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Abréviations 

 

 ABA : Acide Abscissique 

 ADN : Acide DésoxyriboNucléique (=DNA) 

 ADNc : ADN complémentaire (=cDNA) 

 AGO : Argonaute 

 ARN : Acide RiboNucléique (=RNA) 

 ARNm : ARN messagers 

 BLAST : Basic Local Alignement Search Tool (Outil de Recherche d’Alignements locaux) 

 BRC1 : BRANCHED-1 

 CK : CytoKinines 

 Cq : quantification cycle (=Ct, threshold cycle) 

 DCL1 : DICER-LIKE 1 

 FT : Facteur de Transcription 

 GA : Gibbérellines 

 GAPDH : GlycérAldéhyde-3-Phosphate Déshydrogénase 

 IAA : Auxine 

 INRAE : Institut National de Recherche en Agriculture et Environnement 

 miARN :micro ARN (=miR) 

 mL : millilitre 

 MSTs :Monosaccharide transporters 

 pb : paire de bases 

 pre-miARN : précurseur de microARN 

 pri-ARN :primaire de microARN 

 RISC : RNA-induced silencing complex 

 RT : Rétrotranscription 

 RT-qPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction in Real Time 

 SL : StrigoLactones 

 TCP : TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF 

 UTR : Région non traduite (UnTranslated Region) 

 µL : microlitre 
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Figure 1 :Organigramme des différentes équipes de l’IRHS et de leurs missions (mise à jour le 10 Mars 2023) 
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Implication des microARNs dans la régulation de la 

croissance des bourgeons et de son photo-contrôle 

chez le rosier buisson Rosa ‘Radrazz’ 

1. Introduction 

1.1. Structure d’accueil 

L’Institut de Recherche en Horticulture et Semences (IRHS) est une unité de recherche INRAE c’est-

à-dire de l’institut Nationale de recherche pour l’Agriculture, l’Alimentation et l’Environnement. Elle se situe 

sur Beaucouzé (49070) et regroupe 260 personnes de L’institut Agro Ouest Rennes Angers et de l’Université 

d’Angers. L’ensemble des chercheurs et enseignants-chercheurs ont pour mission d’œuvrer au service de la 

qualité et de la santé des espèces végétales et de la production des semences. Cet Institut se consacre donc 

au développement de systèmes de production sains et durables pour les différentes filières horticoles et 

ornementales. 

L’institut est organisé en 14 équipes de recherche, dont l’équipe STRAGENE1  (Figure 1). Cette dernière 

mène à bien ses recherches pour comprendre les effets de l’environnement abiotique de la plante, en utilisant 

le rosier buisson comme plante modèle. Cet environnement serait en interaction avec son génotype, son 

développement architectural aérien et sa ramification. 

La variabilité génotypique est donc prise en compte, pour pouvoir trouver des solutions capables de 

maintenir une performance agronomique satisfaisante dans un contexte environnemental des plus fluctuants 

(changement climatique, environnement urbain). 

1.2. Modèle d’étude : Rosa « Radrazz » 

Le rosier, est une plante qui a su être utilisée durant plus de 5000 ans, avant notre ère. La rose a inspiré les 

poètes, les peintres, les écrivains, les sculpteurs allant même jusqu’à créer une nouvelle gamme d’artistes : 

les semeurs et les hybrideurs du XXème siècle. Le rosier était et est encore aujourd’hui la plante ornementale 

la plus importante sur le plan économique. De plus, il est utilisé pour ces propriétés médicinales, par exemple 

en phytothérapie lorsqu’un patient souffre d’eczéma ou bien de démangeaisons. Le rosier est notamment 

connu pour ces propriétés de bien-être, étant donné qu’il est utilisé en parfumerie, cosmétique et dans les 

mélanges d’huiles essentielles(Leghari et al., 2016). Cette plante pérenne et ligneuse appartenant au genre 

Rosa, regroupe plus de 150 espèces (Nakamura et al., 2018). 

Le modèle d’étude de l’équipe STRAGENE est le rosier Rosa « Radrazz ».  

 

                                                   

 

1 STructure et RAmification en réponse à l’Interaction GEnotype-eNvironnEment 



 

Figure 2 : Etapes du débourrement d’un bourgeon lors de la dominance apicale d’après Cline (1997). 
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Celui-ci est commercialisé par l’entreprise Meilland Richardier, et est groupé en bouquets de 5 à 15 

fleurs. Rosa « Radrazz » est caractérisé par une végétation dense et régulière, et possède une taille annuelle 

très courte dès le début du printemps, le rendant résistant, sans traitement phytosanitaire.  

Ses qualités lui valent de nombreuses récompenses telles que le premier prix de SNHF2, et une entrée 

en 2008 au Panthéon des roses : le WFRS Rose Hall of Fame. De ce fait, ce rosier est le premier cultivar utilisé 

aux USA pour le fleurissement de massifs. Ainsi, les rosiers ont comme vocation principale leur qualité 

esthétique, et doivent pouvoir s’adapter dans tous les environnements où on les rencontre, que ce soit en 

zones urbaines ou bien rurales. Ils doivent s’inscrire dans un environnement changeant de jour en jour, et 

c’est pourquoi il est nécessaire d’étudier et de repenser leur architecture, pour le bonheur des consommateurs 

et des tendances actuelles et futures.  

1.3. Le débourrement des bourgeons axillaires de rosier 

 

La ramification des plantes est un trait agronomique majeur puisqu’elle influence grandement le 

rendement final de la plante, intervient dans l’acquisition de la qualité des productions et la qualité visuelle 

des plantes ornementales, notamment le rosier. La ramification résulte de la capacité d’un bourgeon végétatif 

à débourrer et s’allonger pour élaborer un axe.  

 

Les bourgeons axillaires sont des tiges feuillées à l’état miniature comprenant un méristème, des 

entre-nœuds courts et des feuilles immatures (Wang et al., 2021). La croissance de ces bourgeons est inhibée 

par l'apex de la pousse, par le mécanisme de la dominance apicale. La dominance apicale est le terme utilisé 

pour décrire le contrôle de la tige principale sur l'excroissance des bourgeons axillaires.  

 

La dominance apicale ainsi que sa levée se caractérise selon 4 étapes (Cline, 1997) :  

1- La formation du bourgeon axillaire, 2- Une mise en place éventuelle de dormance, 3- Une levée de dormance 

du bourgeons axillaire, 4- Une croissance du bourgeon pour élaborer un nouvel axe (Figure 2). 

La dominance apicale est donc fortement liée à la ramification, puisque repose sur la capacité d'un bourgeon 

axillaire à débourrer. La dormance est complexe et comprend des endo-, para- et éco-dormances, qui peuvent 

se chevaucher (Lang et al., 1987). 

 

L'endo-dormance est contrôlée par des mécanismes endogènes au bourgeon, tandis que la para-

dormance est due au contrôle d'autres organes sur un bourgeon donné, comme c'est le cas en dominance 

apicale. Dans le cas du rosier, l’endo-dormance n’existe pas. L'éco-dormance quant à elle, repose sur le 

contrôle environnemental d'un bourgeon (Ricard, 2015). La capacité des bourgeons à se développer est donc 

contrôlée à la fois par des facteurs internes et externes tels que la lumière. La capacité d’un bourgeon à 

débourrer dépend donc de facteurs endogènes tels que les hormones dont l’auxine, ou bien du métabolisme 

primaire tel que la production de sucres (Mallet et al., 2022). 
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Figure 3 : Influence de l’auxine sur le débourrement de bourgeons (Bertheloot et al., 2020). 

 

 

Figure 4 : Modèle d’action de l’auxine sur le débourrement (a : modèle sur les seconds messagers ; b : 

modèle sur la canalisation de l’auxine) (Waters et al., 2017). 
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1.4. Implication de facteurs endogènes et environnementaux dans 
le contrôle du débourrement 

1.4.1. Les facteurs hormonaux 

L’auxine, ou indole-3-acide acétique (IAA), est la première hormone identifiée comme étant impliquée 

dans le processus de dominance apicale (Thimann, 1939). L’auxine est produite dans la région apicale et 

transportée vers le bas à travers la tige. Il a été établi que l’auxine issue du bourgeon apical est incapable de 

rentrer dans les bourgeons axillaires pour exercer son pouvoir inhibiteur (Booker, Chatfield and Leyser, 2003). 

Elle agit selon deux modèles d’action qui ne sont pas mutuellement exclusif : 1- celui des seconds messagers 

qui implique deux hormones (des cytokinines (CK) et des strigolactones (SL) (Figure 3)) capables d’agir 

directement dans le bourgeon ; 2- celui de la canalisation de l’auxine qui repose sur le fait que le bourgeon 

est capable d’exporter sa propre auxine, ce qui permet le débourrement. L'auxine ne pouvant être transporté 

en grande quantité de la tige aux bourgeons, ne peut pas réguler directement l'expression de BRC1 (Hall and 

Hillman, 1975). Ainsi, l'auxine favorise indirectement l'expression de BRC1 dans le bourgeon (Aguilar-

Martínez, Poza-Carrión and Cubas, 2007). 

L'IAA, les CK et les SL (Figure 4) sont impliquées dans la régulation hormonale de l'expression de 

BRANCHED 1 (BRC1). Dans ce réseau de régulation, l'auxine et les strigolactones agissent comme des 

inducteurs tandis que les Cytokinines agissent comme des répresseurs de l’expression de BRC1 ( Rameau et 

al., 2015). Les cytokinines favorisent la croissance des bourgeons, tandis que l’auxine diminue les niveaux 

systémiques des cytokinines, ce qui inhibe indirectement la croissance des bourgeons (Müller and Leyser, 

2011).  

L’Acide Abscissique (ABA) peut quant à lui inhiber indirectement la croissance des bourgeons axillaires 

par la répression de la synthèse des CKs et l’induction des SLs (Brewer et al., 2009). Chez le rosier, une 

synthèse continue d'ABA contribue au maintien de l'endo-dormance des bourgeons par le contrôle de l'arrêt 

du cycle cellulaire en phase G2 (Mallet al. 2022). Bien que l'IAA, les CK et les SL aient un rôle important dans 

la régulation hormonale de la croissance des bourgeons, les gibbérellines (GA) pourraient quant à elle être 

impliquées dans la régulation de l'expression de BRC1. Les GA sont des hormones végétales qui régulent 

divers processus de développement, tels que la germination, la dormance, l’élongation des entre-

nœuds. Chez Rosa sp., la biosynthèse des GA augmente fortement lors de l'excroissance des bourgeons 

(Roman et al., 2016). 

