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RESUME

Des plantes de luzeme (cv Apica) ont été soumises 2 deux cycles de sélection composés
chacun de trois stress de congélation successifs réalisés, sous des conditions contrdlées. A la
fin de chaque cycle, les génotypes les pius performants ont été sélectionnés et intercroisés. On
a ams1 generé deux populations de tolérance an froid potentiellement supérieure - TF1 et TF2.
Le cv Apica, ainsi que les deux populations dérivées de la sélection ont été évalués pour ieur
tolérance au gel (TLsp), ["accumulation des sucres cryoprotecteurs et 1'expression de deux
génes régules par le froid. La sélection sous des stress successifs de congélation a angments
significativement la tolérance au gel. Apica, TF1 et TF2 ont différé significativement en ce qui
conceme |"accumulation des oligosaccharides de la séne du raffinose lors de 1'échantillonage
de mi-hiver. Cependant, aucune différence significative n'a été abservée dans ["expression des

génes activés par le froid.

Directeur de Recherche Canditate
Réal Michaud Annie Clagssens
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INTRODUCTION

La luzerne (Medicago sativa L.) est la 1égumineuse fourragere la plus cultivée en Amérique du
Nord. Ceci est attribuable a ses nombreuses qualités agronomiques : son rendement élevé en
matiere séche, son excellente valeur alimentaire, sa capacité a fixer |’azote atmosphérique et

celle d’améliorer la structure du sol (Barmnes ez al., 1988).

La luzerne cultivée en semis pur ou en mélange occupait, en 1994, 80% des superficies en foin
dans les grands états laitiers du Midwest américain (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 luzeme au Québec est en grande partie attribuable 3 son manque de
persistance sous nos conditions de climat froid et humide ainsi qu'a une qualité insuffisante
des sols (mauvais drainage, bas pH). L’amélioration de la persistance des cultivars 4 haute
valeur agronomique permettrait d’accroitre la culture de la luzerne sous nos conditions de
production, de diminuer le cofit reli€é a la réimplantation hative suite a3 des dommages

hivernaux importants, ainsi qu’a I’achat de suppléments pour I’alimentation animale.

La survie a I'hiver de la luzeme est déterminée par plusieurs facteurs incluant le gel, les
maladies, les insectes, la fertilisation, 1I’humidité du sol et la régie de coupe. Ce phénomeéne est
donc trés complexe. Cependant, parmi tous les facteurs impliqués dans la persistance de cette

lIégumineuse, la tolérance aux basses températures est le facteur qui a le plus d’impact dans




nos régions (McKenzie er al., 1988). 11 a été démontré que les cultivars de luzerne ont la
capacité génétique d’augmenter significativemnent leur tolérance au gel indépendamment de
leur potentiel de survie a 'hiver (Castonguay et Guckert, 1996). Par contre, ces cultivars
n’atteignent pas tous le méme niveau de tolérance, ce qui réveéle I’existence d’une variabilité
pour ce caractére. Le développement de cultivars ayant une tolérance accrue au gel dépend de

I’identification précise de génotypes ayant un potentiel génétique supérieur pour ce caractére.

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 I’application de
stress successifs de congélation a ét€ mise a I’essai. Pour ce faire, des plantes (1500) du cv
Apica ont été soumises a deux cycles de sélection a raison de trois stress de congélation
successifs par cycle (sous des conditions contrdlées). Les génotypes les plus performants, a
chacun des deux cycles, ont été intercroisés pour générer deux populations de tolérance au gel

potentiellement supérieure : TF1 et TF2.

Ce projet de recherche vise 2 vérifier I'efficacité de cette méthode de sélection et d’évaluer
I'effet indirect de la sélection sur d’autres caractéres reli€s a la tolérance au gel. Les trois
populations ont donc été caractérisées en fonction de leur tolérance au gel (TLsg), de leur
teneur en sucres cryoprotecteurs, de I’expression de certains génes régulés par le froid et de

leur survie a ’hiver.




CHAPITRE I

REVUE DE LITTERATURE

1.1 La survie a ’hiver

La survie a I’hiver refléte la capacité des plantes a tolérer une série d’agressions de toute
nature (Steponkus, 1978). Plusieurs types d’agressions peuvent causer un stress a la plante :
le gel, les maladies, les insectes, une mauvaise fertilisation, un mauvais drainage, etc. De
plus, le fait qu’une plante soit tolérante a un stress ne signifie pas qu’elle soit tolérante a
d’autres stress. Cela implique que lors de la sélection, il faut tenir compte de plusieurs
facteurs influencgant la survie a I’hiver de la plante (Bowley et McKersie, 1990 ; McKersie
et Hunt, 1987). Le probléme de la persistance et de la survie a I’hiver de la luzerne est donc

trés complexe.

1.1.1 Les agressions environnementales

1.1.1.1 Les facteurs abiotiques

La survie de la luzerne dépend en grande partie de sa capacité 2 répondre a des facteurs
climatiques pendant les phases critiques de son cycle vital (Ouellet, 1977). Les facteurs

abiotiques les plus importants en ce qui a trait 2 la survie a I’hiver des légumineuses




fourragéres sont: les températures gélives, la présence d’une couverture de neige,

I’humidité du sol, ainsi que I’alternance de gel et de dégel.

Les températures gélives

L’exposition directe a des températures gélives peut causer des dommages considérables
aux plantes (Andrews, 1987). De tels dommages peuvent modifier la tolérance des plantes
face & d’autres stress ou méme les détruire. La luzeme, lorsqu’endurcie, peut supporter des
températures allant jusqu’a -25°C pendant quelques heures (Paquin, 1984). Cependant, les
plantes peuvent subir des dommages importants lorsqu’elles sont maintenues pour une
longue période & des températures plus modérées (-8 4 -10°C). Chez la luzerne, seules les
racines, qui sont protégées sous la surface du sol et les collets, sont vivaces. Les
températures minimales & la surface du sol ou dans les couches superficielles sont donc
déterminantes en regard de la survie a I’hiver des plantes. L’isolation thermique de ces
derniéres contre les basses températures accroit 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 a éliminer le surplus d’eau
apporté par les dégels successifs ou par les fortes pluies (Pesant et al., 1978). Ceci entraine
la formation d’une couche de glace a la surface du sol. Ce phénoméne peut causer
I’asphyxie des racines de luzerne. L’absence d’oxygene favorise la glycolyse anaérobique
et I’accumnulation de ses sous produits toxiques tels que CO,, éthanol, acide lactique et
acétyléne (Barta, 1980). De plus, la glace posséde une conductivité thermique élevée ce qui
peut accroitre les dommages causés par le gel en abaissant l1a température du sol. Tout ce
qui peut contribuer a empécher la glace d’établir un contact direct avec le sol et la plante et
a pourvoir des espaces pour la diffusion des gaz (ex. : la neige et la végétation) permet de
réduire les dommages. Les précipitations sous forme de neige contribuent donc 2 accroitre

la survie & I’hiver des plantes puisque la couverture nivale permet de maintenir les




températures du sol prés du point de congélation. L’épaisseur de la couche de neige est
donc trés importante, car elle protége les collets ainsi que les racines contre le gel. Selon
Paquin (1984), si la couche de neige est insuffisante, le gel est la cause premiére 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 dépend de la température
ambiante et de son contenu en eau (Paquin, 1985). Un sol sec dégele plus rapidement qu’un
sol humide a cause de la chaleur spécifique élevée de I’ean (Paquin et Méhuys, 1980).

Les cycles de gel et de dégel

Dans les sols a forte teneur en eau ou mal drainés ainsi que dans les sols lourds,
I’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
supérieure de la racine aux températures gélives de I’air et 2 la dessiccation par le vent et le
soleil. De plus, la traction exercée sur la racine peut briser les radicelles, lieu important

d’absorption de I’eau et des minéraux.

Les cycles de gel et de dégel ont aussi une influence sur le niveau d’endurcissement des
plantes puisque ce dernier est étroitement li€é 2 la température de I’air et du sol (Paquin,
1984). Si la température moyenne de 1’air s’éleve 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 dormants répondent plus rapidement et perdent leur tolérance au gel plus
rapidement que les cultivars dormants (Paquin, 1985). Cependant, la luzerne peut
s’endurcir 2 nouveau avec 1’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 & I’hiver dépend aussi de la tolérance ou de la résistance des plantes a des facteurs

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



Les maladies

Les maladies qui s’attaquent 2 la luzerne sont nombreuses et variées. Cependant, celles qui
affectent les racines et les collets telles les pourritures et certains flétrissements réduisent la
survie 2 I’hiver des plantes. En effet chez la luzerne, ces deux organes sont vivaces et ils
assurent la reprise de la croissance au printemps et aprés chaque coupe. De plus, selon des
travaux effectués sur deux maladies causées par les Fusarium, les processus physiologiques
qui sont impliqués dans I’endurcissement sont affectés par la présence des agents
pathogénes, ce qui réduit la tolérance au gel des plantes (Richard er al., 1982). Le gel peut
également causer des dommages importants aux plantes et rendre ces derniéres plus
susceptibles aux maladies. L’utilisation de cultivars résistants permet néanmoins de réduire

I’impact des maladies.

Les insectes

Plusieurs insectes s’attaquent a la luzerne dont la mineuse virgule (Agromyza frontella), le
charangon postiche (Hypera postica) et la cicadelle de la pomme de terre (Empoasca fabae)
(C.P.V.Q., 1989). I a été démontré que la tolérance au gel chez la luzerne est réduite par
I’'infestation de nématodes (Suzuki 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 hatives, I’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, lumiére) se traduit par une réduction de la densité optimale de I’espéce
(Beuselinck ez al., 1994). La compétition retarde le développement de la plante et diminue
sa capacité a survivre a I’hiver. Les modes de répression des plantes nuisibles dans les
cultures de luzeme impliquent des méthodes meécaniques, culturales, physiques et
chimiques (C.P.V.Q., 1989). Chacune de ces méthodes peut s’utiliser seule ou combinée
lors de la préparation du semis, de I'implantation et durant I’exploitation des plantes

fourrageres.



1.1.2 La gestion

Toutes les pratiques culturales qui favorisent le développement de la plante et
I’augmentation des réserves nutritives au niveau des collets et des racines favorisent sa

tolérance au gel.

Le drainage du sol

La luzemne est trés sensible 4 un mauvais drainage. Elle doit étre cultivée sur un sol profond
et bien drainé (C.P.V.Q., 1989). Un excés d’eau peut causer [’asphyxie des racines,
favoriser le développement de maladies, réduire I’endurcissement, accroitre I’acidité du sol,
et augmenter la mortalité due au gel et 2 la formation d’une couche de glace. L’humidité du
sol peut donc affecter directement I’endurcissement et la survie a I’hiver de la luzerne. Des
recherches ont démontré qu’une humidité inférieure & 50% de la capacité au champ est
favorable a I’endurcissement (Paquin et Méhuys, 1980), tandis qu'un pourcentage
d’humidité prés du point de saturation est considéré comme néfaste pour la luzerne (Paquin
et Méhuys, 1980; Suzuki, 1977, Suzuki er al., 1975). De plus, les conditions de sécheresse
pendant ’endurcissement aident & accroitre la tolérance au gel (Tysdal, 1933) puisqu'un
endurcissement partiel peut étre obtenu par un stress hydrique a des températures normales
de croissance. Les stress hydriques activent I’expression des caractéres qui aident a
stabiliser la structure membranaire méme lorsque la dessiccation des cellules est induite par
le froid (Willemot et Pelletier, 1979). Cependant, les dommages causés a la cellule lors
d’une dessiccation trop importante empéchent ces caractéres de s’exprimer de facon
optimale chez I’avoine et I'orge (Cloutier et Siminovitch, 1982). La dessiccation n’est donc
pas aussi efficace que I’acclimatation au froid pour induire Ia tolérance au gel. Des travaux
effectués sur la luzermne ont démontré que la sécheresse du sol combinée aux effets des
basses températures augmentaient la tolérance au gel de 4 & 5°C chez cette légumineuse
(Paquin et Méhuys, 1980). Cela signifie que les déficits hydriques et les basses
températures peuvent contribuer de fagon additive pour accroitre la tolérance au gel

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



Le chaulage

Le chaulage est aussi trés important puisque ia luzerne ne supporte pas les sols acides. Un
pH de 6.5 4 7.5 est optimum pour cette espéce (C.P.V.Q., 1989). Un sous-sol trop acide
réduit la pénétration en profondeur des racines, diminue la disponibilité des nutriments
essentiels et augmente la disponibilité de I’aluminium et du manganése qui sont, 2 forte

dose, des éléments toxiques pour les plantes (Elliott ez al., 1973).

