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I ntroduction

Introduction

L'aire de végétation du chéne liége est circonscrite a la région de la Méditerranée
occidentale, dans laquelle, sous I'influence de I'océan Atlantique et de la mer Méditerranée, se
trouvent réunies les conditions climatiques qui conviennent a la végétation de cet arbre (Seigue,
1985). En Algérie, cette essence naturelle est I’'une des plus notables parmi les formations
forestieres mais aussi I’'une des plus précieuses compte tenu de I’indéniable réle que joue la
subéraie sur le plan environnemental (antiérosive, résistance aux incendies, sequestration du
carbone et la lutte contre I’effet de serre) et socio-économique (qualité de son bois et de son

écorce).

En effet, I’Algerie fournit 5% de la production mondiale du liége. Cette formation, malgré
sa valeur, connait une dégradation continue et alarmante se traduisant par une régression de sa
surface de 440 000 a 229 000 hectares considérés actuellement comme productifs (soit 10% de la
couverture mondiale) (Harfouche et al., 2003). Cette régression est le résultat d’une mauvaise
gestion combinée aux changements climatiques affectant la production de liege et ceux limitant
la régénération naturelle. Le climat Algérien de type Méditerranéen est caractérisé par une
irrégularité qui se manifeste par la perturbation des régimes des précipitations et I’augmentation
de latempérature. Les projections des précipitations et des températures aux horizons de 2020 et
2050 pour la Méditerranée prévoient une baisse plus importante des précipitations et une
augmentation de températures moyennes (Gracia, 2006 in Rego, 2006), tout comme une
modification de leur répartition (été secs et chauds, aggravant les conditions de sécheresse, et
augmentant la fréquence des événements climatiques extrémes). Le fonctionnement
écophysiologique du chéne liege est fortement affecté par ces différents bouleversements
climatiques comme en atteste les travaux de Ghouil et al. (2003) et Haldimann et Feller (2004)
qui traitent I’effet de température sur les mécanismes photosynthétiques du chéne liege. D’autres
parameétres ont aussi fait I’objet de plusieurs sujets de recherche tels que I’augmentation du CO,
aimosphérique (Damesin et al., 1996), le stress hydrique (Flexas et Medrano, 2002),
I’augmentation de la lumiére (Aranda et al., 2007), I’effet combiné du stress hydrique et
lumineux (Puértolus et al., 2008) et I’effet de basses températures sur le métabolisme du chéne
liege (Rached-Kanouni et al., 2012).
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Pour remédier a cette situation, des actions de reboisement a base de plants de qualité
doivent étre entreprises (El Kbiach, 2002), vu que la régénération artificielle du chéne liege est
confrontée au probleme de dépérissement et de mortalité des jeunes plants (Merouani et al.,
2001 ; Nadjeh, 2010).

Ces actions de reboisement des foréts passent inéluctablement par la maitrise de
I’introduction des semis de chéne liége, impliquant une meilleure appréhension de la réponse de
cet arbre aux contraintes abiotiques locales. Le présent travail s’inscrit dans ce contexte en se
focalisant sur les conséquences de certains aspects du changement climatique, a savoir les
températures extrémes sur le comportement physiologique et morphologique des semis de chéne
liege. Pour cela, nous nous sommes intéressés d’une part aux changements relatifs a I’expression
gpatio-temporelle (durée d’allongement, repos apparent et [I’hétéroblastie), parametres
morphologiques (hauteur de tige, nombre de feuilles et surface foliaire) et d’autre part a
I’évolution des principaux marqueurs biochimiques de la tolérance aux températures extrémes
(basses et hautes températures) tels que les sucres solubles (glucose, fructose, saccharose), le
quercitol, les protéines totales, la proline et I’amidon dans les différents organes de la plante.

Ceci dans le but de répondre aux questions suivantes :

i)- parmi les semis de chéne liége ayant subi des températures extrémes, quels sont ceux
ayant les capacités d’adaptation et de tolérance a la variabilité thermique ?

ii)- quels roles joueront les températures extrémes dans un contexte de changement
climatique afin de déterminer :

- L’éventail thermique de cette espece

- La sélection d’un matériel végétal mieux adapté aux contraintes thermiques causées par
ces températures sur des critéres morphologiques et des margqueurs biochimiques mesurés en
fonction de ces températures ;

- L’espéce chéne liege peut-elle mieux tirer profit de ces températures extrémes en durée et

en intensité?
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1. Lestresschez lesplantes

La notion de stress implique, d’une part, une déviation plus ou moins brusque par rapport
aux conditions normales de la plante ou de I’animal ; et d’autre part une réaction sensible de
I’individu dans les différents aspects de sa physiologie. Cette réaction change sensiblement, avec
une adaptation a la nouvelle situation, soit alalimite, une dégradation menant a une issue fatale
(Eclerc, 1999). En effet, le végétal possede des mécanismes qui peuvent empécher ou retarder
I’action de la contrainte, mais s la contrainte atteint le contenu cellulaire, il devra réagir et
montrer une «tolérance » puis une « adaptation ». L analyse de la spécificité des mécanismes de
perception de stress, de la transduction du signal «stress» et de I’acquisition des modes de
résistance, ont fait I’objet de plusieurs études, a différents niveaux, allant de la plante jusqu’aux

processus moléculaires.

L analyse de la réponse globale permet, en particulier, de prendre en compte les effets
physiologiques qui ne sont pas spécifiques a une nature précise de stress. Selye (1973 in Eclerc,
1999) dégage la notion de syndrome de stress qui recouvre I’équilibre qui apparait entre, d’une
part, les processus de destruction «distress» qui sont I’effet direct des contraintes sur le
fonctionnement des cellules et les processus d’adaptation « eustress », d’autre part, qui tendent a
éviter I’issue létale et a retrouver I’état d’origine (homeostasie). Le lien stress-homeostasie-
adaptation va perdurer jusqu’a nos jours et les recherches menées concernant ces processus sont
a la base d’une littérature abondante (Roeder, 2006). L’association de ces trois notions constitue
I’approche biologique du stress, permet notamment d’expliquer I’influence de celui-ci et de

déterminer certaines limites, I’adaptation a I’environnement, et donc au maintien de lavie.

Les plantes sont généralement soumises a des stress qui se traduisent par des changements
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent négativement la
croissance de la plante et de sa productivité (Wang et al., 2001; Araus et al., 2002).

Du fait de leur caractére immobile, les plantes ont développé un ensemble de mécanismes
multifactoriels qui leur permettent de percevoir et de répondre spécifiquement aux différentes
contraintes auxquelles elles sont soumises. Parmi ces contraintes, on trouve les stress biotiques
(champignons, bactéries, virus...) (Léger, 2010) et abiotiques (blessures, pollution, salinité,

sécheresse, températures extrémes...) (Gémez et al., 2005).
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Les stress abiotiques induisent des changements physiologiques (Langridge et al., 2006)
et des changements dans les processus cellulaires et moléculaires (Knight et Knight, 2001,
Chinnusamy et al., 2004; Chinnusamy et al., 2006; Verdues et al., 2006; Talame et al., 2007).

Les plantes mettent donc en ceuvre des stratégies d'adaptation et de défense aux stress
(Netting, 2002). Pour cela, elles possedent des mécanismes de perception et de signalisation trés
complexes (Figure 1), leur permettant de produire une réponse plus ou moins spécifique du type
de stress (Wang et al., 2003).
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Stress secondaire :
Stress oxydatif
| Sessabiotiques | ==| IO

Perturbation de 1’équilibre osmotique et
de I’homéostasie ionique.

Dommages membranaires et protéiques

Perception du

signal Senseurs, Canaux Ca’*, HK

{

Transduction d
fbepnond 2™ messagers, MAPK, SOS, CDPK
gnal
Controle dela Facteurs de transcriptions
transcription (CBF, HSF, MYC/MYB)
M écanismes de Activation
réponse au stress de génes

l

Rétablissement de I’homéostasie cellulaire.
Protection membranaire et protéiaue

l
e

Figure 1 : Représentation schématique de la réponse aux stress abiotiques chez les plantes
(Wang et al., 2003). Ca*": Calcium, HK: Histidine Kinase, MAPK: Mitogen Activated Protein
Kinase, SOS: Salt Overly Sensitive, CDPK: Calcium Dependent Protein Kinase, CBF: Crepeat
Binding Factor, HSF: Heat Shock Factor, MY C: Myéocytomatose, MY B: Myé oblastose, SOD:
Superoxyde Dismutase, PX: peroxydase, Hsp: Heat Shock Proteins, LEA: Late Embryogenesis-
Abundant, COR: Cold-Responsive Protein, GlyBet: glycine betaine.
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2. Lestempératures extrémes

Dans le régne végétal, |la température fait partie des contraintes environnementales les plus
importantes. Elle est responsable de la distribution et de la productivité des plantes. Certaines
especes possedent des propriétés physiologiques qui leur conferent une meilleure tolérance aux
variations thermiques, notamment aux situations les plus extrémes, des basses et des hautes
températures (Sung et al., 2003).