1.4.2. Rôle de BRC1 

La ramification est un processus clé pour la croissance et qui contribue à élaborer la forme des 

plantes. Les axes nouvellement produits résultent du développement des bourgeons axillaires, qui est en 

partie médiée par la régulation de l'expression du gène BRANCHED 1 (BRC1/TB1). Le gène BRC1 code un 

facteur de transcription (TCP), qui inhibe la croissance des bourgeons (Wang et al., 2019a).  

 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00076/full#B143
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00076/full#B143


 

Figure 5 : De nombreux facteurs influencent l'expression de BRC1, notamment des facteurs 

développementaux, génétiques, hormonaux, des signaux de sucre et des facteurs environnementaux (Wang 

et al., 2019). 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique du réseau impliqué dans la régulation de la croissance des bourgeons 

par PHYB (Demotes-Mainard et al., 2016). 
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Les gènes TCP3 agissent généralement en régulant positivement ou négativement le cycle cellulaire 

(Wang et al., 2019). BRC1 est donc considéré comme un pilier essentiel des signaux contrôlant la capacité 

d'un bourgeon à se développer, notamment chez le rosier ( Rameau et al., 2015 ).  

Le gène BRC1 de Rosa hybrida, fortement exprimé dans les bourgeons dormants, est l’homologue 

du gène BRC1 d’Arabidopsis thaliana (Barbier et al., 2015). C’est pourquoi, les études menées lors de ce 

stage seront appliquées sur la plante modèle Arabidopsis thaliana.  

 

En conclusion, le débourrement est contrôlé par une panoplie d’interaction complexe de plusieurs 

facteurs endogènes (Figure 5). Les hormones, notamment les cytokinines (CK), les strigolactones (SL) et 

l’auxine (IAA) sont des facteurs déterminants de la dominance apicale et du débourrement des bourgeons, de 

Rosa ‘Radrazz’ et d’Arabidopsis thaliana plus particulièrement.  

1.4.3. Rôle de la lumière 

 

La lumière est l’un des facteurs environnementaux les plus importants influençant le débourrement 

de bourgeons. Chez le rosier, l’éco-dormance liées aux conditions lumineuses est particulièrement forte, et 

cela, grâce à des effets de qualité et de quantité. La lumière rouge claire (R autour de 600 nm) induit le 

débourrement tandis que celle en rouge sombre (RS autour de 730 nm) l’inhibe (Girault, 2009). Le signal 

lumineux est notamment perçu par le phytochrome B (PHYB), qui capte la lumière R et RS (Figure 6). Une 

perte de fonction du PHYB chez Arabidopsis peut entrainer une ramification réduite, suggérant son rôle dans 

le débourrement (Leduc et al., 2014).  

 

La lumière R perçue par le PHYB va donc activer le photorécepteur et promouvoir le débourrement 

tandis que la lumière RS l’inactive. Il a été observé que la quantité dans les feuilles d’acide abscissique 

augmentait lors d’une perte de fonction de phyb (González-Grandío et al., 2013). Le gène inhibant le 

débourrement, BRC1, participerait à la voie de signalisation de la lumière via PHYB (Demotes-Mainard et al., 

2016). Ainsi, l’expression de BRC1 est induite lorsque de la lumière RS est ajoutée à de la lumière blanche, 

en inhibant le débourrement (Demotes-Mainard et al., 2016) 

 

Concernant la quantité de lumière, une forte intensité génère chez le rosier une activation du 

débourrement. Cette plante a un besoin absolu de lumière, l’obscurité inhibant totalement son débourrement. 

Ainsi, le rosier est un excellent modèle d’étude pour explorer le photo-contrôle du débourrement des 

bourgeons chez les plantes, notamment ornementales (Leduc et al., 2014).  

 

 

 

                                                   

 

3 Teosinte Cycloidea Proliferating Cell Factors 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00076/full#B143


 

Figure 7 : Biogenèse et modes d’action des miARNs chez les plantes (Pagano et al., 2021) 
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1.5. Régulation post-transcriptionnelle par les microARNs 

1.5.1. Les miARNs 

 Les micro-ARNs (miARNs) sont une classe de petits Acides RiboNucléiques (19 à 25 nucléotides) simples 

brins, jouant un rôle essentiel dans la stabilité du génome, la signalisation et la communication cellulaire 

(Varkoniy-gGasic, 2011). Ces miARNs ont été découverts en 1993 chez un nématode, Caenorhabditis elegans 

(C. elegans) (Lee et al., 1993). 

 Chez les plantes, Les miARNs répriment l'expression des gènes en agissant sur des séquences 

complémentaires dans la région codante de l'ARNm pour guider le clivage et la répression de la traduction 

(Varkoniy-Gasic, 2011). 

1.5.2. Voie de Biosynthèse 

 Il existe une voie de biosynthèse des miARNs chez les plantes (Figure 7). Les gènes produisant les miARNs 

sont transcrits par la RNA polymérase II, en une première structure de miARN : le miARN primaire (pri-

miARN). Par la suite, ces pri-ARNs sont clivés par la protéine DICER-LIKE1 (DCL1), à l’aide des protéines 

SERRATE (SE) et HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL 1), formant ainsi des précurseurs avec une structure en épingle 

à cheveux (pré-miARNs). Ceux-ci sont à nouveau clivés par DCL1, de la base vers la boucle et forment des 

miARNs matures (Pagano et al., 2021). Les précurseurs étant méthylés au niveau des extrémités 3’, ils seront 

stabilisés par la protéine HEN1 (Budak and Akpinar, 2015). Une fois exporté dans le cytoplasme, les deux 

brins des miARNs matures se sépareront. L’un des brins s’associe au compexe RNA-induced silencing complex 

(RISC) grâce à son interaction avec la protéine argonaute (AGO1) (Suarez et al., 2015).  

 Ainsi, les miARNs répriment l’expression des gènes et permettent soit le clivage d’ARNm ou bien la 

répression de la traduction de gènes cibles, ou plus généralement des gènes codant des facteurs de 

transcription. Cette étape est donc nécessaire pour que les miARNs matures puissent agir sur les transcrits 

cibles, jouant alors un rôle majeur dans le développement de la plante.  

1.5.3. Les miARNs identifiés comme potentiellement exprimés différentiellement dans le 

processus de photocontrôle 

Quelques études récentes ont identifié le rôle de certains miARNs avec leurs gènes cibles 

(miRNAs/ARNm). Conventionnellement, pour les miARNs, les appariements Guanine-Uracile (G-U), ne vont 

compter que pour un demi-mismatch4. Ainsi, les miARNs sont capables de s’apparier à plusieurs de leurs cibles 

avec quelques mismatchs et ce grâce à plusieurs appariements G-U (Vroland, 2016).  Une analyse par 

séquençage de petits ARN (small RNA seq) a permis de découvrir à l’issu de la transcription des miARNs 

exprimés différentiellement dans les bourgeons dormants et non dormants. Ceux-ci auraient un lien avec la 

division cellulaire et l’élongation. 

 

                                                   

 

4 Score d’alignement de séquences permettant de distinguer les lettres différentes les unes des autres. Evalue 

la ressemblance globale entre deux séquences, sur toute la longueur. 
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Les miARNs identifiés à l’issue du smalRNAseq dans le cadre de la thèse de Julie Mallet sont le 

miARN319a1.1 et le miARN319a1.2. La famille des miARN319 cible un groupe de gène de la famille des 

facteurs de transcription TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF (TCP). Chez le rosier, ces miARNs ciblent le 

TCP2 et TCP4 tandis que ceux d’Arabidopsis thaliana en ciblent 3 de plus (TCP3, TCP10 et TCP24).  

 

TCP5 est un acronyme du nom des gènes isolés de 3 espèces : du maïs (Zea mays), du muflier 

(AntirRhinum majus), et du riz (Oryza sativa) (Lan and Qin, 2020).  

La famille des miARN319 cible principalement 5 des CIN-like TCP chez Arabidopsis thaliana, en 

agissant en tant que répresseur du débourrement (Li, 2015). Ainsi, l’expansion cellulaire et le développement 

des jeunes feuilles sont inhibés. Ces 5 CIN-TCP possèdent une séquence ciblant le miR319 au niveau de 

l'extrémité 3' des transcrits dans presque tous les groupes d'angiospermes (Lan and Qin, 2020). Chez 

Arabidopsis thaliana, le gène TCP4 active la transcription du gène YUCCA5, gène de synthèse de l’auxine (Lan 

and Qin, 2020). 

1.6. Missions confiées et démarches adoptées pour atteindre 
l’objectif du stage 

Ce mémoire s’appuie sur un travail de thèse menée par Julie Mallet. Il a pour but de consolider ses 

résultats concernant le rôle du photo-contrôle dans la régulation post-transcriptionnelle des microARNs lors 

du débourrement de bourgeons chez l’espèce modèle Rosa « Radrazz ». Ce projet a pour but de caractériser 

et identifier des facteurs tels que les miARNs influençant l’architecture de la plante. 

 L’objectif visé est de prouver que certains microARNs sont différentiellement exprimés, selon la condition de 

lumière, tout en ayant un lien avec le débourrement des bourgeons. Deux précurseurs RhmiR319a1.1 et 

RhmiR319a1.2 sont visés en raison d’études menées sur le microARN mature. Effectivement, lors de la thèse 

de Julie Mallet, le miARN s’exprimait différentiellement selon les conditions de lumière à différents temps après 

décapitation. De plus, l’expression du miARN mature miARN319 était en corrélation négative avec celle du 

facteur de transcription de type TCP. Cette étude a donc eu pour but d’approfondir les connaissances sur ce 

miARN en allant en plus loin dans la voie de signalisation. 

Une autre des missions confiées lors de ce stage a été la mise en culture de 5 lignées transgéniques 

et 1 lignée sauvage d’Arabidopsis thaliana. Une moitié de cette culture a été utilisée pour le phénotypage, afin 

de remarquer de potentielles différences significatives quant au développement de la plante, tandis que l’autre 

moitié a été utilisée pour des analyses de biologie moléculaire. Ces analyses permettront d’identifier de 

possibles différences entre l’expression d’ARNm à un temps donné après décapitation. Des comparaisons 

pourront être effectuées entre une même lignée. 