La fertilisation

La fertilité et le pH du sol sont des facteurs importants dans la survie & 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 1’acclimatation au froid
de la luzeme (Twamley, 1960 ; Calder et MacLeod, 1966). Une fertilisation potassique
élevée permet d’accroitre le niveau des hydrates de carbone qui constituent les réserves
nutritives dans les racines de luzermne ce qui contribue 2 sa survie i I'hiver. Par contre,
I’application de phosphore (P) favorise la croissance végétative (Twamley, 1960) et par
conséquent une disponibilité trop grande de cet élément a I’automne retarde 1’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 synthése des acides aminés et
celle des protéines chez la luzerme (MacLeod et Suzuki, 1967). En général, les carences en
éléments minéraux aussi bien qu’une fertilisation trop forte diminuent I’acclimatation et la

survie a I’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. falcata, Ladak, M. varia, Turkestane, Flamande,
Chilienne, Péruvienne, Indienne et Africaine. Elles sont classées ici par ordre décroissant
de survie a I’hiver. Ces germoplasmes différent en ce qui a trait a Ia dormance automnale et

au potentiel de tolérance au gel (Bames er al., 1977).




La dormance automnale est étroitement associée 2 la survie a I’hiver. Les cultivars qui ont
peu de croissance a I’automne a cause de leur dormance ont généralement une meilleure
survie que les cultivars non dormants (Dexter ez al., 1930 ; Heinrichs et al., 1960; Larson
et Smith, 1963; Smith, 1961). Cela est dii au fait que les cultivars dormants de luzerne
s’endurcissent plus t6t en automne et plus rapidement que les cultivars non dormants. De
plus, lorsque les températures fluctuent (gel/dégel) pendant I'hiver, les cultivars moins
dormants se désendurcissent plus rapidement et peuvent méme reprendre leur croissance
(Buxton, 1989), s’exposant ainsi 3 des dommages causés par des basses températures

subséquentes.

Les cultivars dormants sont caractérisés par un port prostré et un grand nombre de tiges
tandis que les cultivars 3 dormance tardive ont un port plus dressé et une croissance
supérieure en automne (Smith, 1961). La sélection pour une meilleure survie a I’hiver basée
sur la dormance s’oppose donc a la sélection pour un meilleur rendement, celui-ci étant
généralement associé a la vigueur de la repousse et a 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 a la fois pour la croissance automnale, la

survie a I’hiver et une reprise de la croissance plus rapide aprés une coupe.

Le régime d’exploitation

Il existe une relation étroite entre, d’une part, le niveau des réserves nutritives accumulé
dans les racines et les collets chez la luzerne a I’automnne et, d’autre part, la productivité, la
vigueur et le maintien du peuplement 1’année suivante (Gervais et Bilodeau, 1985; Gervais
et Girard, 1987). L’automne est donc une période critique pour la luzeme. A cette époque,
elle doit synthétiser et emmagasiner des réserves dans ses racines, qui permettront
I’acclimatation au froid durant I’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
aofit au début d’octobre, soit durant une période d’environ six semaines (Gervais et
Bilodeau, 1985). De plus, la coupe de fin d’été doit étre prise suffisamment t6t pour que la

luzeme puisse refaire ses réserves avant les premicres gelées mortelles (C.P.V.Q., 1989).
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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 survie 2

I’hiver.

1.2 Les dommages causés par le gel

Deux types de gel peuvent survenir dans les cellules végétales : Ie gel intracellulaire et le
gel extracellulaire. La vitesse de refroidissement détermine le site de formation de la glace.
La formation de glace intracellulaire se produit lorsque la vitesse de refroidissement est
élevée (>4°C/minute) (Levitt, 1980). L’eau cristallise dans la cellule lorsqu’une nucléation
interne survient ou lorsqu’un cristal de glace qui provient du milieu environnant pénétre i
I’intérieur de la cellule (Guy, 1990). Dans les deux cas, un tel gel est considéré comme létal
puisque les cristaux de glace qui sont a I'intérieur de la cellule prennent rapidement de
I’expansion et détruisent mécaniquement la membrane plasmique (Levitt, 1980). De plus,
la formation de glace entraine 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 1°C i I’heure
(Steffen et al., 1989), ce qui favorise le gel extracellulaire. Ce type de gel permet 2 la glace
de se retrouver exclusivement 2 I’extérieur de la cellule (Guy, 1990), ceci dii a la diffusion
de I’eau hors de la cellule et a la paroi cellulaire qui agit comme une barriére 2 la

propagation des cristaux de glace vers I’intérieur de la cellule (Levitt, 1980).

Selon Mazur (1969), lors d’un gel, la cellule et le liquide qui I’entoure entrent initialement
en surfusion. Mais, rapidement, la glace se forme dans la région extracellulaire. Ce
phénomeéne limite la formation de la glace a I’extérieur de la cellule. Toutefois, lorsque la
température continue 2 baisser, une plus grande proportion de la solution extracellulaire est
convertie en glace. Cela entraine une baisse de la pression de vapeur d’eau 2 I’extérieur de

la cellule créant ainsi un gradient entre 1’extérieur et I'intérieur de la cellule. Pour rétablir
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I’équilibre de pression de vapeur, I’eau présente dans la cellule peut soit geler (gel
intracellulaire) ou diffuser hors de la cellule vers I’espace extracellulaire. La formation de
glace dans I’espace extracellulaire, quoique moins dommageable pour la plante, cause
plusieurs stress secondaires : (1) la déshydratation de la cellule (Guy, 1990), (2)
I’augmentation de la concentration ionique du contenu cellulaire qui peut avoir des effets
toxiques (Gusta er al., 1975), (3) la fusion des membranes intracellulaires, et (4) des
réactions oxydatives déléteéres (Crowe et al., 1983).

Selon Steponkus er 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 déshydratation sont susceptibles

d’accroitre la tolérance au gel de la plante.

1.3 La tolérance au gel

La luzerne est une légumineuse vivace, qui pour survivre a I’hiver, doit acquérir une
certaine tolérance au gel. Les conditions climatiques qui prévalent 2 I’automne induisent
I’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 [’acclimatation au froid sont la photopériode et la

température.

Selon Barnes et al. (1979), la lumiére influence la tolérance au gel des plantes par ses effets
sur I’accumulation des réserves et sur la croissance. Une réduction de la photopériode a
I’automne est nécessaire a8 ’acclimatation au froid de certains cultivars de luzerne
(Hodgson, 1964). Ce facteur induit une acclimatation partielle menant 3 un ralentissement
de la croissance et a2 des changements dans le métabolisme. Chez la luzemne, I’action des
jours courts serait liée 2 des changements dans les niveaux de certains régulateurs
endogeénes de croissance (Waldman et al., 1975). Les jours courts sont donc essentiels pour

initier ’endurcissement. Cependant, une fois le phénomeéne initié, les plantes continuent 2
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s’endurcir sous I'effet des températures froides indépendamment de la photopériode
(Paquin et Pelletier, 1980).

Dans nos régions, I’acclimatation au froid de la luzeme débute lorsque les températures
moyennes de I'air atteignent 10°C et s’accélére quand celles-ci se rapprochent de 5°C, ce
qui coincide généralement avec les premiéres gelées automnales (Paquin et Pelletier, 1980 ;
Paquin, 1984). La tolérance au gel continue d’augmenter aprés la sénescence des tiges et
méme sous la neige alors que le sol commence a geler (Paquin, 1985). Durant cette période,
I’acclimatation dépend principalement de I’abaissement de la température de ’air et du sol.
Sous nos conditions climatiques, le maximum de tolérance au gel est atteint entre décembre
et mars, selon les années et les sites (Paquin et Pelletier, 1980 ; Paquin, 1984). Une
température constante sous zéro est en général plus favorable & I’acclimatation qu’une
alternance de température (Chen et Li, 1980). De plus, des températures de -2 a -4°C sont
nécessaires a I’obtention et au maintien de I’endurcissement maximal chez la luzemne 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’éléve
au-dessus de 5°C (Paquin, 1984). Le désendurcissement est complet quand la température
moyenne de I'air atteint 15°C (Paquin, 1985). 11 faut généralement 3 & 6 semaines a la
luzerne pour perdre complétement 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 1’expression génétique (Steponkus, 1984). La présente
recherche porte plus spécifiquement sur |’accumulation des sucres cryoprotecteurs et sur

I’expression des génes induits par le froid.
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1.4.1 Les hydrates de carbones

Les travaux de Jung et Smith (1961) ont permis de caractériser 1’accumulation des hydrates
de carbone pendant I’acclimatation au froid de la luzeme et du tréfle rouge. Le pourcentage
d’hydrates de carbone totaux non structuraux s’accroit pendant I’automne, atteint un
maximum entre décembre et février et diminue progressivement jusqu’au printemps.
Toutefois, le niveau des sucres totaux dans les collets n’est pas proportionnel a la tolérance
au froid des cultivars de luzeme 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 I'acclimatation est, cependant, considérée 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 Populus, 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.

14.1.1 L’amidon

A T'automne, les hydrates de carbone sont principalement composés d’amidon. Cette
proportion diminue au fur et 2 mesure que I’amidon est hydrolysé en saccharose (Jung et
Smith, 1961; Bula et Smith, 1954). Les enzymes responsables de cette dégradation sont
des endoamylases (Volenec er al., 1991). Leur activité augmente lors de I'utilisation de
I’amidon (endurcissement, reprise de la croissance et aprés une coupe) dans les racines de
la luzerne. Cependant, les niveaux d’amidon ne différent 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 luzemme (Duke et Doehlert, 1981). Le saccharose s’accumule tot &
I’automne a des températures au-dessus du point de congélation et son niveau continue de

s’accroitre a2 des températures sous zéro et cela aussi bien sous des conditions



14

d’acclimatation naturelles que contrlées (Castonguay et al., 1995). Les recherches
effectuées par Duke et Doehlert (1981) ont démontré que les cultivars de luzerne tolérants
au froid avaient de plus hauts niveaux de saccharose au début de 1’automne que les
cultivars non tolérants. Toutefois, lors du maximum d’acclimatation au froid, soit en
février, les niveaux de saccharose observés ne différent pas significativement entre des
cultivars qui se distinguent dans leurs niveaux d’adaptation au froid (Castonguay et al.,
1995).

La synthése du saccharose

La synthése du saccharose se fait grace a la photosynthése 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 2 la synthése du saccharose (Devlin et Witham, 1983). Pour ce
faire, deux molécules de 3-phosphoglycéraldéhyde sont condensées par aldolisation pour
former un fructose 1,6-diphosphate. Dans les feuilles, cette molécule est soit convertie en
fructose 6-phosphate ou isomérisée en glucose 6-phosphate qui par la suite forme 1’UDP-
glucose. La synthése du saccharose est finalement régulée par I’enzyme saccharose-
phosphate synthase (SPS) a partir de I'UDP-glucose et du fructose 6-phosphate. La réaction
inverse est catalysée par I’action de I’enzyme saccharose synthase (SS). Cependant, lorsque
les plantes sont sous un couvert de neige, la synthése du saccharose se fait via I’hydrolyse
de I’amidon. Ce phénoméne est régulé par des endoamylases (B-amylase et o-amylase). Le
produit final de I’hydrolyse est une molécule de glucose 6-phosphate qui est soit isomérisée
en fructose 6-phosphate ou convertie en glucose 1-phosphate qui par la suite forme UDP-
glucose. La synthése du saccharose via cette voie métabolique est également régulée par le

SPS.

L’activité du SPS augmente lors de I’exposition des plantes aux basses températures
(Castonguay et Nadeau, 1998a). De plus, il existe une corrélation trés importante entre
I’activité de cet enzyme et le niveau de saccharose dans les collets chez la luzeme. Selon

cette étude, I’augmentation de I’activité du SPS survient t6t en automne et atteint des
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niveaux plus élevés chez des cultivars rustiques que chez des cultivars sensibles au froid.
L’activité de ’enzyme SS, pour sa part, est réduite a I’automne lors de I’acclimatation au
froid des plantes.

Le rdle cryoprotecteur 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 membranaires en remplagant I’eau dans le maintien de la
structure de la membrane (Koster et Leopold, 1988 ; Caffrey er al., 1988; Hoekstra et al.
1989). Ce phénoméne permettrait de prévenir la séparation de phase des doubles parois
lipidiques ainsi que la fusion de Ia 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).