2.1. Lesbassestempératures
La réponse des plantes aux basses températures dépend des caractéristiques du stress et de

la plante (Figure 2). Un stress se caractérise par sa contrainte (intensité), sa durée, du nombre

d’expositions ainsi que par son association a d’autres stress (biotique et abiotique).

caractéristiguesdela contrainte caractéristigues réponse résultat
delaplante

ralentissement
dela
croissance

|

dommages

Figure 2: Facteurs conditionnant la réponse de la plante a un stress (Bray et al., 2000).

Les espéces sont divisées en trois catégories (Pearce, 1999). Les plantes tolérantes au gel
qui sont capables de s’acclimater pour survivre a des températures inférieures a 0°C. Les plantes
tolérantes au froid mais sensibles au gel qui sont capables de s’acclimater a des températures
inférieures & 12°C. Les plantes sensibles au froid pour lesquelles des températures inférieures a
12°C entrainent des dommages importants. Quand les plantes sont soumises a des températures
sub optimales (entre 10°C et 20°C), la croissance et le développement ralentissent. Par contre,

guand elles sont placées a des températures dites froides (entre O et 10°C), des dommages



Chapitre | : Synthése bibliographique

tissulaires et cellulaires apparaissent aors que les parties aériennes meurent a des
températures négatives. Au niveau de la plante, la réponse varie en fonction du stade de

dével oppement, des organes ou des tissus concernes.

2.1.1. Effet des bassestempératures sur les membranes

Les membranes biologiques sont surtout constituées de lipides. Ces derniers forment une
bicouche composee d’acides gras insolubles, a I’intérieur des membranes, dont chacun est
accroché a une téte polaire faisant face a un environnement aqueux (Bohnert et al., 1999 in
Badawi, 2008). Une baisse de température diminue la fluidité des lipides et par conségquent celle

des membranes biologiques.

L es organismes poikilothermes, dont font partie les plantes, ont développé des mécanismes
permettant de moduler la fluidité des membranes en fonction de la température et des
mecanismes protégeant ces membranes contre I’effet des extrémes. L’un des cas les plus
frappants est celui des cyanobactéries (Murata et Los, 1997) ou la désaturation des acides gras se
produit seulement lorsque les lipides sont formés, et non sur les acides gras seuls. Chez ces
organismes une baisse de 10 a 15°C de la température de culture arréte la croissance et la
synthése des acides gras durant 10 heures environ. Durant cette période les acides gras des
membranes sont désaturés. Lorsque leur degré d’insaturation devient suffisant, les cellules
reprennent leur croissance et la synthése des acides gras redémarre. Si par contre la température
de culture est augmentée, leur degré d’insaturation diminue parce qu’il n’y a plus de désaturation

des lipides existants et parce qu’il se produit une synthése rapide d’acides gras saturés.

2.1.2. Effet de basses températures sur la synthése de la chlorophylle et de la
photosyntheése

La tolérance au froid proviendrait de la capacité des géenotypes a maintenir une forte
concentration en pigments, et a former un appareil photosynthétique fonctionne a basses
températures. Un génotype tolérant conserverait une activité photosynthétique, une quantité de
chlorophylles a et b et un rapport a/b suffisant pour continuer sa croissance sans pour autant
subir des dommages photooxydatifs. Au niveau de la composition en xanthophylle, les

génotypes sensibles accumulent la zéaxanthine tandis que les génotypes tol érants privilégient la
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violaxanthine. Cela suggéere que les besoins en dissipation d'énergie seraient plusimportants
chez les génotypes sensibles que chez les tolérants (Haldimann, 1999).

La modification de la composition et des teneurs en pigments seraient donc un caractere
d'adaptation au milieu (Foyer et al., 2002). Face a des températures sub-optimales (environ
15°C), les plantes réduisent leur teneur en chlorophylle a et b et accumulent de la zéaxanthine et
de I'anthéraxanthine (produites a partir de la violaxanthine) (Haldimann, 1999). Chez les mutants
virescents (retard dans I'acquisition de la couleur verte), les teneurs en xanthophylles et le
guenching non photochimique sont corrélés positivement. Les mutants pour lesquels le pool de
xanthophylle est maintenu a un niveau équivalent a celui du génotype sauvage présentent les
mémes flux tout en ayant moins de chlorophylle. Les xanthophylles permettraient |a dissipation
thermique de I'exces d'énergie et donc limiterait la formation de ROS (reactive oxygen species)
(Pasini et al., 2005). Lors d'une exposition prolongée a des températures sub-optimales, le méme
phénomene interviendrait pour protéger les composants cellulaires des plantes. Le stress

provogue | ‘apparition de chlorose mais aucun phénomene de photoinhibition n'est constaté.

Lors d’un stress, la formation d’électrons au niveau du photosystéme Il (PSI1) n’est pas
sans risque pour la plante (De Ronde et al., 2004). Plus les températures sont froides, et plusil y
aura des EAO (espéeces activées de I'oxygene) formées. Les électrons sont formés en exces par
rapport a ce qui peut ére consommé dans la synthése des sucres. La photorespiration et le
transport cyclique de détoxification doivent étre efficaces. C’est ce qui semble se produire
lorsque les températures diminuent car il y a une augmentation de I’activité de la superoxyde
dismutase (SOD) (Bolwell et al. 2002 ; Mittler, 2002) et des teneurs en ascorbate, en glutathion
et en a-tocophénol (Kingston-Smith et al., 1998 ; Kocsy et al., 2001). La tolérance au froid
proviendrait de la capacité des génotypes a maintenir une forte concentration en pigments, a
maintenir et aformer un appareil photosynthétique fonctionnel a basses températures.

2.2. Leshautestempératures

Les hautes températures pendant un temps suffisant (exemple de durée) endommagent
irréversiblement la fonction ou le développement des plantes. Elles peuvent étre endommagées
par des températures élevees de I’air ou celles du sol (Sung et al., 2003). La contrainte due ala
chaleur thermique est une fonction complexe qui varie selon l'intensité de la température (durée

et fréguence).
10
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L'effet du stress thermique augmente rapidement a mesure que la température augmente au
dessus d'un seuil et les effets complexes d'acclimatation peuvent se produire et dépendent de la
température ains que d'autres facteurs environnementaux. En outre, les espéces different dans

leur sensibilité aux températures élevées.

Les températures extrémes peuvent causer la mort prématurée des plantes, réduisent la
croissance et limitent la productivité. Les évaluations sétendent jusqu'a une diminution de 17 %
du rendement pour chaque augmentation en moyenne d’un degré Celsius de la température
(Lobell et Asner, 2003).

2.2. 1. Effet des hautes températures sur les membranes

Une hausse de température augmente la fluidité des membranes. Pour une température
fixée, la fluidité des membranes dépend en premier lieu du degré de saturation des acides gras
qui entrent dans la formation des lipides. Lorsque les acides gras sont satures, ils ont un point de
fusion élevé et les membranes dont ils sont une partie sont rigides. Lorsqu’ils ne sont pas saturés,
leur point de fusion est situé a température plus basse et les membranes dans lesquelles ils se
trouvent sont plus fluides par comparaison (Cornic et al., 1999).

La membrane du thylacoide est particulierement fluide : elle contient une forte teneur
d’acide gras possédant deux ou trois doubles liaisons. Ce sont surtout des glycérolipides qui ont
une téte hydrophile formé d’un sucre, le galactose par exemple et dont les acides gras sont au 2/3
formés par I’acide a-linolénique (16: 3) ou une combinaison de cet acide et de I’acide
hexadecatrieonique (16: 3). Ces deux acides gras rentrent aussi dans la composition de 90% du

monogal actosyldiacylglycérole (MGDG) qui est |e lipide majeur du thylacoide.

Dans les environnements naturels, les températures des feuilles changent largement
pendant le jour et dans le temps. Les plantes s’adaptent a la température de I'air a long terme
principalement par des changements de la température optimale du transport photosynthétique
d'éectrons (Yamori et al., 2005). La membrane des thylakoides est un systéme relativement
liquide et il est essentiel pour la diffusion du produit photosynthétique. Cependant, cette
caractéristique de la membrane est tres vulnérable aux températures élevées. Elles induisent des

dommages de la membrane, d0 a I’hyper-fluidité des lipides et des changements dans les

11
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interactions lipide-protéine qui causent plus tard la dénaturation des protéines (Palia et al., 2003)
et la synthése De novo protéine et de lipides (Havaux, 1993).

La contrainte aux hautes températures peut causer aussi un stress d’oxydation par la
production par exemple de radicaux de superoxide et le peroxyde dhydrogéne. L'oxygéne
réactive peut causer la peroxydation des lipides (dommages des membranes de cellules) et
dégrade I'appareil photosynthétique (Smirnoff, 1993; Foyer et al., 1994). La désintégration de la
membrane est un symptdome primaire des dommages de la chaleur. Dans ce sens, I'essai de
conductivité a été proposé, basé sur la thermostabilité comme un indicateur de thermotol érance
des plantes (Shanahan et al., 1990 in Oukarroum, 2007).