Ce projet concerne des aspects économiques puisque la gestion de cette architecture est coûteuse en main-

d’œuvre ou en intrants, et a donc un impact environnemental néfaste. Les miARNs pourraient constituer des 

outils d’intérêt pour maîtriser l’architecture d’une plante.  

                                                   

 

5 TEOSINTE BRANCHED1 (TB1), CYCLOIDEA (CYC) et PROLIFERATING CELL FACTOR 1 et 2 (PCF1 et PCF2)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Schéma représentant la dénomination des différents organes et axes pour l’analyse phénotypique. 

Dessin selon (Talbert et al., 1995), ré-interprété par (Mallet, 2022) (2p : paraclade d’ordre 2 ; 3p : 

paraclade d’ordre 3). 
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2. Matériel végétal et culture des plantes 

2.1. Culture d’Arabidopsis thaliana  

Les plantes transgéniques et WT6 utilisées pour la culture d’Arabidopsis thaliana sont de l’écotype 

sauvage Col0. Il y a eu au total 166 godets, avec 6 lignées différentes, dont 5 transgéniques. Le mutant Jaw-

D est un surexpresseur du miARN319, lui conférant des feuilles dentelées et recourbées (Lan and Qin, 2020). 

Le mutant soj8 d’Arabidopsis thaliana quant à lui contient une mutation ponctuelle dans le site crible du 

AthmiARN du gène TCP4. Ainsi, soj8 est moins sensible à l’action du miARN319, puisque cette mutation 

diminue leur l’interaction (Palatnik et al., 2007). Les autres mutants, ox319a1.1A1, ox319a1.1E1 et 

ox319b1D5 expriment de manière ubiquitaire ces miARN319s, respectivement. 

Ainsi, ces plantes ont été semées et transférées en chambre froide durant 3 jours, puis dans une salle 

dédiée aux plantes mutantes, ou de quarantaines. La chambre de culture des plants d’Arabidopsis thaliana 

était sous certaines conditions : Une température de 21°C, une Humidité Relative de 60% avec une intensité 

lumineuse de 152 µmol.m-².s-1. Le PAR est donc faible, et les jours sont longs. Les plantes d’Arabidopsis 

thaliana ont été cultivées en jours longs (photopériode de 15 heures jour et 9 heures nuit). 

 

 12 plantes par lignées ont été utilisées pour étudier le phénotypage, qui a commencé 21 jours après 

le semis. Les plantes restantes ont servi au prélèvement de cœur de rosette en vue d’études de biologie 

moléculaire. Une fois que la hampe florale de chaque plante utilisée pour la biologie moléculaire est visible, le 

cœur de rosette est prélevé, le jour-même où la hampe est apparue (t0), ou bien 2 jours après (t2). Le 

prélèvement s’effectue à l’aide d’une lame de rasoir, afin de ne garder que le cœur de rosette, sans la hampe 

florale et les feuilles. Le cœur de rosette servira à identifier des potentiels différences d’expression de gène 

cible ou bien de gène marqueur tel que BRC1. 

 Les bourgeons sont ainsi prélevés, afin d’analyser la présence possible de miARNs. Cela permettra d’identifier 

de potentielles différences d’expression entre les lignées, et entre les temps de développement de la hampe 

florale.  

2.2. Analyses phénotypiques 

Afin d’étudier le phénotype de ramification des différentes lignées d’Arabidopsis thaliana, les éléments 

suivants ont été dénombrés : le nombre de feuilles et paraclades de rosette, le nombre de feuilles et paraclades 

caulinaires et de ramifications secondaires. La taille finale de la plante, la taille des feuilles et de la hampe 

florale ont été mesurées (Figure 8). La date d’apparition de la ramification primaire pour chaque plante a été 

annotée. Le comptage des feuilles de rosette est stoppé dès que la hampe florale a atteint 1 cm.  

  

 

 

                                                   

 

6 Wild Type 
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2.3. Conception des amorces pour la RT-qPCR 

Des analyses bio-informatiques ont dû être effectuées en amont des expériences afin de commander 

des couples d’amorces, pouvant être spécifiques du gène codant le miARN et son précurseur. Afin de vérifier 

les résultats obtenus par Julie Mallet lors de sa thèse, les séquences de gènes candidats (RhmiARN319a1.1 et 

RhmiARN319a1.2) ont été recherchés à l’aide du génome du rose (JBrowse accessible sur 

https://www.rosaceae.org/tools/jbrowse). Un alignement des séquences à l’aide de ClustalW 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a permis de trouver des amorces spécifiques pouvant s’hybrider 

au Primaire et au Précurseur des miARNs. Lorsque certaines séquences sont fortement similaires, il est 

préférable de trouver des amorces ne s’hybridant pas ou peu avec sur le miARNs non souhaités. A l’aide de 

primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), des amorces ont été choisies selon leurs 

taux en GC (compris entre 40 et 60%), leur Tm°7 (compris entre 52 et 63°C, mais n’ayant jamais un écart de 

température supérieur à 3°C) et selon leur Self Complementary, qui doit être au plus proche de 0. Une 

vérification visuelle des amorces Forward et Reverse potentielles a été effectuée) l’aide de JBrowse.  

2.3.1. Conception des amorces des primaires et des précurseurs miARNs pour l’amplification 

par qPCR 

Les séquences de l’ensemble des amorces (Eurofins Genomics) utilisées pour la RT et la qPCR sont 

présentées en Annexe I. Les amorces RT permettent une rétrotranscription sensible et spécifique des miARNs 

cibles extraits, ainsi que de contrôles internes l'ubiquitine (UBC). La méthode de rétrotranscription utilisée est 

la Random Poly dT. Ainsi, l’amplification sera faite au hasard. 

L’amorce RT à boucle souche est hybridée avec une molécule d'ARNm spécifique, puis transcrit à l'envers dans 

une réaction RT pulsée. Ensuite, le produit de la RT est amplifié à l'aide d'une amorce directe spécifique au 

miARN et de l'amorce inverse universelle. Le produit peut être visualisé par électrophorèse sur gel lors de 

l'amplification, dans le but de vérifier si la rétrotranscription a permis ou non le passage d’ARN en ADN 

complémentaire (ADNc). 

2.3.2. Transcription reverse des miARNs 

La méthode de détection par transcription inverse en chaîne (RT-PCR) est très sensible, spécifique, 

rapide et nécessite de petites quantités d'ARN pour l'analyse. La synthèse d’ADNcomplémentaire (ADNc) se 

réalise à partir de 500 ng d’ARNs totaux extraits ultérieurement des bourgeons. Les ARNs sont repris dans un 

volume total de 16µL avec de l’eau RNAse-free. Chaque échantillon d’ARN est mélangé à un mix de RT. Pour 

ce faire, le Supermix de transcription inverse iScript pour RT-qPCR a été utilisé. Ce Supermix pré-mélangé 

contient tous les composants nécessaires à l’exception de la matrice d’ARN, pour effectuer la synthèse d’ADNc 

du premier brin de façon aléatoire. Il fonctionne avec une large gamme dynamique linéaire d’ARN totale 

d’entrée (1µg-1pg) et permet une détection sensible des gènes cibles avec de faibles niveau d’expression. 

Ainsi, 4 µL de iScript RT supermix a été ajouté pour un volume total de 20µL. Le cycle de réaction RT est de 

5 minutes à 25°C, 20 minutes à 46°C puis 1 minute à 95°C. 

                                                   

 

7 Melting Temperature (Température de fusion moléculaire) 

https://www.rosaceae.org/tools/jbrowse
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


 

 

 

Figure 9 : Méthodes de détection et de quantification des miARN par RT-qPCR.  Tous les miARN sont 

polyadénylés par la poly(A) polymérase. Les miARN à queue sont ensuite transcrits en utilisant une stratégie 

d'amorçage oligo dT. L'ADNc résultant est amplifié à l'aide d'amorces spécifiques (contenant souvent des 

nucléotides LNA pour augmenter l'amorce T m). La réaction PCR est surveillée en temps réel à l'aide du 

SYBR Green qui devient fluorescent lorsqu'il est lié à l'ADN double brin (Roberts et al., 2014). 
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2.3.3. Vérification de la pureté par RT-PCR 

La PCR suivie d’une électrophorèse permet de vérifier si la RT a bien permis la transcription réverse 

des miARNs. Les échantillons de la RT ont été mélangés à un mix de PCR.  

Pour 1 échantillon, le mix se compose de : 11.04µL d’eau milliQ, 4µL de tampon5X, 0.04µL de dNTP, 

1.3µL de MgCl2, 0.06µL de GoTaq et 0.6µL d’amorces Forward et Reverse (Figure 9) de GAPDH. Les amorces 

sont toutes deux à une concentration de 10µM et sont de part et d’autre l’intron. 18µL de ce mix est déposé 

dans des tubes PCR avec 2µL de ADNc mère. Le programme du thermocycleur est de 4 minutes à 94°C, suivi 

de 35 cycles de 25 secondes à 94°C, 30 secondes à 55°C et 1 minute à 72°C. Le cycle se finit par 6 minutes 

à 72°C et une température finale de 10°C, en continue. 

 

Les produits de PCR sont par la suite déposés sur un gel. Dans ce cas, le gel est à 1.5% d’agarose 

puisque l’on étudie des ADNc. Une fois sous la hotte, 2µL de Sight DNA Stain est dilué au 50ème dans la solution 

d’agarose à 70 mL. Le mélange est ensuite déposé dans le système de coulage MUPID. Il est possible l’installer 

dans l’électrophorèse 20 minutes plus tard. 4µL de Ladder à 100pb est déposé dans le premier puit (référence) 

et 20µL des ADNc issus de la PCR dans les autres puits. L’électrophorèse est mise en route durant 25 minutes 

à 100V.  

