
ANNIE CLAESSENS 

CARACTÉRISATION DE POPULATIONS DE LUZERNE SÉLECTIONNÉES POUR LA 
TOLÉRANCE AU GEL 

Memoire 
Présenté 

À la Faculté des études supérieures 
De 1' Université Lavai 

Pour 1 ' obtention 
Du grade de Maître ès sciences (M.Sc.) 

Département de phytologie 
FACULTÉ DES SCIENCES DE L'AGRICULTURE ET DE L'ALIMENTATION 

UNTVERSITÉ LAVAL 

MAI 1998 

O Annie Chessens, 1998 



Acquisitions and Acquisions et 
Bibliographie Se~-ces services bibliographiques 

395 Wenülgkm Street 395. wellingtori 
OüawaûN K 1 A W  W O N  K 1 A W  
canada CaMda 

The author has granted a non- L'auteur a accordé une licence non 
exclusive licence allowing the exclusive permettant à la 
National Li'brary of Canada to Bibliothèque nationale du Canada de 
reproduce, loan, distriiute or s d  reproduire, prêter, disûiiuer ou 
copies of this thesis m microform, vendre des copies de cette thèse sous 
papa or electronic formats. la forme de microfiche/nlm, de 

reproduction sur papier ou sur format 
électronique. 

The author retains ownership of the L'auteur conseme la propriété du 
copyright in this thesis. Neither the droit d'auteur qui protège cette thèse. 
thesis nor substantial extracts fiom it Ni la thèse ni des extraits substantieIs 
may be printed or otherwise de celle-ci ne doivent être imprimés 
reproduced without the author's ou autrement reproduits sans son 
permission. autorisation. 



AVANT-PROPOS 

Je tiens à exprimer mes remerciements les plus sincères à mon directeur de maîtrise, le Dr. 

Guy Mard du Département de Phytologie de l'université Laval à Ste-Foy, pour la réalisation 

de ce mémoire, sa disponibilité et sa gentillesse ainsi qu'au Dr. Réal Michaud de la Station de 

Recherche d'Agriculture et d'Agroalimentaire Canada à Ste-Foy. pour ses conseils de grande 

valeur, sa disponibilite, ses encouragements, la confiance qu'il a eu en moi et son soutien 

financier au cours des deux dernières andes. Je remercie égaiement le Dr. Paul Nadeau ainsi 

que le Dr. Yves Castonguay, chercheurs à la Station de Recherche d'Agriculture et 

Agrodimentaire Canada à Ste-Foy, pour leur disponibilité, leurs encouragements et leur aide 

l o s  de la réalisation des expériences et de la préparation de ce mémoire. 

Je tiens à remercier M. Pierre Lechasseur, Mme. Lucette Chouinard et M. Antoine Chabot 

pour l'aide technique précieuse qu'ils m'ont apportde pendant mes travaux, pour leur amitié et 

leurs encouragements. 

Je remercie les autorités de la Station de Recherche d'Agriculture et Agroalimentaire Canada à 

Ste-Foy, pour l'espace et le matkriel qu'ils ont mis à ma disposition, M. André Lévesque et M. 

Martin Brown pour l'aide technique en informatique et tout le personnel de la Station pour 

leur disponibilitk et leur gentillesse. 





III 

CHAPITRE 1 REWE DE LITI'ÉRATURE e~oœeeeeœ~eeee~eœe~eee~oeeeeeeoœooeeeeeœœeeeeeeeeeeeeœœeee 3 
.......................................................................... ...................... 1.1 La survie à l'hiver .- 3 

............................................................... 1.1.1 Les agressions environnementales 3 
1.1.1.1 Les facteurs abiotiques ............................................................................ 3 
1.1.1.2 Les facteurs biotiques .......................................................................... 5 

....................... ...............................-..................................*....., 1 . 1.2 La gestion .... 7 
1.2 Les dommages causes par le gel ............................................................................ 10 
1.3 La tolérance au gel ............................................................................................ 11 . . 
1.4 Les changements biochimiques ............................................................................. 12 

1 .4.1 Les hydrates de carbones ........... ....., .................................................. 13 
1.4.1.1 L'amidon ........................ ........................................................................ 13 
1 A.1.2 Le saccharose ....................................................................................... 13 
1.4.1.3 Les oligosaccharides ......................................................................... 15 

1 .4.2 L'expression génétique ............................................................................... 17 
1 A2.1 Les gènes régules par le froid ..................................... ... ................... 18 

................................. 1.5 L'amélioration de la tolkrance au gel ....................... .... 19 
.................................. 1 . 5. 1 La sélection au champ basée sur la survie l'hiver 20 

1 S.2 Les tests de congélation .......................... ........ ...................................... 20 
1 S.3  Les marqueurs biochimiques ........................... .. ............................ 2 1 

1.6 Objectifs ........................ ...... .............................................................................. 2 1 

CHAPITRE II . MATÉRIEL ET  THO ODES e e o ~ o e e o ~ e e ~ ~ - e e m œ œ œ e ~ ~ ~ ~ e ~ e e e o e e e e o e e o o ~ e e e o e e œ e e e e e e  22 
2.1 Méthode de sélection ............................... ... ......................................... 2 2  

............... ................................... 2.2 Caractérisation des populations TF1 et TF2 ..... 2 3  
# 

2.2.1 Evduation au champ ................................................................................ 24 



.......................................................................... .......... 2.2.1.1 Dormance ........... 24 
....................................................... ........................ 2.2.1.2 Survie à l'hiver .., 25 

....................... 2.2.2 Évaluation en serre non chauffée et en aire de propagation 26 
.......................................... 2.2.2.1 Survie et rnatiiire sèche ............... ..........., 28 

2.2.2.2 T016rance au gel fi) ....................... ...... ................................ 2 8  
2.2.2.3 Hydrates de carbone ............................. .. ................................. 2 9  
2.2.2.4 Expression génbtique ......................... .. ......................................... 3 1  

...................... 2.3 Analyses statistiques .................................................................. 32 

. ....m............................... CHAPITRE III RÉSULTATS ET DISCCJSSION 33 
.................................................................... .. 3.1 Conditions climatiques .......... ..... 3 3  

3.2 Expérience au champ .................................................................................. 3 5  
.... 3.2.1 Donnance ......................................... ...... -. 35 

...................................... 3.2.2 Survie à l'hiver ...................................... ,, 36 
....................................................................... 3.3 Expérience en serre non chauffée 39 

.................................................................................................... 3.3.1 Survie 3 9  
3.3.2 Tolérance au gel mo) .............................. .... .................................. 4 1  

.................................................................................. 3.3.3 Hydrates de carbones 45 
.................................................................................................. 3.3.3.1 Amidon 45 

3.3.3.2 Saccharose ............................................................................................. 45 
............... ............. 3.3 .3.3 Oligosaccharides de la famille du riaffinose .. 4 7  

3.3.3.4 Glucose .................................................................................................. 50 
3.3.3.5 Fructose ............................................................................................ 50 . * 3.3.4 Expression genetive ................................................................................. 52 

....................................................................... 3.4 Exfirience en aire de propagation 54 
............................................................... 3.4.1 Résultau du prélèvement foliaire 54 

........................................................................... 3.4.1.1 Hydrates de carbones 54 

............................................................................. 3.4.1.2 Expression génétique 57 
3.4.2 Résultats du prélèvement au niveau des collets ....................................... 60 

3.4.2.1 Hydrates de carbone .......................................................................... 60 
.................................... 3 .4.2.2 Expression génétique .................................... ... 6 2  



LISTE DES FIGURES 

Figure 1. Évolution des tempérahues moyennes de l'air (OC), de l'accumulation de neige 
(cm) et des précipitations sous formes de pluie (mm) au cours de l'hiver 1996- 
97 à deux stations météorologiques d'Environnement Québec soit Beauséjour 
et Laurierville qui sont situées respectivement près des sites de St-David et de 
Plessisville. 34 

Figure 2. Pourcentage de survie de 90 plantes du cv Apica et de chacune des populations 
TF1 et TF2 lors de cinq dates d'échantillonnage. 40 

Figure 3. Regain en g de poids sec (PS) par pot déterminé après 3 semaines de repousse 
pour les plantes acclimatées en serre non chauffée. Les erreur-types sont 
indiquées (n=6). 40 

Figure 4. Tolérance au gel du cv Apica et des populations sélectionnées TF1 et TF2. La 
tolérance au gel est exprimée par la T b  soit la température à laquelle 50% de 
la population est détruite. Les intervalles de confiance ont une probabilité de 
95%. 41 

Figure 5. Regain après 3 semaines de repousse pour les plantes endurcies en serre non 
chauffée et qui ont subi un test de congélation (hiver 1996-97). Données 
combinées pour l'ensemble des températures à chacun des tests de congélation. 43 

Figure 6. Regain par échantillonnage après 3 semaines de repousse pour les plantes 
endurcies en serre non chauffée et qui ont subi un test de congélation (hiver 
1 996-97). Les erreurs-t ypes sont indiquées. 44 



Figure 7. Évolution des niveaux d'amidon et de saccharose dans les collets du cv Apica et 
des populations TF1 et TF2. Les plantes ont et6 acclimatées en serre non 
chauffée. Les prélihements ont et6 effectués cinq reprises au cours de l'hiver 
1996-97. Les erreurs-types sont indiquées (n4).  46 

Figure 8. Évolution des niveaux de stachyose et de raffinose dans les collets du cv Apica 
et des populations TF1 et TF2 Les plantes ont été acclimatées en serre non 
chauffée. Les prélèvements ont été effectués à cinq reprises au coun de l'hiver 
1996-97. Les erreurs-types sont indiquées (n=4). 49 

Figure 9. Évolution des niveaux de glucose et de fnictose dans les collets du cv Apica et 
des populations TF1 et TF2. Les plantes ont 6té acciimatées en serre non 
chauffée. Les prélèvements ont kt6 effectués à cinq reprises au coun de l'hiver 
1996-97. Les erreurs-types sont indiquées (n=4). 51 

Figure 10. Expression des gènes msaCIA et rnsaCIC dans les collets du cv Apica et des 
populations TF1 et TF2 Les plantes ont été acclimatées en serre non chauffée. 
Les prélèvements ont été effectués cinq reprises au cours de l'hiver 1996-97. 
Les erreun-types sont indiquées (n=4). 53 

Figure 1 1. Teneur en sucres solubles au niveau foliaire chez le cv Apica et les populations 
TF1 et TM. Les plantes ont été acclimatées à 2OC pendant 2 semaines. Les 
erreurs-types sont indiquées ((n=100). 55 

Figure 12. Distribution de 100 génotypes du cv Apica et de 100 génotypes pour chacune 
des populations TF1 et TF2 en fonction du contenu en raffiinose et en 
saccharose dans la partie foliaire. Les plantes ont été acclimatées à 2'C pendant 
2 semaines. 56 

Figure 13. Expression des gènes msaCLA et msaCIC au niveau foliaire chez le cv Apica et 
les populations TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées à 2°C pendant 2 
semaines. Les erreurs-types sont indiquks (n= 100). 58 

Figure 14. Distribution de 100 g6notypes du cv Apica et de 100 génotypes pour chacune 
des populations TF1 et 'IF2 en fonction de l'expression des genes msaCIA et 
msaCIC au niveau foliaire. Les plantes ont été acclimatées B 2OC pendant 2 
semaines. 59 



Figure 15. Teneur en hydrates de carbone dans les collets du cv Apica et des populations 
TF1 et TF2 Les plantes ont et6 acclimatks 2 2OC pendant 2 semaines et à - 
2°C pendant une période additionnelle de 2 semaines. Les erreurs-types sont 
indiquées (n=7). 61 

Figure 16. Expression des gènes msaCIA et msaCIC dans les collets du cv Apica et des 
populations TF1 et TF2. Les plantes ont Cté acclimatées à 2OC pendant 2 
semaines et à -2T pendant une @iode additio~eue de 2 semaines. Les 
emeurs-types sont indiquées (n=7). 63 



LISTE DES TABLEAUX 

Tableau 1. Dormance automnale de six cultivars et deux populations de luzerne établis à 
St-David en 1996. Les cultivars et les populations sont classés selon la hauteur 
moyenne des plantes en cm (HMP) et un indice de dormance automnale (IDA). 37 

Tableau 2. Dormance automnale de six cultivars et deux populations de luzerne établis à 
Plessisville en 1996. Les cultivars et les populations sont classés selon la 
hauteur moyenne des plantes en cm (HMP) et un indice de dormance 
automnale (IDA). 37 

Tableau 3. Survie à l'hiver de six cultivars et deux populations de luzerne établis à St- 
David en 1996-97. Les cultivars et les populations sont classés selon le 
pourcentage moyen de survie à l'hiver (PMSH) et un indice de dommages 
(m. 38 



AEDT 

ADN 

AP'HBA 

ARN 

ARNm 

CLHP 

CPM 

cv 

DSS 

GS 

KMP 

ID 

IDA 

K 

h g  

M : C : E  

MLG 

n 

P 

P2 
PMSH 

PPDS 

PS 

Acide ethylène-diaminetetraacetique 

Acide desoxyribonucléique 

Acide p-hydroxy-benzoique hydrazide 

Acide ribonucléique 

Acide ribonucléique messager 

Chromatographie liquide haute performance 

Compte par minute 

Cultivar 

Dodecyl sulfate de sodium 

Enzyme gaiactinol synthase 

Hauteur moyenne des plantes 

Indice de dommages 

Indice de dormance automnale 

Potassium 

Logarithmique 

Méthanol-Chloroforme-Eau 

Modèle linéaire genérai 

Nombre 

Phosphore 

Phosphore radioactif 

Pourcentage moyen de survie à l'hiver 

Plus petite difference significative 

Poids sec 



P/V 

SAS 

SPS 

SS 

SSC 

TE 

TF 

TF1 

TF2 

TL'' 

TLE 

v/v 

Poids / volume 

Système d'analyse statistique 

Enzyme saccharose-phosphate synthase 

Enzyme saccharose synthase 

Sel de trisodium citrate 

10 mM Tris-HCI à p H  7.4,l m .  AEDT 

Tolérance au fioid 

Tolérance au froid après 1 cycle de sélection 

Tolérance au froid après 2 cycles de sélection 

Température létale pour 50% de la population 

2 W  uis-HC1 à pH 8.0.1 OOrnM LiCl. 5mM AEDT 

Volume / volume 



INTRODUCTION 

La luzerne (Medicago sativa L.) est la légurnineuse founagère la plus cultivée en Amérique du 

Nord. Ceci est attribuable à ses nombreuses qualités agronomiques : son rendement élevé en 

matière sèche, son excellente valeur alimentaire, sa capacité à fixer l'azote atmosphérique et 

celle d'améliorer la structure du sol (Barnes et al., 1988). 

La luzeme cultivée en semis pur ou en mélange occupait, en 1994, 80% des superficies en foin 

dans les grands états laitiers du Midwest americain (USDA, 1994). En 1996, cette proportion 

était de 58% au Canada et seulement de 24% au Québec (Statistique Canada, 1997). La faible 

utilisation de la luzerne au Québec est en grande partie attribuable à son manque de 

persistance sous nos conditions de climat froid et humide ainsi qu'à une qualité insuffisante 

des sols (mauvais drainage, bas pH). L'arntlioration de la persistance des cultivars à haute 

valeur agronomique permettrait d'accroître la culture de la luzerne sous nos conditions de 

production, de diminuer le coût relie à la réimplantation hâtive suite à des dommages 

hivernaux importants, ainsi qu'à 1' achat de supplements pour l'alimentation animale. 

La survie à l'hiver de la luzerne est dc5terminée par plusieurs facteurs incluant le gel, les 

maladies, les insectes, la fertilisation, l'humidité du sol et la régie de coupe. Ce phénomène est 

donc très complexe. Cependant, panni tous les facteurs impliqués dans la persistance de cette 

Iégumineuse, la tolérance aux basses températures est le facteur qui a le plus d'impact dans 



nos régions (McKenzie et al., 1988). Il a et6 demontré que les cultivars de luzerne ont la 

capacité génétique d'augmenter significativement leur tolérance au gel indépendamment de 

leur potentiel de survie l'hiver (Castonguay et Guckert, 1996). Par contre, ces cultivars 

n'atteignent pas tous le même niveau de to16ranceT ce qui révèle l'existence d'une variabilité 

pour ce caractère. Le développement de cultivars ayant une tolérance accrue au gel dépend de 

l'identification précise de génotypes ayant un potentiel génétique supérieur pour ce caractère. 