2.2.2. Effet sur la photosynthese

Pendant les stades végétatifs des plantes, les températures élevées peuvent endommager
des composants de I’appareil photosynthetique des feuilles, reduisant ainsi les taux d’'assimilation
d'anhydride carbonique comparés aux environnements ayant des températures optimales. La
sensibilité de la photosynthése a la chaleur principalement, peut étre due aux dommages des
composants du PSI| situé dans les membranes des thylakoides et aux propriétés des chloroplastes
et des membranes (Al-Khatib et Paulsen, 1999).

L’exposition des plantes a des températures élevées provoque de nombreux changements
de la structure et de la fonction du PSII. Généralement, le donneur et I’accepteur d’électron de
PSII sont plus sensibles aux hautes températures que PSI. La sensibilité des plantes aux hautes
températures est éroitement reliée a la stabilité thermique de PSII. La thermotolérance des
membranes a été évaluée en mesurant la fluidité d'éectrolyte a partir des disques de
feuilles soumis aux températures extrémes (Blum, 1980). A des températures élevées, la
fonction de PSII peut étre affectée, mais ces effets ne sont pas rapidement réversibles. Elles
impliquent la désactivation du Rubisco et I’inactivation du métabolisme photosynthétique de
carbone. Le dégagement de I'oxygene est I'une des réactions les plus sensibles au traitement a
hautes températures chez les plantes et les algues. Les températures élevées sont
habituellement considérées comme une des influences externes les plus importantes
affectant la capacité photosynthétique globale des tissus photosynthétiques et les fonctions
spécifiques de divers composants d'appareils photosynthétiques (Bukhov et Mohanty, 1999).

12
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La fluidité excessive des lipides des membranes a températures éevées est corrélée avec
la perte de la fonction physiologique. Le stress thermique change I'activité photosynthétique qui
est d0 aussi a la suppression du transport d'électrons de chloroplaste et I'inhibition du cycle
Cavin (Feller et al., 1998). La sensibilité des plantes aux hautes températures est étroitement
reliée alastabilité thermique de PSI1 (Guissé et al., 1995 ; Jiang et al., 2006).

3. Perception, transduction du signal stress

3.1. Perception du signal

Les conditions de stress abiotique constituent une source des signaux complexes pour les
cellules. Un seul type de stress correspond a des variations physiques et/ou chimiques. Ces
composantes représentent pour la plante des informations différentes. Par exemple, une
diminution de température entraine des contraintes mécaniques, un changement dans I’activité
des macromolécules, ains que des modifications des conditions osmotiques du milieu
extracellulaire. Les cellules végétales ne possedent pas un récepteur spécifique d’un stress
donné, mais plutbt un ensemble de récepteurs qui vont étre sollicités par les différentes
composantes du stress (Roeder, 2006).

Les premiers sont liés a la membrane et la paroi : les arabinogalactanes, la cellulose
synthase et les RLK (Receptor Like Kinase). Des RLK ont été identifiés par la réponse au stress
chez Arabidopsis thaliana. Par exemple, les RPK (Receptor Like Protéines Kinase) sont induits
par le froid, I’apport d’acide abscissique ou d’autres stress abiotiques. Les histidines kinases
(HK) représentent un autre récepteur du stress identifié chez les bactéries et les plantes. Ces
enzymes transmettent un signal externe vers I’intérieur de la cellule par un systeme de phospho-
relais a 2 composants. Un systéme analogue, mais comprenant plus de 2 composants a été
identifié chez les levures et les plantes. Ce systéme fonctionne de fagcon similaire au systéme a 2
composants mais inclut un ou plusieurs intermédiaires entre le récepteur membranaire et le
facteur de transcription (Figure 3). Ces déments intermédiaires sont nommés HPt (Histidine
Containing Phosphotransfer) (Urao et al., 2000).

13
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(A)
Stimulus
Periplasmic
sensing Dimerization ATP-binding Regulatory  Effector
domain domain kinase domain domain domain
HK N Gl F G2 RR
TM1 TM2 Y}( esl)
AD ATP Response
(B)
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HPt protein
N G1 F G2 Q Q
TM1 TM2
%TP 3 g
ADP
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Figure 3 : Représentation schématique d’un systeme de signalisation a deux composants (a) et
d’un systéeme de signalisation de phospho-relais a étapes multiples (b) d’aprés West et Stock
(2001). TM : segments transmembranaires, H: résidu histidine, D : résidu aspartate, P:
groupement phosphoryle, les boites N, G et F sont indiquées ains les acides aminés conservés
(G : glycing, F : phénylaanine et N : n’importe quel acide aminé) pour les histidine kinases (HK)
et lesrégulateurs de réponse (RR).

Les deuxiémes récepteurs réagissent aux déformations de la membrane qui entrainent une
ouverture des canaux calcium, provoquant un influx d’ions entrant dans la cellule (Badawi et al.,
2007). En condition de stress thermique ou salin, il a été observé chez les plantes un influx de
cacium (Ca®") dans le cytoplasme. Ce calcium provient soit de I’extérieur de la cellule, soit de
stocks internes (Knight et Knight, 2001). Cet influx résulterait d’une activation des canaux
calciques induite par les changements structuraux de la cellule. Cette supposition résulte des
études de Plieth (2001) montrant les liens entre les flux de Ca* et la température, considérant
gue la réorganisation du cytosguelette et la fluidité membranaire plasmique sont les premiers
changements structuraux liés au froid. En effet, si I’entrée des ions Ca®" est inhibée, latolérance

14
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aux basses températures diminue (Sung et al., 2003). Les ions Ca®* activent d’autres processus
de réponse (activation des phospholipases). Enfin, lors de leur dégradation par les
phospholipases, les phospholipides membranaires génerent des molécules signal comme I’1P3
(inositol-1,4,5-triphosphate) et I’acide phosphatidique. Le diacylglycérol est synthétisé a partir
de I’acide phosphatidique qui est une molécule signal. Les phospholipases sont activés par
les ions Ca”™* et I’acide abscissique (ABA).

Il existe plusieurs formes de phospholipases (PL), (PLA), (PLC) et (PLD). En fonction
des phospholipases actives, elles peuvent conduire a un réarrangement au niveau des membranes
ou la mort de la cellule. Les phospholipases sont aussi a I’origine d’une augmentation des formes
actives d’O, dont I’accumulation peut provoquer de la peroxydation des lipides membranaires
(Touchard, 2006).

3.2. Transduction du signal

Suite a la perception du stress, via des senseurs plus ou moins spécifiques, le signal émis
est transmis au reste de la plante (Knight et Knight, 2001 ; Chinnusamy et al., 2004). Chez les
végétaux, le principal second messager est le calcium (Sanders et al., 1999 ; Knight et Knight,
2001) et parmi les principales molécules impliquées dans la transduction du signal, on trouve
I'acide abscissique (ABA) (Leung et Giraudat, 1998) et les EAO (espéces activées de I'oxygene)
(Lamb et Dixon, 1997). La stimulation de la cascade de signalisation engendre notamment des
modifications de I'expression d'un certain nombre de génes permettant ainsi |e rétablissement de
I'équilibre cellulaire (Kreps et al., 2002 ; Ozturk et al., 2002; Seki et al., 2002 ; Wang €t al.,
2003). Dans tous les cas, la réponse au stress est liée a la capacité de la plante a le percevoir, a

transmettre le signal et a activer les différentes voies métaboliques.
3.2.1. Lecalcium
L'augmentation de la concentration en Ca*" libre dans le cytosol est un événement précoce

de la perception du stimulus. Le Ca’* est le second messager principal dans la réponse aux stress
abiotiques (Sanders et al., 1999 ; Magnan et al., 2008).
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L'augmentation de Ca2" engendre toute une cascade de processus controlés par des
senseurs calcigues. Ces senseurs sont des calmodulines, impliquées dans la réponse au froid, au
stress oxydatif ou & une stimulation mécanique (Hong-Bo et al., 2008), des CDPKs (Ca&"
dependent protein kinases) impliquées dans la réponse au stress froid, salin et a la sécheresse
(Saijo et al., 2000 ; Harmon et al., 2001) et des phosphatases régulées par le Ca2* comme par
exemple les serine/thréonine phosphatases ou les calcineurines B-like qui interviennent
également lors de stress salin ou froid (Bartels et Sunkar, 2005).

L'augmentation de la concentration de Ca2" induit en partie la cascade des MAPKs
(Mitogen- Activated Protein Kinases) en réponse au froid, ala sécheresse, au stress oxydatif ou a
une stimulation mécanique (Xing et al., 2007 et 2008). Selon le stress ce sont les différentes
MAPKKKSs qui sont activées et qui vont phosphoryler certaines MAPKKSs. Ces dernieres vont
engendrer |'activation de MAPKSs variées en fonction du stress percu (Chini et al., 2004). Les
combinai sons entre ces activations dans la cascade des MAPK s pourraient coder |a spécificité de
laréponse selon le stress appliqué (Knight et Knight, 2001).