2.3.4. Mesure des transcrits par RT-qPCR 

A la suite de la vérification de la pureté des ADNc, il est possible d’effectuer une qPCR. Les échantillons 

issus de la RT ont dû être dilués au 50ème, tout comme l’UBC (gène de référence) et les amorces des gènes 

d’intérêt ont dû être diluées au 10ème. Le mix de qPCR pour un puit se compose de 7µL d’eau milliQ, 4µL de 

SYBER Green et 0.5µL des amorces Forward et Reverse du gène. Au total, 3µL d’ADNc et 12µL du mix de 

qPCR ont été déposés par puits, en sachant que 3 répétitions techniques ont été effectuées. 

L’analyse des résultats de qPCR se fait sur plusieurs critères, dont l’aspect des melting curves, qui renseignent 

sur la qualité du résultat observé. Elles doivent ne présenter qu’un seul pic bien défini pour un seul gène et 

non plusieurs, signe d’une contamination ou bien d’une mauvaise analyse.  

Les Cq des réplicats techniques doivent être proches, de façon qu’il n’y ait qu’un Cq de différence entre eux. 

La valeur de Cq8 est le nombre de cycles de PCR auquel la courbe de réaction de l’échantillon croise la ligne 

de seuil. Le Cq permet de détecter un signal réel à partir de l’échantillon. Plus le Cq est élevé, moins l’ADNc 

détecté est présent, car il faut plus de cycles PCR pour pouvoir détecter l’amplification fluorescente. Si le Cq 

a une petite valeur, le gène est fortement exprimé. 

 Finalement, l’analyse de l’expression des gènes d’intérêt se fait en fonction d’un contrôle interne (gène de 

référence) et par rapport à un contrôle interne (la condition à laquelle on veut comparer les autres points). La 

formule [Ei^(Cq ref – Cq échantillon)]/[Er^(Cq échantillon – Cq ref)] permet de calculer l’expression relative 

d’un échantillon. Ei et Er désignent les efficacités des couples d’amorces du gène d’intérêt et du gène de 

référence, respectivement. « ref » indique l’échantillon auquel se réfèrent tous les autres.  

 

                                                   

 

8 Cycle de quantification 
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2.4. Analyses statistiques 

Le protocole statistique s’est appuyé sur le script de Julie Mallet, utilisé lors de sa thèse, et lors de la 

vérification des résultats concernant l’expression des miARNs (Annexe II).  

Des analyses statistiques ont été effectuées sur les résultats issus de plusieurs réplicats biologiques et ou 

techniques pour les résultats d’expression de gènes. Des analyses de normalité (test de Shapiro) et 

homoscédasticité des variances (Bartlett) sont réalisées, afin de savoir si des tests paramétriques ou non 

paramétriques doivent être exécutés. Si les hypothèses de normalité et d’homoscédasticité des variances (H0, 

p-value>0,05) sont validées, alors une analyse multivariée ANOVA est réalisée, suivie d’un test de 

comparaison multiple LSD.test ou bien d’un test post-hoc d’une comparaison deux à deux par le test de 

Student (p-value ⩽0.05). Dans le cas contraire, des tests non paramétriques sont réalisés à l’aide du test de 

Kruskall-Wallis, une analyse multivariée, et une comparaison deux à deux par le test de Wilcoxon (p-value 

⩽0.05). Ces analyses ont toutes été réalisées sous le logiciel Rstudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Efficacité des amorces du précurseur de miR319a1.1 selon différentes dilutions (4ème, 8ème, 

16ème et 32ème). 

  

Figure 12 : Efficacité des amorces du précurseur de miR319a1.2 selon différentes dilutions (4ème, 8ème, 

16ème et 32ème). 

ADNc synthétisés 

ADNc synthétisés 

Figure 10 : Profils d’électrophorèse de différents échantillons d’ADNc provenant des ARNs extraits par Julie Mallet de Rosa 

« Radrrazz ». Profils d’électrophorèse de différents échantillons d’ADNc provenant des ARNs extraits par Julie Mallet de 

Rosa « Radrrazz ». Les divers temps cinétiques sont indiqués au-dessus des bandes d’électrophorèse, L pour Lumière, D 

pour Obscurité. Les trois bandes pour chaque même condition correspondent aux 3 lots d’ADNc. La flèche désigne le 

ladder 100 pb utilisé sur le gel (Photo : MG). 
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3. Résultats 

3.1. Vérification qualitative et quantitative des ARNs totaux 
extraits 

3.1.1. Nanodrop 

Le spectrophotomètre UV-Visible a permis d’effectuer une vérification qualitative et quantitative des 

miARNs obtenus un an auparavant par Julie Mallet lors de sa thèse. Celui-ci indique deux ratios (260/280 et 

260/230) pouvant fournir des informations concernant la contamination de l’échantillon, en protéine et en 

polyphénol, respectivement. Ils doivent être compris entre 1,8-2,2. 

Une quantité d’ARN a été prélevée afin d’obtenir un total de 500ng d’ARN pour un volume final de 

16µL (Annexe III). Un volume précis d’ARN a donc été prélevé afin d’avoir les mêmes quantités pour chaque 

échantillon lors de la Rétro-Transcription (RT).  

 

3.2. Vérification qualitative des ADNc issus de la RT 

3.2.1. Migration sur gel d’agarose 

 

Le profil de migration sur gel des ADNc synthétisés de GAPDH lors de la RT présente des bandes 

nettes (Figure 10). L’absence de bandes près de la zone de dépôt confirme que tous les ARNs ont été rétro-

transcrits en ADNc et qu’il n’y a aucune présence d’ADN génomique. Ainsi, il est possible d’effectuer une qPCR 

afin de visualiser l’expression des miARNs. 

3.2.2. Test efficacité 

 

Avant d’analyser les échantillons, il faut vérifier l’efficacité des amorces, qui peut être obtenues par 

qPCR. Les efficacités des amorces de précurseurs des miR319a1.1 et miR319a1.2 ont été effectuées même si 

elles avaient déjà été analysées par Julie Mallet lors de sa thèse. L’efficacité est un facteur clé dans la 

détermination de la sensibilité d’une réaction et dépend principalement du couple d’amorces utilisé et de la 

température à laquelle l'hybridation des amorces avec la matrice est réalisée. 

 Le pourcentage d’efficacité du couple d’amorces pour le pré-mi319a1.1 est de 102,2%, ce qui indique 

que l’efficacité est de 2,02 (Figure 11). De même pour le pourcentage d’efficacité du pré-319a1.2, qui est de 

85,8% (Figure 12). Ainsi, l’efficacité du couple d’amorces servant à amplifier le précurseur du miARN319a1.2 

est de 1,858. L’efficacité devant être compris entre 1,7 et 2,2, ces données d’efficacité permettent de continuer 

les manipulations en laboratoire, et de tester ces amorces sur les échantillons conçus lors de la RT.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(c) 

(b) 

RC5G0635700

miR319a1.1

miR319a1.2

miR319a1

Nom du miARN étudié
Numéro d'accession du gène codant le pré-miARN sur le 

génome de Rosa chinensis dont provient le miARN

Nom donné au précurseur et primaire 

du miARN

RC7G0175600

Pré319a1.2 

UBC Pré319a1.1 

Figure 13 : Melting curves obtenues sur échantillons d’ADNc issus d’ARNs totaux (RT), avec différents couples 

d’amorces. (a) présente les courbes de fusion pour le gène d’intérêt UBC avec les échantillons. (b) présente les courbes 

de fusion pour le pré-miARN319a1.1 et (c) le pré-miARN319a1.1. Toutes les amorces ont été diluées à 1/10ème tandis 

que les ADNc ont été diluées au 1/25ème. 

Tableau I : Récapitulatif des primaires et précurseurs des miARNs étudiés. 
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3.2.3. Test qPCR 

 

Les courbes de dénaturation (=melting curves) obtenues lors de la qPCR pour l’UBC sont homogènes 

puisque présentent un pic unique (Figure 13 (a), (b) et (c)). Leur température de dénaturation (=melting 

temperature) est d’environ 82°C pour l’UBC et le pré-miARN319a1.2.  

 Cette analyse est utilisée pour évaluer la spécificité du test qPCR, lors. Un test spécifique, comme 

c’est le cas ici, doit montrer un seul pic de fusion correspondant à un produit PCR spécifique.  Les résultats 

démontrent qu'un seul amplicon est produit et que les amorces sont spécifiques puisque ne produisent pas de 

structures secondaires. 

En revanche, les amorces utilisées pour le suivi d’expression des primaires de ces RhmiARNs ne sont pas 

spécifiques car l’efficacité est mauvaise. Pour cette raison, l’étude des RhprimiARNs n’est pas présentée dans 

ce rapport. De nouvelles amorces vont être dessinées.  

 

3.3. Profil d’expression des pré-miR319s  

L’analyse du profil d’expression des précurseurs des miARN319a (pré-miARN319a1.1 et pré-miARN319a1.2) 

dans les bourgeons axillaires de rosier (Tableau I) a été réalisée. Dans cette étude, la condition t0 a été ciblée 

comme référence en vue d’identifier les différences d’expression relatives entre les différentes conditions 

étudiées. L’expression des précurseurs a été visualisée selon une cinétique de 0 à 96h après décapitation en 

condition lumière et obscurité. 

 

Rhpré-miR319a1.1 : 

 Dans le cas du précurseur, le RhmiR319a1.1 a des valeurs d’expressions relatives globalement faible 

quel que soit la condition (Figure 14 (a)), étant donné que la valeur maximale est de 1.7 à t6 en condition 

obscurité. Ainsi, il est possible d’observer une induction de l’expression du pré-miARN319a1.1 6h après 

décapitation sous obscurité. De plus, il est possible de noter un différentiel entre l’obscurité et la lumière, 

puisque l’expression relative est 2 fois moins grande. De plus, les valeurs d’expression relative entre les deux 

conditions de lumière paraissent beaucoup plus rapprochées dans le cas de t24 et t96, ce qui pourrait montrer 

une réduction d’expression du pré-miARN319a1.1 à partir de 6h après décapitation.  