Au Centre de Recherche et de Développement sur les sols et les grandes cultures d'Agriculture 

et Agroalimentaire Canada, une nouvelle méthode de sélection. basée sur l'application de 

stress successifs de congélation a été mise à l'essai. Pour ce faire, des plantes (1500) du cv 

Apica ont été soumises à deux cycles de sélection Zi raison de trois stress de congélation 

successifs par cycle (sous des conditions contrôlées). Les génotypes les plus performants, à 

chacun des deux cycles, ont été intercroisCs pour gCnCrer deux populations de tolérance au gel 

potentiellement supérieure : TF1 et Tm. 

Ce projet de recherche vise 2 vérifier l'efficacité de cette méthode de sélection et d'évaluer 

l'effet indirect de la seledon sur d'autres caractères reliés B la tolérance au gel. Les vois 

populations ont donc été caractérisées en fonction de leur toltrance au gel m0), de leur 

teneur en sucres cryoprotecteurs, de l'expression de certains gènes régulés par le froid et de 

leur survie à l'hiver. 



CHAPITRE 1 

REVUE DE LITTÉRATURE 

1.1 La survie à l'hiver 

La survie à l'hiver reflète la capacitk des plantes 2 tolerer une série d'agressions de toute 

nature (Steponkus, 1978). Plusieurs types d'agressions peuvent causer un stress à la plante : 

le gel, les maladies, les insectes, une mauvaise fertilisation, un mauvais drainage, etc. De 

plus, le fait qu'une plante soit tolérante B un stress ne signifie pas qu'elle soit tolérante à 

d'autres stress. Cela implique que lors de la sélection, il faut tenir compte de plusieurs 

facteurs influençant la survie à l'hiver de la plante (Bowley et McKersie, 1990 ; McKersie 

et Hunt, 1987). Le problème de la persistance et de la survie à l'hiver de la luzerne est donc 

très complexe. 

1 1 1 Les amessions environnementales 

1.1.1.1 Les facteurs abiotiques 

La survie de la luzerne dépend en grande partie de sa capacité à répondre B des facteurs 

climatiques pendant les phases critiques de son cycle vital (Ouellet, 1977). Les facteurs 

abiotiques les plus importants en ce qui a trait B la survie à l'hiver des Iégumineuses 



fourragères sont : les tempéranires gdives, la présence d'une couvemire de neige, 

I'humidite du sol, ainsi que l'alternance de gel et de dégel. 

Les temoérac~res ~61ives 

L'exposition directe à des températures gélives peut causer des dommages considérables 

aux plantes (Andrews, 1987). De tels dommages peuvent m N t e r  la tolerance des plantes 

face à d'autres stress ou même les détruire. La luzerne, lorsqu'endurcie, peut supporter des 

températures allant jusqu'à -25°C pendant quelques heures (Paquin, 1984). Cependant, les 

plantes peuvent subir des dommages importants lorsqu'eiles sont maintenues pour une 

longue période à des températures plus modérées (-8 à -10°C). Chez la luzerne, seules les 

racines, qui sont protégées sous la surface du sol et les collets, sont vivaces. Les 

températures minimales à la surface du sol ou dans les couches superficielles sont donc 

déterminantes en regard de la survie à l'hiver des plantes. L'isolation thermique de ces 

dernières contre les basses températures accroît leurs chances de survie. L'effet isolant de la 

neige et du couvert végétal permet de protéger partiellement les plantes contre les basses 

températures. 

Les précipitations 

Pendant la saison hivernale, les sols n'arrivent souvent pas &miner le surplus d'eau 

apporté par les dégels successifs ou par les fortes pluies (Pesant et al., 1978). Ceci entraîne 

la formation d'une couche de glace à la surface du sol. Ce phénomène peut causer 

l'asphyxie des racines de luzeme. L'absence d'oxygène favorise la glycolyse anaérobique 

et l'accumulation de ses sous produits toxiques tels que COz, éthanol, acide lactique et 

acétylène (Barta, 1980). De plus, ia glace possède une conductivité thermique élevée ce qui 

peut accroître les dommages causés par le gel en abaissant la température du sol. Tout ce 

qui peut contribuer à empêcher la glace d'établir un contact direct avec le sol et la plante et 

à pourvoir des espaces pour la difision des gaz (ex. : la neige et la vegétation) permet de 

reduire les dommages. Les précipitations sous fome de neige contribuent donc Zi accroître 

la survie 2 I'hiver des plantes puisque la couverture nivale permet de maintenir les 



températures du sol pr&s du point de congtlation. L'Cpaisseur de la couche de neige est 

donc eès importante, car elle protège les collets ainsi que les racines contre le gel. Selon 

Paquin (1984)' si la couche de neige est insuffisante, le gel est la cause premih de 

mortalité chez la luzerne. L'humidité du sol peut également retarder la reprise de la 

croissance au printemps puisque le réchauffement d'un sol dCpend de la température 

ambiante et de son contenu en eau (Paquin, 1985). Un sol sec dégèle plus rapidement qu'un 

sol humide à cause de la chaleur spécifique élevée de I'eau (Paquin et Méhuys, 1980). 

Les cycles de gel et de dégel 

Dans les sols à forte teneur en eau ou mal drainés ainsi que dans les sols lourds, 

l'alternance de gel et de dégel peut exercer une traction verticale et causer la rupture de la 

racine principale (Russell et al., 1978). Le déchaussage expose donc le collet et la partie 

sup6neure de la racine aux températures gélives de l'air et il la dessiccation par le vent et le 

soleil. De plus, la traction exercde sur la racine peut briser les radicelles, lieu important 

d'absorption de I'eau et des mintraux. 

Les cycles de gel et de dégel ont aussi une influence sur le niveau d'endurcissement des 

plantes puisque ce dernier est étroitement lié à la température de l'air et du sol (Paquin, 

1984). Si la température moyenne de l'air s'élève au-dessus de 10°C pendant quelques 

jours, la tolérance au gel chez la luzerne diminue (Jung et Smith, 1960; Paquin, 1985). Les 

cultivars moins donnants répondent plus rapidement et perdent leur tolérance au gel plus 

rapidement que les cultivars dormants (Paquin, 1985). Cependant, la luzerne peut 

s'endurcir à nouveau avec l'abaissement subséquent de la température pourvu que les 

réserves nutritives soient suffisantes (Jung et Smith, 1960; Paquin, 1977). 

1.1.1.2 Les facteurs biotiques 

La survie l'hiver dépend aussi de la tolkrance ou de la résistance des plantes ii des facteurs 

biotiques. Les plus importants sont : les maladies, les insectes et les mauvaises herbes. 



Les maIadies 

Les maladies qui s'attaquent il la luzerne sont nombreuses et variées. Cependant, celles qui 

affectent les racines et les collets telles les pourritures et certains flétrissements réduisent la 

survie it l'hiver des plantes. En effet chez la luzerne, ces deux organes sont vivaces et ils 

assurent la reprise de la croissance au printemps et après chaque coupe. De plus, selon des 

travaux effectués sur deux maladies causées par les Fusarim. les processus physiologiques 

qui sont impliqués dans l'endurcissement sont affectés par la présence des agents 

pathogènes, ce qui réduit la tolérance au gel des plantes (Richard et al., 1982). Le gel peut 

également causer des dommages importants aux plantes et rendre ces demières plus 

susceptibles aux maladies. L'utilisation de cultivars r6sistants permet néanmoins de réduire 

1' impact des maladies. 

Les insectes 

Plusieurs insectes s'attaquent à la luzerne dont la mineuse virgule (Agromyza frontella), le 

charançon postiche (Hypera postica) et la citadelle de la pomme de terre (Empoclsca fabae) 

(C.P.V.Q., 1989). Il a été démontré que la tolérance au gel chez la luzerne est réduite par 

l'infestation de nématodes (Suniki et Willis, 1974) et de pucerons du pois (Harper et 

Freyman, 1979). Les modes de répression des insectes sont: la rotation des cultures, les 

coupes hâtives, l'utilisation des cultivars résistants, la lutte biologique et les insecticides. 

Les plantes nuisibles 

La compétition entre les mauvaises herbes et la luzerne pour les ressources du milieu (eau, 

minéraux, lumière) se traduit par une réduction de la densité optimale de l'espèce 

(Beuselinck et aL., 1994). La compétition retarde le developpement de la plante et diminue 

sa capacitk 2 survivre il l'hiver. Les modes de répression des plantes nuisibles dans les 

cultures de luzerne impliquent des methodes mécaniques, culturales, physiques et 

chimiques (C.P.V.Q., 1989). Chacune de ces methodes peut s'utiliser seule ou combinée 

lors de la préparation du semis, de l'implantation et durant l'exploitation des plantes 

foiirragères. 



1-12 La gestion 

Toutes les pratiques culturales qui favorisent le développement de la plante et 

l'augmentation des réserves nutritives au niveau des collets et des racines favorisent sa 

tolérance au gel. 

Le drainage du sol 

La luzeme est très sensible à un mauvais drainage. Elle doit être cultivée sur un sol profond 

et bien drain6 (C.P.V.Q., 1989). Un excès d'eau peut causer l'asphyxie des racines, 

favoriser le développement de maladies, réduire l'endurcissement, accroître l'acidité du sol, 

et augmenter la mortalité due au gel et Zi la formation d'une couche de glace. L'humidité du 

sol peut donc affecter directement l'endurcissement et la survie l'hiver de la luzerne. Des 

recherches ont démontre qu'une humidité inférieure à 50% de la capacité au champ est 

favorable à I'endurcissement (Paquin et Méhuys. 1980). tandis qu'un pourcentage 

d'humidité près du point de saturation est considéré comme néfaste pour la luzerne (Paquin 

et Méhuys, 1980; Suzuki, 1977; Sumki et al., 1975). De plus, les conditions de sécheresse 

pendant l'endurcissement aident h accroître la tolérance au gel (Tysdal, 1933) puisqu'un 

endurcissement partiel peut être obtenu par un stress hydrique à des températures normales 

de croissance. Les stress hydriques activent l'expression des caractères qui aident à 

stabiliser la structure membranaire même lorsque la dessiccation des cellules est induite par 

le froid (Willemot et Pelletier, 1979). Cependant, les dommages causés à la cellule lors 

d'une dessiccation trop importante empêchent ces caractères de s'exprimer de façon 

optimale chez l'avoine et l'orge (Cloutier et Siminovitch, 1982). La dessiccation n'est donc 

pas aussi efficace que l'acclimatation au froid pour induire la tolérance au gel. Des travaux 

effectués sur la luzeme ont démontré que la sécheresse du sol combinée aux effets des 

basses températures augmentaient la tolérance au gel de 4 ii 5°C chez cette Iégumineuse 

(Paquin et Méhuys, 1980). Cela signifie que les deficits hydriques et les basses 

températures peuvent contribuer de façon additive pour accroitre la tolérance au gel 

(Willemot et Pelletier, 1979; Paquin et Méhuys, 1980). 



Le chaulage 

Le chaulage est aussi très important puisque la luzeme ne supporte pas les sols acides. Un 

pH de 6.5 à 7.5 est optimum pour cette espèce (C.P.V.Q.. 1989). Un sous-sol trop acide 

réduit la pénetration en profondeur des racines, diminue la disponibilité des nutriments 

essentiels et augmente la disponibilité de l'aluminium et du manganèse qui sont, B forte 

dose, des déments toxiques pour les plantes (EUioa et al., 1973). 

La fertilisation 

La fertilité et le pH du sol sont des facteurs importants dans la survie à I'hiver des plantes. 

Les éléments fertilisants les plus essentiels pour la persistance de la luzerne sont Le 

potassium et le phosphore. L'application de potassium (K) favorise I'acciirnatation au froid 

de la luzeme (Twamley, 1960 ; Calder et MacLeod, 1966). Une fertilisation potassique 

elevee permet d'accroitre le niveau des hydrates de carbone qui constituent les réserves 

nutritives dans les racines de luzerne ce qui contribue 2 sa survie à l'hiver. Par contre. 

I'application de phosphore (P) favorise la croissance vtgétative (Twamley, 1960) et par 

conséquent une disponibilité trop grande de cet 6lément à l'automne retarde l'acclimatation 

des plantes. Un rapport P K  de 0'4 serait optimum pour I'acclimatation au froid de la 

luzerne (Jung et Smith. 1959). Ce rapport influencerait la synthèse des acides aminés et 

celle des protéines chez la luzeme (MacLeod et Sumki, 1967). En généd, les carences en 

éléments minéraux aussi bien qu'une fertilisation trop forte diminuent I'acclimatation et la 

survie à l'hiver des plantes (Paquin, 1985). 

Le choix du cultivar 

Les cultivars de luzerne utilisés en Amérique du Nord sont dérivés de neuf sources 

distinctes de germoplasmes soient : M. fakata. Ladak, M. varia, Turkestane, Flamande, 

Chilienne, Péruvienne, Indienne et Africaine. Elles sont classées ici par ordre décroissant 

de survie l'hiver. Ces gemoplasmes diffèrent en ce qui a trait à la dormance automnale et 

au potentiel de tolérance au gel (Barnes et al., 1977). 



La dormance automnale est étroitement associée à la survie l'hiver. Les cultivars qui ont 

peu de croissance à l'automne cause de leur dormance ont généralement une meilleure 

survie que les cultivars non dormants @exter et al., 1930 ; Heinrichs et al., 1960; Larson 

et Smith, 1963; Smith, 1961). Cela est dû au fait que les cultivars dormants de luzerne 

s'endurcissent plus tôt en automne et plus rapidement que les cultivars non dormants. De 

plus, lorsque les températures fluctuent (gevdégel) pendant I'hiver, les cultivars moins 

dormants se désendurcissent plus rapidement et peuvent même reprendre leur croissance 

(Buxton, 1989), s'exposant ainsi à des dommages causes par des basses températures 

subséquentes. 

Les cultivars dormants sont caractérisés par un port prostré et un grand nombre de tiges 

tandis que les cultivars à dormance tardive ont un port plus dressé et une croissance 

supérieure en automne (Smith, 196 1). La sélection pour une meilleure survie à l'hiver basée 

sur la dormance s'oppose donc à la sélection pour un meilleur rendement, celui-ci étant 

généralement associé à la vigueur de la repousse et à la hauteur des plantes (Busbice et 

Wilsie, 1965; Smith, 1961). Toutefois, les résultats de Busbice et de Wilsie (1965) 

indiquent qu'il serait possible de sélectionner à la fois pour la croissance automnale, la 

survie à l'hiver et une reprise de la croissance plus rapide après une coupe. 

Le régime d'exploitation 

I1 existe une relation étroite entre, d'une part, le niveau des réserves nutritives accumulé 

dans les racines et les collets chez la luzeme à l'automne et, d'autre part, la productivité, la 

vigueur et le maintien du peuplement l'amie suivante (Gervais et Bilodeau, 1985; Gervais 

et Girard, 1987). L'automne est donc une période critique pour la luzerne. À cette époque, 

elle doit synthetiser et emmagasiner des réserves dans ses racines, qui permettront 

l'acclimatation au froid durant l'hiver et assureront le regain au printemps suivant. Sous 

nos conditions hivernales rigoureuses, il est préférable de ne pas faire de coupe de la fin 

aoat au début d'octobre, soit durant une periode d'environ six semaines (Gervais et 

Bilodeau. 1985). De plus, la coupe de fm d'été doit être prise suffisamment tôt pour que la 

luzerne puisse refaire ses rkserves avant les premières gelées mortelles (C.P.V.Q., 1989). 



Par conséquent? des coupes fréquentes ou une coupe automnale prise au cours de la 

période critique (septembre et début octobre) ne permettent pas aux plantes d'accumuler 

suffisamment de réserves avant les premiers gels, ce qui réduit leur potentiel de s w i e  à 

l'hiver. 

1.2 Les dommages causés par le gel 

Deux types de gel peuvent survenir dans les cellules vég6tales : le gel intracellulaire et le 

gel extrace1lulaire. La vitesse de refroidissement determine le site de formation de la glace. 

La fornation de glace intracellulaire se produit lorsque la vitesse de refroidissement est 

élevée (>4"Uminute) (Levin, 1980). L'eau cristallise dans la cellule lorsqu'une nucléation 

interne survient ou lorsqu'un cristal de glace qui provient du milieu environnant pénètre 

l'intérieur de la cellule (Guy, 1990). Dans les deux cas, un tel gel est consider6 comme létal 

puisque les cristaux de glace qui sont à l'intérieur de la cellule prennent rapidement de 

l'expansion et détruisent mécaniquement la membrane plasmique (Levitt, 1980). De plus, 

la formation de glace entraîne une augmentation de la force ionique de la solution cellulaire 

résiduelle, ce qui provoque une désorganisation des structures cellulaires. 

