G
GACAQTCT] GGIGT GG GGABBAAAGTATTACCTGETGCAARA CTIG GITGAGAGC G| GTATCTGTIT AAGEGEET) AC
GGGAAGHG| GGEAGC] CCG GGABMCGTTACATGCCAGETGATGRTGTTATTGG] GGAGGIGIAG Al CTICGT‘AGG GGTTTG|
G|

GACIG GAGEGTTTGGEMGABGCAT TCTGGGCTAGGTECATGGEMTGATCAT] GAMC| CGIGTTCGTG TGGIGEGAA GIA GGTA] TC_G

443
350
401
263
407
407
410
1268
1224
1332
1141
1207

443
350
401
355
407
407
410
1373
1329
1437
1246
1312

443
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Les séquences nucléiques de RhASTP1 (Rosa hybrida), RbSTPS, RWSTP7, RWSTPY, RhWSTP13A1,
RhSTP13A2, RhSTP13B, AtSTP1 (Arabidopsis thaliana, AY059781), AtSTP5 (NM_103182),
AtSTP7 (NM_116436), AtSTP9 (NM_103915) et AtSTP13 (NM_122535) ont été alignées a
I’aide des logiciels clustal W et Latex. Les amorces utilisées pour la RT-PCR quantitative sont
indiquées par des fleches.









RESUME

Le débourrement des bourgeons végétatifs, étape clé de la mise en place de 1’architecture d’une plante, est
sous le contrdle de facteurs endogenes et des facteurs de 1’environnement. Les bourgeons sont des organes puits
qui nécessitent d’importer des sucres pour débourrer. Peu de données sont cependant disponibles sur cette im-
portation et sur le réle des transporteurs de sucres dans ce processus. Chez le rosier buisson (Rosa hybrida), des
résultats précédents a cette étude ont montré que les bourgeons ont un besoin absolu de lumiere pour débourrer,
méme en 1’absence d’inhibitions corrélatives telles que la dominance apicale. Le photocontrdle du débourrement
implique une stimulation du métabolisme carboné a la lumiere, indiquant une mobilisation du saccharose en pro-
venance de la tige. Le principal objectif de cette these a été de déterminer le role des transporteurs de sucres dans
le photocontrdle du débourrement des bourgeons de rosier. Des expériences de culture in vitro ont montré que
les bourgeons de rosiers ont besoin d’importer des sucres métabolisables (saccharose, glucose ou fructose) pour
débourrer a la lumiere. Un apport exogene de ces différents sucres stimule également leur débourrement a 1’obscu-
rité (condition inhibitrice). Apres décapitation (levée de dominance apicale), 1’utilisation de sucres radiomarqués
a permis de montrer que le photocontrdle du débourrement est concomitant a une accumulation d’hexoses puis
de saccharose, faisant intervenir a la fois un transport passif et actif des sucres. Cette accumulation pourrait donc
impliquer des connexions symplasmiques ainsi que I’activité de transporteurs de sucres. Des marquages de la seve
phloémienne a I’aide d’un traceur fluorescent ont montré que les bourgeons dormants sont isolés de la portion de
tige adjacente et que des connexions s’établissent lors des stades tardifs du débourrement. Afin d’étudier le role
des transporteurs de sucres dans le photocontrole du débourrement, nous avons isolé 10 transporteurs potentiels de
glucides (3 de saccharose et 7 d’hexoses). Les analyses d’expression des différents génes codant ces transporteurs
par RT-QPCR suggerent que le co-transporteur de saccharose/H™ RhSUC?2, ainsi que les transporteurs d’hexoses
potentiels RhSTP1 et RhTMT?2 sont impliqués dans le photocontrdle du débourrement. La validation fonctionnelle
de RhSUC?2 a été effectuée chez la levure et confirme sa fonction de co-transporteur de saccharose/H". L’ensemble
des résultats obtenus permettent de progresser dans la compréhension des mécanismes impliquant le métabolisme
glucidique dans le photocontrdle du débourrement.

Mots clés : Rosa hybrida, bourgeon végétatif, débourrement, lumiére, photocontrole, saccharose, hexoses, trans-
porteur, flux de sucres.

ABSTRACT

Bud break is a key developmental process controlling plant architecture. Buds are sink organs which require
to import sugars to outgrowth. Very little is known about the way this sugars are imported and the role of sugar
transporters in this process. In rosebush (Rosa hybrida), bud break requires light to occur, even in the absence of
correlative inhibitions such as apical dominance. Bud break photocontrol involves a stimulation of sugar metabo-
lism under light, indicating a mobilization of sucrose from the stem. The main goal of this work was to determine
the role of sugar transporters in rose bud break photocontrol. In vitro experiments showed that rose buds need to
import metabolisable sugars (sucrose, glucose or fructose) to outgrowth under light. Supplying buds with these
sugars also promote bud break under total darkness (inhibitory condition). After beheading (apical dominance re-
lease), assays with radiolabelled sugars showed that bud break photocontrol is correlated with an uptake of hexose
and then of sucrose. Furthermore, these uptake require both passive and active components. They could therefore
involve symplasmic connections and sugar transporter activity. Phloem sap labelling with a fluorescent tracer de-
monstrated that dormant bud are not symplasmically connected to the surrounding stem and that connections take
place at late stages of bud break. To study the role of sugar transporters into bud break photocontrol we isolated
10 putative sugar transporters (3 for sucrose and 7 for hexose). RT-QPCR analysis suggest that the high affinity
sucrose/H* symporter RASUC2, as well the putative hexose transporters RASTPI and RhTMT?2 are involved in
bud break photocontrol. Functional validation of RhSUC?2 in yeast expression system confirmed it is a sucrose/H*
symporter. All together, results allowed us to get insights of the mechanisms involved in bud break photocontrol
by sugar metabolism.

Keywords : Rosa hybrida, vegetative bud, bud break, light, photocontrol, sucrose, hexoses, carrier, sugar fluxes.
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