  

Rhpré-miR319a1.2 : 

 Concernant le Rhpré-miARN319a1.2, il est possible d’observer une différence d’expression relative 

importante entre les conditions lumière et obscurité aux points de cinétiques t6 et t96 (Figure 14 (b)). Dans 

les deux cas, l’expression relative est plus importante sous condition obscurité que lumière. Ainsi, à t6 

l’expression relative sous obscurité est 1.5 fois plus grande que sous lumière, et est 3.5 fois plus grande sous 

obscurité que sous lumière à t96. Cependant, les expressions relatives à t24 sont plus faibles que le t0, que 

ce soit en lumière ou obscurité (0.9 et 0.7). Dans ce cas-ci, le pré-miARN319a1.2 est plus faiblement exprimé 

à la lumière à tout temps après décapitation par rapport à t0.  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Phénotype de lignées transgéniques d’Arabidopsis thaliana au stade végétatif (feuilles de rosette 

(a)) (Photo : MG le 9 juin 2023) et au stade reproducteur (b) (Photo : MG le 22 juin 2023) 
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Figure 14 : Variation de l’expression du pré-miARN319a1.1. a) et du pré-miARN319a1.2 (b) au cours du processus de débourrement 

(de 0 à 96 h après décapitation). Evolution de l’expression de ces miARNs en condition lumière (barre blanche (L)) ou obscurité 

(barre colorée (D)). Les données issues de trois répétitions biologiques indépendantes représentent les expressions relatives  

moyennes des transcrits ± l’erreur standard en référence à la condition. (Test de Student, p-value ≤ 0,05). 
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 Il serait donc inhibé par la lumière, d’autant plus en fin de cinétique de débourrement. On peut donc 

remarquer une possible influence de la lumière sur l’expression relative selon différents temps après 

décapitation.   

 Nous pouvons remarquer au bilan que les niveaux d’expressions relatives du Rhpré-miARN319a1.2 

sont légèrement plus élevées que celles du Rhpré-miARN319a1.1. En effet, à t6 le pré-miARN319a1.1 (Figure 

14 (a)) possède une expression relative 1.2 fois plus faible que celle du pré-miARN319a1.2 (Figure 14 (b))) à 

l’obscurité. De même à la lumière, le Rhpré-mi319a1.1 possède une expression relative 2.1 fois plus que le 

Rhpré-mi319a1.2. Ainsi, le Rhpré-miARN319a1.2 pourrait être possiblement plus exprimé que Rhpré-

mi319a1.1. 

 

3.4. Phénotypage des lignées transgéniques d’Arabidopsis thaliana  

L'ensemble des lignées transgéniques ont été obtenues et génotypées dans le cadre de la thèse de 

Julie Mallet (2018-2022) afin de valider la surexpression des précurseurs de rosier chez ces plantes. Le but de 

cette étude est d'évaluer l'impact de la surexpression sur le développement de ces plantes en nous concentrant 

sur la date de montaison et la ramification. 

 Des premières analyses de phénotypage ont été réalisées en serre. Un suivi en chambre de culture 

en conditions contrôlées étaient nécessaires afin de valider les différences de comportement sur les 

paramètres mesurés. Les mesures ont donc été effectuées tous les jours. 

Des photographies des plantes représentatives de chaque lignée transgénique ont été prises 31 jours 

après semis (Figure 15 (a)). L’observation des lignées ox319a1.1A1 et ox319a1.2E1 montre qu’elles 

représentent un phénotype de développement foliaire similaire à la lignée jaw-D, surexprimant le pré-

miARN319a d’Arabidopsis. De la même manière que jaw-D, ces plantes possèdent des feuilles dentelées et 

repliées, et se caractérisent par un retard de la montaison (Figure 15 (b)). L’axe principale ayant émergé, il 

est possible d’observer une certaine similitude entre deux plantes, en terme de développement que ce soit au 

stade végétatif et reproducteur : soj8 et Col0 (Figure 15 (b)). Toutefois, soj8 possède des pétioles plus 

allongés. A contrario, la lignée ox319b1D5 possède des feuilles moins allongées que soj8 et Col0 (Figure 15 

(a)). 

 Une analyse phénotypique plus poussée a été menée afin de déterminer les éventuels effets sur la 

ramification. Col0, la plante sauvage d’Arabidopsis thaliana, est la plante de référence. 

 

 La date de la première montaison pour chaque lignée a été suivie (Figure 16). On considère que 

l’émergence de l’inflorescence survient une fois que la hampe florale a atteint 0.5cm au-dessus des feuilles de 

rosette.  

 Il est donc possible de visualiser des différences concernant l’induction du stade reproducteur pour 

chaque lignée. Ainsi, la hampe florale de Col0 et soj8 est visible dès le 27ème jour après semis. Celle de la 

lignée ox319b1D5 est visible 28 jours après semis. Cependant, celle des lignées ox319a1.1A1 et ox319a1.2E1 

n’est visible que le 34ème et 35ème jour respectivement. Encore plus tardive, la date de montaison de jaw-D 

n’arrive que le 38ème jour après le semis. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 17 : Cinétique des différentes lignées transgéniques surexprimant les RhmiARN319 de Rosa ‘Radrazz’ et 

d’Arabidopsis (jaw-D) et d’un mutant gène cible résistant au mir319 chez Arabidopsis (soj8). (a) : Suivi de la montaison 

en jours après semis. (b) : Cinétique d’émergence des paraclades/ramifications de rosette primaires en jours après 

bolting. Ratio selon la cinétique d’émergence des paraclades de rosette/ Nombre de feuilles de rosette en jours après 

bolting (PR/FR). Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards. 

 

Figure 16 : Date de montaison (émergence de l'axe principal à 0.5cm) en jours après semis. Les lettres 

représentent la significativité de la lignée par rapport à Col0 (test de Kruskal et pairwise Wilcox, P<0.05) 
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 Le nombre des feuilles ayant été comptabilisé, il est possible d’affirmer que ce retard ne peut pas être 

attribué à un développement végétatif plus important puisque ces lignées possèdent un nombre de feuilles de 

rosette moins important que la lignée sauvage. En effet, Col0 possède 18 feuilles de rosette en moyenne lors 

de sa phase d’émergence de l’axe principal, tandis que les lignées ox319a1.1A1 et ox319a1.2E1 en possèdent 

17 en moyenne. 

 Ces résultats suggèrent que la surexpression du miARN319a de rosier spécifique chez Arabidopsis 

peut entraîner un retard de floraison, tout comme un retard de développement des feuilles de rosette, et donc 

un ralentissement du stade végétatif.  

 Par la suite, un suivi de la croissance de la hampe en jours après bolting a été effectué (Figure 17 

(a)). Col0 est encore une fois utilisé comme référence. Du 27ème au 32ème jours après semis, la hampe florale 

de Col0, soj8 et ox319b1D5 se développe de façon identique en termes de longueur. Du 32ème au 38ème jours 

après semis, la hampe de Col0 augmente de 17.3cm tandis qu’elle augmente de 13.3cm et 11.1cm pour les 

lignées 319b1D5 et soj8, respectivement. Cependant, la hampe florale des lignées ox319a1.1A1 et 

ox319a1.2E1 ne se développe qu’à partir du 34ème jour.  

 La lignée ox319a1.1A1 paraît mieux se développer que la lignée ox319a1.2E1 en terme de vitesse 

puisque la hampe croît bien plus rapidement. En revanche, jaw-D présente un retard dans l’établissement de 

son stade reproducteur puisque sa hampe florale ne se développe qu’à partir du 36ème jour. 

 

 Un autre paramètre mesuré pour le phénotypage a été le nombre de feuilles de rosette et de feuilles 

caulines. Le nombre de feuilles de rosette atteint un plateau dès que la plante passe du stade végétatif au 

stade reproducteur.  

 Ces données ont permis d’effectuer un ratio, concernant la cinétique d’émergence de ramification de 

paraclades de rosette, c’est-à-dire des ramifications primaires autour des feuilles de rosette, par rapport au 

nombre de feuilles de rosette (Figure 17 (c)).  

 

 Le nombre de paraclades de rosette ne varie pas entre les lignées Col0, soj8 et ox319b1D5 de 0 à 4 

jours. Les notations pour les lignées ox319.1.1A1, ox319.1.2E1 et jaw-D s’arrêtent 4 jours après l’émergence 

de l’inflorescence puisque celle-ci est récente, contrairement aux autres lignées. La date d’apparition de la 

hampe florale ayant été plus tôt, il est possible de comparer le nombre de paraclades de rosette de Col0, soj8 

et de ox319b1D5. Ainsi, soj8 possède plus de paraclades de rosette que le WT Col0 (10 et 8 paraclades, 

respectivement), tandis que le mutant 319b1D5 en possède moins (7 paraclades), à un même point de 

cinétique : à 8 jours après l’apparition de la hampe florale.  

 

 Une analyse du ratio du nombre de paraclades de rosette sur nombre de feuilles de rosette a été 

calculé (PR/FR), et a pu montrer que le ratio de soj8 est plus grand que celui de Col 0 (0.47 et 0.43, 

respectivement) au 8ème jour après bolting (Figure 17 (c)). Ainsi, soj8 produit plus de ramifications de rosette 

selon son nombre de feuilles de rosette que Col0, soit une augmentation de 4%. Dans le cas des autres 

mutants, il serait intéressant de voir l’évolution de ce ratio au même stade de développement, c’est-à-dire 8 

jours après le bolting.  

 



   

 

 

Figure 18 : Phénotype des différentes lignées transgéniques surexprimant les RhmiARN319 de Rosa 

‘Radrazz’ et d’Arabidopsis (jaw-D) et d’un mutant gène cible résistant au mir319 chez Arabidopsis (soj8).  

(a) Nombre de feuilles caulinaires et de rosette 38 jours après le semis (LSD.test, P<0.05). (b) Nombre de 

paraclades caulinaires 42 jours après le semis. (c) Ratio du nombre de paraclades caulinaires/ nombre de 

feuilles caulinaires (PC/FC) (test de Kruskal et pairwise Wilcox, P<0.05). Les lettres représentent le 

phénotype significatif de la lignée par rapport à la lignée sauvage Col0. 
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 Il est tout de même possible d’apercevoir que la lignée ox319a1.2E1 possède un ratio PR/FR plus 

faible que les autres lignées, suggérant un retard dans la ramification primaire. De plus, le mutant 

ox319a1.1A1 semble avoir un ratio stagnant de 0.3 de 0 à 4 jours après bolting. 

 Une comparaison du nombre de feuilles de rosette et caulinaires entre chaque lignée à un temps 

donné a été effectuée (Figure 18 (a)). Concernant soj8, on peut remarquer que le nombre de feuilles 

caulinaires est identique à celui de Col0 (5 au total 38 jours après semis), par contre cette lignée produit 21 

feuilles de rosette en moyenne, tandis que Col0 n’en possède que 18 en moyenne. La lignée ox319a1.2E1 

quant à elle, possède légèrement plus de feuilles de rosette et de feuilles caulinaires que la lignée 

ox319a1.1A1.   