Dans la nature, la vitesse de refroidissement est rarement plus élevée que I0C à l'heure 

(Steffen et al., 1989), ce qui favorise le gel extracellulaire. Ce type de gel permet à la glace 

de se retrouver exclusivement il l'extérieur de la cellule (Guy, 1990), ceci dû à la diffusion 

de l'eau hors de la cellule et à la paroi cellulaire qui agit comme une barrière il la 

propagation des cristaux de glace vers I'interieur de la cellule (Levitt, 1980). 

Selon Mazur (1969)' lors d'un gel, la cellule et le liquide qui l'entoure entrent initialement 

en surfusion. Mais, rapidement, la glace se forme dans la région extracellulaire. Ce 

phénomène limite la formation de la glace à l'extérieur de la cellule. Toutefois, lorsque la 

température continue A baisser, une plus grande proportion de la solution extracellulaire est 

convertie en glace. Cela entraîne une baisse de la pression de vapeur d'eau l'extérieur de 

la cellule créant ainsi un gradient entre l'exterieur et l'intérieur de la cellule. Pour rétablir 



l'équilibre de pression de vapeur, l'eau présente dans la cellule peut soit geler (gel 

intracellulaire) ou diffuser hors de la cellule vers l'espace extrace11uIaire. La formation de 

glace dans l'espace exîracellulaire, quoique moins dommageable pour la plante, cause 

plusieurs stress secondaires : (1) la déshydratation de la cellule (Guy, 1990). (2) 

l'augmentation de la concentration ionique du contenu cellulaire qui peut avoir des effets 

toxiques (Gusta et ai., 1975). (3) la fusion des membranes intracellulaires, et (4) des 

réactions oxydatives délétères (Crowe et d, 1983). 

Selon Steponkus et al. (1993), la membrane plasmique est le premier site de dommages 

induits par le gel. Ceci implique que tous les changements biochimiques qui permettent de 

stabiliser la membrane et les protéines lors de la d6shydratation sont susceptibles 

d'accroître la tolérance au gel de la plante. 

1.3 La tolérance au gel 

La luzerne est une Iégumineuse vivace, qui pour survivre à l'hiver, doit acquérir une 

certaine tolérance au gel. Les conditions climatiques qui prévalent à l'automne induisent 

l'acclimatation au froid et déterminent le niveau maximum de tolérance au gel qui sera 

atteint (McKenzie et McLean, 1980). Selon Ouellet (1970, 1977), les facteurs climatiques 

les plus importants pour induire l'acclimatation au froid sont la photopériode et la 

température. 

Selon Barnes et al. (1 979). la lumière influence la tolérance au gel des plantes par ses effets 

sur I'accumulation des réserves et sur la croissance. Une dduction de la photopénode à 

l'automne est necessaire à l'acclimatation au froid de certains cultivars de luzerne 

(Hodgson, 1964). Ce facteur induit une acclimatation partielle menant à un ralentissement 

de la croissance et des changements dans le métabolisme. Chez la luzerne, l'action des 

jours courts serait liée il des changements dans les niveaux de certains régulateurs 

endogènes de croissance (Waldman et al., 1975). Les jours courts sont donc essentiels pour 

initier l'endurcissement. Cependant, une fois le phhomène initie, les plantes continuent 2 



s'endurcir sous l'effet des températures froides indépendamment de la photopériode 

(Paquin et Pelletier, 1 980). 

Dans nos régions, l'acclimatation au froid de la luzerne débute lorsque les tempéraîures 

moyennes de l'air atteignent 10°C et s'accélère quand celles-ci se rapprochent de 5°C' ce 

qui corncide généralement avec les premières gelées automnales (Paquin et Pelletier, 1980 ; 

Paquin, 1984). La tolérance au gel continue d'augmenter après la sénescence des tiges et 

même sous la neige alon que le sol commence il geler (Pquin, 1985). Durant cette période, 

l'acclimatation dépend principalement de l'abaissement de la temperature de l'air et du sol. 

Sous nos conditions climatiques, le maximum de toltrance au gel est atteint entre décembre 

et mars, selon les années et les sites (Paquin et Pelletier, 1980 ; Paquin, 1984). Une 

température constante sous zero est en général plus favorable B I'acclimatation qu'une 

alternance de température (Chen et Li, 1980). De plus, des temp6ratures de -2 B 4°C sont 

nécessaires à l'obtention et au maintien de I'endurcissement maximal chez la luzerne et le 

blé d'automne (Gusta et Fowler, 1979 ; Roberts, 1984). 

Au printemps, les plantes perdent leur tolérance au gel quand la température du sol s'élève 

au-dessus de 5OC (Paquin, 1984). Le désendurcissement est complet quand la température 

moyenne de I'air atteint 15°C (Paquin, 1985). Il faut généralement 3 à 6 semaines à la 

luzerne pour perdre complètement sa tolérance au gel, ce qui lui permet de supporter les 

gelées tardives du printemps (Paquin et Pelletier, 1980). 

1.4 Les changements biochimiques 

Plusieurs changements biochimiques se produisent lors de I'acclimatation au froid des 

plantes. On observe alors des modifications dans la composition des lipides, des protéines, 

des sucres, des acides aminés et dans l'expression génétique (Steponkus, 1984). La présente 

recherche porte plus spécifiquement sur l'accumulation des sucres cryoprotecteurs et sur 

l'expression des gènes induits par le froid. 



1.4.1 Les hvdrates de carbones 

Les travaux de Jung et Smith (196 1) ont permis de caractt5nser l'accumulation des hydrates 

de carbone pendant I'acclimatation au froid de la luzerne et du trèfle rouge. Le pourcentage 

d'hydrates de carbone totaux non structuraux s'accroît pendant I'automne, atteint un 

maximum entre décembre et fdvrier et diminue progressivement jusqu'au printemps. 

Toutefois, le niveau des sucres totaux dans les collets n'est pas proportionnel à la tol6rance 

au froid des cultivars de luzerne lors du maximum d'endurcissement (Paquin et Lechasseur, 

1982). L'augmentation des réserves de sucres solubles et d'amidon dans les collets et les 

racines au cours de l'acclimatation est, cependant, considtrée comme un facteur 

déterminant du niveau de tolérance au gel chez la luzerne (Bertrand et Paquin. 1991). 

Sauter et van Cleeve (1991) ont conclu que, chez le P o p u h ,  le type d'hydrates de carbone 

qui s'accumulent dans les organes de réserve est plus important pour la tolérance au froid 

que le contenu total en sucres. 

1.4.1.1 L'amidon 

À l'automne, les hydrates de carbone sont principalement composés d'amidon. Cette 

proportion diminue au fur et à mesure que l'amidon est hydrolysé en saccharose (Jung et 

Smith, 1961; Bula et Smith. 1954). Les enzymes responsables de cette dégradation sont 

des endoamylases (Volenec et al-, 1991). Leur activité augmente lors de l'utilisation de 

l'amidon (endurcissement, reprise de la croissance et après une coupe) dans les racines de 

la luzerne. Cependant, les niveaux d'amidon ne different pas entre des cultivars de luzeme 

de tolérance au gel contrastante (Jung et Larson. 1972). 

1.4.1.2 Le saccharose 

L'endurcissement au froid s'accompagne d'une accumulation importante de saccharose au 

niveau du collet chez la luzerne (Duke et Doehlert, 1981). Le saccharose s'accumule tôt à 

l'automne à des températures au-dessus du point de congélation et son niveau continue de 

s'accroître à des températures sous zéro et cela aussi bien sous des conditions 



d'acclimatation natureiles que c o n t r ô l ~  (Castonguay et ai., 1995). Les recherches 

effectuées par Duke et Doehiert (1981) ont d tmond que les cultivars de luzerne tol6rant.s 

au froid avaient de plus hauts niveaux de saccharose au debut de l'automne que les 

cultivars non tolérants. Toutefois, lors du maximum d'acclimatation au froid, soit en 

février, les niveaux de saccharose observés ne Werent pas significativement entre des 

cultivars qui se distinguent dans leurs niveaux d'adaptation au froid (Castonguay et al., 

1995). 

La synthèse du saccharose 

La synthèse du saccharose se fait grâce à la photosynthèse via les chloroplastes. Le produit 

final du cycle de Calvin, le 3-phosphoglycéraldéhyde, est transporté du chloroplaste vers le 

cytoplasme en échange de deux phosphates. Une fois dans le cytoplasme, les trioses- 

phosphates peuvent servir à la synthèse du saccharose (Devlin et Witharn, 1983). Pour ce 

faire, deux molécules de 3-phosphoglycéraldthyde sont condensées par aldolisation pour 

former un fructose 1.6-diphosphate. Dans les feuilles, cette molécule est soit convertie en 

fnictose dphosphate ou isoménste en glucose 6-phosphate qui par la suite forme I'UDP- 

glucose. La synthèse du saccharose est finalement r6gulée par l'enzyme saccharose- 

phosphate synthase (SPS) à partir de I'UDP-glucose et du fructose &phosphate. La réaction 

inverse est catalysée par l'action de l'enzyme saccharose synthase (SS). Cependant, lorsque 

les plantes sont sous un couvert de neige, la synthèse du saccharose se fait via l'hydrolyse 

de I'amidon. Ce phénomène est régulé par des endoamylases (p-amylase et a-amylase). Le 

produit final de I'hydrolyse est une molécule de glucose dphosphate qui est soit isoménsée 

en fnictose 6-phosphate ou convertie en glucose 1-phosphate qui par la suite fonne UDP- 

glucose. La synthèse du saccharose via cette voie metabolique est Cgalement rkgulée par le 

SPS. 

L'activité du SPS augmente lors de l'exposition des plantes aux basses températures 

(Castonguay et Nadeau, 1998a). De plus, il existe une corrélation très importante entre 

l'activite de cet enzyme et le niveau de saccharose dans les collets chez la luzerne. Selon 

cette Cnide, l'augmentation de l'activité du SPS survient tôt en automne et atteint des 



niveaux plus élevés chez des cultivars rustiques que chez des dtivars sensibles au froid. 

L'activitC de l'enzyme SS, pour sa part, est réduite à l'automne lors de l'acclimatation au 

froid des plantes. 

LE rôle crvomotecteur du saccharose 

Le saccharose réduirait les dommages causés aux membranes lors de la déshydratation de 

la cellule (Schwab et Heber, 1984). Ce sucre interagirait avec les groupements 

hydroxyliques des phospholipides rnembranaires en remplaçant l'eau dans le maintien de la 

structure de la membrane (Koster et Leopold, 1988 ; CaMey et aL, 1988; Hoekstra et al. 

1989). Ce phénomène permettrait de prévenir la séparation de phase des doubles parois 

lipidiques ainsi que la fusion de la membrane plasmique (Crowe et Crowe, 1992). De plus, 

ce disaccharide interagirait avec les protéines pour maintenir I'activité des enzymes lors de 

la déshydratation (Crowe et al., 1990). 

1 A.13 Les oligosaccharides 

Une relation étroite ii été démontrée entre la capacité des cultivars à accumuler certains 

oligosaccharides de la serie du raffinose, plus précisément le stachyose et le raffinose, et la 

tolérance au gel de la luzerne (Castonguay et al., 1995). Le stachyose et le raffhose sont 

pratiquement absents des tissus des plantes non acclimatées au froid et ils s'accumulent tard 

en automne lors de l'exposition des plantes à des températures gélives. Ces 

oligosaccharides sont aussi impliqués dans l'acquisition de la tolérance ti la dessiccation, 

puisque ce phénomène implique aussi la déshydratation complète ou partielle de la cellule. 

L+s travaux de Ooms et de ses collaborateurs (1993), sur les semences d9Arabidopsis9 ont 

démontré que le raftinose et le stachyose ne s'accumulent que dans les grains tolerants la 

dessiccation. Lon de leurs expériences. ils ont utilisé divers mutants d'drabidopsis qui 

étaient insensibles il un régulateur de croissance associée l'acquisition de la tolérance à la 

dessiccation, l'acide abscissique, ou déficients dans leur capacité ii synthétiser ce composé 

(Koornneef et al., 1989). Ces résultats sont en accord avec les recherches de Blackman et 

al. (1992)' qui ont démontré qu'il existe une relation étroite entre l'accumulation du 



stachyose et le développement de la toltrance la dessiccation chez des graines de soya 

(Glycine Mor &.] Merr., cv Chippewa 64) deshydratées à differentes vitesses. De plus, ces 

~Iigosaccharides disparaissent de façon concomitante avec la perte de la tolérance à la 

dessiccation chez les graines de soya (Glycine Max (L.] Merr.), de pois (PisMt sativum L.) 

et de maïs (Zea mays L.) (Koster et Leopold 1988). Ces résultats suggèrent que ces sucres 

jouent un r61e important dans la tolérance à la dessiccation et qu'ils pourraient jouer un rôle 

similaire lors de l'acquisition de la toltrance au gel, en protégeant la cellule contre la 

d6shydratation induite par le gel (Castonguay et al., 1995). 

La synthèse des oligosaccharides 

Le raffinose et le stachyose sont des galactosides du saccharose. Leur synthèse fait appel à 

des réactions de transgalactosylation par relais à partir de I'UDP-galactose (Courtois et 

Percheron, 1971). Le raffi~nose et le stachyose sont synthétisés selon la séquence suivante 

(Dey, 1990): 

RÉACTIONS ENZYMES 

UDP-o-galactose + myo-inositol + galactinol + UDP (1) Galactinol synthase 

Galactinol + saccharose tt raffinose + myo-inositol (2) Saccharose galactosyl transférase 

Galactinol + raffinose t, stachyose + myo-inositol (3) Raffinose galactosyl transférase 

Le galactinol synthase (GS) est l'enzyme qui initie la synthèse des oligosaccharides. Selon 

des recherches effectuées avec divers genotypes de soya, l'enzyme GS est un régulateur 

important dans la répartition du carbone entre le saccharose et les oligosaccharides 

(Saravitz et ai., 1987). L'enzyme GS montre une augmentation de son activitk lorsque les 

plantes sont exposées aux basses tempéranues (Castonguay et Nadeau, 1998a). De plus, ces 

recherches ont demontré qu'il existe une relation importante entre l'activité du GS et le 

niveau d'oligosaccharides contenu dans les collets chez la luzerne. Tout comme pour 

l'enzyme SPS, le GS s'accumule plus tôt et atteint des niveaux plus élevés chez les 



cultivars toltrants que chez les cultivars sensibles au froid. 

Le rôle crvoprotecteur des oliaosaccharides 

La présence d'oligosaccharides de la série du raftinose (raffinose et stachyose) semble 

requise pour permettre au saccharose de protéger de faqon maximale les membranes 

pendant l'acquisition de la tolérance à la dessiccation chez les grains de maïs (Chen et 

Buris, 1990)' de soya (Blackman et al., 1 992)' et de colza (Leprince et al., 1990). Ces 

sucres préviendraient la cristallisation du saccharose (Koster et Leopold, 1988 ; Caffrey et 

al., 1 988) et favoriseraient sa vitrification (augmenter la viscosite d'un liquide pour qu'elle 

soit similaire B celle d'un solide), ce qui stabiliserait les membranes lors de la 

déshydratation de la cellule (Blackman et al., 1992 ; Caffrey et al., 1988). De plus, ces 

oligosaccharides pourraient tenir leur efficacité cryoprotectrice d'interactions structurales 

complexes avec les groupements hydrophiles des phospholipides membranaires (Hincha, 

i 990). 

1 A.2 L'expression aéné tiaue 

L'exposition des plantes aux basses températures induit des changements importants au 

niveau de l'expression génétique (Thornashow, 1990). Les travaux effectués par Krasnuk et 

al. (1978)' ont permis d'observer des différences qualitatives et quantitatives au niveau de 

l'activité de certains enzymes hydroiytiques entre un cultivar tolérant et un cultivar sensible 

au froid. D'autres recherches effectuées au niveau de la synthèse in vivo des protéines ont 

indiqué que ces différences seraient causées par I'altération de la composition proteique des 

tissus exposés au froid (Guy et Haskell, 1987; Meza-Basso et ai., 1986). Les travaux de 

Mohapatra et al. ( l987a,b ; l988), basés sur le marquage radioactif in vivo des polypeptides 

et la traduction in vitro d'ARNm purifiés de plantules de luzerne, ont permis de démontrer 

que la synthèse de plusieurs protéines est initiée ou accrue pendant l'acclimatation au froid. 