1.4.1.3 Les oligosaccharides

Une relation étroite 2 ét€ démontrée entre la capacité des cultivars A accumuler certains
oligosaccharides de la série du raffinose, plus précisément le stachyose et le raffinose, et la
tolérance au gel de la luzerne (Castonguay er al., 1995). Le stachyose et le raffinose sont
pratiquement absents des tissus des plantes non acclimatées au froid et ils s’accumulent tard
en automne lors de I’exposition des plantes a des températures gélives. Ces
oligosaccharides sont aussi impliqués dans I’acquisition de la tolérance a la dessiccation,
puisque ce phénomeéne implique aussi la déshydratation compléte ou partielle de la cellule.
Les travaux de Ooms et de ses collaborateurs (1993), sur les semences d’Arabidopsis, ont
démontré que le raffinose et le stachyose ne s’accumulent que dans les grains tolérants 2 la
dessiccation. Lors de leurs expériences, ils ont utilisé divers mutants d’Arabidopsis qui
étaient insensibles a un régulateur de croissance associée a 1’acquisition de la tolérance a la
dessiccation, I’acide abscissique, ou déficients dans leur capacité a 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 1’accumulation du
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stachyose et le développement de la tolérance 2 la dessiccation chez des graines de soya

(Glycine Max [L.] Merr., cv Chippewa 64) déshydratées a différentes vitesses. De plus, ces
oligosaccharides disparaissent de fagon concomitante avec la perte de la tolérance i la
dessiccation chez les graines de soya (Glycine Max [L.] Merr.), de pois (Pisum sativum L.)
et de mais (Zea mays L.) (Koster et Leopold, 1988). Ces résultats suggérent que ces sucres
jouent un réle important dans la tolérance a la dessiccation et qu’ils pourraient jouer un réle
similaire lors de I'acquisition de la tolérance au gel, en protégeant la cellule contre la

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

La synthése des oligosaccharides

Le raffinose et le stachyose sont des galactosides du saccharose. Leur synthése fait appel 2
des réactions de transgalactosylation par relais 3 partir de I"'UDP-galactose (Courtois et

Percheron, 1971). Le raffinose et le stachyose sont synthétisés selon la s€quence suivante
(Dey, 1990):

REACTIONS ENZYMES
UDP-p-galactose + myo-inositol — galactinol + UDP (1) Galactinol synthase

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

Galactinol + raffinose «» stachyose + myo-inositol ~ (3) Raffinose galactosyl transférase

Le galactinol synthase (GS) est ’enzyme qui initie la synthése des oligosaccharides. Selon
des recherches effectuées avec divers génotypes de soya, I’enzyme GS est un régulateur
important dans la répartition du carbone entre le saccharose et les oligosaccharides
(Saravitz et al., 1987). L’enzyme GS montre une augmentation de son activité lorsque les
plantes sont exposées aux basses températures (Castonguay et Nadeau, 1998a). De plus, ces
recherches ont démontré qu’il existe une relation importante entre I’activité du GS et le
niveau d’oligosaccharides contenu dans les collets chez la luzerne. Tout comme pour

I’enzyme SPS, le GS s’accumule plus t6t et atteint des niveaux plus élevés chez les
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cultivars tolérants que chez les cultivars sensibles au froid.

Le role cryoprotecteur des oligosaccharides

La présence d’oligosaccharides de la série du raffinose (raffinose et stachyose) semble
requise pour permettre au saccharose de protéger de facon maximale les membranes
pendant I’acquisition de la tolérance a la dessiccation chez les grains de mais (Chen et
Buris, 1990), de soya (Blackman er al, 1992), et de colza (Leprince et al., 1990). Ces
sucres préviendraient la cristallisation du saccharose (Koster et Leopold, 1988 ; Caffrey et
al., 1988) et favoriseraient sa vitrification (augmenter la viscosité d’un liquide pour qu’elle
soit similaire 4 celle d’'un solide), ce qui stabiliserait les membranes lors de la
déshydratation de la cellule (Blackman et al., 1992 ; Caffrey er al., 1988). De plus, ces
oligosaccharides pourraient tenir leur efficacité cryoprotectrice d’interactions structurales
complexes avec les groupements hydrophiles des phospholipides membranaires (Hincha,
1990).

1.4.2 I ’expression génétique

L’exposition des plantes aux basses températures induit des changements importants au
niveau de I’expression génétique (Thomashow, 1990). Les travaux effectués par Krasnuk et
al. (1978), ont permis d’observer des différences qualitatives et quantitatives au niveau de
I’activité de certains enzymes hydroiytiques entre un cultivar tolérant et un cultivar sensible
au froid. D’autres recherches effectuées au niveau de la synthése in vivo des protéines ont
indiqué que ces différences seraient causées par I'altération de la composition protéique des
tissus exposés au froid (Guy et Haskell, 1987, Meza-Basso er al., 1986). Les travaux de
Mohapatra et al. (1987a,b ; 1988), basés sur le marquage radioactif in vivo des polypeptides
et la traduction in vitro d’ ARNm purifi€s de plantules de luzemne, ont permis de démontrer
que la synthése de plusieurs protéines est initi€e ou accrue pendant I’acclimatation au froid.
Cette synthése de rnovo pourrait étre reliée soit a la transcription de nouveaux ARNm ou 4
la traduction d’ARNm préexistants. La modification de la composition protéique des

plantes, lors de I'acclimatation au froid, est donc le résultat des changements qui
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surviennent au niveau de I’expression génétique (Mohapatra et al., 1987a,b ; 1988).

Mohapatra et al. (1989) ont par ailleurs observé une corrélation positive entre le niveau
d’expression de trois génes régulés par les basses températures et le degré de tolérance au
froid chez quatre cultivars de luzerne. D’autres travaux réalisés par Castonguay et al.
(1997b), ont démontré qu’il existe une similarité dans les changements de I'expression
génétique induits par le froid chez des cultivars de tolérance au gel contrastante. Par contre,
I’accumulation des produits de certains de ces génes suit de prés le développement de la
tolérance au gel. I1 est donc possible que, méme si la tolérance au gel est un caractére
complexe controlé par un grand nombre de génes, les différences de tolérance au gel entre
des cultivars, qui ont des survies a I’hiver différentes, soient déterminées par 1’expression
différentielle d’un nombre limité de ces génes. D’autres recherches impliquant des cultivars
de pommes de terre (Solanum commersonii Dun. et S. cardiophyllum Lindl.) (Palta et
Simon, 1993) et de pois d’hiver (Pisum sativum subsp. arvense) (Liesenfeld et al., 1986)

supportent cette hypothése.

Les polypeptides codés par les génes régulés par le froid pourraient avoir un role important
en regard de la détermination du niveau de tolérance aux basses températures puisqu’ils

sont pratiquement non détectables dans les plantes non acclimatées.

1.4.2.1 Les génes régulés par le froid

Les niveaux d'expression de plusieurs génes sont modifiés lorsque les plantes de luzerne
sont exposées aux basses températures (Castonguay et al., 1993 ; 1997a). Plusieurs génes
régulés par le froid chez la luzermne ont été isolés et caractérisés : cas 17 (Wolfraim et
Dhindsa, 1993), cas 18 (Wolfraim et al., 1993), psm 2075 (Luo et al., 1991), psm 2358
(Mohapatra et al., 1989), pUM 90-1, pUM 90-2, pUM 90-4 (Luo et al., 1992), msaCIA
(Laberge et al., 1993), msaCIB (Monroy et al., 1993), msaCIC (Castonguay et al., 1994),
msaCID-G (Castonguay et al., non publi€). Plusieurs de ces génes ne montrent aucune
expression différentielle entre des génotypes possédant des niveaux différents de tolérance
au gel. Ce qui n’est pas le cas des génes msaCIA et msaCIC. Le niveau d’expression de ces

deux genes varie en fonction des niveaux de tolérance au gel atteint par les plantes.
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L’analyse de I’accumulation des produits de transcription des génes msaCIA et msaCIC
dans les collets montre effectivement une accumulation supérieure de ces produits chez un
cultivar de luzerne tolérant au froid (Apica) comparativement 2 un cultivar sensible (CUF-
101) (Castonguay et al., 1993).

Le géne msaCIA code pour une protéine riche en glycine (30 2 40%) (Laberge et al., 1993).
L’'expression de ce géne est induite par une variété de stress incluant les basses
températures, la déshydratation, la salinité, les blessures et par un régulateur de croissance :
I’acide abcissique. La présence d’une région qui présente des homologies avec des peptides
signaux et d’'un contenu €levé en glycine dans les polypeptides encodés par le géne
msaCIA (Laberge et al., 1993) suggérent une localisation pariétale ol il exercerait un role

structural.

Le géne msaCIC code pour un polypeptide modulaire composé d’un peptide signal, d’un
domaine riche en proline et d’'un domaine hydrophobe (Castonguay er al., 1994). Des
recherches effectuées dans des bases de données réveélent que le géne msaCIC est
homologue a une protéine dont on ignore la fonction et I’analyse de sa structure primaire

suggere 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 survie a ’hiver (Castonguay et Guckert, 1996).
Cependant, les cultivars n’atteignent pas tous le méme niveau de tolérance, ce qui indique
qu’une variabilité génétique existe pour ce caractére (Castonguay et Guckert, 1996). 11 est
donc possible d’améliorer la tolérance au gel de la luzerne en sélectionnant des génotypes
qui ont une tolérance au gel supérieure. Pour ce faire, plusieurs méthodes peuvent étre
utilisées dont : la sélection au champ basée sur la survie a I'hiver, les tests de congélations

(TLsp), et les méthodes utilisant des marqueurs biochimiques (sucres, génes).
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1.5.1 La sélection au champ basée sur la survie a I’hiver

L’approche traditionnelle pour évaluer la survie a I’hiver chez la luzeme est de soumettre
les plantes aux rigueurs de I’hiver dans une situation au champ (McCaslin et Woodward,
1995). Une telle sélection requiert un hiver test assez sévére pour éliminer les plantes
sensibles et causer des degrés variables de dommages aux plantes qui possédent une
certaine résistance (Paquin, 1985). Les plantes qui démontrent une meilleure reprise aprés
un hiver test sont sélectionnées puis intercroisées. Un tel hiver ne survient que
sporadiquement (une fois tous les dix ans) a I’endroit choisi et les dommages, sur un méme
cultivar, ne sont pas uniformes (Levitt, 1980). II est donc nécessaire, pour ce genre
d’expérimentation, de soumettre du matériel pendant plusieurs années et a différents sites
afin d’évaluer adéquatement sa survie a I’hiver (Paquin, 1985). Cette méthode de sélection
permet d’évaluer la survie a I'hiver des plantes comme un tout et ne refléte pas

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

1.5.2 Les tests de congélation

En raison du peu de contrle sur les paramétres environnementaux, la sélection de
génotypes pour la tolérance au gel peut difficilement étre réalisée en conditions naturelles
et doit préférentiellement s’effectuer sous des conditions contrdlées (Smith et Krestschmer
Jr., 1989). Les tests de congélation, permettent de mesurer les TLsp soit la température a
laquelle 50% de la population est détruite. Ces tests sont effectués dans des congélateurs
programmés pour abaisser la température de fagon graduelle. Cette méthode permet de
mesurer la tolérance au gel chez la luzerne et de s€lectionner 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 tolérantes au gel et

présentent un meilleur regain comparativement aux populations parentales.
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1.5.3 Les marqueurs biochimiques

L’accumulation différentielle des oligosaccharides de la série du raffinose ainsi que
I’expression différentielle de génes régulés par le froid chez des cultivars de luzerne de
tolérance au gel différente suggérent leur implication dans la détermination de la tolérance
au gel (Castonguay et al., 1995). Si cette hypothése s’avére juste, ces facteurs biochimiques
pourraient servir de marqueurs et faciliter la sélection des génotypes ayant une tolérance au

gel supérieure et de 13, possiblement une meilleure survie a I’hiver.

1.6 Objectifs

Cette revue de littérature illustre la complexité de la persistance de la luzerne au Québec.
Pour accroitre la persistance, il devient nécessaire de sélectionner des génotypes possédant
une tolérance accrue au gel. Pour ce faire, les programnmes d’amélioration ont besoin de
méthodes de sélection permettant I'identification spécifique de ce caractére. Une nouvelle
méthode de sélection utilisant des stress successifs de congélation a ét€ mise a I’essai afin

d’accroitre la tolérance au gel de cette légumineuse fourragére.

Les objectifs visés par cette étude sont de :

1) Vérifier 'efficacité d’une méthode de sélection utilisant des stress successifs de
congélation pour identifier des génotypes et pour générer des populations possédant une

tolérance au froid accrue;

2) Evaluer I'effet indirect de la sélection sur I’accumulation des sucres cryoprotecteurs

ainsi que sur I’expression de deux geénes régulés par le froid : msaCIA et msaCIC ;

3) Evaluer la survie i I’hiver des populations sélectionnées relativement 2 la population

d’origine (Apica).