  

 Cependant, cette lignée possède plus de feuilles de rosette que Col0, mais moins de feuilles 

caulinaires. Cela pourrait probablement s’expliquer par le fait que la lignée ox319a1.2E1 ait eu un retard de 

ramification lorsqu’on le compare à Col0. La lignée ox319b1D5 va posséder plus de feuilles caulinaires (4 au 

total à 38 jours après semis) que les lignées ox319a1.1A1 et ox319a1.2E1 (2 pour chaque lignées 38 jours 

après semis), et plus de feuilles de rosette puisqu’en possède 20 tandis que les autres lignées 18 et 19 

respectivement. Le stade reproducteur s’étant révélé plus tôt pour ox319b1D5, cela pourrait expliquer ces 

différences.  

 

 De plus, il est possible de remarquer que jaw-D n’a toujours pas de ramification caulinaire 38 jours 

après le semis. En effet, comme vu à la Figure 17, à ce stade, jaw-D commence juste sa transition vers le 

stade reproducteur, il est donc normal d’apercevoir un retard de la ramification secondaire, et donc de 

l’apparition des feuilles caulinaires. 

 

 

 En outre, le nombre de paraclades caulinaires se développant sur l’axe inflorescentiel principal a été 

dénombré. Le dénombrement a été effectué 4 jours après celui des feuilles caulinaires et de rosettes (Figure 

18 (b)), afin d’observer d’éventuelles paraclades caulinaires chez jaw-D. 

 

 Les lignées ox319a1.1A1, ox319a1.2E1 et ox319b1D5 présentent un nombre de paraclades 

caulinaires réduit (4.18, 4.37 et 3.83 en moyenne respectivement) par rapport à la lignée sauvage Col0 (4.75 

paraclades caulinaires en moyenne) (Figure 18 (b)). Le mutant soj8 n’est significativement pas différent du 

WT contrairement aux autres lignées. Les mutants Rh319a1.1A1 et Rh319a1.2E1 ont, de manière significative, 

le même nombre de feuilles caulinaires, contrairement à jaw-D qui n’en possédait qu’une au temps de mesure.  

 

 Toutefois, il est à noter que le ratio nombre de paraclades caulinaires/nombre de feuilles caulinaires 

(ration PC/FC) est égal à 1 chez toutes les lignées (Figure 18 (c)). Ainsi, il n’y a pas d’effet de la surexpression 

des RhmiARN319a et du RhmiARN319b1D5 sur la différenciation des bourgeons à l’échelle des feuilles 

caulinaires de l’inflorescence ni sur leur capacité à produire un axe inflorescentiel secondaire. 
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4. Discussion 

Comme mentionnée en introduction, beaucoup de connaissances ont été apportées par l’équipe 

STRAGENE de l’IRHS dans l’étude des régulations transcriptionnelles impliquées dans le photo-contrôle du 

débourrement chez le rosier  (Girault, 2009; Barbier et al., 2015). En particulier, certains gènes seraient 

différentiellement exprimés et photo-régulés dès 6h après la décapitation du bourgeon, comme le gène NAD-

SDH (NAD-DEPENDANT SORBITOL DEHYDROGENASE) qui serait induit à la lumière mais réprimé à l’obscurité 

(Roman et al., 2016). 

Comme il a pu être vu, certains miARNs ont un rôle dans le développement des bourgeons axillaires 

chez d’autres espèces, tels que le riz et le maïs (Lan and Qin, 2020). Toutefois, il existe peu d’études sur le 

lien qu’existerait entre les miARNs, le débourrement et la lumière. Il semble donc important d’approfondir les 

études concernant le rôle de miARNs dans le contrôle du débourrement.  

 

4.1. Etude du profil d’expression des pré-miR319s 

Cette partie avait pour but d’étudier l’évolution de l’expression relative, obtenue lors de la qPCR, des 

deux précurseurs AthmiR319a1.1 et AthmiR319a1.2 afin de visualiser ou non des différentiels d’expression.  

Les résultats concernant les précurseurs ont été principalement analysés en raison d’études menées sur le 

microARN319 mature dans le cadre de la thèse de J.Mallet. Effectivement, ce miARN mature présente un 

différentiel d’expression à la lumière et à l’obscurité. Cette étude a donc eu pour but d’approfondir les 

connaissances sur ce miARN en allant en amont de la voie de biogenèse des miARNs matures, et de consolider 

les résultats obtenus lors de la thèse de Julie Mallet.  

 

 D’un aspect visuel, il nous a paru évident que le Rhpré-miARN319a1.1 s’exprimait différentiellement 

à l’obscurité 6 heures après décapitation tout comme le Rhpré-miARN319a1.2 à l’obscurité 96 heures après 

décapitation (Figure 14). Bien que les cinétiques suivies après décapitation du bourgeon pour les deux 

précurseurs paraissent significatives, les tests statistiques ont prouvé le contraire. Les tests de Student 

effectués ne permettent pas de mettre en évidence de différences statistiques significatives entre les deux 

conditions de lumière au sein d’un même temps de cinétique de décapitation de bourgeon, ni entre les temps 

cinétiques. 

 

 Le résultat trouvé par Julie Mallet, notamment sur le fait que le RhmiARN319a1 soit induit à l’obscurité 

6 heures après décapitation, est en adéquation avec les résultats trouvés dans cette étude. Bien que les tests 

statistiques n’ont rien prouvé de significatif, la tendance est présente.  

 Il serait intéressant d’étudier les primaires de ces miARNs, afin d’observer de potentielles différences 

d’expression entre ceux-ci et leurs précurseurs.  
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4.2. Etude du phénotype des lignées transgéniques Arabidopsis 

Nous avons dans cette partie étudié le phénotype de lignées d’Arabidopsis oxmiARN319a1 et les 

lignées oxmiARN319b1D5 surexprimant les précurseurs des miARN319a1 et miARN319b1D5.  

 

 Comme il a pu être observé en Figure 8, les lignées ox319a1.1A1 et ox319a1.2E1 ont un phénotype 

de développement foliaire similaire à celui de jaw-D, surexprimant le miARN319a d’Arabidopsis. En effet, ces 

lignées ont pratiquement un même temps de stade végétatif et de montaison. De plus, elles possèdent un 

même nombre en moyenne de paraclades et de feuilles de rosette.  

 Il a été noté que leur période végétative est bien plus longue que la plante sauvage, Col0. La 

surexpression de ces miARNs pourraient donc avoir un effet répresseur sur l’initiation des feuilles de rosette, 

et retardateur du stade reproducteur. Malgré tout nous pouvons noter que ces lignées mutantes possèdent 

bien plus de paraclades et de feuilles caulinaires que jaw-D (Figure 18) de manière significative. Comme a pu 

l’observer Julie Mallet lors de sa thèse, ces mutants possèdent une accumulation de transcrits bien plus fort 

que jaw-D. Il est donc fort probable que cette accumulation de transcrits dans les lignées mutantes ait un lien 

avec leur développement foliaire, puisque possèdent plus de feuilles caulinaires et de rosette que jaw-D. 

 

 Bien que nous ayons peu de résultats informatifs concernant les lignées ox319a1.2E1, ox319a1.1A1 

et jaw-D compte tenu du retard de l’émergence de la hampe florale, il est tout de même possible de remarquer 

une différence dans la cinétique d’émergence des ramifications de rosettes (Figure 18(b)). Ainsi, ces lignées 

possèdent moins de paraclades de rosette, signe de retard non pas seulement du stade végétatif mais aussi 

reproducteur. 

 Par contre, nous avons aperçu que les lignées mutantes Rhmir319a1.1A1, Rhmir319a1.2E1 et jaw-D 

possédaient moins de feuilles de rosette et de paraclades caulinaires, contrairement à soj8 et Rhmir319b1D5 

qui en possédaient bien plus que Col0 (Figure 18(a)). Etant donné qu’aucune diminution ou accumulation 

significative du ratio PC/FC n’a été observée, la surexpression de ces miARNs du rosier chez Arabidopsis 

thaliana ne semble pas avoir d’effet sur la différenciation des bourgeons au niveau des feuilles caulinaires de 

l’inflorescence, ni sur leur capacité à produire un axe inflorescentiel secondaire. Ainsi, les méristèmes axillaires 

caulinaires se développeraient différemment des méristèmes axillaires de rosette, puisque sembleraient 

soumis à une phase de dormance avant de se développer (Nicolas et al., 2022)  

 

 

 A propos du nombre de paraclades de rosette, il est possible d’affirmer que certaines lignées telles 

que soj8, ox319a1.1A1 et ox319b1D5 présentent un développement des ramifications plus précoce que Col0 

(Figure 18 (b)). En effet, 1 jour après le bolting, ces 3 lignées transgéniques possèdent plus de paraclades de 

rosette que le WT, signe de prématurité. Toutefois, seul le mutant soj8 en possédera plus que Col0 au cours 

du temps. Cela peut aussi s’exprimer par le ratio PR/FR qui confirme clairement que cette lignée est précoce 

en termes de ramification de rosette.  
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 Concernant le mutant soj8, il a été noté qu’il présentait un phénotype se distinguant de celui de Col0, 

en particulier lorsque l’on compare leur nombre de feuilles de rosette et caulinaires (Figure 18 (a)) et le 

nombre de paraclades de rosette (Figure 17 (b)). En effet, la lignée présente significativement un nombre 

plus élevé dans les deux cas par rapport à la lignée sauvage. 

 

 De ce fait, il est possible d’envisager que la rapidité du développement du stade végétatif et 

reproducteur soit proportionnelle à la rapidité à laquelle le bourgeon va atteindre le stade du débourrement.  

En effet, même si le nombre de ramifications de rosette est en général de 5 lorsque le stade reproducteur 

commence, celui-ci augmente drastiquement une fois que la bolt principale se développe (Figure 17 (b), (c)) 

que ce soit en termes de paraclades de rosette ou bien caulinaires (Figure 18 (b)).  