Cette syntkse de novo pourrait être reliee soit à la transcription de nouveaux ARNm ou 

la traduction d'ARNm préexistants. La modification de la composition protéique des 

plantes, Ion de l'acclimatation au froid, est donc le rtsultat des changements qui 



surviennent au niveau de l'expression g6nétique (Mohapatra et al., 1987a,b ; 1988). 

Mohapatra et al. (1989) ont par ailleurs observe une corrélation positive entre le niveau 

d'expression de trois gènes régulés par les basses températures et le degré de tolerance au 

froid chez quatre cultivars de luzerne. D'autres travaux réalisés par Castonguay et al. 

(1997b), ont demontré qu'il existe une similarite dans les changements de L'expression 

genétique induits par le froid chez des cultivars de tolkrance au gel contrastante. Par contre, 

l'accumulation des produits de certains de ces gènes suit de près le développement de la 

tolérance au gel. II est donc possible que, même si la tolérance au gel est un caractère 

complexe contrôle par un grand nombre de gènes, les diffbrences de tolérance au gel entre 

des cultivars, qui ont des survies il l'hiver ciifferentes, soient déterminées par l'expression 

différentielle d'un nombre limité de ces gènes. D'autres recherches impliquant des cultivars 

de pommes de terre (Solanum commersonii Dun. et S. cardiophylim Lindl.) (Palta et 

Simon, 1993) et de pois d'hiver (Pisum sativm subsp. arvense) (Liesenfeld et aL, 1986) 

supportent cette hypothèse. 

Les polypeptides codés par les gènes régulés par le froid pourraient avoir un rôle important 

en regard de la determination du niveau de tolérance aux basses températures puisqu'ils 

sont pratiquement non détectables dans les plantes non acclimatées. 

1.4.2.1 Les gènes régulés par le froid 

Les niveaux d'expression de plusieurs gènes sont modifiés lorsque les plantes de luzerne 

sont exposées aux basses températures (Castonguay et al., 1993 ; 1997a). Plusieurs gènes 

régulés par le froid chez la luzerne ont été isolés et caractérisés : cas 17 (Wolfraim et 

Dhindsa, 1993), cas 18 (Wolfraim et al., 1993), psm 2075 (Luo et ai., 199 l), psm 2358 

(Mohapatra et aL, 1989), pUM 90-1, pUM 90-2, pUM 90-4 ( h o  et al., 1992), maCIA 

(Laberge et al., 1993), maCIB (Monroy et al., 1993), d I C  (Castonguay et al., 1994)' 

mraCID-G (Castonguay et ai., non publié). Plusieurs de ces gènes ne montrent aucune 

expression différentielle entre des génotypes possédant des niveaux différents de tolérance 

au gel. Ce qui n'est pas le cas des gènes m C I A  et maCIC. Le niveau d'expression de ces 

deux gènes varie en fonction des niveaux de tolérance au gel atteint par les plantes. 



L'analyse de l'accumulation des produits de transcription des gènes maCIA et msaCIC 

dans les collets montre effectivement une accumulation supérieure de ces produits chez un 

cultivar de luzerne tolkrant au froid (Apica) comparativement un cultivar sensible (CUF- 

10 1) (Castonguay et al., 1993). 

LE gène m C I A  code pour une proteine riche en glycine (30 ii 40%) (Laberge et nL., 1993). 

L'expression de ce gène est induite par une variété de stress incluant les basses 

températures, la déshydratation, la salinité, les blessures et par un régulateur de croissance : 

l'acide abcissique. La p&ence d'une région qui présente des homologies avec des peptides 

signaux et d'un contenu élevé en glycine dans les polypeptides encodés par le gène 

msaCIA (Laberge et aL, 1993) suggèrent une localisation pariétale où il exercerait un rôle 

structural. 

Le gène msaCIC code pour un polypeptide modulaire composé d'un peptide signal, d'un 

domaine riche en proline et d'un domaine hydrophobe (Castonguay et al., 1994). Des 

recherches effectuees dans des bases de donnees révèlent que le gène msaCIC est 

homologue à une protéine dont on ignore la fonction et l'analyse de sa structure primaire 

suggère une association possible avec les membranes. 

1.5 L'amélioration de la tolérance au gel 

Tous les cultivars ont la capacité génétique d'augmenter significativement leur tolérance au 

gel indépendamment de leur potentiel de swie  à l'hiver (Castonguay et Guckert, 1996). 

Cependant, les cultivars n'atteignent pas tous le même niveau de tolérance, ce qui indique 

qu'une variabilité genétique existe pour ce caractère (Castonguay et Guckert, 1996). Iï est 

donc possible d'ameliorer la tolérance au gel de la luzerne en stlectionnant des génotypes 

qui ont une tolerance au gel supérieure. Pour ce faire, plusieurs m6thodes peuvent être 

utilisées dont : la sélection au champ basde sur la survie à l'hiver, les tests de cong6lations 

mo), et les méthodes utilisant des marqueurs biochimiques (sucres, gènes). 



1.5.1 La sélection au ch am^ basée sur Ia survie à l'hiver 

L'approche traditionnelle pour évaluer la m i e  I'hiver chez la luzerne est de soumettre 

les plantes aux rigueurs de I'hiver dans une situation au champ (McCaslin et Woodward, 

1995). Une telle selection requiert un hiver test assez sévère pour éliminer les plantes 

sensibles et causer des degrés variables de dommages aux plantes qui posskient une 

certaine résistance (Paquin, 1985). Les plantes qui démontrent une meilleure reprise après 

un hiver test sont sélectionnées puis intercroisks. Un tel hiver ne survient que 

sporadiquement (une fois tous les dix ans) ii l'endroit choisi et les dommages, sur un même 

cultivar, ne sont pas uniformes (Levitt, 1980). Il est donc necessaire, pour ce genre 

d'expérimentation, de soumettre du matériel pendant plusieurs années et à différents sites 

a f i n  d'évaluer adéquatement sa survie & l'hiver (Paquin, 1985). Cette méthode de sélection 

permet d'évaluer la s w i e  à I'hiver des plantes comme un tout et ne reflète pas 

spécifiquement la tolérance au gel (Castonguay, cornrn. pers.). 

1.5.2 Les tests de con~élation 

En raison du peu de contrôle sur les paramètres environnementaux, la sélecti 

génotypes pour la tolérance au gel peut difficilement être redis& en conditions naturelles 

et doit préférentiellement s'effectuer sous des conditions contrôlées (Smith et Krestschmer 

Jr., 1989). Les tests de congélation, permettent de mesurer les T b o  soit la température à 

laquelle 50% de la population est détruite. Ces tests sont effectués dans des congélateurs 

programmés pour abaisser la température de façon graduelle. Cette methode permet de 

mesurer la tolérance au gel chez la luzeme et de sélectionner des génotypes plus tolérants 

aux basses températures (Peltier et Tysdal, 1932). En utilisant cette méthode, Gasser et 

Willemot (1974) rapportent que des populations de luzerne, obtenues en intercroisant des 

génotypes ayant survécu aux plus basses températures, sont plus tolhntes au gel et 

présentent un meilleur regain comparativement aux populations parentales. 



1.53 Les marcmeurs biochimianes 

L'accumulation differentielle des oligosaccharides de la série du raffinose ainsi que 

l'expression differentielle de gènes régules par le froid chez des cultivars de luzerne de 

tolérance au gel différente suggèrent leur implication dans la détermination de la tolérance 

au gel (Castonguay et al., 1995). Si cette hypothése s'avère juste. ces facteurs biochimiques 

pourraient servir de marqueurs et faciliter la sélection des genotypes ayant une tolérance au 

gel supérieure et de 1% possiblement une meilleure survie à l'hiver. 

1.6 Objectifs 

Cette revue de littérature illustre la complexité de la persistance de la luzerne au Quebec. 

Pour accroître la persistance, il devient nécessaire de sélectionner des génotypes possédant 

une tolérance accrue au gel. Pour ce faire. les programmes d'amélioration ont besoin de 

méthodes de sClection permettant l'identification spécifique de ce caractère. Une nouvelle 

méthode de sélection utilisant des stress successifs de congélation a été mise B l'essai afin 

d'accroître la tolérance au gel de cette légumineuse fourragère. 

Les objectifs visés par cette 6tude sont de : 

1) Vérifier I'efficacité d'une méthode de sélection utilisant des stress successifs de 

congélation pour identifier des genotypes et pour gCntrer des populations possédant une 

tolérance au froid accrue; 

2) Évaluer l'effet indirect de la sélection sur I'accumulation des sucres cryoprotecteurs 

ainsi que sur l'expression de deux gènes régulés par le froid : m C I A  et msaCIC ; 

3) Évaluer la survie il I'hiver des populations sélectionnées relativement à la population 

d'origine (Apica). 



CHAPITRE 11 

2.1 Méthode de sélection 

Une méthode de sélection basée sur l'application de stress successifs de congélation a été 

développée au Centre de Recherche et de Développement sur les sols et les grandes cultures 

d'Agriculture et Agroalimentaire Canada pour identifier des génotypes de luzerne possédant 

une tolérance au gel supérieure. Pour ce faire, 1500 plantes du cv Apica ont été semées, à 

raison d'une graine par pot de tourbe (Jimstrips, 5 cm x 5crn x 8 cm), dans un mélange de 

terreau stérile. Ce dernier est compost5 de terre et de tourbe (Pro-rnix BX, Premier Peat Moss, 

Rivière-du-Loup, Canada) dans un ratio de 9 : 3 (v/v). Après le semis, les pots ont été placés 

en aire de propagation pendant une période de 5 semaines. Les conditions environnementales 

étaient les suivantes : une photopériode de 16 h avec une température de 2 1 OC le jour et de 

17OC la nuit. Une irradiance de 350 pmol m*2 se' était fournie par des fluorescents et des 

ampoules incandescentes. Les plantes ont Cté arrosées chaque jour et fertilisees une fois par 

semaine avec un fertilisant commercial (20-20-20, 1 g L"). Après 5 semaines, les plantes ont 

été soumises il un premier cycle de sélection, compose d'une période d'acclimatation et de 

trois stress de congelation. Pour ce faire, ces dernières ont été transf6rt5es dans des cabinets de 

croissance pour initier I'endurcissement sous les conditions environnementales suivantes : une 
2 -1 photopériode de 8 h. une température constante de 2°C et une irradiame de 150 pmol m- s . 



Après 2 semaines d'acclimatation, les plantes ont été transf6rées dans des congélateurs, à 

l'obscurité, pour une période additionnelle de 2 semaines -2*C, afin de simuler les 

conditions d'endurcissement naturelles dans un sol gelé. A la fin de la période d'acclimatation, 

les plantes ont été soumises à un premier stress de cong6Iation qui consistait à abaisser la 

température de 2°C en 30 minutes, suivi d'une pause de 90 minutes à la temperature résultante 

avant de procéder à une autre baisse de température (Paquin et Pelletier, 1980). La température 

a ainsi et6 abaissee graduellement jusqu'a ce qu'elle atteigne la température de congélation 

désirée. Les températures de congélation ont été choisies en fonction du escompté des 

plantes soit : -10°C pour le premier et le deuxième stress et -12°C pour le troisième. Après 

chaque stress de congélation, les plantes ont été dégelées dans un cabinet de croissance à 2°C 

pendant une période de 24 heures. Elles ont été ensuite taillées ii 5 cm au-dessus du sol puis 

mises en repousse dans une aire de propagation, pendant une période de 5 semaines, sous les 

conditions de croissance décrites précédemment. À la fin de chacun des deux premiers stress 

de congélation, les plantes mortes et les moins vigoureuses ont été élimindes. Environ 3 

semaines après le troisième stress de congélation, les 100 plantes les plus vigoureuses ont été 

sélectionnées et intercroisées pour générer une population de tolérance au froid (TF) 

potentiellement supérieure : T'FI. Les caractères utilises lors de la sélection furent la tolérance 

au gel et la vigueur du regain évaluée par le nombre et la vigueur des repousses au niveau de 

la couronne. À partir de la population TFl, un deuxième cycle de sélection identique au 

premier à été réalisé. Les temp6ahires de cong6lation retenues pour ce second cycle ont été de 

-12°C pour les deux premiers stress et de -14OC pour le troisième. Les 100 plantes 

sélectionnées à la fin du deuxième cycle ont été intercroisées pour générer la population TF2. 

2.2 Caractérisation des populations TF1 et TF2 

Trois expériences ont été réalisées pour caractériser le cv Apica et les populations TF1 et TF2 

Une expérience a été réalisée au champ pour évaluer la survie à l'hiver ainsi que la dormance 

automnale. Une seconde expérience a et6 réalisée en serre non chauffée pour évaluer la 

tol6rance au gel (Tbo) ,  la teneur en sucres cryoprotecteun et le niveau d'expression des gènes 

muCIA et mroCIC. Une troisième exptrience à 605 rédis6e entièrement sous des conditions 

contrôlees (aire de propagation et cabinet de croissance) afin d'6valuer la distribution des 



gCnotypes en regard A leur teneur en sucres cryoprotecteurs et il leur niveau d'expression des 

gènes maCIA et msrrCIC. 

Pour l'évaluation au champ, le cultivar (Apica), les deux populations m l  et TF2) ainsi que 

cinq autres cultivars qui different dans leur adaptation B hiver (AC Caribou, Oneida VR, 

Ultra, Saranac et CUF 101) ont été utilis6s. JA 4 juillet 1996, ces cultivars et populations ont 

été semés en serre dans des pots de tourbe (Jiffystrips, 5 cm x 5 cm x 5 cm) à raison d'une 

plante par pot. Le mélange de terreau utilisé a éte le même que lors du semis des plantes 

destinées à la sélection. Dans les serres, les conditions environnementdes, étaient les 

suivantes : une photopCriode de 16 h avec une température le jour de 20°C à 28°C et de 20°C à 

25°C la nuit. Les plantes ont été arrosées deux fois par jour et fertilisées une fois par semaine 

avec un fertilisant commercial (20-20-20, 1 g L-'). À l'âge de 2 semaines, les plantes ont été 

inoculées avec une solution de Rhizobium rneliloti (souche A-2). Le 12 août 1996, soit 5 

semaines après le semis, les plantes ont été transplantées à deux sites : St-David (loam 

sableux) et Plessisville (loam). A chacun des sites, un essai en blocs complets aléatoires 

constitué de quatre repétitions a été mis en place. Chaque parcelle etait composée d'un rang de 

25 plantes espacées de 15 cm. L'écartement entre les rangs était de 90 cm. Aucune 

intervention n'a été effectuée au cours de l'année d'implantation. Lors de l'été 1997, une 

coupe de nettoyage suivie d'une application d'herbicide (Gramoxone, 4 ma) a été effectuée 

au site de St-David dans le but de contrôler les mauvaises herbes. Aucune intervention n'a été 

effectuée au site de Plessisville, car la plantation a été détruite au cours de I'hiver 1996-97. 

2.2.1.1 Dormance 

L'évaluation de la dormance automnale des plantes a eté effectuée au mois d'octobre 1996. 

Pour ce faire, la hauteur des plantes a été mesurée selon la mtthode de Barnes et al., (1995) et 

un indice de dormance automnale sur une échelle de 1 à 9 a et6 utilisé (Schwab et al., 1996). 



Échelle de dormance automnale 

Les cultivars qui ont éte utilists pour fin de comparaison sont classifiés selon un indice de 

dormance automnale (Certified M a i f a  Seed Council, 1996 ; Michaud, cornm. pers.) ce qui 

nous pennema de valider nos résultats au champ. 

Caribou 2 

Ultra 3 

Oneida VR 3 

Apica 4 

S aranac 4 

CUF IO1 8 

2.2.1.2 Survie à l'hiver 

Le dénombrement des plantes a été effectue au mois d'octobre 1996, avant les premières gelés 

mortelles. L'évaluation de la survie à l'hiver a été réalisée au printemps 1997 lorsque les 

plantes avaient entre 15 et 20 cm de hauteur. Pour ce faire, le nombre de plantes mortes a été 

détermine et un indice de dommage sur une 6chelle de 1 à 5 a été utilisé (McCaslin et 

Woodward, 1995). 