CHAPITRE I

MATERIEL ET METHODES

2.1 Meéthode de sélection

Une méthode de sélection basée sur 1’application de stress successifs de congélation a €té
développée au Centre de Recherche et de Développement sur les sols et les grandes cultures
d’Agricuiture 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, a
raison d’une graine par pot de tourbe (Jiffystrips, S cm X Scm X 8 cm), dans un mélange de
terreau stérile. Ce demnier est composé de terre et de tourbe (Pro-mix BX, Premier Peat Moss,
Riviére-du-Loup, Canada) dans un ratio de 9 : 3 (v/v). Aprés 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 21°C le jour et de
17°C la nuit. Une irradiance de 350 umol m'? s était fournie par des fluorescents et des
ampoules incandescentes. Les plantes ont ét€ arrosées chaque jour et fertilisées une fois par
semaine avec un fertilisant commercial (20-20-20, 1 g L. Apreés 5 semaines, les plantes ont
été soumises a un premier cycle de sélection, composé d’une période d’acclimatation et de
trois stress de congélation. Pour ce faire, ces derniéres ont été transférées dans des cabinets de
croissance pour initier ’endurcissement sous les conditions environnementales suivantes : une

photopériode de 8 h, une température constante de 2°C et une irradiance de 150 pmol m? s
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Apres 2 semaines d’acclimatation, les plantes ont été transférées dans des congélateurs, a

I’obscurité, pour une période additionnelle de 2 semaines 3 —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 4 un premier stress de congélation qui consistait 4 abaisser la
température de 2°C en 30 minutes, suivi d’une pause de 90 minutes 2 la température résultante
avant de procéder a une autre baisse de température (Paquin et Pelletier, 1980). La température
a ainsi été abaissée graduellement jusqu’a ce qu’elle atteigne la température de congélation
désirée. Les températures de congélation ont été choisies en fonction du TLso escompté des
plantes soit : -10°C pour le premier et le deuxid¢me stress et -12°C pour le troisi¢me. Aprés
chaque stress de congélation, les plantes ont été dégelées dans un cabinet de croissance a 2°C
pendant une période de 24 heures. Elles ont été ensuite taillées a2 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. A la fin de chacun des deux premiers stress
de congélation, les plantes mortes et les moins vigoureuses ont été éliminées. Environ 3
semaines apres le troisiéme 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 : TF1. Les caractéres utilisés 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. A partir de la population TF1, un deuxiéme cycle de sélection identique au
premier a été réalisé. Les températures de congélation retenues pour ce second cycle ont été de
-12°C pour les deux premiers stress et de —14°C pour le troisitme. Les 100 plantes

sélectionnées 2 la fin du deuxiéme 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 a I’hiver ainsi que la dormance
automnale. Une seconde expérience a été réalisée en serre non chauffée pour évaluer la
tolérance au gel (TLsp), la teneur en sucres cryoprotecteurs et le niveau d’expression des génes
msaClA et msaCIC. Une troisiéme expérience a ét€ réalisée entiérement sous des conditions

contrblées (aire de propagation et cabinet de croissance) afin d’évaluer la distribution des
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génotypes en regard a leur teneur en sucres cryoprotecteurs et 2 leur nivean d’expression des
genes msaClA et msaCIC.

2.2.1 Evaluation au champ

Pour I’évaluation au champ, le cultivar (Apica), les deux populations (TF1 et TF2) ainsi que
cing autres cultivars qui différent dans leur adaptation 4 l'hiver (AC Caribou, Oneida VR,
Ultra, Saranac et CUF 101) ont €té utilisés. Le 4 juillet 1996, ces cultivars et populations ont
€t€ semés en serre dans des pots de tourbe (Jiffystrips, S cm X 5 cm X 5 cm) a raison d’une
plante par pot. Le mélange de terreau utilisé a été le méme que lors du semis des plantes
destinées a la sélection. Dans les serres, les conditions environnementales, étaient les
suivantes : une photopériode de 16 h avec une température le jour de 20°C a 28°C et de 20°C &
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™'). A I’age de 2 semaines, les plantes ont été
inoculées avec une solution de Rhizobium meliloti (souche A-2). Le 12 aoiit 1996, soit 5
semaines aprés le semis, les plantes ont été transplantées a deux sites : St-David (loam
sableux) et Plessisville (loam). A chacun des sites, un essai en blocs complets aléatoires
constitué de quatre répétitions a ét€ mis en place. Chaque parcelle était 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 I’année d’implantation. Lors de I’été 1997, une
coupe de nettoyage suivie d'une application d’herbicide (Gramoxone, 4 L/ha) a été effectuée
au site de St-David dans le but de contrdler 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 été€ effectuée au mois d’octobre 1996.
Pour ce faire, la hauteur des plantes a été mesurée selon la méthode de Barnes er al., (1995) et

un indice de dormance automnale sur une échelle de 1 2 9 a été utilisé (Schwab ez al., 1996).



Echelle de dormance automnale
1:0-5¢m
2:5-10cm
3:
4
5

10-15cm

:15-20 cm
:20-25 cm

6:25-30cm
7:30-35cm
8:35-40 cm
9:>40cm

Les cultivars qui ont été€ utilisés pour fin de comparaison sont classifi€s selon un indice de

dormance automnale (Certified Alfalfa Seed Council, 1996 ; Michaud, comm. pers.) ce qui

nous permettra de valider nos résultats au champ.

Caribou
Ultra
Oneida VR
Apica
Saranac
CUF 101

o K AW W

2.2.1.2 Survie a ’hiver

Le dénombrement des plantes a été effectué au mois d’octobre 1996, avant les premiéres gelés

mortelles. L’évaluation de la survie 2 I’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

déterminé et un indice de dommage sur une échelle de 1 & 5 a été utilisé (McCaslin et
Woodward., 1995).
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Echelle de dommage
1 : Aucun dommage La plante est symétrique et la repousse est uniforme

2 : Dommages Iégers La plante est symétrique mais la repousse n’est pas uniforme
3 : Dommages importants  La repousse varie en hauteur
4 : Dommages sévéres La repousse est trés irréguliére

5 : Plantes mortes

2.2.2 Evaluation en serre non chauffée et en aire de propagation

L’évaluation de la tolérance au gel (TLsp) et les analyses biochimiques ont été effectuées
uniquement sur le cv Apica et les populations sélectionnées (TF1 et TF2). Pour ce faire deux
séries d’expériences ont été réalisées : une expérience en serre non-chauffée et une expérience

sous des conditions contrblées.

Pour I’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 diamétre contenant un terreau
stérile. Le taux de semis a été de 20 2 30 graines par pot. Les 235 pots du cv Apica et de
chacune des populations ont ét€ distribués selon un plan entie¢rement aléatoire dans une aire de
propagation sous les conditions de croissance décrites précédemment. Aprés émergence, le
nombre de plantes a été réduit 2 15 par pot. Cinq semaines aprés le semis, les pots ont été
transférés dans une serre non chauffée & St-David prés de Québec. Cette serre recouverte de
polyéthyléne a été continuellement ventilée pendant le jour pour maintenir la température
intérieure similaire a celle de ’extérieur. L’utilisation de la serre a permis aux plantes de
s’acclimater aux conditions naturelles de température, d’irradiance et de photopériode qui ont
prévalu lors de I’automne 1996 et de I’hiver 1997. La température de I’air 4 I'intérieur de la
serre ainsi que la température du sol dans les pots ont été enregistrées grice a des enregistreurs
de données (« datalogger », Omega, RD-Temp). Lorsque les températures de 1'air ont chuté de
fagon permanente sous zéro, les plantes ont été recouvertes d’une couche de laine minérale
pour simuler une couverture de neige. La température moyenne du sol au cours de I’hiver

1996-97 a €€ de -2°C. Ces conditions devraient normalement permettre d’optimiser
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Pexpression du potentiel d’acclimatation au froid des plantes. L’utilisation de la serre non

chauffée a également faciliter le prélévement des échantillons pendant la saison hivernale. Au
cours de I'hiver 1996-1997, cinqg prélévements comprenant 42 pots du cv Apica et des
populations TF1 et TF2 ont été effectués : soit 4 la mi-octobre, 2 la mi-novembre, 2 la mi-
décembre, au début de février et 4 la mi-mars. Lors de chaque prélévement, la tolérance au gel,
le regain aprés un test de congélation, la survie, le pourcentage de matiére séche,
’accumulation des sucres solubles et de I’amidon et I’expression des génes régulés par le froid

msaClIA et msaCIC ont été évalués.

Dans une seconde expérience réalisée sous des conditions contrdlées (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 (S cm® par cavité, PGI Plastik, St-Jean-Port-Joli, Canada)
contenant un terreau stérile décrit précédemment. Le taux de semis a ét€ de deux graines par
cavité. Apres émergence, le semis a ét€ éclairci a une plante par cavité. Chaque permapot
contenait 15 plantes du cv Apica et de chaque population ; ces 45 plantes étaient distribuées
selon un plan entiérement aléatoire. Les permapots ont €té distribués selon un plan en blocs
complets aléatoires dans une aire de propagation sous les conditions de croissance décrites
précédemment. Cinq semaines apres le semis, les permapots ont été transférés dans un cabinet
de croissance pour I’endurcissement au froid. Les conditions environnementales ont été les
mémes que lors de la sélection. Aprés 2 semaines d’acclimatation a 2°C, un premier
prélévement a été réalisé sur la partie foliaire de chaque plante, ceci dans le but d’évaluer le
niveau des sucres cryoprotecteurs et I’expression des génes msaCIA et msaCIC chez 100
génotypes du cv Apica et de chacune des populations. Par la suite, les permapots ont été
transférés dans I’aire de propagation. Aprés 5 semaines de repousse, les plantes ont été
acclimatées 2 semaines a 2°C dans un cabinet de croissance puis 2 semaines a —2°C dans un
congélateur. Les permapots ont alors été transférés dans un cabinet de croissance a 2°C afin de
permettre le dégel du sol. Vingt-quatre heures plus tard, un deuxiéme prélévement a été réalisé
sur les collets des plantes acclimatées. Lors de ce prélévement le niveau des sucres

cryoprotecteurs et I’expression des geénes msaClIA et msaCIC ont été également évalués.
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2.2.2.1 Survie et matiére séche

Six pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica ainsi que de chaque population ont été
transférés de la serre non chauffée au cabinet de croissance pour étre dégelés 4 2°C pendant 24
heures pour éviter un dégel trop rapide. Les plantes ont été taillées et transférées dans une aire
de propagation. Aprés 3 semaines de repousse le pourcentage de survie a été calculé en
comptant le nombre de plantes vivantes et le regain suite 2 une exposition aux conditions
hivernales a été mesuré. Pour ce faire, la partie aérienne a ét€ prélevée, séchée au four a 80°C
pendant 2 jours et pesée. Le poidssec obtenu est alors divisé par le nombre de plantes

vivantesafin d’établir le regain par plant.

Le pourcentage de matiere séche des collets a été déterminé€ en pesant environ 0,5 g de collets

par pot. Ces échantillons ont été séchés a 80°C pendant 2 jours puis pesés a 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
(TLso) et est évaluée 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 coupée et les pots ont été
distribués au hasard dans les congélateurs programmeés en utilisant des abaissements de 2°C
sur une période de 30 minutes, suivis de pauses de 90 minutes (Paquin et Pelletier, 1980). Les
températures de congélation ont été choisies en fonction du degré d’endurcissement des
plantes. Les plantes non endurcies ont été testées de -3 a -9°C et celles endurcies, de -10 a
-27°C. A la fin de chaque pause, six pots par cultivar et par population ont été retirés et mis a
dégeler pendant 24 heures a 2°C. Les pots ont ét€ ensuite placés en aire de propagation. Aprés
3 semaines de repousse, le pourcentage de survie et le regain suite au test de congélation ont

été mesures.
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2.2.2.3 Hydrates de carbone

Extraction et purification des sucres

Lors de chaque échantillonnage, quatre pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica ainsi
que quatre pots de chaque population ont été transférés de la serre non chauffée au cabinet de
croissance pour étre dégelés a 4°C pendant 24 heures. Par la suite les plantes ont été prélevées
et nettoyées 2 I'eau froide. Pour chaque pot, un échantillon de 0,5g (poids frais) de collets a été
pesé et broyé dans I’azote liquide. Les échantillons ont été chauffés a 65°C pendant 20
minutes dans 8 ml d’'un mélange méthanol-chloroforme-eau (M:C:E, 12:5:1, v/v) dans le but
d’inhiber toute activit¢ enzymatique puis conservés au congélateur 2 -20°C jusqua

I'extraction.