   

 De cette manière, les résultats phénotypiques obtenues sont légèrement différents de ceux obtenus 

par Julie Mallet lors de sa thèse. En effet, les conditions n’étaient pas les mêmes puisque ces plantes ont été 

sous serre tandis que celles-ci étaient en chambre de culture, et donc en conditions contrôlées.  

  

Il serait intéressant de savoir quel gène spécifique est ciblé par chacun de ces miARNs pour mieux 

comprendre les différents schémas de signalisation face aux conditions de lumière, tels que les TCPs existants 

chez le rosier : TCP2 et TCP4. De plus, Arabidopsis thaliana possède en plus des gènes du rosier les gènes 

TCP3, TCP10 et TCP24. Ainsi, les analyses pourraient être effectuées sur les deux plantes afin de comparer 

les niveaux d’expression de ces gènes marqueurs.  

4.3. Difficultés rencontrées 

4.3.1. Designer les amorces 

 

Avant toutes manipulations en laboratoire, des analyses bio-informatiques ont été nécessaires afin de 

commander des amorces pouvant s’hybrider parfaitement et spécifiquement aux précurseurs et gène codant 

le miARN319 voulu. L’une des difficultés a été de trouver de fortes similarités de séquences ne s’hybridant 

pas avec l’ensemble ou une partie des autres membres de la famille du miARN d’intérêt. De plus, beaucoup 

de conditions doivent être prises en considération telles que le %GC devant être en moyenne de 50% ou bien 

la température d’hybridation qui ne doit pas excéder les 5°C de différence entre les deux amorces d’un couple. 

Par ailleurs, les amorces doivent être de 20 pb en moyenne, ce qui peut s’avérer délicat vu les conditions 

imposées pour obtenir un bon couple d’amorces. 

Trouver des amorces spécifiques a donc été une tâche difficile, d’autant plus qu’une erreur dans le 

choix des amorces ne sera observée qu’au moment du test d’efficacité du couple d’amorces lors d’une qPCR. 
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4.3.2. Résultats de qPCR non significatifs 

 

Chez le rosier, le débourrement étant sous l’influence de la lumière, un impact sur le débourrement 

des bourgeons selon différentes conditions de lumière était en principe ce que l’on s’attendait à voir. Or, aucun 

des résultats obtenus ne diffère significativement entre les conditions de lumière et les différents points de 

cinétique après décapitation des bourgeons de rosier. Il serait tout de même intéressant de se focaliser sur 

certaines conditions, qui montrent clairement un contraste entre la condition à la lumière et à l’obscurité, à 

t96 pour le miARN319a1.2.   

Il serait possible que le couple d’amorces choisis ne soit pas le plus efficace, et qu’il en existe un plus 

robuste, permettant de démontrer que ce miARN est différentiellement exprimé.  Comme il  a été possible de 

le voir, le couple d’amorces du pri-miARN319a1.2 n’est pas efficace (Figure 15(d)). En effet, les courbes de 

melting curves montraient des points de fusion à 74°C et 83°C, comme si ces amorces détectaient le primaire 

et le précurseur du miARN. Ainsi, les comparaisons statistiques entre le pri et le pré-miARN319a1.2 sont 

faussées.  

De manière plus générale, les tests statistiques ne sont peut-être pas significatifs en raison des valeurs 

de Cq. Effectivement, les expressions relatives sont calculées à partir des valeurs de Cq du gène de référence 

(UBC) et d’intérêt (pri et pré-miARN). Les trois réplicats techniques d’un lot permettent de cumuler 3 Cq, mais 

doivent être proches (± 1 valeur). S’il y a beaucoup de différences entre les Cq de réplicas techniques, cela 

peut influencer la robustesse des tests statistiques.  

 

4.3.3. Culture des plantes transgéniques d’Arabidopsis thaliana 

 

Le phénotypage présenté dans ce rapport de mémoire, a été réalisé en partie, des mesures sont 

encore en cours pour les lignées les plus tardives dans leur développement. En effet, des prélèvements de 

cœur de rosette ont pu être réalisé selon un temps de développement distinct pour chaque lignée. Il a donc 

fallu être présent chaque jour pour effectuer les potentiels prélèvements. Bien que les prélèvements aient été 

effectués, il n’a pas été possible de faire les analyses et les présenter dans ce rapport. 

Une autre complication a été le peu de plants d’Arabidopsis thaliana pour cette expérience. En effet, 

il y avait 2 plantes par lots, et 2 lots ou plus par condition (t0 et t2) afin d’avoir des répétitions biologiques. 

Ainsi, en raison du peu de conditions dans cette étude, il serait intéressant de produire d’autres lots 

ultérieurement afin de procéder à des tests statistiques une fois les résultats obtenus. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

GILME Méline | Implication des miARNs–Effets sur le photo-contrôle du débourrement chez R.s  
20 

5. Conclusions et perspectives 

5.1. Conclusions 

Les expressions du niveau de transcrits primaires et précurseurs des RhmiARN319a1.1 et RhmiARN319a1.2 

ont été mesurées par qPCR. Bien que l’expérience ait été reproduite à deux reprises, les tests statistiques ne 

permettent pas de mettre en évidence des différences significatives entre les deux conditions de traitement 

lumière et obscurité sur un même point de cinétique, ni entre les points de cinétiques sur une même condition 

de traitement. Cependant, le précurseur du RhmiARN319a1.2 paraît être différentiellement exprimé à t96, 

étant donné que l’expression relative est de 1.5 sous obscurité, soit 3.5 fois plus qu’en présence de lumière. 

Cela vient confirmer les résultats obtenus par J.Mallet lors de sa thèse sur l'expression du mature. De plus, le 

lien entre l’expression du gène cible TCP et l’expression du RhmiR319a1.2 mature a été testé et révélé, 

confirmant ainsi un lien entre ce gène et le débourrement. 

 

 Le phénotypage quant à lui a permis d’affirmer que certains miARNs de la famille des RhmiARN319 

avaient un lien avec le débourrement, et plus particulièrement sur la vitesse de ramification.  

 Le gène TCP4 du mutant soj8, est résistant au miARN319. Cela est bien visible sur les graphiques 

(Figure 18 (a)) présentant le nombre de feuilles de rosette et caulines. En effet, soj8 possède en général plus 

de feuilles que Col0, et donc présente une prolongation de la phase végétative adulte, puisque l’action du 

miARN319 est amoindrie. De plus, soj8 présente un développement des ramifications de rosette plus précoce 

que Col0 (Figure 18 (b)), signe de prématurité. Ainsi, ce mutant se distingue de Col0 de manière phénotypique 

puisque présente significativement un nombre plus élevé de feuilles caulines et de rosettes, tout comme de 

ramifications de rosette par rapport à la lignée sauvage. A l’inverse, la surexpression de miR319b1D5 entraîne 

une plus courte période végétative et une transition florale plus précoce. 

 

 Bien que des données complémentaires soient nécessaires, telles que des expériences sur les gènes 

cibles de ces miARNs d’intérêts, l'implication des miARN319s a et b dans le débourrement semble se confirmer. 

L’affinement du travail de recherche des points de cinétique, notamment 96 heures après décapitation sous 

obscurité dans le cas du Rhpré-miARN319a1.2, et des conditions environnementales, notamment celles en 

chambre de culture, permettra d’obtenir des résultats bien plus précis et fiables que ceux recueillis au cours 

de ce stage.  

 

Il serait intéressant d’approfondir les recherches afin d’affiner les schémas d’implication des différents 

facteurs environnementaux (stress froid, thermique) et endogènes (métabolisme des sucres, ROS) de la plante 

dans les voies de signalisation médiant le débourrement. 
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5.2. Perspectives 

 
 La recherche des miARNs impliqués dans le débourrement de bourgeon chez le rosier semble 

importante puisqu’elle permettra d’identifier les acteurs de cette phase essentielle du développement ayant 

une influence sur l’architecture des plantes. L’étude exclusive de l’expression de la famille du miARN319 a été 

sélectionnée suite au smallRNAseq, et paraît être une bonne piste de travail.  

 

 En effet, chez Arabidopsis thaliana,  le gène TCP4 active la transcription du gènes YUCCA5, gène de 

synthèse de l’auxine (Lan and Qin, 2020). Il existerait ainsi un lien en amont de la signalisation entre les 

miARN, notamment de la classe miARN319, et BRC1, le gène permettant l’inhibition du débourrement des 

bourgeons.  Cependant, 3 hypothèses sont possibles : 1-Le gène TCP est ciblé par la famille du miARN319 

et agit en amont du gène BRC1 sur le débourrement ; 2- Le gène TCP intervient en aval du gène BRC1 sur le 

débourrement ; 3- Le gène TCP suit une voie indépendante du gène BRC1. C’est pourquoi il serait intéressant 

de croiser les lignées surexpresseurs mir319a1, produisant moins de ramifications, et le mutant brc1, 

produisant à l'inverse plus de ramification. Cela permettrait de vérifier la capacité de débourrement.  

 

 Une autre étude en perspective est la corrélation que pourrait avoir la signalisation des sucres et le 

débourrement. Effectivement, les sucres ne sont pas seulement des facteurs trophiques en étant source de 

carbone pour le métabolisme des plantes. Ils permettent de favoriser en grande partie la croissance des 

bourgeons chez de nombreuses espèces en agissant comme des signaux. Ainsi, les sucres peuvent affecter 

des processus de développement du bourgeon, en parti l’expression du gène BRC1 (Wang et al. 2019).  

 Il a été découvert que la décapitation entraîne une augmentation des niveaux de tréhalose-6 

phosphate (T6P) dans les bourgeons axillaires et une diminution du niveau d'expression du gène BRC1. Cela 

confirme que le T6P pourrait être le médiateur de la régulation du gène BRC1, en fonction des sucres (Henry 

et al., 2011).  

Chez le rosier, l'implication de la signalisation du sucre, notamment le saccharose, en relation avec la 

glycolyse/le cycle (TCA) et le (OPPP) a été suggérée. Le couple mir319/TCP4 pourrait donc être impliqué aussi 

bien en réponse aux hormones qu’en réponse aux sucres. 