1 : Aucun dommage 

2 : Dommages lCgers 

3 : Dommages importants 

4 : Dommages sévères 

5 : Plantes mortes 

La plante est symétrique et la repousse est uniforme 

La plante est symétrique mais la repousse n'est pas uniforme 

La repousse varie en hauteur 

La repousse est très irregulièxe 

2.2.2 Évaluation en serre non chauffée et en aire de ~ro~aization 

L'évaluation de la tolhnce au gel (TL5o) et les analyses biochimiques ont ét6 effectuées 

uniquement sur le cv Apica et les populations sélectionnées (T'FI et TF2). Pour ce faire deux 

séries d'expériences ont et6 réalisées : une expérience en serre non-chauffée et une expérience 

sous des conditions contrôlées. 

Pour l'expérience en serre non chauffée, des graines du cv Apica et des populations TF1 et 

TF2 ont été semées dans des pots en plastique de 14 cm de diamètre contenant un terreau 

stérile. Le taux de semis a été de 20 P 30 graines par pot. k s  235 pots du cv Apica et de 

chacune des populations ont été distribués selon un plan entièrement aléatoire dans une aire de 

propagation sous les conditions de croissance décrites précédemment. Après émergence, le 

nombre de plantes à Ct6 réduit à 15 par pot. Cinq semaines après le semis, les pots ont été 

transférés dans une serre non chauffée à St-David près de Québec. Cette serre recouverte de 

polyéthylène a été continuellement ventilée pendant le jour pour maintenir la température 

intérieure similaire à celle de l'extérieur. L'utilisation de la serre a permis aux plantes de 

s'acclimater aux conditions naturelles de température, d'inadiance et de photopériode qui ont 

prévalu lors de l'automne 1996 et de l'hiver 1997. La température de I'air à l'intérieur de la 

serre ainsi que la température du sol dans les pots ont été enregistrées grâce à des enregistreurs 

de données (a datdogger B. Omega, RD-Temp). Lorsque les températures de l'air ont chuté de 

façon permanente sous zéro, les plantes ont tté recouvertes d'une couche de laine minerde 

pour simuler une couverture de neige. La température moyenne du sol au cours de I'hiver 

1996-97 a été de -2°C. Ces conditions devraient normalement permettre d'optimiser 



l'expression du potentiel d'acclimatation au froid des plantes. L'utilisation de la s e m  non 

chauffCe à également faciliter le prélèvement des échantillons pendant la saison hivernale. Au 

cours de l'hiver 19964997, cinq prékvements comprenant 42 pots du cv Apica et des 

populations TF1 et TF2 ont et6 effectués : soit à la misctobre, à la mi-novembre, la mi- 

décembre, au début de fdvrier et à la mi-mars. Lors de chaque prélèvement, la tolérance au gel, 

le regain après un test de congc5lation, la survie, le pourcentage de matière sèche, 

I'accumulation des sucres solubles et de l'amidon et l'expression des gènes régulés par le froid 

msaCIA et maCIC ont et6 évalués. 

Dans une seconde expérience r6alisée sous des conditions contrôlées (aires de propagation et 

cabinet de croissance) des graines du cv Apica et des populations TF1 et TF2 ont été semées 

dans sept permapots de 45 cavités (5 cm3 par cavil, PGI Plastik, St-Jean-Port-Joli, Canada) 

contenant un terreau stérile decrit précédemment. L e  taux de semis a été de deux graines par 

cavite. Après émergence, le semis a et6 eclairci à une plante par cavité. Chaque pemapot 

contenait 15 plantes du cv Apica et de chaque population ; ces 45 plantes étaient distribuées 

selon un plan entièrement aleatoire. Les permapots ont été distribués selon un plan en blocs 

complets aléatoires dans une aire de propagation sous les conditions de croissance décrites 

précédemment. Cinq semaines après le semis, les permapots ont 6tC transférés dans un cabinet 

de croissance pour I'endurcissement au froid. Les conditions environnementales ont été les 

mêmes que lors de la sélection. Après 2 semaines d'acclimatation à 2OC, un premier 

prélèvement a été réalisé sur la partie foliaire de chaque plante, ceci dans le but d'évaluer le 

niveau des sucres cryoprotecteurs et l'expression des gènes wCIA et msaCIC chez 100 

génotypes du cv Apica et de chacune des populations. Par la suite, les permapots ont été 

transférés dans l'aire de propagation. Après 5 semaines de repousse, les plantes ont été 

acclimatées 2 semaines à 2°C dans un cabinet de croissance puis 2 semaines à -2OC dans un 

congélateur. Les pemapots ont d o n  6té transférés dans un cabinet de croissance 2 2°C afin de 

permettre le dégel du sol. Vingtquatre heures plus un deuxi2me prélèvement a W réalisé 

sur les collets des plantes acclimatées. Lors de ce prélèvement le niveau des sucres 

cryoprotecteurs et l'expression des gènes msaCIA et mraCIC ont t t C  égaiement évalués. 



2.2.2.1 Survie et matière sèche 

Six pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica ainsi que de chaque popuiation ont été 

transférés de la sene non chauffée au cabinet de croissance pour être dtgelés à 2OC pendant 24 

heures pour éviter un dégel trop rapide. Les plantes ont Cte taillées et transférées dans une aire 

de propagation. Après 3 semaines de repousse le pourcentage de survie a été calculé en 

comptant le nombre de plantes vivantes et le regain suite B une exposition aux conditions 

hivernales a été mesuré. Pour ce faire, la partie aérienne a été prélevée, séchée au four à 80°C 

pendant 2 joun et pesée. Le poidssec obtenu est alors divisé par le nombre de plantes 

vivantesafin d'établir le regain par plant. 

Le pourcentage de matière sèche des collets a éte déterminé en pesant environ 0-5 g de collets 

par pot. Ces dchantillons ont été séchés à 80°C pendant 2 joun puis pes6s ii nouveau. 

2.2.2.2 Tolérance au gel (TLso) 

La tolérance au gel des plantes est exprimée par la température létale pour 50% des plantes 

CSo) et est kvaluée par un test de congélation suivi d'une repousse de 3 semaines en aire de 

propagation. Avant le test, la partie aérienne des plantes a été coup6e et les pots ont été 

distribués au hasard dans les congélateurs programmés en utilisant des abaissements de 2OC 

sur une période de 30 minutes, suivis de pauses de 90 minutes (Paquin et Pelletier, 1980). Les 

températures de congt5lation ont été choisies en fonction du degré d'endurcissement des 

plantes. LES plantes non endurcies ont été testées de -3 -9°C et celles endurcies, de -10 it 

-27°C. À la fin de chaque pause, six pots par cultivar et par population ont et6 retirés et mis it 

dégeler pendant 24 heures à 2°C. Les pots ont étC ensuite placés en aire de propagation. Après 

3 semaines de repousse, le pourcentage de swie  et le regain suite au test de congélation ont 

ét6 mesur6s. 



2.2.2.3 Hydrates de carbone 

Extraction et purification des sucres 

Lors de chaque 6chantillonnage. quatre pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica ainsi 

que quatre pots de chaque population ont été transf6rés de la serre non chauffée au cabinet de 

croissance pour être dtgelés ii 4OC pendant 24 heures. Par la suite les plantes ont W prélevées 

et nettoyées à l'eau froide. Pour chaque pot, un échantillon de 0,Sg (poids frais) de collets a Cté 

pes6 et broyé dans l'azote liquide. Les échantillons ont été chauffés Zî 65OC pendant 20 

minutes dans 8 mi d'un mélange méthanol-chloroforme-eau (M:C:E, 1 2:s: 1, vlv) dans le but 

d'inhiber toute activité enzymatique puis conservés au congélateur 2 -20°C jusqu'à 

l'extraction. 

Lors de l'extraction, chaque échantillon a et6 maintenu à O°C dans un bain de glace fondante 

et broyé au Polytron (Brinkrnan, Rexdale, ON, Canada). La tête du Polytron a été nettoyée 

avec 7 ml de M-C-E, pour un volume total pour chaque 6chantiïion de 15d. Par la suite, les 

tubes ont étt centrifugés 10 minutes à 762 g et le surnageant a été récupéré dans un tube visse. 

Le culot obtenu après la centrifugation a été lavé deux fois avec du méthanol pour le purifier 

et mis à sécher pour le dosage de l'amidon selon la méthode de Blakeney et Mutton (1980). 

À la fin de l'extraction, 1 ml de chloroforme et 4 ml d'eau ont été ajoutes au surnageant pour 

la séparation des phases. La phase inférieure (chloroforme) contient les lipides, la chlorophylle 

et les autres pigments et la phase supérieure (méthanol et eau) contient les acides aminés, les 

sucres, les acides organiques et autres composés hydrosolubles. Les échantillons ont été 

centrifugés 5 minutes à 762 g et la phase supérieure a été récupér6e. De cette phase, 1 ml a et6 

évaport! in vacuo dans un évaporateur rotatif et resolubilid dans 1 mi d'une solution d'acide 

éthylène-diaminetetraacetique (AEDT ; Na+, ~ a + ~  ; 50 mg L-') puis conservé au congélateur ii 

-20°C jusqu'h l'analyse. 



Dosage des sucres solubles 

Les sucres solubles ont ét6 &parés et quantifiés par chromatographie liquide ii haute 

performance sur un système de CLHP de Waters Millenium (injecteur automatique modèle 

7 l7+, pompe modèle 610, réfractomètre differentiel modèle 410). La separation des sucres a 

éte effectuée sur une colonne Sugar-Pak de Waters, Cluée à 85°C en mode isométrique, A un 

débit de 0,s ml min-', par une solution c~+~-AEIIT (50 mgL1). La confirmation de leur 

l'identité a été effectuée sur une colonne Carbohydrate (Waters) Cluk en mode isocratique à 

25*C, par de l'acétonitrile 85% à un débit de 2 ml min-'. L'identification des pics et la mesure 

de l'abondance des sucres a été obtenue par comparaison avec des standards. Les résultats sont 

exprimés en mg g-' de poids sec. 

Dosage de l'amidon 

Le culot obtenu Ion de I'extraction au M-C-E a été purifié par deux lavages successifs au 

methmol, asséché puis réfrigéré jusqu'au dosage. Lors du dosage. les culots ont été 

resuspendus dans 10 ml d'eau et gelatinés 100°C pendant 90 minutes. Après refroidissement, 

5 ml d'un tampon acétate contenant une solution d'arnyloglucosidase (50 unités (1.0 mg de 

glucose libéré en 3 min à un pH de 4.5 et une température de 5S°C), Sigma Chemical 

Company) ont été ajoutés ii chacun des tubes. Ces derniers ont été incubés il 5S°C pendant 60 

minutes pour permettre à la réaction enzymatique de se produire. La méthode de dosage à 

I'acide p-hydroxy-benzoique hydrazide (APHBA) a été utilisée pour doser le glucose qui a été 

libéré lors de l'hydrolyse (Blakeney et Munon, 1980). Les r6sultats obtenus ont 6té comparés à 

une courbe standard (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 pg de standard) obtenue à partir 

d'amidon commercial (Sigma, A7255), hydrolysé en même temps que les échantillons. Les 

résultats sont exprimés en mg g-' de poids sec. 



2.2.2.4 Expression génétique 

Extraction et quantification dTARN 

Lors de chaque échantillonnage, quatre pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica et de 

chaque population ont 6té prélevts de la serre non chauffée, dtgelés B 4OC pendant 24 heures 

dans un cabinet de croissance et 05g  (poids frais) de collets par pot a été broyé en fine poudre 

dans l'azote liquide. Les échantillons ont été conservés au congélateur B -80°C jusqu'à 

l'extraction selon la méthode de De Vries et al. (1988). Lors de l'extraction, chaque 

échantillon a reçu 2 ml par g de poids frais d'un mélange de 1 : 1 (v:v) de tampon d'extraction 

dTARN (100 mM Tris-NaOH (pH 9.0). 1% (ph) DSS, 100  rnM LiCl, 10 mM AEDT) et de 

phénol additionné d'hydroxyquinoline équilibré avec du TLE (200 mM Tris-HCl à pH 8.0, 

100 rnM LiCl, 5mM AEDT) préchauffe A 90°C. Les tubes ont étî5 placés sur une plaque et 

agités pendant 5 2 10 minutes à la température de la pièce. Par la suite. du chloroforme 

(qualité CLHP) a été ajouté, 1 ml par g de poids frais, à chaque échantillon puis l'agitation 

s'est poursuivie pendant 15 minutes à la température de la pièce. Les extraits ont été 

centrifugés à 2000 g pendant 10 minutes à 25°C. Après la centrifugation, la phase aqueuse a 

et6 prelevée et transférée dans un rnicrotube de 1,s ml auquel a été ajouté 0,5 ml de 

chloroforme. Après la deuxième extraction, 600 pl de la phase aqueuse a été rkcupérée et 

transférée dans un nouveau rnicrotube. L'ARN contenu dans ces échantillons a alors été 

précipité dans 2 M LiCl à 4°C pendant 16-48 h. Après la précipitation, les microtubes ont été 

centrifugés à 12,000 g pendant 15 minutes 2 4OC. Le surnageant a été éliminé et les culots ont 

été lavés une fois avec du LiCl2 M et Zi deux reprises avec de I'tthanol 80% (vlv). Les culots 

séchés sous vide ont été dissous dans du TE (10 mM Tris-HCI à pH 7.4. 1 rnM AEDT) et 

conservés à 40°C. 

L'ARN a été quantifié par spectrophotométrie à 26hm. Le niveau d'expression des gènes 

msaCIA (Laberge et ai., 1993) et maCIC (Castonguay et al.. 1994) régulés par le froid a 6té 

quantifié selon la technique de Northem Blot. Pour ce faire, I'ARN a été chauffé à 68OC 

pendant 5-10 min puis transféré sur une membrane de nylon (HybondTM-N, Amersham). Ce 

transfert a été fait par une infil~ation sous vide à I'aide d'un appareil ii puits multiples 

(BioRad). Par la suite, les échantillons ont ét6 immobilisés sur la membrane en traitant cette 



dernière aux rayons ultra-violet pendant 4 à 5 minutes. L'ARN a été hybridé à 68OC pendant 

12 h dans un mélange de 2X SSC (3 M NaCI, 0.3 M Trisodium citrate) et de poudre de lait 

0,2546 ( p h )  contenant des sondes d'ADN compl6mentaire aux gènes msaCIA et msaCIC 

marquées au 3 2 ~ .  La quantification du niveau de transcrits correspondant aux deux gènes a et6 

réalisée par scintillation liquide. 

2.3 Analyses statistiques 

Les r6sultats de chaque expérience ont et6 analysés ii l'aide du progiciel SAS (Statistical 

Analysis System, SAS Institute, 1990). La tolerance au gel, qui est reprksentee par la 

température à laquelle 50% des plantes ont péri, a été cdculée suivant la procédure des 

« probits >> de SAS (SAS Institute, 1990). Tous les autres critères de caract6risation (survie à 

l'hiver, dormance, regain, accumulation des hydrates de carbones et expression des gènes 

msaCIA et msaCIC) ont Ct6 analyses en utilisant la procédure MLG et le PPDS protégé 

(comparaisons à posterion protége) comme procédure de comparaisons multiples. Le niveau 

de signification qui a été retenu est de 5% (a = 0.05). De plus, lorsque le postulat 

d'homogénéité de la variance de l'erreur expérimentale n'était pas une transformation 

logarithmique ( h g  ( x + l ) )  a été effectuée (Steel et Tome, 1980). Les résultats des analyses 

statistiques sont présentés en annexes. 



3.1 Conditions climatiques 

Les temperatures moyennes de l'air (OC), l'accumulation de neige (cm) et les précipitations sous 

forme de pluie (mm), ont été relevées de façon journalière entre le mois d'octobre 1996 et le 

mois de mai 1997 (Figure 1). La Direction du milieu atmosphérique du Ministère de 

l'Environnement et de la Faune du Québec a gracieusement fourni ces données qui ont été 

relevées aux stations météorologiques de Beauséjour et de Laurierville. Ces dernières sont 

situées respectivement près des sites expérimentaux de St-David et de Plessisville. 