Lors de I’extraction, chaque échantillon a ét€ maintenu a 0°C dans un bain de glace fondante
et broyé au Polytron (Brinkman, Rexdale, ON, Canada). La téte du Polytron a été nettoyée
avec 7 ml de M-C-E, pour un volume total pour chaque échantillon de 15ml. Par la suite, les
tubes ont été centrifugés 10 minutes & 762 g et le surnageant a été récupéré dans un tube vissé.
Le culot obtenu aprés la centrifugation a été lavé deux fois avec du méthanol pour le purifier

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

A la fin de I’extraction, I ml de chloroforme et 4 ml d’eau ont été ajoutés 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 a 762 g et la phase supérieure a été récupérée. De cette phase, 1 ml a été
évapor€ in vacuo dans un évaporateur rotatif et resolubilisé dans 1 ml d’une solution d’acide
éthyléne-diaminetetraacetique (AEDT ; Na*, Ca*? ; 50 mg L") puis conservé au congélateur 2

—20°C jusqu'a I'analyse.
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Dosage des sucres solubles

Les sucres solubles ont été séparés et quantifiés par chromatographie liquide A haute
performance sur un systtme de CLHP de Waters Millenium (injecteur automatique modéle
717+, pompe modele 610, réfractométre différentiel modéle 410). La séparation des sucres a
été effectuée sur une colonne Sugar-Pak de Waters, €luée 4 85°C en mode isométrique, 2 un
débit de 0,5 ml min”, par une solution Ca*>-AEDT (50 mgL™). La confirmation de leur
Iidentité a éié effectuée sur une colonne Carbohydrate (Waters) éluée en mode isocratique 2
25°C, par de I’acétonitrile 85% 2 un débit de 2 ml min™'. L'identification des pics et la mesure
de I’abondance des sucres a €t€ obtenue par comparaison avec des standards. Les résultats sont

exprimés en mg g”' de poids sec.

Dosage de I'amidon

Le culot obtenu lors de I'extraction au M-C-E a été purifié par deux lavages successifs au
méthanol, asséché puis réfrigéré jusqu’au dosage. Lors du dosage, les culots ont été
resuspendus dans 10 ml d’eau et gélatinés & 100°C pendant 90 minutes. Apreés refroidissement,
5 ml d’un tampon acétate contenant une solution d’amyloglucosidase (50 unités (1.0 mg de
glucose libéré en 3 min a un pH de 4.5 et une température de 55°C), Sigma Chemical
Company) ont été ajoutés a chacun des tubes. Ces derniers ont été incubés 4 55°C pendant 60
minutes pour permettre a la réaction enzymatique de se produire. La méthode de dosage a
I'acide p-hydroxy-benzoique hydrazide (APHBA) a ét€ utilisée pour doser le glucose qui a été
libéré€ lors de I'hydrolyse (Blakeney et Mutton, 1980). Les résultats obtenus ont été comparés a
une courbe standard (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 pg de standard) obtenue a partir
d'amidon commercial (Sigma, A7255), hydrolysé en méme temps que les échantillons. Les

résultats sont exprimés en mg g de poids sec.
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2.2.2.4 Expression génétique

Extraction et quantification d’ARN

Lors de chaque échantillonnage, quatre pots contenant chacun 15 plantes du cv Apica et de
chaque population ont été prélevés de la serre non chauffée, dégelés 2 4°C pendant 24 heures
dans un cabinet de croissance et 0,5g (poids frais) de collets par pot a été broyé en fine poudre
dans l'azote liquide. Les échantillons ont été conservés au congélateur a —-80°C jusqu'a
I'extraction selon la méthode de De Vries er al. (1988). Lors de I’extraction, chaque
échantillon a requ 2 ml par g de poids frais d’un mélange de 1:1 (v:v) de tampon d’extraction
d’ARN (100 mM Tris-NaOH (pH 9.0), 1% (p/v) DSS, 100 mM LiCl, 10 mM AEDT) et de
phénol additionné d’hydroxyquinoline équilibré avec du TLE (200 mM Tris-HCl a pH 8.0,
100 mM LiCl, SmM AEDT) préchauffé 2 90°C. Les tubes ont été€ placés sur une plaque et
agités pendant 5 2 10 minutes a la température de la pieéce. Par la suite, du chloroforme
(qualité CLHP) a été ajouté, 1 ml par g de poids frais, & chaque échantillon puis I’agitation
s’est poursuivie pendant 15 minutes a la température de la piéce. Les extraits ont été
centrifugés a 2000 g pendant 10 minutes & 25°C. Aprés la centrifugation, la phase aqueuse a
été prélevée et transférée dans un microtube de 1,5 ml auquel a été ajouté 0,5 ml de
chlioroforme. Aprés la deuxiéme extraction, 600 pl de la phase aqueuse a été récupérée et
transférée dans un nouveau microtube. L’ARN contenu dans ces échantillons a alors été
précipité dans 2 M LiCl a 4°C pendant 1648 h. Apres la précipitation, les microtubes ont été
centrifugés a 12,000 g pendant 15 minutes 2 4°C. Le surnageant a été éliminé et les culots ont
été lavés une fois avec du LiCl 2 M et 4 deux reprises avec de I'éthanol 80% (v/v). Les culots
séchés sous vide ont été dissous dans du TE (10 mM Tris-HCl a pH 7.4, 1 mM AEDT) et

conservés a ~80°C.

L'ARN a été quantifié par spectrophotométrie 2 260nm. Le niveau d’expression des génes
msaClIA (Laberge et al., 1993) et msaCIC (Castonguay et al., 1994) régulés par le froid a été
quantifi¢ selon la technique de Northern Blot. Pour ce faire, I'ARN a été chauffé a 68°C
pendant 5-10 min puis transféré sur une membrane de nylon (HybondTM-N, Amersham). Ce
transfert a été fait par une infiltration sous vide 2 I'aide d’un appareil & puits multiples

(BioRad). Par la suite, les échantillons ont été immobilisés sur la membrane en traitant cette
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derniére aux rayons ultra-violet pendant 4 4 5 minutes. L' ARN a ét€ hybridé€ a 68°C pendant

12 h dans un mélange de 2X SSC (3 M NaCl, 0.3 M Trisodium citrate) et de poudre de lait
0.25% (p/v) contenant des sondes d’ADN complémentaire aux génes msaCIA et msaCIC
marquées au *2P. La quantification du niveau de transcrits correspondant aux deux génes a été

réalisée par scintillation liquide.

2.3 Analyses statistiques

Les résultats de chaque expérience ont été analysés a I’aide du progiciel SAS (Statistical
Analysis System, SAS Institute, 1990). La tolérance au gel, qui est représentée par la
température a laquelle 50% des plantes ont péri, a été calculée suivant la procédure des
« probits » de SAS (SAS Institute, 1990). Tous les autres critéres de caractérisation (survie a
I’hiver, dormance, regain, accumulation des hydrates de carbones et expression des génes
msaCIA et msaCIC) ont été analysés en utilisant la procédure MLG et le PPDS protégé
(comparaisons a posteriori protégé) comme procédure de comparaisons multiples. Le niveau
de signification qui a été retenu est de 5% (oo = 0.05). De plus, lorsque le postulat
d’homogénéité de la variance de I’erreur expérimentale n’était pas une transformation
logarithmique (Log (x+1)) a été effectuée (Steel et Torrie, 1980). Les résultats des analyses

statistiques sont présentés en annexes.




CHAPITRE II1

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Conditions climatiques

Les températures moyennes de I’air (°C), I’accumulation de neige (cm) et les précipitations sous
forme de pluie (mm), ont €té relevées de fagon journaliére entre le mois d’octobre 1996 et le
mois de mai 1997 (Figure 1). La Direction du milieu atmosphérique du Ministére de
I’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 derniéres sont

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

L’hiver 1996-97, précédant la premiére année d’exploitation, a été trés rigoureux au Québec. La
période hivernale a débuté par des durées variables de froid intense alternant avec des averses de
pluie qui ont laissé le sol a découvert. Les chutes de neige se sont produites tardivement ce qui a
permis 2 la glace d’établir un contact direct avec les plantes. Dans la région de St-David, la
premiére accumulation de neige est survenue vers le 8 décembre. Par la suite, la couverture de
neige est demeurée €levée (moyenne de 84 cm) pendant tout I’hiver et méme au début du
printemps. Dans la région de Plessisville, la premiére accumulation de neige n’est survenue que
vers le 26 décembre et I’épaisseur moyenne de la couche de neige a été relativement faible (23

cm).
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Figure 1. Evolution des températures moyennes de I’air (°C), de ’accurnulation de neige

(cm) et des précipitations sous formes de pluie (mm) au cours de I’hiver 1996-97
a deux stations météorologiques d’Environnement Québec soit Beauséjour et
Laurierville qui sont situées respectivement prés des sites de St-David et de
Plessisville.
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Les températures moyennes de 1’air dans ces deux régions ont ét€ sensiblement similaires. La

température hivernale moyenne a été 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 2 Plessisville ot il est tombé 361,5 mm de pluie et 318,5 cm de neige. Les
conditions climatiques qui ont prévalu dans la région de Plessisville ont défavorisé la survie 2
I’hiver des plantes, ceci s’explique par I’effet conjugué des basses températures et de la faible
couverture de neige dans cette région. A St-David par contre, la couverture de neige qui fut
présente tout au long de I’hiver a su protéger les plantes contre les températures gélives ce qui a

favorisé la survie i I’hiver de ces demiéres.

3.2 Expérience au champ
3.2.1 Dormance

Une interaction significative « sites X cultivars» a été 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 a
celle du cv Apica. La sélection n’a donc eu aucun effet significatif sur ce caractére. Le cultivar
CUF 101, utilisé comme témoin non dormant, a fourni la croissance la plus importante tandis
que AC Caribou, choisi comme témoin dormant, a donné le moins de croissance automnale. Le
cv Saranac a, également aux deux sites, présenté la meilleure croissance aprés CUF 101. L’écart
entre AC Caribou et CUF 101 a été de prés de 15 cm a St-David alors qu’il a été de moins de 6
cm i Plessisville. A cet endroit, I’exception des cv CUF 101, Saranac et AC Caribou, les autres
cultivars ont présenté des hauteurs qui ne différaient pas de fagon significative bien que leur

hauteur ait varié différemment entre les deux sites.

Pour la parcelle implantée & St-David, une analyse comparative des indices de dormance
automnale obtenue par la mesure de la hauteur des plantes, et des indices publiés par le Certified
Alfalfa Seed Council (1996) a révélé une bonne concordance entre les gradations des niveaux de
dormance automnale observées et prédites. Cependant, pour les parcelles implantées 2

Plessisville, I’analyse comparative n’a révélé qu’une faible concordance. Ceci peut étre
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attribuable 1) aux conditions climatiques relativement chaudes qui ont prévalu en aofit et en

septembre 1996 et qui ont favorisé la croissance des plantes peu importe la dormance du cultivar,
2) au fait d’avoir transplanté les plantes au champ an début du mois d’aofit ce qui a pu nuire a
leur acclimatation et 3) a la gestion de nos parcelles qui fut différente de celle normalement

appliquée lors des tests de caractérisation de la dormance chez la luzeme.

La dormance automnale est considérée 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 a avoir une plus faible survie a I’hiver (Schwab et al., 1996). Les résultats de
St-David semblent indiquer que la sélection sous des stress successifs de congélation 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 a ’hiver

Les conditions environnementales qui ont prévalu lors de I’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 mortalité de 90% de la population. A St-David, la mortalité n’a été que de 28%.
La différence de mortalité entre les deux sites semble étre reliée 2 la présence et a I’épaisseur de
la couche de neige a la surface du sol & St-David. Les populations TF1 et TF2, sélectionnées
pour leur tolérance au gel, ont présenté des taux de survie semblables a celui du cultivar
d’origine Apica (Tableau 3). A I’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 fagon significative. Le cv CUF 101, utilisé comme témoin non dormant a subi
des dommages trés élevés et a démontré une survie a 'hiver trés faible comparativement aux
autres cultivars et populations. Les conditions climatiques ont donc été suffisamment rigoureuses
pour détruire presque complétement ce cultivar (11% de survie) au site de St-David alors que les
autres cultivars ont eu un pourcentage moyen de survie de 80%. Ces demiers sont tous des

cultivars présentement recommandés au Québec.




Tableau 1.

Tableau 2.