3.2.2. L'acide abscissique (ABA)

L’ABA est une hormone végétale qui est connue pour intervenir en réponse a différents
stress. Chez les végetaux, on peut trouver I’ABA sous forme libre ou conjuguée, majoritairement
sous forme d’ABA glucosyl-ester (ABA-GE). Il est actuellement connu que I’ABA est
principalement synthétisé dans les feuilles puis peut étre chargé dans le phloeme et transporté
vers les racines. Dans ces dernieres, une partie peut étre stockée dans le tissu et I’autre partie est
remise en circulation dans lesvaisseaux du xyleme. Chez le Cacaoyer, espéce a croissance
rythmique, il a également éé montré que les jeunes feuilles constituaient la principale source
d’ABA, qui est transporté a travers la tige vers I’apex (Park et al., 2009).

L'ABA régule plusieurs aspects du développement de la plante comme la germination des
graines, la dormance ainsi que la tolérance a la dessiccation des graines, mais il joue aussi un
réle majeur dans laréponse aux stress biotiques et abiotiques (Chinnusamy et al., 2004 ;
Christmann et al., 2006 ; Wasilewska et al., 2008). Aingi, il régule I'expression de nombreux
genes impliqués dans la résistance au froid, au choc osmotique ou encore a la déshydratation
(Xiong et al., 2001).
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Des plantes soumises a des conditions de sécheresse et de stress osmotique produisent de
I'ABA comme signal endogene de réponse adaptative au stress (Zhu, 2002). Une analyse de
I'expression des genes induits par un stress osmotique montre que ces genes sont activés par des
voies dépendantes et indépendantes de I’ABA (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2006). La
sécheresse induit une production dABA qui induit la fermeture des stomates afin de limiter la
perte en eau (Wasilewka et al., 2008 ; Acharya et Assmann, 2009 ; Kim et al., 2010 ; Hubbard et
al., 2010). Suite a la déshydratation, I'ABA est détecté par un récepteur membranaire qui
transmet le signal a des canaux cal ciques présents dans la membrane plasmique. L'ABA induit en
paraléle un signa redox par l'activation de la NADPH oxydase et de la nitrate réductase qui
produisent du peroxyde d'hydrogéne H,0; et de I'oxyde nitrique (Neil et al., 2002 ; Suhita et al.,
2004 ; Gonugunta et al., 2008, 2009). Aingi, la fermeture des stomates induite par I'ABA est
précédée d'une augmentation de la concentration en EAO dans les cellules de garde (Pel et al.,
2000 ; Zhang et al., 2001 ; Zhu et al., 2002). Ces messagers, ains que la cascade des MAPKS,
sont également présents durant les interactions plante/pathogéne et lorsque la concentration de
Ca™* cytoplasmique augmente (Himmelbach et al., 2003). Plusieurs travaux ont montré
I'implication de I'ABA dans I'acclimatation des plantes au froid (Thomashow, 1999 ; Xiong et
al., 2001 ; Chinnusamy et al., 2006 ; Zhu et al., 2007).

Enfin, il semble que I'ABA régule sa propre production en agissant sur différents genes
impliqués dans sa synthese (Xu et al., 2002 ; Xiong et al., 2002c ; Kushiro et al., 2004 ; Saito et
al., 2004 ; Nambara et Marion-Poll, 2005). De par ses nombreuses implications, I'ABA est donc
un des acteurs principaux des mécanismes de défense chez les plantes (Raghavendra et al.,
2010 ; Puli et Raghavendra, 2011).

3.2.3. Les especes activées de I’oxygene (EAO)

Les EAO sont les formes partiellement réduites de I'O, atmosphérique (Mittler, 2002).
Elles résultent de I'excitation de I'O, et du transfert dun ou plusieurs éectrons menant a la
formation du radical superoxyde O%, de peroxyde d'hydrogéne H.O,, ou du radical hydroxyle
OH (Apel et Hirt, 2004). Les EAO agissent comme des indicateurs cellulaires de stress. Elles
servent de second messager pour |'activation de la réponse aux stress et la mise en place des
meécanismes de défense (Mittler, 2002 ; Apel et Hirt, 2004).
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Chez les plantes, en conditions non stressantes, la production des EAQO est principal ement
assurée par les chloroplastes (Polle, 2001) et les mitochondries (Eltsner et Osswald, 1994 ;
Vanlerberghe et al., 1997). Les EAO sont produites en permanence comme co-produits de
différentes voies métaboliques (Hammond-Kosack et Jones, 1996 ; Pei et al., 2000 ; Mittler,
2002 ; Ape et Hirt, 2004). La source principale dEAO chez les plantes est 1a photosynthése
(Apel et Hirt, 2004). Les autres sources d'EAO en conditions normal es sont |a photorespiration et
la respiration mitochondriale (Mittler, 2002 ; Apel et Hirt, 2004). LesEAO sont dangereuses
pour la plante car elles peuvent conduire a des dommages oxydatifs importants, en particulier des
membranes, et engendrer la destruction de la cellule si elles sont en trop forte concentration
(Hammond-Kosack et Jones, 1996 ; Asada, 1999 ; Dat et al., 2000).

Les EAO sont également produites en conditions de stress. En effet, la secheresse, les
chocs thermiques, les métaux lourds, les ultraviolets, I'ozone, une carence en nutriments ou les
attaques de pathogénes induisent une production rapide et massive dEAO (Lamb et Dixon,
1997 ; Dat et al., 2000 ; Pei et al., 2000 ; Wohlgemuth et al., 2002 ; Hammond-K osack et Parker,
2003 ; Apel et Hirt, 2004 ; Chinnusamy et al., 2006). Pour les stress abiotiques, les EAO servent
essentiellement de second messager et sont a l'origine de I'induction d'expression d'un grand
nombre de génes de défense ainsi que de nombreux facteurs de transcription (Lamb et Dixon,
1997 ; Desikan et al., 2001 ; Apel et Hirt, 2004 ; Chinnusamy et al., 2006).

En raison de leur toxicité mais égaement de leur réle important, les plantes mettent en
place plusieurs mécanismes de régulation des EAO (Ape et Hirt, 2004). Les principaux
mecanismes de détoxification font intervenir la superoxyde dismutase (SOD), |'ascorbate
peroxydase (APX), les catalases (CAT) ou les glutathion peroxydases (GPX) selon les stress
(Dat et al., 2000 ; Desikan et al., 2001 ; Bolwell et al., 2002 ; Mittler, 2002).

La synthése de ces différentes enzymes couplée a la production de composes anti-
oxydants, tels que les vitamines C et E, des flavonoides et des caroténoides induites par les EAO
contribue a renforcer la protection cellulaire durant le stress (Vanacker et al., 2000). Dans le cas
d'un stress biotique, notamment lors de la réponse hypersensible, la synthese dEAO augmente
via des nicotinamide adénine dinucl éotide phosphate oxydases (NADPH) et des peroxydases. Le
meécanisme de détoxification diminue (Mittler, 2002), alors que suite a une augmentation de la
production d'EAO induite par un stress abiotique, la plante augmente son mécanisme de
détoxification.
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3.24. LesMAPKs (Mitogen Actived Protein Kinase)

Comme tous les organismes vivants, les plantes doivent percevoir et signaler des stimuli
extérieurs. Les MAPKs (Mitogen Actived Protein Kinase), présentes chez tous les eucaryotes,

revét d’une grande importance dans les mécanismes de transduction du signal.

Meskiene et Hirt (2000) signalent 28 genes codant pour des MAPK s identifiés a partir de
plusieurs especes de plantes dont Nicotiana tabacum, Medicago sativa, Arabidopsis thaliana et
Avena sativa. Les séquences en acides aminés déduites de ces génes montrent une forte
conservation sur toute la longueur de la protéine avec une forte similarité dans les 11 domaines
nécessaires alafonction catalytique de ces sérine/thréonine PK (Protein Kinase). Les extensions
N- et C-terminales sont plus divergentes, mais restent conservees dans un sous-groupe spécifique
des plantes, supposant une importance biologique de ces séquences (spécificité au substrat ou
interactions avec d'autres protéines). Au moins 4 sous-groupes ont éé déduits de ces séguences,
qui pourraient refléter des fonctions similaires dans des especes différentes : par exemple, les
MAPK des sous-groupes | et 11 seraient impliquées dans la réponse aux pathogenes et aux stress
abiotiques chez de nombreux organismes, notamment AtMKK 1 et AtMKK 2 en réponse au froid
et au stress salin chez Arabidopsis thaliana (Teige et al., 2004), alors que certaines MAPK's du

sous-groupe 111 sont impliquées dans larégulation du cycle cellulaire (Joosen et al., 2007).