L'hiver 1996-97, précédant la première annte d'exploitation, a été très rigoureux au Québec. La 

periode hivernale a débuté par des durées variables de froid intense alternant avec des averses de 

pluie qui ont laisse le sol à découvert. Les chutes de neige se sont produites tardivement ce qui a 

permis la glace d'établir un contact direct avec les plantes. Dans la région de St-David, la 

première accumulation de neige est survenue vers le 8 décembre. Par la suite, la couverture de 

neige est demeurée élevée (moyenne de 84 cm) pendant tout l'hiver et même au début du 

printemps. Dans la région de Plessisville, la première accumulation de neige n'est survenue que 

vers le 26 décembre et I't5paisseur moyenne de la couche de neige a été relativement faible (23 

cm). 
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Les températures moyennes de l'air dans ces deux régions ont eté sensiblement similaires. La 

tempéranire hivernale moyenne a et6 de -10°C. Les précipitations sous forme de pluie et de 

neige ont été plus importantes dans la région de St-David soit respectivement 400'8 mm et 443'7 

cm comparativement à Plessisville où il est tombé 361'5 mm de pluie et 3183 cm de neige. Les 

conditions climatiques qui ont prévalu dans la région de Plessisville ont défavorisé la survie A 

l'hiver des plantes, ceci s'explique par l'effet conjugué des basses températures et de la faible 

couverture de neige dans cette région. À St-David par contre, la couverture de neige qui fut 

présente tout au long de l'hiver a su proteger les plantes contre les températures gélives ce qui a 

favorisé la survie à l'hiver de ces dernières. 

3.2 Expérience au champ 

3.2.1 Dormance 

Une interaction significative « sites x cultivars» a et6 observée pour la dormance automnale. 

Conséquemment, les résultats sont présentés par site (Tableaux 1 et 2). Aux deux sites 

expérimentaux, les populations TF1 et TF2 ont présenté une dormance automnale similaire 

celle du cv Apica La sélection n'a donc eu aucun effet significatif sur ce caractère. Le cultivar 

CUF 101, utilisé comme témoin non donnant, a fourni la croissance la plus importante tandis 

que AC Caribou, choisi comme témoin dormant, a donne le moins de croissance automnale. Le 

cv Saranac a, tgalement aux deux sites, présenté la meilleure croissance après CUF 101. L'&art 

entre AC Caribou et CUF 101 a &te de près de 15 cm à St-David alors qu'il a été de moins de 6 

cm à Plessisville. À cet endroit, à l'exception des cv CUF 10 1, Saranac et AC Caribou, les autres 

cultivars ont présenté des hauteurs qui ne différaient pas de façon significative bien que leur 

hauteur ait varié difftremment entre Ies deux sites. 

Pour la parcelle implantée à St-David, une analyse comparative des indices de dormance 

automnale obtenue par la mesure de la hauteur des plantes, et des indices publies par le Certified 

AIfalfa Saed Council (1996) a rév&lé une bonne concordance entre les gradations des niveaux de 

dormance automnale observées et prédites. Cependant, pour les parcelles implantées 2 

Plessisvilb, l'analyse comparative n'a révélt qu'une faible concordance. Ceci peut être 



amibuable 1) aux conditions climatiques relativement chaudes qui ont prévalu en août et en 

septembre 1996 et qui ont favorisé la croissance des plantes peu importe la dormance du cultivar, 

2) au fait d'avoir transplante les plantes au champ au début du mois d'aoat ce qui a pu nuire à 

leur acclimatation et 3) ii la gestion de nos parcelies qui fut diff6re.nte de celle normalement 

appliquée lors des tests de caract6risation de la dormance chez la luzerne. 

La dormance automnale est considérk comme un outil de prédiction de la survie A I'hiver. Les 

cultivars qui démontrent peu ou pas de dormance automnale sont considérés comme non 

rustiques et tendent à avoir une plus faible survie à I'hiver (Schwab et ai., 1996). Les résultats de 

St-David semblent indiquer que la sélection sous des stress successifs de cong6lation n'a pas eu 

d'effet sur la dormance telle que mesurée par la hauteur des plantes. Cependant, des résultats 

provenant d'autres années et d'autres sites seront nécessaires pour tirer des conclusions 

définitives sur cet approche. 

3.2.2 Survie à l'hiver 

Les conditions environnementales qui ont prévalu lors de l'hiver 1996-97, ont causé des 

dommages importants dans les parcelles de luzerne au site expérimental de Plessisville. On y a 

noté un taux de mortdit6 de 90% de la population. A St-David, la mortalité n'a été que de 28%. 

La différence de mortalite entre les deux sites semble être reliée B la présence et à l'épaisseur de 

la couche de neige à la surface du sol il St-David. Les populations TF1 et TF2, selectionnées 

pour leur tolérance au gel, ont présenté des taux de survie semblables ii celui du cultivar 

d'origine Apica (Tableau 3). À l'exception du cv CUF 101, les cultivars utilisés dans cette 

expérience ont présenté des pourcentages de survie et des indices de dommages qui ne 

différaient pas de façon significative. Le cv CUF 101, utilise comme ternoin non dormant a subi 

des dommages très 61evés et a démontré une survie à l'hiver très faible comparativement aux 

autres cultivars et populations. Les conditions climatiques ont donc et6 suffisamment rigoureuses 

pour dttruire presque complètement ce cultivar (1 1 % de survie) au site de St-David dors que les 

autres cultivars ont eu un pourcentage moyen de survie de 80%. Ces derniers sont tous des 

cultivars présentement recommandés au Québec. 



Tableau 1. Dormance automnale de six cultivars et deux populations & luzerne 
etablis à St-David en 1996. Les cultivars et les populations sont 
classés selon la hauteur moyenne des plantes en cm (HMP) et un 
indice de dormance automnale (IDA) 

Populations HMP IDA 
AC Caribou 12,8 a 3 

16,8 abc 

18,4 bc 

Apica 19,3 bc 4 

Oneida VR 19,8 bc 4 

Saranac 20,8 c 5 

Les moyennes suivies d'une même lettre ne sont pas 
significativement différentes à P=û,05 selon le test du PPDS. 

Tableau 2. Dormance automnale de six cultivars et deux populations de luzerne 
établis à Plessisville en 1996. Les cultivars et les populations sont 
classés selon la hauteur moyenne des plantes en cm (HMP) et un 
indice de dormance automnale (IDA) 

Popuiations HMP IDA 

AC Caribou 12,3 a 3 

Apica 

TF1 

TF2 

Oneida VR 

12'6 ab 

14'6 ab 

14,8 abc 

15'0 abc 

Ultra 15,3 abc 4 

Les moyennes suivies d'une même lettre ne sont pas 
significativement différentes à P=0,05 selon le test du PPDS. 



Tableau 3. Survie 2i l'hiver de six cultivars et deux populations de luzerne établis 
à St-David en 1996-97. Les cultivars et les populations sont classés 
selon le pourcentage moyen de survie il l'hiver (PMSH) et un indice 
de dommages (ID) 

Popdations PlMSH ID 

AC Caribou 

Ultra 

Saranac 

Oneida VR 

TF1 

Apica 

TF2 

CUF 101 

Les moyennes suivies d'une même lettre ne sont pas 
significativement différentes à P=0,05 selon le test du PPDS. 

L'évaluation des dommages causés aux plantes après un hiver «test » est la méthode 

traditionnelle pour déterminer la survie à I'hiver de la luzerne. Cependant, l'interaction complexe 

qui existe entre les plantes et les facteurs environnementaux influence les dommages causés aux 

plantes lors d'une analyse au champ, ce qui rend difficile l'tvaluation de la survie à l'hiver 

(Schwab et al., 1996). Pour évaluer adéquatement la survie I'hiver, il est nécessaire de 

soumettre du matériel pendant plusieurs années & différents sites (Paquin, 1985). Nos résultats 

d'expérience ne couvrent qu'une année et un site. D'autres travaux permettront de mieux évaluer 

la survie à I'hiver des populations séiectionnees pour leur tolérance au gel. 



3 3  Expérience en serre non chauffée 

Afin de caractériser la tolCrance au gel des plantes au cours de l'hiver et de suivre I'évoIution de 

certains changements biochimiques etroitement associés au processus d'acclimatation au froid, le 

cv Apica ainsi que les populations TF1 et TF2 ont été acclimatés dans une serre non chauffk, 

sous des conditions naturelles de température. d'irradiance et de photopériode lors de I'hiver 

1996-97. La tolérance au gel mesurée par le T b ,  la m i e  et le regain des plantes exposées aux 

conditions hivernales, le regain après un test de congélation, l'accumulation des sucres 

cryoprotecteua ainsi que l'expression des gènes régulds par le froid ont été évalués à cinq 

reprises au cours de la saison hivernale. 

3.3.1 Survie 

Les pourcentages de survie après une période d'acclimatation en s e m  non chauffée ne different 

pas de façon significative entre Apica, TF1 et TF2 à aucune des dates d'échantillonnage (Figure 

2). Entre 95 et 100% des plantes ont survécu à une exposition plus ou moins prolongée aux 

conditions climatiques de l'hiver 1996-97. Le regain a ét6 supérieur au mois de novembre 

comparativement aux trois autres dates d'échantillonnage réalisées par la suite. Cependant, 

aucune différence significative n'a kt6 observée entre Apica, TF1 et TF2 (Figure 3). 
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Figure 2. Pourcentage de survie de 90 plantes du cv Apica et de chacune des populations 
TF1 et TF2 lors de cinq dates d'echantillonnage. 

I- Apica 
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Figure 3. Regain en g de poids sec (P.S.) par pot dttenniné après 3 semaines de repousse 
pour les plantes acclimatées en serre non chauffée. Les erreur-types sont 
indiquees (na). 



Les deux populations ont dt5montré une réponse similaire 2 la population d'origine en ce qui a 

trait A l'endurcissement au froid (Figure 4). Au mois d'octobre, les plantes n'étaient pas 

acclimatées au froid, elles possédaient une faible tolérance au gel mo approximatif de -5OC) et 

aucune ciifference significative n'a étt observée entre Apica, TF1 et m. Quatre semaines après 

le transfert dans la serre non chauffée, la tol6rance au gel a significativement augmenté et des 

Go de - 1 6.9, - 17.4 et - 1 9.1 OC ont 6té observes pour Apica, TF 1 et TFî respectivement Ces 

niveaux de tolerance au gel se sont maintenus tout au long de l'hiver jusqu'en mars 1997. Lors 

des échantillonnages effectués aux mois de novembre et de décembre 1996, la population TF2 

possédait une toltrance au gel significativement supérieure à celle d'Apica et de TFl. Aux mois 

de février et de mars. aucune différence sigoificative n'a ét6 observée entre les populations. 

Apica 

Oct. Nov. Déc. Mar. 

Figure 4. Tolérance au gel du cv Apica et des populations ~Clectiomées TF1 et TF2. La 
tolérance au gel est exprimée par le no soit la température laquelle 50% de la 
population est détruite. Les intervalles de confiance ont une probabilitt5 de 95%. 



Les tests de ungelation sont reconnus depuis longtemps comme un moyen efficace pour 

estimer la tolérance au gel chez la luzerne et pour identifier les populations plus résistantes aux 

basses températures (Peltier et Tysdd, 1932). Les résultats obtenus montrent que l'abaissement 

rapide des tempdtatures de l'air il l'automne a induit une augmentation importante de la toltrance 

au gel chez Apica, ml et TF2. De plus, les niveaux de tolérance au gel sont demeurés élev6s (de 

-16 à -20°C) tout au long de l'hiver. Les conditions enviconnementales qui prévalent dans une 

serre non chauffée permettent donc aux plantes d'atteindre des niveaux de tolérance au gel 

comparables ii ceux atteints par des plantes acclimatées au champ (Castonguay et aL, 1995). 

Dès le mois de novembre, une gradation du niveau de tol6rance au gel a pu être observee entre 

Apica, TF1 et m. Ainsi, lors des échantillonnages de novembre et de décembre Apica, la 

population d'origine, a présenté une tolérance au gel significativement inférieure à celle de TF& 

alors que, la population TF1 a maintenu une tolérance au gel intemediaire. Cette gradation s'est 

maintenue tout au long de l'hiver. L'augmentation de la tolérance au gel semble donc fortement 

reliée au nombre de cycles de sélection, puisque celle-ci s'est accrue à chaque cycle. Ces 

résultats indiquent que l'utilisation de stress successifs de congelation peut se révéler une 

méthode avantageuse pour sélectionner des génotypes de luzerne plus tolérants au gel. 

Un autre moyen d'évaluer la tolérance au gel a ét6 de mesurer l'importance des dommages 

causés aux plantes suite à une exposition à des températures gélives. Pour ce faire, les plantes ont 

été remises en condition de croissance pour une période de 3 semaines suite à une période 

d'acclimatation et à un test de congelation. Les populations sélectionnées pour leur tolérance au 

gel possédaient un regain supérieur à celui du cultivar d'origine (Figure 5). Lors des cinq dates 

d'échantillonnage, une gradation dans le regain a pu être observee, avec Apica, ayant le plus 

faible et TM le meilleur regain. Tout comme pour la tolérance au gel, le potentiel de regain des 

populations sélectionnées semble relié au nombre de cycles de sélection. 
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gure 5. Regain après 3 semaines de repousse pour les plantes endurcies en serre non 
chauffée et qui ont subi un test de congélation (hiver 1996-97). Données 
combinées pour I'ensemble des températures à chacun des tests de congélation. 

L'analyse des résultats de chacun des échantillonnages montre une baisse du regain en parallèle 

avec la diminution des températures de congélation (Figure 6). Les différences entre les 

populations ont été significatives seulement ii certaines dates et pour certaines températures de 

congélation. Cependant, de façon générale, les résultats indiquent une forte tendance pour un 

regain supérieur de TF1 et surtout de TF2 par rapport à celui du cv Apica Cette tendance est très 

marquée pour les échantillonnages réalisés en octobre, en février et en mars. De meilleurs 

regains observés chez TF1 et TF2 indiquent que les dommages causts par le gel sont moindres 

chez ces populations que chez la population d'origine Apica La sC1ection sous des stress 

successifs de congélation pennet donc de générer des populations qui sont plus résistantes aux 

basses températures. 
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Figure 6. Regain par échantillonnage après 3 semaines de repousse pour les plantes 
endurcies en serre non chauffee et qui ont subi un test de congelation (hiver 1996- 
97). Les erreurs-types sont indiquées. 



3 3 3  Hvdrates de carbones 

333.1 Amidon 

Les basses températures ont induit une baisse des dserves d'amidon, cependant, aucune 

différence significative n'a été observée entre la concentration de ce sucre dans les collets chez 

Apica, TH et TE! et cela pour l'ensemble des dates d'échantillonnage (Figure 7). Selon 

McKenzie et al. (1988), il est peu probable que l'amidon ait un effet direct sur la tolérance au gel 

chez la luzerne puisqu'aucune corrélation entre les niveaux d'amidon et la tolerance au gel n'a 

et6 observée. Nos résultats n'appuient qu'en partie cette hypothèse puisqu'aux échantillonnages 

de février et de mars, une gradation similaire entre les concentrations d'amidon et la tolérance au 

gel a ét6 observée entre Apica, TF1 et TF2 Nous avons egalement noté que la baisse du niveau 

d'amidon lors de l'exposition aux basses températures coïncidait avec une augmentation des 

niveaux de saccharose, de stachyose et de raffinose qui sont tous des sucres cryoprotecteurs. 

3.33.2 Saccharose 

L'acclimatation au froid des plantes a induit une accumulation importante de saccharose dans les 

collets (Figure 7). L.es niveaux de ce sucre sont passés de 40 mg g-' PS au mois d'octobre à près 

de 150 mg g-* P.S. un mois plus tard puis les concentrations se sont maintenues tout au long de 

l'hiver 1996-97. Les rtsultats obtenus ne montrent aucune différence simcative entre Apica et 

TF1 et entre TF1 et TF2. Cependant, des concentrations signifcativement différentes ont été 

observées entre Apica et TF2 aux mois d'octobre, de novembre et de février. Au mois d'octobre, 

soit avant l'acclimatation des plantes, la quantité de saccharose a été supérieure chez le cv Apica 

comparativement à TF2 tandis que l'inverse fut observé au mois de novembre. Des recherches 

effectuees sur l'accumulation du saccharose ont démontd qu'il s'accumulait plus rapidement et 

atteignait des concentrations plus élevtes chez les cultivars de luzerne rustiques 

comparativement aux cultivars non rustiques et cela plus particulièrement à l'automne lors de la 

phase initiale d'endurcissement des plantes (Castonguay et al., 1995 ; Duke et Doehlert 1981). 

D'autres recherches ont démontré une augmentation des concentrations de saccharose dans les 

collets chez la luzerne acclimatée aux basses températures (McKenzie et al. 1988). 
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Figure 7. Évolution des niveaux a) d'amidon et b) de saccharose dans les collets du cv 
Apica et des populations TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimat6es en serre non 
chauffée. Les prélèvements ont kt6 effectués A cinq reprises au cours de I'hiver 
1996-97. Les erreurs-types sont indiquées (n=4). 