Dormance automnale de six cultivars et deux populations de luzeme
établis 4 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
TF2 16,1 ab 4
Ultra 16,8 abc 4
TF1 18,4 bc 4
Apica 19,3 be 4
Oneida VR 19,8 bc 4
Saranac 20,8c¢c 5
CUF 101 274d 6

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

Dormance automnale de six cultivars et deux populations de luzerne
établis a 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)

Populations HMP IDA
AC Caribou 12,3a 3
Apica 12,6 ab 3
TF1 14,6 ab 3
TF2 14,8 abc 3
Oneida VR 15,0 abc 4
Ultra 15,3 abe 4
Saranac 15,8 be 4
CUF 101 18,1c 4

Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes a P=0,05 selon le test du PPDS.
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Tableau 3. Survie a I’hiver de six cultivars et deux populations de luzerne établis
a St-David en 1996-97. Les cultivars et les populations sont classés
selon le pourcentage moyen de survie a I’hiver (PMSH) et un indice

de dommages (ID)

Populations PMSH ID

AC Caribou 828a 34a
Ultra 81.8a 37a
Saranac 815a 37a
Oneida VR 788 a 35a
TF1 785a 34a
Apica 77.0a 37a
TF2 743 a 36a
CUF 101 11.3b 49b

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

L’évaluation des dommages causés aux plantes aprés un hiver «test» est la méthode
traditionnelle pour déterminer la survie a I’hiver de la luzerne. Cependant, !’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 I’évaluation de la survie a I’hiver
(Schwab er al, 1996). Pour évaluer adéquatement la survie & I’hiver, il est nécessaire de
soumettre du matériel pendant plusieurs années a 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 a I’hiver des populations sélectionnées pour leur tolérance au gel.
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3.3 Expérience en serre non chauffée

Afin de caractériser la tolérance au gel des plantes au cours de I’hiver et de suivre 1’évolution de
certains changements biochimiques étroitement associés au processus d’acclimatation au froid, le
cv Apica ainsi que les populations TF1 et TF2 ont été acclimatés dans une serre non chauffée,
sous des conditions naturelles de température, d’irradiance et de photopériode lors de I’hiver
1996-97. La tolérance au gel mesurée par le TLso, la survie et le regain des plantes exposées aux
conditions hivernales, le regain aprés un test de congélation, I’accumulation des sucres
cryoprotecteurs ainsi que I’expression des génes régulés par le froid ont été évalués a cing

reprises au cours de la saison hivernale.

3.3.1 Survie

Les pourcentages de survie aprés une période d’acclimatation en serre non chauffée ne différent
pas de facon significative entre Apica, TF1 et TF2 a aucune des dates d’échantillonnage (Figure
2). Entre 95 et 100% des plantes ont survécu a une exposition plus ou moins prolongée aux
conditions climatiques de I’hiver 1996-97. Le regain a été supérieur au mois de novembre
comparativement aux trois autres dates d’échantillonnage réalisées par la suite. Cependant,

aucune différence significative n’a été observée entre Apica, TF1 et TF2 (Figure 3).
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3.3.2 Tolérance au gel (TL.so)

Les deux populations ont démontré une réponse similaire 2 la population d’origine en ce qui a
trait 3 I’endurcissement au froid (Figure 4). Au mois d’octobre, les plantes n’étaient pas
acclimatées au froid, elles possédaient une faible tolérance au gel (TLso approximatif de -5°C) et
aucune différence significative n’a €té observée entre Apica, TF1 et TF2. Quatre semaines aprés
le transfert dans la serre non chauffée, la tolérance au gel a significativement augmenté et des
TLso de -16.9, -17.4 et -19.1 °C ont été observés pour Apica, TF1 et TF2 respectivement. Ces
niveaux de tolérance au gel se sont maintenus tout au long de I’hiver jusqu’en mars 1997. Lors
des échantillonnages effectués aux mois de novembre et de décembre 1996, la population TF2
possédait une tolérance au gel significativemnent supérieure a celle d’ Apica et de TF1. Aux mois

de février et de mars, aucune différence significative n’a été observée entre les populations.
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Figure 4. Tolérance au gel du cv Apica et des populations sélectionnées TF1 et TF2. La
tolérance au gel est exprimée par le TLsg soit la température a laquelle 50% de la
population est détruite. Les intervalles de confiance ont une probabilité de 95%.
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Les tests de congélation 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 Tysdal, 1932). Les résultats obtenus montrent que 1’abaissement
rapide des températures de I’air 2 I’automne a induit une angmentation importante de la tolérance
au gel chez Apica, TF1 et TF2. De plus, les niveaux de tolérance au gel sont demeurés élevés (de
—-16 a2 —20°C) tout au long de I’hiver. Les conditions environnementales qui prévalent dans une
serre non chauffée permettent donc aux plantes d’atteindre des niveaux de tolérance au gel

comparables a ceux atteints par des plantes acclimatées au champ (Castonguay et al., 1995).

Dés le mois de novembre, une gradation du niveau de tolérance au gel a pu étre observée entre
Apica, TF1 et TF2. Ainsi, lors des échantillonnages de novembre et de décembre Apica, la
population d’origine, a présenté une tolérance au gel significativement inférieure a celle de TF2,
alors que, la population TF1 a maintenu une tolérance au gel intermédiaire. Cette gradation s’est
maintenue tout au long de I’hiver. L’augmentation de la tolérance au gel semble donc fortement
reliée au nombre de cycles de sélection, puisque celle-ci s’est accrue & chaque cycle. Ces
résultats indiquent que !’utilisation de stress successifs de congélation 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 ét€é de mesurer !’importance des dommages
causés aux plantes suite a une exposition 2 des températures gélives. Pour ce faire, les plantes ont
été remises en condition de croissance pour une période de 3 semaines suite a une période
d’acclimatation et a un test de congélation. Les populations sélectionnées pour leur tolérance au
gel possédaient un regain supérieur a celui du cultivar d’origine (Figure 5). Lors des cinq dates
d’échantillonnage, une gradation dans le regain a pu étre observée, avec Apica, ayant le plus
faible et TF2 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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Figure 5. Regain aprés 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 a chacun des tests de congélation.

L’analyse des résultats de chacun des échantillonnages montre une baisse du regain en paralléle
avec la diminution des températures de congélation (Figure 6). Les différences entre les
populations ont été significatives seulement a certaines dates et pour certaines températures de
congélation. Cependant, de fagon générale, les résultats indiquent une forte tendance pour un
regain supérieur de TF1 et surtout de TF2 par rapport a celui du cv Apica. Cette tendance est trés
marquée pour les échantillonnages réalisés en octobre, en février et en mars. De meilleurs
regains observés chez TF1 et TF2 indiquent que les dommages causés par le gel sont moindres
chez ces populations que chez la population d’origine Apica. La sélection sous des stress
successifs de congélation permet donc de générer des populations qui sont plus résistantes aux

basses températures.
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Figure 6. Regain par échantillonnage aprés 3 semaines de repousse pour les plantes
endurcies en serre non chauffée et qui ont subi un test de congélation (hiver 1996-
97). Les erreurs-types sont indiquées.
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3.3.3 Hydrates de carbones

3.3.3.1 Amidon

Les basses températures ont induit une baisse des réserves d’amidon, cependant, aucune
différence significative n’a été observée entre la concentration de ce sucre dans les collets chez
Apica, TF1 et TF2 et cela pour I'’ensemble des dates d’échantillonnage (Figure 7). Selon
McKenzie et al. (1988), il est peu probable que I’amidon ait un effet direct sur la tolérance au gel
chez la luzerne puisqu’aucune corrélation entre les niveaux d’amidon et la tolérance au gel n’a
été observée. Nos résultats n’appuient qu’en partie cette hypothése puisqu’aux échantillonnages
de février et de mars, une gradation similaire entre les concentrations d’amidon et la tolérance au
gel a été observée entre Apica, TF1 et TF2. Nous avons également noté que la baisse du niveau
d’amidon lors de I’exposition aux basses températures coincidait avec une augmentation des

niveaux de saccharose, de stachyose et de raffinose qui sont tous des sucres cryoprotecteurs.

3.3.3.2 Saccharose

L’acclimatation au froid des plantes a induit une accumulation importante de saccharose dans les
collets (Figure 7). Les niveaux de ce sucre sont passés de 40 mg g" PS au mois d’octobre a prés
de 150 mg g P.S. un mois plus tard puis les concentrations se sont maintenues tout au long de
I"hiver 1996-97. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative entre Apica et
TF1 et entre TF1 et TF2. Cependant, des concentrations significativement différentes ont été
observées entre Apica et TF2 aux mois d’octobre, de novembre et de février. Au mois d’octobre,
soit avant I’acclimatation des plantes, la quantité de saccharose a été supérieure chez le cv Apica
comparativement a TF2 tandis que I’inverse fut observé au mois de novembre. Des recherches
effectuées sur I’accumulation du saccharose ont démontré qu’il s’accumulait plus rapidement et
atteignait des concentrations plus élevées chez les cultivars de Iluzeme rustiques
comparativement aux cultivars non rustiques et cela plus particuliérement a 1I’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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Ces travaux pourraient peut-€tre expliquer la similarité observée entre la gradation des

concentrations de saccharose et celle de la tolérance au gel aux mois de novembre et de
décembre. Par contre, au mois de février, les quantités de saccharose ont été plus élevées chez le
cv Apica comparativement 2 celle de TF2. Or cette gradation est a I'inverse de celle obtenue
pour la tolérance au gel. Ces résultats peuvent étre expliqués de trois fagons : 1) la relation qui
existe entre le saccharose et la tolérance au gel est trés complexe, 2) il n’y a pas ou il y a une trés
faible relation existant entre le saccharose et la tolérance au gel ; une hypothése en accord avec
les résultats obtenus par Castonguay et al., (1995), 3) le saccharose est utilis€ en partie pour la
synthése des oligosaccharides de la famille du raffinose ce qui expliquerait la gradation inverse

qui a été observée entre le saccharose et les oligosaccharides au mois de février.

3.3.3.3 Oligosaccharides de la famille du raffinose

Contrairement au saccharose, qui s’accumule tot a 1’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 légérement par la suite. Les résultats obtenus montrent une concentration
significativement supérieure de stachyose en février et en mars (0=0,1%) chez TF2
comparativement a Apica. Nous avons également observé des niveaux de raffinose
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

raffinose.

Selon Castonguay et al. (1995) une étroite relation existe entre I’accumulation de ces sucres
solubles et I’évolution de la tolérance au gel. Ces oligosaccharides seraient 2 méme de protéger
les cellules contre la déshydratation induite par le gel. Cependant, lors de I’hiver 1996-97, la
tolérance au gel, mesurée par le TLsp, a atteint un niveau élevé dés le mois de novembre et est
demeurée €levée jusqu'au mois de mars. Une analyse comparative de ’augmentation de la
tolérance au gel et de I’évolution des oligosaccharides révéle une faible coincidence temporelle

entre les deux phénoménes. Ces résultats peuvent €tre attribuables au fait que les hydrates de
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carbone ne sont pas les seuls facteurs impliqués dans la tolérance au gel. Cette possibilité est

est supportée par les résultats de plusieurs recherches effectuées sur la dessiccation puisque ce
phénomeéne cause a la cellule un stress hydrique comparable 2 celui causé par une déshydratation
induite par le gel. Selon Blackman et al. (1992), au cours de la dessiccation, les protéines de
maturation pourraient jouer un rdle important lors de I'initiation de la réponse de la plante et cela
avant méme que les oligosaccharides n’aient atteint une concentration élevée. Selon les mémes
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 + raffinose / saccharose) jouerait un rle déterminant
en regard 2 la tolérance 2 la dessiccation. Un ratio molaire de 0,05 semble étre nécessaire pour
développer un certain niveau de tolérance a la dessiccation chez les graines d’espéces arbustives.
Selon d’autres travaux effectués par Ooms et al, (1993), sur des semences d’Arabidopsis
thaliana, le ratio monosaccharides sur oligosaccharides (glucose + fructose / stachyose +
raffinose) contr6lerait la stabilité de la tolérance 2 la dessiccation. Un faible ratio mono /
oligosaccharides permettrait Ia formation ou le maintien d’un état vitrifié stable (Koster, 1991)
essentie] pour I’acquisition de la tolérance a la dessiccation (Bruni et Leopold, 1991). Les
oligosaccharides pourraient donc jouer un réle homologue lors de I’acquisition de la tolérance &

la déshydratation induite par le gel.