La disponibilité en eau, les températures extrémes, le vent, la pluie, les radiations, sont des
facteurs de stress limitant pour le développement et la croissance végétale. L'adaptation des
plantes (différenciation, réduction de la croissance, épaississement de la paroi) dépend
principalement de I'expression de certains génes qui font évoluer des composants essentiels pour
la cellule. L'intervention de MAPKSs dans la régulation des chocs osmotiques a été démontrée
dans plusieurs espéeces végétales. Chez la luzerne (Medicago sativa), SAMK (Stress Actived
MAPK) est régulé au niveau de la transcription par des stress hydriques (Wohlbach et al., 2008)
mais est également activée par le stress mécanique gque constitue |'agitation de suspensions
cellulaires (Maraschin et al., 2006 ; Mufioz-Amatriain et al., 2006).
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3.2.5. Lesprotéines kinases dépendantes du calcium (CDPKS)

Les protéines kinases dépendantes du calcium (CDPKs) possedent une structure
caractéristique composée d’un domaine serine/thréonine protéine kinase qui est fusionné en C-
terminal a un domaine calmoduline-like, contenant des sites de fixation au calcium (Cheng et al.,
2002 ; Mori et al., 2006). Le domaine de jonction entre les domaines kinase et calmoduline-like
agit comme un substrat auto-inhibiteur de phosphorylation en absence de calcium, réduisant ains
I’activité de la protéine (Vahisalu et al., 2008). Trente quatre genes codant des CDPKs ont été
identifiés chez Arabidopsis thaliana. S les domaines catalytiques et régulateurs sont bien
conserves, on observe des variations importantes dans la portion N-terminale, dont la longueur
peut varier du 21 a 85 acides amineés et présenter des pourcentages d’identité variant entre 15 et
91 % (Hrabak et al., 2000 ; Harman et al., 2001). Les recherches menées sur ces enzymes ont
montré leur implication dans une variété de voies de réponses a différents stress. Par exemple
chez le riz (Oryza sativa) d’OsCPK7 entraine une augmentation de la tolérance au froid, a la
seécheresse et au stress salin (Saijo et al., 2000).

3.3. Lesfacteursdetranscription

Les protéines induites au froid sont codées et régulées par des génes de réponse aux basses
températures (Thomoshow, 1999). Les voies de transduction du signal qui sont a I’origine de la
réponse de la plante au stress au froid, au gel ou hautes températures sont représentées dans la
figure 4. Dans les deux cas, une cascade de réactions est mise en place. Elle aboutit a la
modification de I’expression des géenes qui vont permettre I’ajustement de métabolites pour leur

fonctionnement lors d’un stress au froid.
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Figure 4 : Modéele représentant |a perception de température, signal de traduction, activation de
transcription et les composes de la tolérance au stress thermique (Sung et al., 2003).

Une voie de réponse au froid a été identifiée. Elle implique une petite famille de facteurs
de transcriptions qui jouent un role clé dans la réponse au froid CBF : CBF1, 2, 3/DREB1 A, B,
C (C-repeat binding factor, 1,2,3/dehydrogenase response element binding 1, A, B, C) (Sakuma
et al., 2006a et b). Il est anoter que le CRT/DRE (C-repeat/ (dehydration responsive element) se
lie auss a au moins deux facteurs de transcription (DREB2, A, B) qui sont induits par la
sécheresse seulement et qui ne sont pas structurellement reliés au groupe de facteurs de
transcription CBF/DREB (Sakuma et al., 2006a).

Les génes CBF sont eux-mémes régulés par la température. En effet, environ 15 a 30

minutes aprés le transfert d’Arabidopsis thaliana a 4°C, ses transcrits commencent a

s’accumuler. Environ deux heures apres I’accumulation des transcrits des genes contrélés par
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I’élément cis CRT/DRE est aussi observée (Sakuma et al., 2002 ; Qin et al., 2008). Un
facteur de transcription, ICE (Inducer of CBF expression), agit directement sur le promoteur
de CBF1. Cette protéine serait présente a température normale, mais inactive. Chez une plante
mise au froid, ICE, ou une protéine qui interagit avec elle, devient active et stimule la
transcription des génes CBF1. Suivrait alors la stimulation des génes sous le contréle de
CRT/DRE par CBF1.

L'expression de CBF devient détectable vers 14°C. Avec la diminution de la température,
leur niveau d'expression continue d'augmenter parallélement au niveau d'expression du gene
COR15a cible des facteurs de transcription CBF (Gilmour et al., 1998 ; Jaglo-Ottosen et al.
1998 ; Liu et al., 1998 ; Gilmour et al., 2000 ; Haake et al., 2002). Des genes CBF diminuent
également sous I'exposition continue des plantes au froid : on pourrait donc dire que le
mécanisme de perception du froid devient peu a peu désensibilisé sous une basse température
continue. Ceci a éé confirmé suite a des expériences successives de transferts de plantes de
basses températures vers des températures optimales de croissance (20-22°C) et vice versa :
aprés quelques transferts, I'expression des genes CBF diminue drastiquement. De méme, des
plants acclimatés pendant 14 jours a 4 °C ramenés a 22°C pendant 1 heure puis a nouveau
transférés brusquement a 4°C n'expriment plus les génes CBF. Cette "désensibilisation” apparue
lors d'une exposition continue a 4°C n'atere cependant pas la capacité des plantes a percevoir et
répondre a une diminution plus importante de température. La réponse est extrémement simple :
les génes codant les facteurs de transcription CBF sont eux-mémes induits par les basses
températures. La surexpression des facteurs de transcription CBF améne a une acclimatation
accrue a différents stress, a l'expression constitutive des genes COR et a une réduction de la

croissance des plantes transgéniques (Costa e Silva et al., 2009).

Il se trouve que I’élément de réponse CRT/DRE de séquence TACCGAC ressemble a
I’élément de réponse EREBP (Ethylen Response Binding Protein) : GGCCGAC. Selon
Stockinger et al., (1997), il existerait une superfamille de protéines de fixation a I’ADN
reconnaissant une famille d’éléments cis porteurs de la séquence commune CCGAC. Les
séquences différentes entourant ce motif permettraient le recrutement distinct de différentes
protéines porteuses du domaine AP2 intégrées dans la voie de transduction de signaux

environnementaux et hormonaux (Badawi et al., 2007).
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A basses températures, le niveau de transcrits des trois CBF augmentent significativement
au bout de 30 minutes, atteignant un maximum au bout d’une heure, ceci étant suivi par une
accumulation des transcrits des genes COR (Médina et al., 1999 in Keller et al., 2009).

Pendant I'acclimatation au froid, les plantes induisent I'expression de deux groupes de
genes. Le premier groupe inclut des genes qui sexpriment rapidement et transitoirement et code
pour des facteurs de régulation de la réponse au froid. Le deuxiéme groupe inclut des genes qui
sexpriment graduellement (de quelques heures a quelques jours) apres le stress et code pour des
protéines fonctionnelles, telles que les protéines COR (Cold response). Tous ces genes
inductibles par le froid sont impliqués collectivement dans I'améioration de la tolérance au froid.
Pour le moment, on ne connait pas la fonction exacte de tous ces facteurs ni leur contribution au
dével oppement de la tolérance (Y amaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2006). L'identification des
genes COR a été réalisée chez plusieurs espéeces telles qu'Arabidopsis, Hordeneum et Triticum.
Chez Arabidopsis, une étude utilisant des micro-puces a ADN a permis de détecter des
changements d'expression au froid au niveau de 306 genes sur 8000 testés (Costa e Silva et al.,
2009). Ces genes codent pour des protéines antigel, des proténes hydrophiles similaires aux
déhydrines, les protéines impliquées dans le transfert des lipides, les désaturases de lipides, les
chaperonnes moléculaires, des enzymes impliquées dans la biosynthése de cryoprotectants et des
protéines impliquées dans la signalisation et la régulation de la transcription (Fowler et al.,
2005 ; Zhu et al., 2007). L'effet de ces génes sur la tolérance au froid démontre une spécificité de

protection d'organes ou ils se trouvent.

Le géne CORI15a dont I'expression est localisee dans le stroma chloroplastique peut
augmenter directement la cryostabilité de I'envel oppe interne chloroplastique par stabilisation de
lipides membranaires (Miller et al., 2005). De plus, aucun effet sur la survie de la plante entiere
n'a pu étre démontré par sa surexpression (Jaglo-Ottosen et al., 1998). Ces observations
signifient probablement que pendant I'acclimatation au froid, COR15a agirait avec les autres
protéines codées par les genes COR pour augmenter la tolérance au gel de la plante entiere
(Thomashow et al., 2001). L'analyse de I'expression des génes chez Arabidopsis a l'aide de
micro-puces a ADN a montré que les racines et les feuilles avaient une réponse trés différente
durant I'acclimatation au froid. Par exemple, 86% des genes induits par le froid démontraient
quiils sexprimaient spécifiquement dans les racines ou les feuilles. Un résultat intéressant est que
certains facteurs de régulation posséderaient aussi cette spécificité d'expression tissulaire par le
froid (Kreps et al., 2002).
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Les protéines CBF sont donc des facteurs de transcription qui contrélent le niveau
d’expression des génes COR a basses températures (Figure 5) (Keller et al., 2009).
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Figure5: Schémade latranscription du signal du froid (Chinnusamy et al., 2007).