Ces travaux pourraient peut-être expliquer la similarité observée entre la gradation des 

concentrations de saccharose et celle de la tolerance au gel aw mois de novembre et de 

décembre. Par contre, au mois de fevrier, les quantités de saccharose ont W plus 6levées chez le 

cv Apica comparativement il celle de m. Or cette gradation est B l'inverse de celle obtenue 

pour la tol6rance au gel. Ces résultats peuvent être expliqués de trois façons : 1) la relation qui 

existe entre le saccharose et la tolérance au gel est e è s  complexe, 2) il n'y a pas ou il y a une très 

faible relation existant entre le saccharose et la toikrance au gel ; une hypothihe en accord avec 

les résultats obtenus par Castonguay et al., (1995), 3) le saccharose est utilisé en partie pour la 

synthèse des oligosaccharides de la famille du raffmose ce qui expliquerait la gradation inverse 

qui a été observée entre le saccharose et les oligosaccharides au mois de fevrier. 

Contrairement au saccharose, qui s'accumule tôt à l'automne, ces oligosaccharides n'ont été 

détectés, dans les collets des plantes, que lorsque la température du sol s'est maintenue sous le 

point de congélation, soit au mois de novembre sous nos conditions (Figure 8). Les niveaux de 

stachyose et de raffinose ont augmenté progressivement pour atteindre un maximum au mois de 

février puis diminué légèrement par la suite. Les résultats obtenus montrent une concentration 

significativement supérieure de stachyose en février et en mars (d,lZ) chez TF2 

comparativement à Apica Nous avons &galement observé des niveaux de Minose 

significativement supérieurs au mois de décembre chez Apica et au mois de février chez TF2. 

Aucune autre différence significative n'a été observée dans les niveaux de stachyose et de 

rafinose. 

Selon Castonguay et al. (1995) une étroite relation existe entre l'accumulation de ces sucres 

solubles et l'évolution de la tolérance au gel. Ces oligosaccharides seraient à même de protéger 

les cellules contre la dhhydratation induite par le gel. Cependant, lors de l'hiver 1996-97, la 

tolérance au gel, mesude par le TJ&, a atteint un niveau élev6 des le mois de novembre et est 

demeurée Clevée jusqu'au mois de mars. Une analyse comparative de l'augmentation de la 

tolérance au gel et de l'évolution des oligosaccharides rkvèle une faible coincidence temporelle 

entre les deux phénomènes. Ces résultats peuvent être attribuables au fait que les hydrates de 



carbone ne sont pas les seuls facteurs impliqués dans la t o l b ~ m  au gel. Cette possibilite est 

est supportée par les résultats de plusieurs recherches effectuées sur la dessiccation puisque ce 

phtnomène cause à la cellule un stress hydrique comparable B celui cause par une déshydratation 

induite par le gel. Selon Blackman et al. (1992)' au cours de la dessiccation, les protéines de 

maturation pourraient jouer un rôle important lors de l'initiation de la réponse de la plante et cela 

avant même que les oligosaccharides n'aient atteint une concentration élevée. Selon les mêmes 

auteurs, ces protéines pourraient fonctionner de concert avec les oligosaccharides pour participer 

au développement de la tolérance A la dessiccation. Selon Lin et Huang (1994)' le ratio 

oligosaccharides / disaccharides (stachyose + &mose I saccharose) jouerait un rôle déteminant 

en regard la tol6rance B la dessiccation. Un ratio molaire de 0'05 semble être nécessaire pour 

développer un certain niveau de tolérance à la dessiccation chez les graines d'espèces arbustives. 

Selon d'autres travaux effectués par Ooms et al., (1993)' sur des semences d'drcrbidopsis 

thliana, le ratio monosaccharides sur oligosaccharides (glucose + fnictose 1 stachyose + 
mnose) contrôlerait la stabilité de la tolérance ii la dessiccation. Un faible ratio mono / 

oligosaccharides permettrait la formation ou le maintien d'un état vitrifié stable (Koster, 1991) 

essentiel pour l'acquisition de la tolthnce la dessiccation (Bruni et Leopold, 1991). Les 

oligosaccharides pourraient donc jouer un rôle homologue lors de l'acquisition de la tolérance à 

la déshydratation induite par le gel. 

Au mois de février, le stachyose et le raffinose se retrouvent en concentrations significativement 

plus élevtes chez TF2 que chez Apica. La sélection sous des stress successifs de congélation 

indique donc une relation indirecte et positive entre La tolérance au gel des plantes et les niveaux 

de raffiinose et de stachyose à cette période de l'année. Ces oligosaccharides pourraient donc 

servir de marqueurs et faciliter la sélection des génotypes ayant une tolCrance supérieure au gel. 

c'est une hypothèse qui mérite d'être etudiée. Cependant, il faut souligner que la période 

d'acclimatation semble très importante puisque ce n'est que sous un endurcissement maximum 

que l'on observe une concentration différentielle de ces sucres. 
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Figure 8. Évolution des niveaux a) de stachyose et b) de raffinose dans les collets du cv 
Apica et des populations TF1 et TF2 Les plantes ont et6 acclimatées en serre non 
chauffée. Les prélèvements ont &té effectués ii cinq reprises au cours de l'hiver 
1996-97. Les erreurs-types sont indiquées (n=4). 



Les niveaux de gtucose dans les collets sont passés de 4 mg g-' PS au mois d'octobre il plus de 

10 mg g*l PS un mois plus tard (Figure 9). Ces niveaux se sont maintenus pendant tout l'hiver 

1996-97. Au mois d'octobre, la quantité de glucose dans les coilets du cv Apica était 

significativement supérieure il celle de Tm. Cependant. l'augmentation du contenu en glucose 

entre octobre et novembre a été beauccup plus marquée chez cette dernière. Aucune autre 

différence signifkative n'a Et6 observée entre les populations au cours de l'hiver. 

L'exposition aux basses températures (serre non chauffée) a induit une accumulation de glucose 

au niveau des collets en novembre puis un maintien des concentrations par la suite. Ces résultats 

ne sont pas en accord avec ceux de Castonguay et al. (1995) qui ont observé une baisse graduelle 

des niveaux de glucose après le transfert des plantes aux basses températures. Selon Koster et 

Leopold (1988), ce sucre pourrait être négativement relié à la tolérance à la dessiccation induite 

par le gel en raison de sa participation potentielle dans la réaction de Maillard, qui peut conduire 

à l'inactivation des protéines et à des modifications au niveau de l'ADN. 

333.5 Fructose 

Les niveaux de fmctose ont augmenté passant d'un peu plus de O à près de 3 mg g-' PS, entre le 

mois d'octobre et de novembre (Fig. 9). Ces niveaux ont diminut graduellement pendant l'hiver 

et aucune différence significative n'a eté observee entre Apica, TF1 et TF2 lors des cinq 

échantillonnages. L' analyse comparative n'a révéle aucune relation entre 1' accumulation de ce 

sucre et l'acquisition de la tolhnce au gel. Ces résultats sont en accord avec les travaux de 

Castonguay et al. (1995). 
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L'exposition aux basses températures a accru de façon importante l'expression des gènes 

mraCIA et msaCIC (Figure 10). Le niveau d'expression du gène maCIA, mesuré dans les 

collets par la technique Northern Blot, est passé d'approximativement 700 M Counts per minute u 

(CPM) B 3500 CPM entre le mois d'octobre et le mois de novembre. Ces niveaux d'expression 

se sont maintenus 61eves pendant toute la saison pour décroître 16g&ement vers la fin de l'hiver. 

Les rCsultats obtenus montrent une ciifference significative entre Apica et TF2 au mois d'octobre 

seulement. L'expression du gène msaCIA coïncide avec le patron d'évolution de la toltrance au 

gel. Ce gène pourrait être impliqué la fois dans l'acquisition et le maintien de la tolérance au 

gel chez la luzerne. Le niveau d'expression du gène msaCIC est passé quant lui 

d'approximativement 50 CPM h 450 CPM après un mois d'acclimatation soit une augmentation 

de 9X. Les niveaux des transcrits de ce gène ont par la suite diminu6 tout au long de l'hiver. Nos 

résultats n'ont révelé aucune difference significative entre Apica, TF1 et TF2 lors des cinq 

échantillonnages. Les niveaux d'expression indiquent que ce gene pourrait être impliqué 

uniquement dans l'acquisition de la tolérance au gel. 

Les résultats de cette expérience n'ont montré aucune ciifference significative entre les 

populations sélectionnées et le cultivar d'origine en ce qui a trait à l'expression des gènes 

maCIA et maCIC. La sélection sous des stress successifs de congelation n'a pas intluencé les 

niveaux d'expression de ces deux gènes. Ces resultats ne coïncident pas avec ceux de 

Castonguay et (11. (1993). Leurs analyses de I'accumulation des produits de transcription des 

gènes msaCIA et m C I C  dans les collets montraient une accumulation supérieure de ces 

produits chez un cultivar de luzerne tolérant au gel (Apica) comparativement à un cultivar 

sensible (CUF- 1 0 1 ). Ces différences de résultats pourraient s'expliquer par le fait que 

Castonguay et al. (1993) ont utilise des cultivars dont le niveau de tolerance au gel était 

nettement plus distinct que ceux de la presente étude. II demeure possible qu'une expression 

différentielle de ces gènes entre Apica, TF1 et TF2 ne puisse survenir que pour une courte 

période de temps Ion de l'acclimatation des plantes et que les échantillonnages aient été trop 

distancés pour permettre d'observer ce phénomène. 
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3.4 Expérience en aire de propagation 

Cette expérience a 6tt réalisée sous des conditions wntr6lées au lieu d'une seme non chauff6e 

&in de réduire la variabilité environnementale. L'objectif était de comparer I'accumulation des 

hydrates de carbone et l'expression des gènes msaCIA et msuCIC au niveau foliaire et au niveau 

des collets. De plus, une analyse comparative de la distribution de 100 genotypes du cv Apica et 

de 100 génotypes de chacune des popdations TF1 et TF2 a été effectuée en fonction de 

l'accumulation du raffinose et du saccharose ainsi que de l'expression des gènes nisoCIA et 

msaCIC. 

3.4.1 R M t a t s  du prélèvement foliaire 

3.4.1.1 Hydrates de carbones 

Le stachyose n'est pr6sent qu'à un très faible niveau dans les feuilles chez des plantes de luzerne 

endurcies à 2°C pour une période de 2 semaines. Cependant, on y retrouve du raffhose, du 

saccharose, du glucose ainsi que du fructose ii des concentrations qui se situent respectivement à 

près de 4,22,24 et de 22 mg g" PS (Figure 11). Aucune différence significative n'a été observée 

entre Apica, TF1 et TF2 en ce qui a trait aux niveaux des sucres solubles dans la partie foliaire 

des plantes. Selon Castonguay et al. (1998b)' l'exposition des plantes au froid (2°C pour une 

période de 2 semaines) favorise I'accumulation des sucres au niveau des feuilles chez la luzerne. 

Ces auteurs ont également démontré qu'il est possible de différencier des cultivars de rusticité 

différente grâce au concentration différentielle du &nose au niveau foliaire. Les résultats 

obtenus montrent, cependant, que le niveau de ces sucres a été similaire entre Apica, TF1 et TF2. 

Ceci pourrait s'expliquer par le fait qu'il ne s'agit pas de cultivars de rusticite aussi differente 

que ceux utilisés par Castonguay et al. (1998b) mais plutôt de populations générées à partir d'un 

même cultivar. De plus, nos résultats obtenus en serre non chauffée avec des collets ont 

dbmontré qu'une concentration différentielle de rafEnose est observée seulement après une 

période de 3 mois d'endurcissement. Une exposition de 2 semaines 2 2OC n'a sans doute pas été 

suffisante pour atteindre un niveau de raffinose assez 6Iev6 pour différencier Apica, TF1 et 'El. 
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Figure 1 1. Teneur en sucres solubles au niveau foliaire chez le cv Apica et les populations 
TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées à 2°C pendant 2 semaines. Les 
erreurs-types sont indiquees (n= 100). 

La distribution de 100 génotypes du cv Apica et de 100 génotypes de chacune des populations en 

fonction des niveaux de raffinose permet d'observer une légère asymétrie positive chez les 

populations TF1 et TF2 comparativement au cv Apica (Figure 12). Un plus grand nombre de 

génotypes contenant des quantités élevées de raffhose, soit entre 8 et 14 mg g1 PS, a été observé 

chez les populations s6lectionnées pour leur tolérance au gel. Ces changements au niveau de la 

distribution des génotypes n'ont pas été observés pour le saccharose (Figure 12). Les résultats 

obtenus montrent une distribution similaire du saccharose entre les genotypes du cv Apica et 

ceux des populations sélectionnées. La sélection sous des stress successifs de 
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Figure 12. Distribution de 100 génotypes du cv Apica et de 100 genotypes pour chacune des 
populations T'FI et TF2 en fonction du contenu en a) raff~nose et en b) saccharose 
dans la partie foliaire. Les plantes ont été acclimatées à 2OC pendant 2 semaines. 



congelation semble donc avoir eu une incidence sur I'accumulation du raf iose  au niveau 

foliaire mais non sur celle du saccharose. Ces résultats semblent indiquer une relation indirecte 

entre la tolérance au gel et les niveaux de raff'ïmose. Si cette hypothèse est exacte, une sélection 

pour des concentrations plus Clevées en raffmose pourrait permettre l'identification de génotypes 

plus tolérants aux basses températures. De plus, les courbes de distribution obtenues montrent 

que la variabilité genttique de ce caractike biochimique est plus importante chez les populations 

sélectionnées. Une sélection pour des concentrations supérieures de raffrnose chez ces dernières 

aurait donc plus d'effet sur la tolérance au gel qu'une sélection chez Apica 

3.4.1.2 Expression genétique 

Les niveaux moyens des transcrits du gène muCIA ont éte de 1996 CPM, 1928 CPM et 1828 

CPM, tandis que ceux du gène msaCIC ont étt5 de 61 CPM, 58 CPM et de 55 CPM chez Apica, 

TF1 et TF2 respectivement (Figure 13). Les résultats obtenus ne montrent aucune différence 

significative entre Apica, TF1 et TF2 en ce qui a trait au niveau d'expression de ces gènes dans 

les feuilles. Deux explications possibles à ces résultats seraient que l'acclimatation des plantes à 

2°C n'a pas été suffisante pour permettre l'expression différentielle de ces gènes ou que 

l'expression de ces gènes n'a pas été influencée par la sélection sous des stress successifs de 

congélation. 

La distribution des niveaux d'expression des gènes msaCIA et msaCIC chez 100 génotypes du 

cv Apica et de chacune des populations sélectionnées a été similaire (Figure 14). Une 

distribution asymétrique vers la droite a été observée chez Apica et les deux populations. 
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Figure 13. Expression des gènes a) msaCIA et b) msaCIC au niveau foliaire chez le cv 
Apica et les populations TF1 et TF2 Les plantes ont eté acclimatées il 2OC 
pendant 2 semaines. Les erreurs-types sont indiquées (n=100). 
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Figure 14. Distribution de 100 génotypes du cv Apica et de 100 génotypes pour chacune des 

populations TF1 et TF2 en fonction de l'expression des gènes a) rnsaCIA et b) 
rnsaCIC au niveau foliaire. Les plantes ont ét6 téclimatdes à 2°C pendant 2 
semaines. 



3.4.2 Résultats du  rél lève ment au niveau des coiletS. 

3.4.2.1 Hydrates de carbone 

Les deux populations S&C~~OM& ont démontré une réponse similaire a celle de la population 

d'origine en ce qui a trait à l'accumulation de l'amidon (Figure 15). Cependant, les niveaux 

d'amidon baissent lég8rement entre Apica, TF1 et TF2, ce qui coïncide avec une augmentation 

des niveaux de saccharose. L'exposition aux basses températures a induit une accumulation 

significativement supérieure de saccharose au niveau des collets chez TE2 comparativement A 

Apica (Figure 15). Les niveaux de ce sucre augmentent légèrement (Apica, TF1 et TF2) en 

relation avec le nombre de cycles de selection appliqués aux plantes. Aucune autre différence 

significative n'a kt6 observée en ce qui a trait à l'accumulation des oligosaccharides et des 

monosaccharides au niveau des collets (Figure 15). 