Au mois de février, le stachyose et le raffinose se retrouvent en concentrations significativement
plus €levées 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 raffinose et de stachyose a cette période de I’'année. Ces oligosaccharides pourraient donc
servir de marqueurs et faciliter la sélection des génotypes ayant une tolérance supérieure au gel,
c’est une hypothése qui mérite d’étre étudiée. Cependant, il faut souligner que la période
d’acclimatation semble trés importante puisque ce n’est que sous un endurcissement maximum

que 1’on observe une concentration différentielle de ces sucres.
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3.3.3.4 Glucose

Les niveaux de glucose dans les collets sont passés de 4 mg g PS au mois d’octobre 2 plus de
10 mg g"' PS un mois plus tard (Figure 9). Ces niveaux se sont maintenus pendant tout I’hiver
1996-97. Au mois d’octobre, la quantité de glucose dans les collets du cv Apica était
significativement supérieure 2 celle de TF2. Cependant, I’augmentation du contenu en glucose
entre octobre et novembre a été beauccup plus marquée chez cette derniére. Aucune autre

différence significative n’a été€ observée entre les populations au cours de I’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 aprés le transfert des plantes aux basses températures. Selon Koster et
Leopold (1988), ce sucre pourrait €tre négativement reli€ a la tolérance 4 la dessiccation induite
par le gel en raison de sa participation potentielle dans la réaction de Maillard, qui peut conduire

a I’inactivation des protéines et a des modifications au niveau de I' ADN.

3.3.3.5 Fructose

Les niveaux de fructose ont augmenté passant d’un peu plus de O 2 prés de 3 mg g' PS, entre le
mois d’octobre et de novembre (Fig. 9). Ces niveaux ont diminué graduellement pendant I’hiver
et aucune différence significative n’a été observée entre Apica, TF1 et TF2 lors des cing
échantillonnages. L’analyse comparative n’a révélé aucune relation entre 1’accumulation de ce
sucre et 1’acquisition de la tolérance au gel. Ces résultats sont en accord avec les travaux de

Castonguay et al. (1995).
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Figure 9. Evolution des niveaux a) de glucose et b) de fructose dans les collets du cv Apica
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chauffée. Les prélévements ont été effectués a cinq reprises au cours de I’hiver
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3.3.4 Expression génétique

L’exposition aux basses températures a accru de fagcon importante I'expression des génes
msaClIA et msaCIC (Figure 10). Le niveau d’expression du géne msaCIA, mesuré dans les
collets par la technique Northern Blot, est passé d’approximativement 700 « Counts per minute »
(CPM) a 3500 CPM entre le mois d’octobre et le mois de novembre. Ces niveaux d’expression
se sont maintenus €levés pendant toute la saison pour décroitre 1égérement vers la fin de I’hiver.
Les résultats obtenus montrent une différence significative entre Apica et TF2 au mois d’octobre
seulement. L’expression du géne msaCIA coincide avec le patron d’évolution de la tolérance au
gel. Ce géne pourrait étre impliqué a Ia fois dans I’acquisition et le maintien de la tolérance au
gel chez la luzeme. Le niveau d’expression du geéne msaCIC est passé quant a lui
d’approximativement S0 CPM a 450 CPM aprés un mois d’acclimatation soit une augmentation
de 9X. Les niveaux des transcrits de ce géne ont par la suite diminué tout au long de I’hiver. Nos
résultats n’ont révélé aucune différence significative entre Apica, TF1 et TF2 lors des cing
échantillonnages. Les niveaux d’expression indiquent que ce géne pourrait étre impliqué

uniquement dans I’acquisition de la tolérance au gel.

Les résultats de cette expérience n’ont montré aucune différence significative entre les
populations sélectionnées et le cultivar d’origine en ce qui a trait & ’expression des génes
msaClIA et msaCIC. La sélection sous des stress successifs de congélation n’a pas influencé les
niveaux d’expression de ces deux geénes. Ces résultats ne coincident pas avec ceux de
Castonguay er al. (1993). Leurs analyses de I’accumulation des produits de transcription des
génes msaClA et msaCIC dans les collets montraient une accumulation supérieure de ces
produits chez un cultivar de luzerne tolérant au gel (Apica) comparativement a un cultivar
sensible (CUF-101). Ces différences de résultats pourraient s’expliquer par le fait que
Castonguay et al. (1993) ont utilisé des cultivars dont le niveau de tolérance au gel était
nettement plus distinct que ceux de la présente étude. I demeure possible qu’une expression
différentielle de ces génes entre Apica, TF1 et TF2 ne puisse survenir que pour une courte
période de temps lors de I’acclimatation des plantes et que les échantillonnages aient été trop

distancés pour permettre d’observer ce phénomeéne.
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Figure 10. Expression des génes a) msaCIA et b) msaCIC dans les collets du cv Apica et des
populations TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées en serre non chauffée.
Les prélévements ont été effectués a cinq reprises au cours de I’hiver 1996-97.
Les erreurs-types sont indiquées (n=4).
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3.4 Expérience en aire de propagation

Cette expérience a été réalisée sous des conditions contrdlées au lieu d’une serre non chauffée
afin de réduire la variabilité environnementale. L’objectif était de comparer I’accumulation des
hydrates de carbone et I’expression des génes msaClIA et msaCIC au niveau foliaire et au niveau
des collets. De plus, une analyse comparative de la distribution de 100 génotypes du cv Apica et
de 100 génotypes de chacune des populations TF1 et TF2 a été effectuée en fonction de
I’accumulation du raffinose et du saccharose ainsi que de I’expression des génes msaCIA et
msaCIC.

3.4.1 Résuitats du prélevement foliaire

3.4.1.1 Hydrates de carbones

Le stachyose n’est présent qu’a un trés faible niveau dans les feuilles chez des plantes de luzerne
endurcies & 2°C pour une période de 2 semaines. Cependant, on y retrouve du raffinose, du
saccharose, du glucose ainsi que du fructose a des concentrations qui se situent respectivement a
prés de 4, 22, 24 et de 22 mg g‘l 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 er al. (1998b), I’exposition des plantes au froid (2°C pour une
période de 2 semaines) favorise I’accumulation des sucres au niveau des feuilles chez la luzeme.
Ces auteurs ont également démontré qu’il est possible de différencier des cultivars de rusticité
différente grace au concentration différentielle du raffinose 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 rusticité aussi différente
que ceux utilisés par Castonguay et al. (1998b) mais plutdt de populations générées a partir d’'un
méme cultivar. De plus, nos résultats obtenus en serre non chauffée avec des collets ont
démontré qu’une concentration différentielle de raffinose est observée seulement aprés une
période de 3 mois d’endurcissement. Une exposition de 2 semaines a 2°C n’a sans doute pas été

suffisante pour atteindre un niveau de raffinose assez €élevé pour différencier Apica, TF1 et TF2.
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Figure 11. Teneur en sucres solubles au niveau foliaire chez le cv Apica et les populations
TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées & 2°C pendant 2 semaines. Les
erreurs-types sont indiquées (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 légére 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 raffinose, soit entre 8 et 14 mg g PS, a été observé
chez les populations sélectionnées pour leur tolérance au gel. Ces changements au niveau de la
distribution des génotypes n’ont pas €té observés pour le saccharose (Figure 12). Les résultats
obtenus montrent une distribution similaire du saccharose entre les génotypes 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 génotypes pour chacune des
populations TF1 et TF2 en fonction du contenu en a) raffinose et en b) saccharose
dans la partie foliaire. Les plantes ont été acclimatées a 2°C pendant 2 semaines.
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congélation semble donc avoir eu une incidence sur I’accumulation du raffinose 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 raffinose. Si cette hypothése est exacte, une sélection
pour des concentrations plus élevées en raffinose pourrait permettre I’identification de génotypes
plus tolérants aux basses températures. De plus, les courbes de distribution obtenues montrent
que la variabilité génétique de ce caractére biochimique est plus importante chez les populations
sélectionnées. Une sélection pour des concentrations supérieures de raffinose chez ces derniéres

aurait donc plus d’effet sur la tolérance au gel qu’une sélection chez Apica.

3.4.1.2 Expression génétique

Les niveaux moyens des transcrits du géne msaCIA ont ét€ de 1996 CPM, 1928 CPM et 1828
CPM, tandis que ceux du géne msaCIC ont été 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 génes dans
les feuilles. Deux explications possibles a ces résultats seraient que 1’acclimatation des plantes a
2°C n’a pas été suffisante pour permettre I’expression différentielle de ces génes ou que
I’expression de ces génes n’a pas été influencée par la sélection sous des stress successifs de

congélation.

La distribution des niveaux d’expression des génes 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.




58

2500 -+
Q
[ =
D
ol 2000 -
-
vA
S =
E% 1500 -
o g
n—
5% 1000 -
©
x 3
-
o 500"
2
=
0 . :
Apica TF1 TF2
75 -
2
D T
2]
S -
'OA 0 -
§ °
a L
9O
2R®
E
Q O o
=& 2
»x
=]
s
2 [
z [ -
0 T

Apica TF1 TF2

Figure 13. Expression des génes a) msaCIA et b) msaCIC au niveau foliaire chez le cv
Apica et les populations TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées 3 2°C
pendant 2 semaines. Les erreurs-types sont indiquées (n=100).



59

30 -
w 251
8
2 20 - C=3 Apica
2 - = TF1
i
g) 15 - 11 s TF2
© B
£ 10 ;s
£ i
(=] [
z ..
0 - LU | D » iﬁ s s
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Niveaux d'expression du géne msaCIA (CPM)
60 )
w 90
g X C—— Apica
g 40 - m— TF
g,, R N TF2
N
g %07 i3
@ N IR
£ 207 iR E \
o i < 7N
w0 N B
N N
i e TR - B

0 50 100 150 200 250

Niveaux d'expression du géne msaCIC (CPM)

Figure 14. Distribution de 100 génotypes du cv Apica et de 100 génotypes pour chacune des
populations TF1 et TF2 en fonction de I’expression des génes a) msaCIA et b)
msaCIC au niveau foliaire. Les plantes ont été acclimatées a 2°C pendant 2
semaines.



3.4.2 Résuitats du prélévement au niveau des collets.

3.4.2.1 Hydrates de carbone

Les deux populations sélectionnées ont démontré une réponse similaire a celle de la population
d’origine en ce qui a trait a2 accumulation de I’amidon (Figure 15). Cependant, les niveaux
d’amidon baissent 1égérement entre Apica, TF1 et TF2, ce qui coincide 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 TF2 comparativement 2
Apica (Figure 15). Les niveaux de ce sucre augmentent légérement (Apica, TF1 et TF2) en
relation avec le nombre de cycles de sélection appliqués aux plantes. Aucune autre différence
significative n’a été observée en ce qui a trait & ’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, révele plusieurs similitudes. Les niveaux d’amidon, de glucose et de fructose dans les
collets des plantes acclimatées en conditions contrdlées ont été similaires 2 ceux enregistrés au
mois d’octobre chez les plantes non endurcies. L’acclimatation en conditions contrdlées n’a donc
pas permis de modifier les niveaux d’accumulation de ces sucres dans les collets. Cependant, si
I’on observe I’accumulation des sucres cryoprotecteurs (saccharose, raffinose et stachyose), on
note des accroissements de leurs niveaux dans les collets des plantes acclimatées en conditions
contrdlées, similaires a ceux observés sur les collets des plantes acclimatées un mois en serre non
chauffée. Selon Castonguay er al. (1998a), les plantes acclimatées en serre non chauffée
accumulent des niveaux de raffinose et de stachyose beaucoup plus élevés que celles acclimatées
sous des conditions contrdlées. Les résultats obtenus sont en accord avec ces travaux. Cependant,
on peut penser qu’une plus longue période d’acclimatation en conditions contrdlées pourrait

permettre d’atteindre des niveaux beaucoup plus élevés de stachyose et de raffinose.
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L’acclimatation des plantes en conditions contrélées n’a pas permis de différencier les

populations sélectionnées de la population d’origine sur la base de leur accumulation en
oligosaccharides de la famille du raffinose au niveau des collets. Cependant, ces résultats
corroborent I’observation d’une différence significative dans les teneurs en saccharose entre
Apica, TF1 et TF2 lors de la phase initial d’endurcissement A 1’automne. Le saccharose est un
sucre cryoprotecteur susceptible de jouer un réle adaptatif important. L’approche de sélection
utilisée semble avoir permise de modifier ce caractére et pourrait étre relié aux différences de

tolérance au gel entre les populations.