Sedon Gilmour et al., (1998), un facteur de transcription exprimé constitutivement
reconnaitrait le promoteur des genes CBF, il s’agit de ICE (Inducer of CBF Expression) qui se
fixerait sur un éément de régulation : « ICE Box » présent sur le promoteur des genes CBF. A
température normale, ICE serait inactif. Plusieurs hypotheses, i) il serait séquestré dans le
cytoplasme par une protéine de régulation négative, ii) il se présenterait sous une forme
incapable de se fixer sur I’ADN, iii) il n’activerait pas de facon efficace la transcription. Des
récents travaux (Chinnusamy et al., 2003) confirment I’existence chez Arabidopsis d’un facteur
de transcription ICE1 de type MYC-like bHLH (basic/Heix-Loop-Helix) qui régule la
transcription des génes CBF3 en se fixant sur les séquences MY C présentes dans le promoteur de
CBF3. A basse température, ce facteur de transcription serait activé et induirait I’expression des

génes CBF, mais il est probable qu’il active d’autres genes intervenant dans I’acclimatation au
froid.
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De méme, sur le promoteur du géne CBF2 chez Arabidopsis, ont été identifiées deux
sequences de fixation de ICE appelées ICErl et ICEr2 (Induction of CBF Expression region 1 et
2). Les deux séquences sont indispensables pour I’expression des genes induits par le froid
(Zarka et al., 2003). Un autre régulateur des génes CBF3 a été mis en évidence chez des mutants
los4 (Low expression of osmotically response genes) d’Arabidopsis qui sont sensibles au froid et
n’expriment plus les génes régulés par le froid. Le géne LOS4 a été identifié comme codant une
ARN hélicase nucléaire activatrice de I’expression des genes CBF (Gong €t al., 2002). Gréace a
cette mutation, ils ont montré I’importance de la régulation des génes et du régulon des génes
CBF en cas de stress au froid. Un autre mutant d’Arabidopsis, 10s2 chez qui la transcription des
genes de réponse au froid est inhibée, a été mis en évidence (Maruyama et al., 2004).

La regulation de I’expression des genes COR activés par CBF intervient egalement une
fois les genes CBF exprimés. En effet, Warren et al. (1996 in Roeder, 2006) ont montré chez des
mutants sfr6 (Sensitive to freezing) d’Arabidopsis, ne présentent pas une tolérance au gdl.
Cependant, il n’a pas encore été déterminé comment SFR intervient. Il semblerait que ce
phénotype ne résulte pas d’un dysfonctionnement au niveau de I’expression des genes CBF car
leurs transcrits sont présents chez les mutants sfr6 en réponse aux basses températures. SFR6
agirait alors entre les transcrits de CBF et I’induction des régulons CBF comme les génes COR.
De méme fagon, Knight (2000) a montré que les mutants sfré sont déficients dans I’expression
des genes KIN1 (Cold induced), COR15a et LT 178 (Low temperatures induced), qui possedent
tous des motifs CRT/DRE dans leurs promoteurs. Mais au contraire, I’expression des genes
CBF, qui ne possédent pas de motif CRT/DRE, n’était pas affectée. lls suggerent que les
protéines se fixant aux motifs CRT/DRE, comme CBF, doivent étre activées pour jouer leur rble
dans la transcription et que SFR6 est I’élément essentiel de leur activation. Une autre mutation
isolée également chez Arabidopsis: hosl-1 (High expression of osmotically responsive genes) ;
Zhu et al., (2007), aterent la température a laguelle le promoteur de COR15a est activé. Chez
des plantes sauvages, ce promoteur est inactif pour des températures supérieures a 10°C, alors
que chez les mutants, I’induction de ce promoteur peut étre détectée a 19°C. A basses
températures, la mutation est responsable d’une « super-induction» des géenes COR47 et
COR15a. Le gene HOSL coderait donc un régulateur négatif de la transduction du signal basses
températures. Le produit du gene HOS1 possede un motif « Ring finger » avec une activité
ubiquitine E3 ligase, ce qui implique un réle dans la dégradation des protéines lors de la
transduction du signal au froid (Lee et al., 2001).
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Les protéines MYB se définissent par la présence d’un domaine MYB constitué d’environ
50 acides aminés contenant trois tryptophanes conservés et régulierement espacés de 18 ou 19
acides aminés qui sont a I’origine de la formation d’un cceur hydrophobe nécessaire a lafixation
de I’ADN (Keller et al., 2009). Plusieurs copies de ce domaine MY B peuvent étre répétées dans
une seule protéine et permettre I’attachement a I’ADN. Dans les cas de répétitions imparfaites,
les tryptophanes peuvent étre remplacés par des résidus phénylaanine ou tyrosine et des acides
aminés supplémentaires peuvent étre observés. Le domaine de fixation des protéines MYB
présent en N-terminal est conservé chez les animaux, les plantes et les levures alors qu’en en C-
terminal se trouvent des régions capables de moduler I’expression génique (Boter et al., 2004).
Chez les animaux, il n’existe que des protéines MYB a trois répétitions (MYB-R1R2R3), aors
que chez les plantes et les levures le nombre de répétitions est variable (MYB-R1 a une
répétition, deux répétitions MYB-R2R3 et MYB-R1R2R3 a trois répétitions). De ce fait, les
protéines MY B ont été arrangées en trois sous classes possédant 1, 2 ou 3 répétitions (Yadav et
al., 2005). Depuis I’identification et la caractérisation de cette protéine MYB a deux répétitions,
il apparait que les facteurs de transcription de type MYB chez les plantes représentent une
superfamille de genes de par la diversité et le nombre élevé de membres. Par ailleurs, on leur
attribue la régulation de différents aspects de métabolisme et de dével oppement spécifiques des
plantes.

Les fonctions moléculaires des MYB sont d’activer ou de réprimer la transcription de
genes cibles dans le but de conduire les cellules, tissus ou organes ou ils agissent a un état
biologique particulier. Les éudes de gain de fonction (ex. surexpression par transgénése) et de
perte de fonction (ex. mutant insertionnel) permettent de lier ou de démontrer I’utilité d’un géne
aun processus biologique donné (Liu et al., 2007). D’autre part, des études qui n’utilisent pas de
modifications géniques héritables mais des conditions expérimentales (infections, carences
nutritives, modulation de la lumiéere, etc.) peuvent induire I’expression de certains facteurs de
transcription et ainsi révéler une réponse biologique dans lequel est impligqué un de ces génes
régulateurs. L’utilisation de mutants chez la plante modele Arabidopsis a permis d’associer des
réles biologiques a une partie seulement des protéines MY B. En effet, le caractere régulateur des
protéines MYB fait que la perte d’expression de certaines d’entre elles conduit a des conditions
physiologiques |étales pour la plante. Cependant, |es études de caractérisation fonctionnelle chez
Arabidopsis thaliana permettent d’avoir une vision générale des processus biologiques régulés

par les MY B dans une espéce végétale.
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De la méme maniére, il a été montré que les génes de la famille DREB d’Arabidopsis
activent des cascades de génes impliqués dans la résistance a plusieurs stress. Chez Arabidopsis,
le transgéne DREBAZ2 induit une tolérance élevée au courant d’air et a un moindre degré au
froid. La surexpression du gene DREB2A active plusieurs génes impliqués dans la résistance au
courant d’air et au froid mais également la résistance aux chocs thermiques (Yamaguchi-
Shinozaki et Shinozaki, 2006).

La surexpression des genes DREB1A, de DREBIB, et de DREB1C des plantes
transgéniques d'Arabidopsis a montré I’augmentation de la tolérance au gel, a la sécheresse, et
aux concentrations élevées de sel (Gilmour et al., 2004, Jaglo-Ottosen et al., 1998). Ces
observations ont mené les chercheurs a croire que les protéines DREB1A, de DREBI1B, et de
DREB1C fonctionnent sans modification post translational des proténes dans le dével oppement
de latolérance de stress. La surexpression des genes DREB1A, DREB1B, et DREB1C a comme
conséquence de multiples changements biochimiques (accumulation de la proline et de sucres
solubles totaux tels que le saccharose, leraffinose, le glucose et le fructose) qui sont associés a
I'acclimatation au froid (Gilmour et al., 2000, 2004).

3.4. Protection de I’intégrité de la cellule

3.4.1. Les protéines chaperonnes (HSP)

Les HSP (Heat Shock Protéines) jouent un réle dans la protection des cellules. Elles

s’accumulent lors d’un stress hydrique, salin ou des températures extrémes (Wang et al., 2003).

Les HSP sont des molécules chaperonnes. Elles permettent d’éviter I’accumulation dans
les cellules de protéines altérées et de maintenir la conformation des protéines voire de réactiver

des enzymes inactivées par le stress.

Elles stabilisent les membranes et les protéines. Les principales HSP ont été divisées en
cing grandes familles (Kampinga et al., 2009), selon leur poids moléculaire et leur homologie de
sequence : les HSP 70, les (HSP 60), les HSP 90, les HSP 100 et les sHSP "Small heat shock
proteins' (Figure 6).
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Figure 6 : Roles des HSF comme régulateurs de la réponse au stress thermique (Baniwal
et al., 2004).

Les protéines de choc thermique de 70 kDa représentent certainement les HSP les plus
étudiées, les plus abondantes et les plus conservées (Lanneau et al., 2008). La famille HSP 70
comprend différents membres présentant un haut degré d’homologie entre eux et d'un organisme
a l'autre. Dans cette large famille, chague membre a évolué pour remplir des réles spécifiques

dans différents compartiments cellulaires.