Une comparaison des résultats de cette expérience avec ceux de I'expérience en serre non 

chauffée, révèle plusieurs similitudes. Les niveaux d'amidon, de glucose et de fructose dans les 

collets des plantes acclimatées en conditions contrôl6es ont été similaires à ceux enregistrés au 

mois d'octobre chez les plantes non endurcies. L'acclimatation en conditions contrôlées n'a donc 

pas permis de modifier les niveaux d'accumulation de ces sucres dans les collets. Cependant, si 

l'on observe l'accumulation des sucres cryoprotecteurs (saccharose, raffhose et stachyose), on 

note des accroissements de leurs niveaux dans les collets des plantes acclimatées en conditions 

contrôlées, similaires à ceux observés sur les collets des plantes acclimatées un mois en serre non 

chauffée. Selon Castonguay et al. (1998a)' les plantes accIimat&s en serre non chauffée 

accumulent des niveaux de rafhose et de stachyose beaucoup plus éleves que celles acclimatées 

sous des conditions contrôlées. Les résultats obtenus sont en accord avec ces travaux. Cependant, 

on peut penser qu'une plus longue période d'acclimatation en conditions contrôlées pourrait 

permettre d'atteindre des niveaux beaucoup plus élevés de stachyose et de raffhose. 
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L'acclimatation des plantes en conditions contr6Iées n'a pas permis de differencier les 

populations sélectionnées de la population d'origine sur la base de leur accumulation en 

oligosaccharides de la famille du dihose au niveau des collets. Cependant, ces résultats 

corroborent l'observation d'une diffhnce sigdkative dans les teneurs en saccharose entre 

Apica, TF1 et TF2 lors de la phase initial d'endurcissement l'automne. Le saccharose est un 

sucre cryoprotecteur susceptible de jouer un rôle adaptatif important. L'approche de sélection 

utilisée semble avoir permise de modifier ce caracth et pourrait être relié aux différences de 

tolérance au gel entre les populations. 

3.4.22 Expression génétique 

Les populations sélectionnées ont eté similaires au cv Apica en ce qui a trait à I'expression du 

gène mraC1.A (Figure 16). Cependant, les résultats obtenus montrent une différence significative 

entre les deux populations sélectionnées. Le niveau moyen des transcrits de ce gène a été 

significativement supérieur chez TF2 comparativement à TFl. Ces résultats ne coïncident pas 

avec ceux obtenus lors de l'expérience en serre non chauffk. Cette difftnnce significative 

s'explique difficilement. II est possible qu'une analyse ponctuelle ne permette pas d'evaluer 

adéquatement I'expression de ce gine. D'autres travaux seront donc nécessaires pour expliquer 

ou du moins confirmer les résultats obtenus lors de cette expérience. 

Pour ce qui est du niveau de transcrits du gène msaCIC, il a été similaire entre Apica, TF1 et TF2 

(Figure 16). Ces résultats coïncident avec ceux obtenus lors de l'expérience en serre non 

chauffée. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que I'acclimatation des plantes il 2OC puis il - 
2°C n'a pas étC suffissante pour permettre I'expression difftrentielle de ce gène ou que la 

selection sous des stress successifs de cong6iation n'a pas influencée I'expression du gène 

msaCIC. 



Figure 16. Expression des gènes rnsaCIA et msaCIC dans les collets du cv Apica et des 
populations TF1 et TF2 Les plantes ont été acclimatées à 2OC pendant 2 
semaines et B -2°C pour une période additionnelle de 2 semaines. Les erreurs- 
types sont indiquées (N=7). 



CONCLUSION 

La tolerance au gel est le facteur principal contribuant à la persistance de la luzerne (Medicago 

sativa) exposée à des conditions hivernales rigoureuses. Dans ce travail, nous avons voulu 

évaluer l'efficacité d'une mtthode de selection utilisant des stress successifs de congélation 

sur I'amélioration de la tolérance au gel de la luzeme. Dans un premier temps, nous avons 

évalué la tolérance au gel et le regain des populations issues de I'intercroisement de génotypes 

sélectionnés pour leur tolérance supérieure au gel. Par la suite, nous avons évalué I'effet de 

cette sélection sur I'accumulation de sucres solubles ainsi que sur l'accumulation des transcrits 

de deux gènes régulés par le froid, mraCIA et maCIC, dont l'expression est etroitement relite 

au niveau de tolerance au gel de la luzeme. Finalement, nous avons évaiué l'effet de cette 

approche de sélection sur la dormance automnale et sur la survie à l'hiver des populations 

sélectionnées. 

Les résultats des travaux effectues en serre non chauffée ont montré que cette méthode de 

sélection permet d'abaisser la température letale de la luzerne et d'augmenter le regain après le 

gel. Nous avons egaiement observé une augmentation progressive de la tolérance au gel avec 



le nombre de cycles de sélection. L'approche de s6Iection basée sur des stress successifs de 

congélation a permis aussi d'augmenter la teneur en sucres cryoprotecteurs au niveau des 

collets. À la mi-hiver, les niveaux de raftInose et de stachyose ont et6 supérieurs chez les 

populations ~Clectionnées comparativement au cultivar d'origine. Cette augmentation est 

associée au nombre de cycles de silection. Lors des expériences en conditions contrôlées les 

travaux effectués au niveau foliaire chez les plantes acclimatées 2 semaines il 2°C n'ont 

montré aucun effet de la sélection sur l'accumulation des sucres solubles. Cependant, l'analyse 

de la distribution du &inose semble indiquer qu'un plus grand nombre de génotypes 

possèdent une plus haute teneur en raffinose au niveau foliaire chez TF1 et TF2 

comparativement au cultivar d'origine. Les travaux effectués au niveau des collets chez les 

plantes acclimatées 2 semaines à 2°C suivies de 2 semaines h -2°C ont montré un effet de la 

sélection sur l'accumulation du saccharose uniquement. Ce sucre pourrait jouer un rdle 

adaptatif important et &a relié aux différences de tolérance au gel observées entre les 

populations. L'expression des gènes m C I A  et maCIC n'a pas ét6 modifiée par cette 

approche de sélection tant lors de l'expérience en serre non chauffee que Ion des expiriences 

en conditions contrôlées. Aucune conclusion définitive n'a pu être présentée quant à la 

dormance automnale et la survie à l'hiver des populations sélectionnées puisque les conditions 

climatiques qui ont pr6valu lors de l'hiver 1996-97 ont détruit les parcelles au site de 

Plessisville. Par conséquent, les données recueillies sur un seul site sont très limitbes. Un 

nouveau semis effectue à trois sites au printemps 1997 permettra d'obtenir plus d'information. 

Néanmoins, les r6suItats de cette étude indiquent que la sélection sous des stress successifs de 

congélation permet de générer des populations de tolérance au gel supérieure et peut-être par 

le fait même d'améliorer la persistance des cultivars 2 haute valeur agronomique. Ceci 

permettrait d'accroître la culture de la luzerne sous nos conditions de production, de diminuer 

les coûts reliés ii la réimplantation hâtive et à l'achat de suppléments pour l'alimentation 

animale suite des dommages hivernaux importants dans les luzemières. 

Les conclusions présentées à la lumière des r6sulüits ouvrent les portes à d'autres perspectives 

de recherche parmi lesquelles on peut suggérer : 



- de poursuivre les cycles de sélection et de caractérker les populations TF3 et TF4 en ce qui B 

trait à la tolérance au gel et à la survie à I'hiver ; 

- d'effectuer une sélection en utilisant comme critère de s6lection l'accumulation des sucres 

cryoprotecteurs (mnose et stachyose) étant donné leur ttroite nlation avec l'acquisition de 

la tol6rance au gel ; 

- d'effectuer une sélection en utilisant comme critère de sélection les gènes msaCIA et 

msaCIC étant domé l'expression différentielle de ces ghes  chez des cuItivars de luzerne de 

rusticité différente ; 

- de mettre au point une méthode d'acclimatation rapide, non destructive et qui permet 

d'optimiser I'expression du potentiel d'acclimatation au froid dans des populations à haute 

valeur agronomique. 
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ANNEXES 

Annexe A. Analyse de la variance (can-és moyens) des dom& relatives au regain 

après 3 semaines de repousse pour les plantes acclimatées en serre non 

chauffk (Chapitre 3, Figure 3) 

Regain Novembre Décembre Février Mars 
Carré Moyen 3.30 ns 0.15 ns 0.05 ns 0.79 ns 
Moyenne 6.47 4.2 1 5.19 4.10 
Écart - type 1.26 0.75 1.32 0.76 
C.V. (%) 19.53 17.69 25.30 18.47 
ns : non significatif au seuil O. 1 

Annexe B. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives au regain 

après 3 semaines de repousse pour les plantes endurcies en serre non 

chauffée et qui ont subi un test de congélation (Chapitre 3, Figure 5 )  

Regain Octobre Novembre p Décembre 1 Février Mars p 
Carré Moyen 4.95** O.OS** 0.02 ns 3.8 1 ** 0.09** 
Moyenne 2.24 3.59 0.34 
Écart - type 0.95 0.82 O. 10 
C.V. (a)- 42.44 15.3 1 30.12 42.70 2 f S O  
**, ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil O. 1. 
1 Données ayant subila transformation logarithmique - 



Annexe C. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives au regain (g de 

poids sec) lors de chaque khantillonnage pour les plantes endurcies en serre 

non chauffée et qui ont subi un test de cong6Mon (Chapitre 3, Figure 6) 

Octobre 

Température Carré Moyenne &-type C.V. - - 

( O C )  Moyen (g P.S.) (%) 
3 5.3 1** 5.49 0.87 15.77 

5 5 -09' 2.42 1.36 56.16 

7 0.01 ns 1 .O4 1.01 97.35 

9 0.01 ns 0.02 0.09 424.26 

*, **, ns : Différence significative respectivement au seuil 0.1 et 0.05 et non significatif au seuil 0.1. 

Novembre 

Température Carre Moyenne - me C.V. 
(Oc) Moyen (g P.S.) (%) 
10 1 -53"' 6.17 0.63 10.17 

12 0.29 ns 5.7 1 0.96 16.76 

14 0.93 ns 3.54 0.95 26.68 

16 1.11 ns 1.90 0.73 38.49 

18 0.89* 0.987 0.567 57.49 

20 0.34** 0.3327 0.30 89.45 

*, **, ns : Diffdrence significative respectivement au seuil 0.1 et 0.05 et non significatif au seuil 0.1. 

Décembre 

Température Carré Moyenne Écart - type CV.  - - 
(Oc) Moyen (g P.S.) ml 
12 1 0.0001 ns 2.76 0.62 12.20 

14 0.05 ns 2.3 1 0.64 27.67 

16 0.43 ns 1 .O6 0.79 74.53 

18 0.41 ns 0.64 0.54 84.M 

20 0.06 ns 0.22 0.25 115.36 

22 ¶ 0.02 ns 0.09 0.23 228.77 

ns : Différence non significatif au seuil O. 1, 
1 Données ayant subi la transfonmtion logarithmique 



Février 

Température Cané Moyenne Écart-- C.V. 
(OC) Moyen (g P.S.) (96) 
14 1 0-002 ns 5-24 1.11 9.8 1 

24 0.18 ns 0.10 0.42 424.26 

**, ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1. 
q Données ayant subi la transformation logarithmique 

Mars 

Texnpérature Cam6 Moyenne k~-ty~e C.V. 
(Oc) Moyen (g P.S.) 
IO 

(%) 
8.21 ** 4.08 1 .O4 25 -43 

**, ns : Diffdrence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1, 
9[ Données ayant subi la transformation logarithmique 



Annexe D. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives I'accumulation 

des sucres dans les collets des plantes acclimatées en serre non chauffée. 

(Chapitre 3. Figures 7,8,9) 

Date Stachyose Raffinose Saccharose Glucose Fructose Amidon 

Octobre 0.04 ns 804.8 1 ** 10.44 ns 0.01 ns 1743.58 ns 

Novembre 0.51 ns 0.25 ns 368.14* 0.26 ns 1.94 ns 99 1 -58 ns 

Décembre 0.90ns 9.92 * 162.33ns 1.60 ns 1.03ns 1812.33~s 

Février 23.43** 78.68** 9[ 2292.70* 6.62 ns 0.89 ns 743.25 ns 

Mars 4.66 ns 2.16 ns 271.27 ns 0.06 ns 0.03ns 698-25 ns 

*, **, ns : Différence significative respectivement au seuil O. I et 0.05 et non significatif au seuiI O. 1. 
q Données ayant subi la transformation logarithmique 

Date Stachyose Raffinose Saccharose Glucose Fructose Amidon 

Octobre Moyenne 0.075 41.62 3.96 0.1 1 150.08 

h - t y p e  0.23 12.55 1.98 0.18 43.19 

C.V. (5%) 300.75 32.56 50.07 160.86 28.78 

Novembre Moyenne 1.22 4.47 154.62 9.87 3.12 113.42 

-type 0.76 0.62 10.75 1.37 1 .O9 47.14 

C.V. (W 62.39 13.80 6.95 13.85 35.20 4 1 -56 

Décembre Moyenne 7.85 10.55 142.95 9.67 2.68 11 1.17 

L m - t y p e  1.32 1.81 20.99 1 .a 1.01 4 1 -47 

C.V. (46) 16.78 17.12 14.68 14.52 37.65 37.3 1 

Février Moyenne 14.42 18.63 149.80 10.69 2.29 44.25 

h a n - t y p e  2.09 3.82 24.5 1 3.32 0.83 19.25 

C.V. (%) 14.52 20.5 1 16.36 31.01 36.42 43.49 

Mars Moyenne 13.1 1 15.98 140.91 12.13 1.81 43.00 

&-type 1.55 2.38 42.78 1.34 0.98 29.09 

C.V. (W 1 1.82 14.9 1 30.36 1 1 .O6 54.19 67-65 



AnnexeE. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives 

L'expression des gènes mcrCIA et msaCIC dans les collets des 

plantes acclimattes en serres non chauffk (Chapitre 3, Figure 10) 

Date Gène msaCIA Gène msaCIC 

Octobre 11318" 6.35 ns 

Novembre 237793 ns 3764 ns 

Décembre 24876 ns 5122 ns 

Février 2298788 ns 16740 ns 

Mars 719165 ns 1547 ns 

*, ns : Différence significative au seuil 0.1 et non significatif au seuil O. 1. 

Date Gène m C I A  Gène msaCIC 

Octobre Moyenne 696.97 50.17 

h - t y p e  61.18 7.36 

C.V.(%) 8.78 14.66 

Novembre Moyenne 3387.33 451.18 

&an - type 490.22 69.54 

C.V.(%) 14.47 15.41 

Décembre Moyenne 3279.83 250.23 

Écart - type 540.79 55.70 

C.V.(%) 16.49 22.26 

Février Moyenne 3746.73 248.88 

k - t y p e  1487.69 123.06 

C.V.(%) 39.7 1 49.45 

Mars Moyenne 2393.88 131.01 

&-type 654.58 59.9 1 

C.V.(%) 27.34 45.73 



Annexe F. Analyse de la variance (carrés moyens) des données datives B I'accumuiation 

des sucres dans les feuilles et les collets des plantes acclimatées en conditions 

wntrslées. (Chapitre 3, Figures 1 1,15) 

Site de Stachyose Raffinose Saccharose Glucose Fructose Amidon 
prélèvement 

Feuilles 0.85 ns 247.28 ns 134.95 ns 77.82 ns 

Collets 0.10 ns 0.19 ns 882.76 ns 0.52 ns 0.01 ns 1872.00ns 

ns : Différence non significatif au seuiI 0.1. 

Site de S tach y ose Raffnose Saccharose Glucose Fructose Amidon 
prélèvement 

Feuilles Moyenne 4.24 2 1.74 24.65 21.31 

Ecan-type 2.12 12-05 9.87 8.17 

C.V. (46) 49.89 55.42 40.02 38.34 

Collets Moyenne 2.16 4.32 1 15.70 5.43 0.09 155.14 

hm- type 0.45 0.64 19.55 1.58 O. 19 39.26 

C.V. (96) 20.68 14.90 16.90 29.18 225.16 25.3 t 



Annexe G. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives 

l'expression des génes msc1CI.A et msaCIC dans les feuilles et les 

collets des plantes acclimatées en conditions contrôlées (Chapitre 

3, Figure 13. 16) 

Site de prélèvement Gène msam Gène maCIC 

Feuilles 752594 ns 1063 ns 

Collets 1720456** 30795 ns 

**, ns : Diffhnce significative au seuii 0.05 et non significatif au seuil 0.1. 

Site de prdèvement Gène msaCIA Gène msaCIC 

Feuilles Moyenne 1917.2 58.2 

Écart-type f 185.4 32.2 

C.V. (Sb) 6 1.8 55.3 

Moyenne 273 1 .O 1864.3 

&an-type 589.2 608.9 

C.V. (96) 21.6 32.7 

Collets 
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