3.4.2.2 Expression génétique

Les populations sélectionnées ont été similaires au cv Apica en ce qui a trait a I’expression du
geéne msaClA (Figure 16). Cependant, les résultats obtenus montrent une différence significative
entre les deux populations sélectionnées. Le niveau moyen des transcrits de ce géne a été
significativement supérieur chez TF2 comparativement & TF1. Ces résultats ne coincident pas
avec ceux obtenus lors de I’expérience en serre non chauffée. Cette différence significative
s’explique difficilement. Il est possible qu'une analyse ponctuelle ne permette pas d’évaluer
adéquatement ’expression de ce geéne. 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 géne msaCIC, il a ét€ similaire entre Apica, TF1 et TF2
(Figure 16). Ces résultats coincident avec ceux obtenus lors de !’expérience en serre non
chauffée. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que I’acclimatation des plantes a4 2°C puis a -
2°C n’a pas été suffissante pour permettre I’expression différentielle de ce géne ou que la
sélection sous des stress successifs de congélation n’a pas influencée I’expression du géne
msaCIC.
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populations TF1 et TF2. Les plantes ont été acclimatées & 2°C pendant 2
semaines et 2 —2°C pour une période additionnelle de 2 semaines. Les erreurs-
types sont indiquées (N=7).



CONCLUSION

La tolérance au gel est le facteur principal contribuant a la persistance de la luzerne (Medicago
sativa) exposée a des conditions hivernales rigoureuses. Dans ce travail, nous avons voulu
évaluer P'efficacité d’une méthode de sélection 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 1’accumulation des transcrits
de deux genes régulés par le froid, msaCIA et msaCIC, dont I’expression est étroitement reliée
au niveau de tolérance au gel de la luzerne. Finalement, nous avons évalué I'effet de cette
approche de sélection sur la dormance automnale et sur la survie a I’hiver des populations

sélectionnées.

Les résultats des travaux effectués en serre non chauffée ont montré que cette méthode de
sélection permet d’abaisser la température 1étale de la luzerne et d’augmenter le regain aprés le

gel. Nous avons également observé une augmentation progressive de la tolérance au gel avec
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le nombre de cycles de sélection. L’approche de sélection basée sur des stress successifs de
congélation a permis aussi d’augmenter la teneur en sucres cryoprotecteurs au niveau des
collets. A la mi-hiver, les niveaux de raffinose et de stachyose ont éé supérieurs chez les
populations sélectionnées comparativement au cultivar d’origine. Cette augmentation est
associ€e au nombre de cycles de sélection. Lors des expériences en conditions contrdlées les
travaux effectués au niveau foliaire chez les plantes acclimatées 2 semaines 2 2°C n’ont
montré aucun effet de la sélection sur I’accumulation des sucres solubles. Cependant, I’analyse
de la distribution du raffinose semble indiquer qu’un plus grand nombre de génotypes
possédent 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 & 2°C suivies de 2 semaines a -2°C ont montré un effet de la
sélection sur I’accumulation du saccharose uniquement. Ce sucre pourrait jouer un role
adaptatif important et étre relié aux différences de tolérance au gel observées entre les
populations. L’expression des génes msaCIA et msaCIC n’a pas été modifiée par ceite
approche de sélection tant lors de I'expérience en serre non chauffée que lors des expériences
en conditions contrlées. Aucune conclusion définitive n’a pu étre présentée quant a la
dormance automnale et la survie A I’hiver des populations sélectionnées puisque les conditions
climatiques qui ont prévalu lors de I’hiver 1996-97 ont détruit les parcelles au site de
Plessisville. Par conséquent, les données recueillies sur un seul site sont trés limitées. Un
nouveau semis effectué 2 trois sites au printemps 1997 permettra d’obtenir plus d’information.
Néanmoins, les résultats 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-étre par
le fait méme d’améliorer la persistance des cultivars 2 haute valeur agronomique. Ceci
permettrait d’accroitre la culture de la luzerne sous nos conditions de production, de diminuer
les coiits reliés a la réimplantation hative et & I’achat de suppléments pour I’alimentation

animale suite 2 des dommages hivernaux importants dans les luzerniéres.

Les conclusions présentées a la lumiére des résultats ouvrent les portes a d’autres perspectives

de recherche parmi lesquelles on peut suggérer :
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- de poursuivre les cycles de sélection et de caractériser les populations TF3 et TF4 en ce qui 2

trait a la tolérance au gel et a Ia survie a I’hiver ;

- d’effectuer une sélection en utilisant comme critére de sélection I’accumulation des sucres
cryoprotecteurs (raffinose et stachyose) étant donné leur étroite relation avec 1’acquisition de

la tolérance au gel ;

- d’effectuer une sélection en utilisant comme critére de sélection les génes msaCIA et
msaClC étant donné I’expression différentielle de ces génes chez des cultivars de luzeme 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 a haute

valeur agronomique.
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ANNEXES

Annexe A. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives au regain
aprés 3 sernaines de repousse pour les plantes acclimatées en serre non
chauffée (Chapitre 3, Figure 3)

Regain Novembre Décembre Février Mars

Carré Moyen 3.30ns 0.15ns 0.05 ns 0.79 ns

Moyenne 6.47 421 5.19 4.10

Ecart - type 1.26 0.75 1.32 0.76

C.V. (%) 19.53 17.69 25.30 18.47

ns : non significatif au seuil 0.1

Annexe B. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives au regain
aprés 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 Novembreq Décembre 4 Février Mars 4

Carré Moyen 4.95%* 0.05** 0.02 ns 3.81** 0.09**

Moyenne 2.24 3.59 0.34 2.265 2.70

Ecart - type 0.95 0.82 0.10 0.97 0.88

C.V. (%) 42.44 15.31 30.12 42.70 21.50

**, ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1.
9 Données ayant subi la transformation logarithmique




Annexe C.  Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives au regain (g de
poids sec) lors de chaque échantillonnage pour les plantes endurcies en serre
non chauffée et qui ont subi un test de congélation (Chapitre 3, Figure 6)

Octobre
Température Carré Moyenne “Ecart - type C.V.
°O Moyen (gP.S.) (%)
3 5.31%** 549 0.87 15.77
5 5.09* 242 1.36 56.16
7 001 ns 1.04 1.01 97.35
9 0.0l ns 0.02 0.09 42426

*, **, ns : Différence significative respectivement au seuil 0.1 et 0.05 et non significatif au seuil 0.1.

Novembre
Température Carré Moyenne Ecart - type C.V.
Q) Moyen (gPS.) (%)
10 1.53%=* 6.17 0.63 10.17
12 0.29 ns 51 0.96 16.76
14 0.93 ns 3.54 0.95 26.68
16 1.1l 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 : Différence significative respectivement au seuil 0.1 et 0.05 et non significatif au seuil 0.1.

Décembre
Température Carré Moyenne Ecart - type CV.
°C) Moyen (gPSs.) (%)
129 0.0001 ns 2.76 0.62 12.20
14 0.05 ns 231 0.64 27.67
16 0.43 ns 1.06 0.79 74.53
18 0.41 ns 0.64 0.54 84.04
20 0.06 ns 0.22 0.25 115.36
229 0.02 ns 0.09 0.23 228.77

ns : Différence non significatif au seuil 0.1.
9 Données ayant subi la transformation logarithmique




Février
Température Carré Moyenne Ecart - type C.V.
°C) Moyen (gP.S)) (%)
149 0.002 ns 524 1.11 9.81
16 4.89 ns 3.20 144 4491
18 3.09 ** 1.694 0.82 48.31
20 0.85 ns 0.73 0.85 116.64
229 0.02 ns 0.19 0.33 153.98
24 0.18 ns 0.10 0.42 424.26
**_ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1.
9 Données ayant subi Ia transformation logarithmique
Mars
Température Carré Moyenne Ecart - type CV.
°C) Moyen (gPS) (%)
10 8.21** 4.08 1.04 25.43
12 0.06 ns 3.95 I.11 28.10
14 0.35ns 3.50 1.21 34.56
16 1.58 ns 241 0.79 32.83
18 0.48 ns 0.80 0.51 63.86
2094 0.02 ns 0.30 042 102.16

** ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1.
9 Données ayant subi la transformation logarithmique
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Annexe D. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives a 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 804.81** 10.44 ns 0.01 ns 1743.58 ns
Novembre 0.51 ns 0.25 ns 368.14* 0.26 ns 1.94 ns 991.58 ns
Décembre 0.90 ns 9.92 * 162.33ns 1.60 ns 1.03 ns 1812.33 ns
Février 23.43%* 78.68%*f  2292.70* 6.62 ns 0.89 ns 743.25 ns
Mars 4.66 ns 2.16 ns 271.27 ns 0.06 ns 0.03mns 698.25 ns

*, **, ns : Différence significative respectivement au seuil 0.1 et 0.05 et non significatif au seuil 0.1.
9 Données ayant subi la transformation logarithmique

Date Stachyose Raffinose Saccharose Glucose  Fructose @~ Amidon
Octobre Moyenne 0.075 41.62 3.96 0.11 150.08
Ecart - type 0.23 12.55 1.98 0.18 43.19

C.V. (%) 30075  32.56 50.07 160.86  28.78

Novembre Moyenne 1.22 4.47 154.62 9.87 3.12 113.42
Ecart-type  0.76 0.62 10.75 1.37 1.09 47.14

CV.(%)  62.39 13.80 6.95 13.85 35.20 41.56

Décembre  Moyenne  7.85 10.55 142.95 9.67 2.68 111.17
Ecart-type .32 1.81 20.99 1.40 1.01 41.47

C.V. (%) 16.78 17.12 14.68 14.52 37.65 37.31
Février Moyenne 14.42 18.63 149.80 10.69 229 44.25

Ecart-type  2.09 3.82 24.51 3.32 0.83 19.25

CV.(%)  14.52 20.51 16.36 31.01 36.42 43.49

Mars Moyenne  13.11 15.98 140.91 12.13 1.81 43.00
Ecart-type .55 2.38 42.78 1.34 0.98 29.09

C.V. (%) 11.82 14.91 30.36 11.06 54.19 67.65




Annexe E. Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives 2
I’expression des génes msaCIA et msaCIC dans les collets des
plantes acclimatées en serres non chauffée (Chapitre 3, Figure 10)

Date Geéne msaCIA Géne msaCIC
Octobre 11318* 6.35ns
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 0.1.

Date Géne msaCIA Geéne msaCIC
Octobre Moyenne 696.97 50.17
Ecart - type 61.18 7.36
C.V.(%) 8.78 14.66
Novembre Moyenne 3387.33 451.18
Ecart - type 490.22 69.54
C.V.(%) 14.47 15.41
Décembre Moyenne 3279.83 250.23
Ecart - type 540.79 55.70
C.V.(%) 16.49 22.26
Février Moyenne 3746.73 248.88
Ecart - type 1487.69 123.06
C.V.(%) 39.71 49.45
Mars Moyenne 2393.88 131.01
Ecart - type 654.58 59.91

C.V.(%) 27.34 45.73




Annexe F.  Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives a I’accumulation
des sucres dans les feuilles et les collets des plantes acclimatées en conditions
contrdlées. (Chapitre 3, Figures 11, 15)

Site de Stachyose  Raffinose Saccharose  Glucose Fructose Amidon
prélévement

Feuilles 0.85ns 24728ns 13495ns 77.82ns

Collets 0.10ns 0.19ns 882.76 ns 0.52ns 0.01 ns 1872.00ns

ns : Différence non significatif au seuil 0.1.

Site de Stachyose Raffinose Saccharose Glucose Fructose Amidon
prélévement
Feuilles Moyenne 424 21.74 24.65 21.31
Ecart - type 2.12 12.05 9.87 8.17
C.V. (%) 49.89 55.42 40.02 38.34
Collets Moyenne 2.16 4.32 115.70 5.43 0.09 155.14
Ecart-type  0.45 0.64 19.55 1.58 0.19 39.26

C.V.(%) 20.68 14.90 16.90 29.18 225.16 25.31
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Annexe G.

Analyse de la variance (carrés moyens) des données relatives 2
I’expression des génes msaCIA et msaCIC dans les feuilles et les
collets des plantes acclimatées en conditions contrlées (Chapitre
3, Figure 13, 16)

Site de prélévement Géne msaCIA Geéne msaCIC
Feuilles 752594 ns 1063 ns
Collets 1720456** 30795 ns

*=*_ns : Différence significative au seuil 0.05 et non significatif au seuil 0.1.

Site de prélévement Geéne msaCIA  Géne msaCIC

Feuilles Moyenne 1917.2 58.2
Ecart - type 1185.4 32.2
C.V. (%) 61.8 55.3

Collets Moyenne 2731.0 1864.3
Ecart - type 589.2 608.9

CV. (%) 21.6 32.7
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