Certains membres de la famille des HSP 70 dirigent |a trandocation de protéines a travers
les membranes des mitochondries et du réticulum endoplasmigue en se liant a des protéines en
cours de synthése pour leur assurer une conformation qui soit adéquate a la translocation vers le
compartiment cible. Ces fonctions expliquent pourquoi ces proténes se concentrent surtout dans

les membranes, dans le noyau ainsi que dans les nucléoles (Daugaard et al., 2007).
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Certains HSP 70 sont exprimeées de fagon constitutive (les HSC 70 : Heat Shock Cognate),
d’autres ne sont exprimées qu’en cas d’exposition de la cellule a un stress. De plus, certains
membres de la famille des HSP 70 interviennent dans le contrdle de I’activité biologique de
protéines reégulatrices, et peuvent servir de régulateurs négatifs de la transcription des HSF (Heat

Shock Factors) en se fixant a ceux-ci.

Si les HSP 70 sont exprimées en réponse a différents stress (basse température, choc
thermique, sécheresse) (Sung et al., 2001), et leur induction corrélée avec I’acquisition d’une
tolérance thermique (Lee et al., 1996 ; Wirth et al., 2003) ainsi qu’a une résistance accrue a
différents stress environnementaux (forte température, concentration en sels éevées, stress
hydrique (Sung et al., 2003), le mécanisme cellulaire de fonctionnement des HSP 70 reste

largement inconnu.

3.4.2. Lesprotéinesdetype LEA (L ate Embryogenesis Abundant)

Les LEA constituent une famille multigénique dont la majeure partie des proténes sont
cytosoliques et hydrophiles (Bartels et Sunker, 2005). Elles ont été identifiées chez le coton et le
blé. Elles sont produites en abondance durant le développement des graines et peuvent
représenter jusqu’a 4% des proteines cellulaires totales (Keller, 2006 ; Keller et al., 2009). Elles
sont classées en 6 groupes, en fonction de leurs conditions d’expression et de leurs séquences.

Les groupes majeurs sont les groupes 1, 2 et 3 (Bray et al., 2000).

Les LEA sont situées dans |e cytoplasme, le noyau, les mitochondries, les vacuoles, prés de
la membrane cellulaire (Hundertmark et Hincha, 2008) et dans les amyloplastes. Apres la
synthése, elles sont transportées aux organelles et aux membranes cellulaires, ou elles stabilisent
des structures cellulaires et moléculaires en cas d’exposition a la sécheresse et au froid (Keller et
al., 2009).

L’induction des LEA a été mise en évidence dans de nombreuses plantes lors de la réponse
aux stress hydrique, osmotique et froid. Elles sont trés hydrophiles et riches en glycine. Leur
fonction n’est pas encore bien définie mais plusieurs roles leur sont prétés : la fonction de I’eau,
la stabilisation des membranes (COR 15a) (Lee et al., 2006) et la cryoprotection des protéines

sensibles au gel dont les enzymes (COR 85). Ces protéines semblent agir en synergie entre elles.
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En effet, chez le tabac, la surexpression d’une seule d’entre elles n’améliore pas la
tolérance au stress hydrique contrairement a la surexpression d’un facteur de transcription

commun a plusieurs d’entre elles (Thomashow, 1999).

L’étude des CORS est avancee chez Arabidopsis thaliana. Ce sont des protéines nouvelles,
simples, formées seulement de quelques acides aminés avec des séquences répétées. Beaucoup
d’entre elles, comme d’ailleurs les protéines LEA ont des régions capables de former des hélices
a amphiphilic (c’est adire qui ont alafois des zone hydrophiles et des zones hydrophobes). Ces
régions jouent probablement un réle dans la stabilisation des membranes durant une période de
gel ou de sécheresse : les deux contraintes produisant une déshydratation des cellules (Zhu et al.,
2004). Par exemple le gene COR15a code pour un polypeptide de 15 kD qui est dirigé vers le
stroma du chloroplaste. Le polypeptide mature dont la masse molaire est de 9.4 kD appelée
COR15am est extrémement hydrophile (Lee et al., 2006). Artus et al. (1996) ont tenté de voir si
ce polypeptide pouvait protéger les chloroplastes contre les effets négatifs des basses
températures. Le géne est exprimé chez Arabidopsis thaliana. L’expression constitutive de cette
protéine chez des plantes transgéniques non acclimatées permet d’augmenter la tolérance au gel.
Ce polypeptide jouerait un réle dans la stabilisation de la membrane, en diminuant la transition
de phase de la membrane plasmique qui est responsable des phénomenes de fusion membranaire
(Orvar et al., 2000).

Les déhydrines appartiennent a la famille D11 des LEA groupe |1, appelées auss RAB
(Responsive to ABA). Ce sont de petites protéines hydrophiles accumulées en réponse a
différents stress abiotiques et a I’ABA qui serviraient a proteger la cellule contre les effets de la
déshydratation. Beaucoup contiennent dans leur promoteur |a sequence LTRE/CRT/DRE, ce qui
suggere leur appartenance au régulon CBF. Dans une banque d’ADNCc construite a partir de
feuilles de Rhododendron acclimatées au froid, les déhydrines et autres LEAS sont parmi les
genes les plus abondants alors qu’aucun d’eux n’est présent dans une banque construite a partir
de feuilles non acclimatées (Wei et al., 2005). Elles sont également trés abondantes dans la
collection d’ESTs issue de feuilles d’Eucalyptus acclimatés au froid (Keller et al., 2009). Si leur
implication dans la tolérance au froid est établie, leur fonction n’est pas encore clairement
définie. Il a été montré que les déhydrines pouvaient avoir un role de cryoprotection et d’antigel
(Wisniewski et al., 1999; Hara et al., 2001). Le rble des déhydrines a aussi été mentionné dans la
stabilisation des membranes et du cytosgquel ette (Reyes et al., 2005; Abu-Abied et al., 2006).
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Récemment, un role de proténe chaperonne a été mis en évidence (Kovacs et al., 2008).
L’ensemble de ces résultats suggére que les déhydrines sont capables d’interagir avec les
protéines et les membranes pour les stabiliser lors d’un stress. 1ls semblent aussi avoir la capacité
de lier de I’eau et des ions pendant un stress de deshydratation (Tompa et al., 2006). Elles
pourraient agir comme un tampon pour limiter la sortie d’eau de la cellule. Enfin, Hara et al.
(2001 in Masakazu Hara, 2009) proposent I’interaction d’une dehydrine de Citrus avec les acides

nucléiques dans le but de les stabiliser lors d’un stress froid.

3.5. Accumulation d’osmolytes et de cryoprotecteurs

3.5.1. Laproline

L accumulation de la proline chez les plantes soumises a des contraintes abiotiques a fait
I’objet de nombreuses études et a méme été préconisée par plusieurs auteurs comme test précoce
de sélection pour la tolérance au déficit hydrique (Hare et al., 1999 ; Hasegawa et al., 2000). En
réalité, le r6le de I’accumulation de la proline reste encore mal connu. S’agit-il d’un simple
symptome de souffrance ou d’un véritable mécanisme de tolérance (Lea et al., 2003) dont les
causes peuvent étre multiples : stimulation de la synthése, détérioration de la capacité de

synthése protéique et laréduction du taux de translocation de I’acide aminé a travers le phloeme.

L’accumulation de la proline n’est pas spécifique au déficit hydrique puisqu’elle
s’accumule également sous I’effet des basses températures (Gleeson et al., 2005), de la salinité
(Mazher et al., 2007) et des hautes températures (Rached-Kanouni et al., 2012).

La proline, localisée principalement dans le cytoplasme, agirait comme un cryoprotectant
durant I’exposition de la plante a des températures gélives (Galiba, 1994). L’accumulation de
proline durant I’endurcissement au froid a été associée a une augmentation de la tolérance au
froid chez plusieurs plantes (Dorffling et al., 1998). Plus récemment, I’utilisation de plantes
transgéniques d’Arabidopsis thaliana (Prewein et al., 2003) et de Nicotiana tabacum (Kavi
Kishor et al.,1995) capables de surproduire la proline a permis d’établir I’existence d’un possible

lien entre I’accumulation de la proline et le degré de tolérance au gel de ces especes.
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Bien que ces travaux tendent a démontrer un lien de cause a effet entre I’accumulation de
la proline et la tolérance au froid, d’autres résultats suggerent que I’augmentation des
concentrations de la proline est davantage une conséquence du stress qu’un mécanisme
d’adaptation (Delauney et Verma, 1993 ; Hare et Cress, 1997). Par exemple, Wanner et Junttila
(1999 in Nanjo et al., 2003) ont récemment démontré qu’une augmentation de la tolérance a été
enregistrée chez Arabidopsis avant méme I’accumulation de la proline, ce qui suggere un role

secondaire de cet acide aminé dans I’endurcissement au froid.