 

 La croissance des bourgeons axillaires s'ajuste selon la quantité de sucre et d'auxine, l'augmentation 

de la quantité du sucre entraînant une levée de l'inhibition de la croissance des bourgeons axillaires par l'auxine 

et l'effet du sucre implique la répression de la réponse des strigolactones (Bertheloot et al., 2020). Ces sujets 

d’études méritent tout l’attention puisque pourrait permettre une meilleure ramification et débourrement de 

bourgeons et ainsi contribuer à un meilleur rendement cultural, que ce soit pour le rosier, dont l’architecture 

est importante selon l’utilisation que nous en faisons, ou tout autre plante ornementale et culturale.  
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É
 Les miARNs (microARNs) sont une classe de petits Acides RiboNucléiques pouvant jouer un rôle dans 

la régulation post-transcriptionnelle d’un grand nombre de gènes. Ces miARNs sont impliqués dans la 

stabilité du génome et la communication cellulaire et peuvent intervenir dans le contrôle du 

développement des plantes, en particulier le débourrement. Le rosier étant dépendants des conditions 

lumineuses, l’étude présenté s’est intéressée aux potentiels microARNs impliqués dans le débourrement 

de bourgeons en lien avec le photo-contrôle de Rosa ‘Radrazz’. Les miARNs miARN319a1.1 et 

miARN319a1.2 ont été identifié comme étant des miARNs jouant un rôle dans la régulation post-

transcriptionnelles du débourrement. Cette étude vise à poursuivre l’hypothèse de Julie Mallet 

concernant le rôle de ces miARNs dans le photo-contrôle. 

Cela permettrait de déterminer les voies de signalisation impliquées dans le phénomène, telles que le 

métabolisme des sucres, des hormones ou bien même BRC1, et de pouvoir envisager la maîtrise de 

l’architecture des plantes par les horticulteurs. Ainsi, les miARNs permettrait d’envisager une 

horticulture plus responsable et efficace, tout en respectant l’environnement.  
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T

 miRNAs (microRNAs) are a class of small RiboNucleic Acids that are involved in the post-transcriptional 

regulation of many genes. These miRNAs are involved in genome stability and cell communication and 

can play a role in controlling plant development, particularly budbreak. As roses are dependent on light 

conditions, this study looked at the potential microRNAs involved in budbreak in relation to the photo-

control of Rosa 'Radrazz'. The miRNAs miRNA319a1.1 and miRNA319a1.2 were identified as miRNAs 

playing a role in the post-transcriptional regulation of budbreak. This study aims to pursue Julie Mallet's 

hypothesis concerning the role of these miRNAs in photo-control. 

This would allow to determine the signalling pathways involved in the phenomenon, such as the 

metabolism of sugars, hormones or even BRC1, and to envisage the control of plant architecture by 

horticulturists. In this way, miRNAs could make horticulture more responsible and efficient, while 

respecting the environment. 
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feu faccum nosto consequam zzrit lortie modolorper si.Ommodiatem  velenisi  tat  prat,  senim  quat.  
Landreetummy  nisim  zzrilla  core  magniscil  ilit  euissisim  ipsum  

quam, vero eraesequam quat, core eugait lam zzrilisim iriusci llamcore feuisis nonulla faciliquam zzriusto ero delent 
landre facidunt prat prat. Liquat. Ut praestrud dio commy nibh exer irit alisl irillao rperci blan vullam nibh ea facilis 
adiam quat. uptat aut la feu feuiscin exerili quamet ip ercipis modiamcor illandigna feugue delesequa-tie magna 
consequat, consed dolore digna feu facilla ad ex erci blandre riustio ero dion henisis ciduisi.Giamet,  qui  bla  at,  
sequi  blam,  core  vullaorem  quate  vel  iriusci  eu  feu  feuipit  nim  nostrud  minit  praesse quamcon ulpute 
facidunt lut lan hent alisi tat am, consent nosto conullam, vendiam consed dipisi.Ommodiatem  velenisi  tat  prat,  
senim  quat.  Landreetummy  nisim  zzrilla  core  magniscil  ilit  euissisim  ipsum quam, vero eraesequam quat, 

core eugait lam zzrilisim iriusci llamcore feuisis nonulla faciliquam zzriusto ero delent landre facidunt prat prat. 
Liquat. Ut praestrud dio commy nibh exer irit alisl irillao rperci blan vullam nibh ea facilis adiam quat. uptat aut la 
feu feuiscin exerili quamet ip ercipis modiamcor illandigna feugue delesequa-tie magna consequat, consed dolore 
digna feu facilla ad ex erci blandre riustio ero dion henisis ciduisi.Giamet,  qui  bla  at,  sequi  blam,  core  vullaorem  
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ANNEXES 

ANNEXES 



Annexe I : Séquences de l’ensemble des amorces qPCR et de RT utilisés  

 

Les amorces de l’UBC sont le couple permettant à l’UBC d’être le gène de référence de la 

qPCR. Rh : Rosa hybrida, F : Amorce sens, R : Amorce antisens, RT : Reverse Transcription 

(Transcription Inverse), Tm : Température de fusion. 

 

Catégorie Nom Numéro 

d’accession 

Amorces (5’-3’) Tm (°C) 

RT-PCR RhGAPDH-F-

RTPCR 

 ATCCATTCATCACCACCGACTACA 61.0 

RT-PCR RhGAPDH-R-

RTPCR 

 GCATCCTTACTTGGGGCAGAGA 62.1 

qPCR qRhUBC-F RC7G0173600 GCCAGATTGCCCATATGTA 57.9 

qPCR qRhUBC-R RC7G0173600 TCACAGAGTCCTAGCAGCACA 59.8 

qPCR Pre-miR319a1.1-

F 

RC7G0175600 CACCGTATTAGTGGTATTGAAGGAAGGG 65.1 

qPCR Pre-miR319a1.1-

R 

RC7G0175600 TAAGAGGGAATTAGATAAGGGAGC 59.3 

qPCR Pre-miR319a1.2-

F 

RC5G0635700 CACCCTTGCTTGTTATGATGCAGAAGG 65 

qPCR Pre-miR319a1.2-

R 

RC5G0635700 GGATGAGAACACCTATGTGAC 57.9 
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Annexe II : Schéma de sélection du test statistique approprié (Bouhlel, Cours de M1 Biologie Végétale (2023)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe III : Tableau des différents dosages d’ARN au Nanodrop et volume nécessaire d’ARN pour la RT selon 

les échantillons d’ARN prélevés par Julie Mallet lors de sa thèse. « B3 » le numéro du bourgeon, « t » le point 

de cinétique après décapitation du bourgeon, « L1-L2-L3 » le numéro de lot et « L-D » la condition de lumière. 

La dilution des échantillons d’ARN sont nécessaires une fois que la concentration dépasse 500 ng/µL. Les ratios 

260/280 et 260/230 indiquent la pureté des échantillons vis-à-vis des protéines et des polyphénols 

respectivement. Les échantillons entourés en jaune nécessiteront d’être prélevés selon la dilution adéquate. 

ng/µL 260/280 260/230 D2 D5 D10

Amount of 

treated ARN 

(ng)

volume 

ARN 

purificated 

sample

H2O for 16 

µL

Nom 

échantillon

442 2.08 2.03 500 1.13 14.87 B3t0L1

239.4 2.02 1.85 500 2.09 13.91 B3t3LL1

335.6 2.06 1.98 500 1.49 14.51 B3t3DL1

453.9 2.09 2.17 500 1.10 14.90 B3t6LL1

701.2 2.08 2.11 140.24 500 3.57 12.43 B3t6DL1

458.3 2.04 1.87 500 1.09 14.91 B3t10LL1

335.2 2.07 2.02 500 1.49 14.51 B3t10DL1

236.1 2.06 2 500 2.12 13.88 B3t24LL1

423.3 2.09 2.12 500 1.18 14.82 B3t24DL1

1247.7 2.08 2.07 500 0.40 15.60 B3t48LL1

777.5 2.08 2.1 500 0.64 15.36 B3t48DL1

1121.9 2.11 2.19 500 0.45 15.55 B3t72LL1

712.4 2.09 2.12 500 0.70 15.30 B3t72DL1

2775.9 2.14 2.27 277.59 500 1.80 14.20 B3t96LL1

387.2 2.09 2.13 500 1.29 14.71 B3t96DL1

381.6 2.07 2.08 500 1.31 14.69 B3t0L2

553 2.07 2.1 500 0.90 15.10 B3t3LL2

129 1.99 1.58 500 3.88 12.12 B3t3DL2

394.1 2.08 2.08 500 1.27 14.73 B3t6LL2

520.9 2.07 2.15 260.45 500 1.92 14.08 B3t6DL2

164.5 2.05 2.12 500 3.04 12.96 B3t10LL2

328.4 2.06 2.11 500 1.52 14.48 B3t10DL2

119.2 2.05 2.05 500 4.19 11.81 B3t24LL2

165.8 2.04 2.1 500 3.02 12.98 B3t24DL2

365.7 2.07 2.13 500 1.37 14.63 B3t48LL2

482.5 2.08 2.05 500 1.04 14.96 B3t48DL2

547 2.07 2.19 500 0.91 15.09 B3t72LL2

516.8 2.04 1.99 500 0.97 15.03 B3t72DL2

1617.1 2.1 2.2 161.71 500 3.09 12.91 B3t96LL2

350.5 2.06 1.99 500 1.43 14.57 B3t96DL2

448 2.1 2.11 500 1.12 14.88 B3t0L3

155 1.97 1.68 500 3.23 12.77 B3t3LL3

155.7 2 1.88 500 3.21 12.79 B3t3DL3

200.8 2.02 1.9 500 2.49 13.51 B3t6LL3

121.5 2.07 2.07 500 4.12 11.88 B3t6DL3

113.8 1.78 1.2 500 4.39 11.61 B3t10LL3

223.4 2 1.87 500 2.24 13.76 B3t10DL3

224.5 2.08 2.18 500 2.23 13.77 B3t24LL3

326.4 2.07 2.1 500 1.53 14.47 B3t24DL3

1100.7 2.1 2.26 500 0.45 15.55 B3t48LL3

585.85 2.07 2.18 500 0.85 15.15 B3t48DL3

1966.6 2.12 2.32 500 0.25 15.75 B3t72LL3

674.9 2.02 1.74 500 0.74 15.26 B3t72DL3

2843.7 2.1 2.17 284.37 500 1.76 14.24 B3t96LL3

491 2.06 1.98 500 1.02 14.98 B3t96DL3

Dosage RNA nanodrop Dilution RT reaction