Parmi les facteurs impliqués dans cette accumulation, on pourra citer par exemple
I’induction des genes impliqués dans la synthése d’acides aminés, tels que la proline (Al-
pyrroline-5-carboxylate synthétase: P5CR) ou la glycine-bétaine (bétaine adéhyde
déshydrogénase : BADH). L augmentation de transcrits de la P5CR, corrélée a une augmentation
de proline, a été montrée chez Arabidopsis (Savoure et al., 1995). De plus, ces auteurs ont
montré gque cette augmentation était directement reliée a I’application du stress. En effet, lors de
la phase de récupération juste aprés I’application du stress, le contenu en proline diminue en
méme temps que la quantité de transcrits correspondant a la PSCR. L’induction de ces genes est
directement reliée a la régulation du taux de proline dans les cellules, en fonction du stress.
L accumulation de la proline est un phénoméne commun chez les plantes soumises au stress
osmotique (Gleeson et al., 2004). La proline agirait comme un stabilisateur de la membrane
plasmique. L’accumulation de proline et de glycine betaine joue également un réle important

dans le régjustement osmotique du cytoplasme des plantes en réponse aux stress osmotiques.

Les osmoregulateurs comme la proline et la glycine-bétaine participeraient aux
meécanismes de tolérance aux températures élevées. Aingi, |'application exogene de la proline et
de glycine betaine a amélioré la réponse des plantes au stress thermique a 45 °C par rapport au
controle. Le role de la glycine-bétaine et la proline a été observé particulierement dans la
protection de I’OEC (oxygen evolving complex : complexe de dégagement d’oxygene)
(Papageorgiou et Murata, 1995 ; Allakhverdiev et al., 1996 ; De Ronde et al., 2004). En plus de
son effet protecteur sur le complexe de dégagement d’oxygene, il se pourrait que ces deux
osmolytes soient impliqués dans la protection des centres de réaction (RC) de PSII comme il a
été rapporté par Allakhverdiev et al. (1996).
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3.5.2. Lessucres solubles

Chez les C3 et les C4, les basses températures limitent la phase photochimique et le
métabolisme carboné (Foyer et al., 2002). L’ajustement entre ces deux mécanismes est

primordial pour lasurvie de la plante.

De nombreuses recherches montrent que I’acclimatation des arbres au froid, qui commence
a I’automne, est concomitante avec une augmentation de la concentration des sucres dans les
cellules. Par exemple, des peupliers cultivés en pot et préalablement acclimatés sont capables,
sans doute en partie grace a I’accumulation de sucres, de résister a des températures allant
jusgqu’a -196°C (Sakai et al., 1997).

Le mutant sfr4 (sensitive-to-freezing4) est, quant a lui, incapable de s’acclimater au froid et
présente des teneurs en sucres plus faibles que les plants sauvages (Mckown et al., 1996;
Uemura et al., 2006). Chez Eucalyptus gunnii, une accumulation de saccharose, de fructose, de

glucose et de raffinose a été observée au cours de I’acclimatation (Leborgne et al., 1995a).

Le rdle des sucres dans la tolérance au gel est toutefois resté longuement controverse. |l
restait en effet a savoir si I’augmentation des teneurs en sucres est un effet ou une cause de la
tolérance au froid. Pour répondre a cette question, Uemura et Steponkus (1997) ont incubé des
plantules d’ Arabidopsis dans une solution de saccharose a 400 mM. Des protoplastes issus de ces
plantules présentaient une tolérance au gl identique a celle de plantules acclimatées de maniere

classique.

Teulieres et al. (2007) et Teulieres et Marque (2009) ont réalisé des cultures cellulaires de
feuilles d’Eucalyptus qui peuvent étre acclimatées au froid. Dans un premier temps, gréce a ce
systeme, Leborgne et al. (1995b) ont montré une corrélation positive entre le contenu en sucres
de ces cellules et leur tolérance au froid aprés acclimatation, ainsi qu’une amélioration de cette
tolérance lors d’un ajout exogéne de sucres dans la culture. Ces observations suggérent donc que
I’accumulation de sucres pendant la phase d’acclimatation au froid pourrait étre un mécanisme
efficace de résistance au gel. Cette hypothese a été confirmée par les travaux de Travert et al.
(1997) comparant la résistance au gel de cellules en culture issues de deux génotypes

d’Eucalyptus hybrides : Eucalyptus gunnii / Eucalyptus globulus qui résiste mieux au gel et
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Eucalyptus cypellocarpa / Eucalyptus globulus qui est sensible au gel. Ces auteurs montrent que
les cellules du génotype résistant accumulent plus de sucres, notamment du saccharose et du

fructose, que les cellules du génotype sensible.

Chez les végétaux supérieurs, le saccharose synthétisé dans le cytoplasme des organes
chlorophylliens est |a premiére forme stable de glucides formés par 1a photosynthése et la forme
majoritaire de transport du carbone. Le saccharose est donc un compose dont la concentration
dans la plante est extrémement régul ée. Cette régulation est complexe et passe par le contréle des
enzymes participant a sa synthése et a sa dégradation (invertases, SPS : Saccharose Phosphate
Synthase), mais aussi par le contrdle de son exportation. De plus, il a été récemment montré que
le saccharose pouvait jouer le role de molécule signal dans les processus morphogénétiques et
notamment dans le contréle de la morphogenese foliaire (Xiao et al., 2006). La forte inhibition
de la synthése de saccharose joue un rdle important dans la diminution de I'activité
photosynthétique induite par le froid. L'inhibition de la synthése du saccharose par les basses
températures est contrecarrée durant I'acclimatation au froid par une rapide et forte augmentation
de I'activité et de la quantité de cFBPase, de SPS et dUGPase (Strand et al., 1999 et 2003). Le
saccharose joue un réle cryoprotecteur en réduisant les dommages causes aux membranes lors de
la déshydratation de la cellule. Ce sucre interagirait avec les groupements hydroxyliques des
phospholipides membranaires en remplacant I’eau dans le maintien de la structure de la
membrane. Ce phénoméne permettrait de prévenir la séparation de phase des doubles couches
lipidiques ainsi que la fusion de la membrane plasmique (Crowe et Crowe, 1992). De plus, ce
disaccharide interagirait avec les protéines pour maintenir I’activité des enzymes lors de la
déshydratation.

3.5.3. L’amidon

Les réserves a long terme sont essentiellement stockees sous forme d’amidon. Ce dernier
est issu de la photosynthése et s’accumule au cours de la phase végeétative dans les tissus
pérennes et en particulier, dans les parenchymes de réserves des rameaux et des racines
(Decourteix, 2005). Parmi les composés stockés, I’amidon constitue le produit de réserve le plus
abondant. Lors de I’hydrolyse sous I’action d’amylases ou de phosphorylases, I’amidon donne
d’abord du maltose puis du glucose. En situation de forte demande en glucose, c’est par

I’intermédiaire des amylases que s’effectue la dégradation.
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Chez les espéces ligneuses a croissance rythmique, bien qu’aucune mesure de I’évolution
du contenu en amidon des bourgeons ne semble avoir été réalisée au cours d’une vague de
croissance, I’évolution de ce composeé a été mesurée dans d’autres territoires comme les racines,
la tige ou les feuilles. Chez le chéne pédonculé, le systeme racinaire ne constitue pas un
compartiment accumulant I’amidon. Le stockage de I’amidon est donc essentiellement assuré par
latige et les feuilles (Alaoui-Sossé et al., 1994). Dans les tiges des différents étages, I’amidon est
accumulé tout au long du développement (chéne rouge : Hanson, 1986 ; chéne pédonculé :
Parmentier, 1993 ; Alaoui-Sossé et al., 1994).

Chez le peuplier, I’hydrolyse de I’amidon se déroule en deux phases. A partir de la mi-
octobre (chute des feuilles), la concentration en amidon diminue trés rapidement, a un taux de
0,55 pg.mg*MSjour™. Cette diminution coincide avec une forte augmentation des teneurs en
maltose, ce qui implique que la dégradation du grain d’amidon ferait intervenir des amylases
plutét qu’une phosphorolyse. Par la suite, a la fin de I’automne et en hiver, I’hydrolyse de
I’amidon se poursuit et le pool de maltose est transformé en saccharose et de ses dérivés (Sauter
et Van Cleve, 1991). Chez le peuplier, la nature des sucres libérés apres exposition au froid et les
nombreuses éudes enzymatiques ont permis de mettre en évidence la forte implication des a-
amylases dans I’hydrolyse de I’amidon en hiver (Witt et al., 1995 ; Sauter et al., 1998 ; Witt et
Sauter, 1994 in Sakr et al., 2003). Par la suite, ce sont donc surtout les amylases qui ont été
étudiées. 1l existe deux types d’amylases qui different par la nature du sucre libéré et chacun de
ces deux types présente plusieurs isoformes. Les a-amylases (ou endoamylases) libérent des
oligoglucanes alors que les B-amylases (ou exoamylases) libérent exclusivement du maltose. Les
o-amylases se fixeraient aux grains d’amidon de fagon réversible. Cette liaison dépend dela
température et des taux de malto-oligosaccharides (Witt et al., 1995 ; Elle et Sauter, 2000).
L’utilisation de la cycloheximide, un inhibiteur de la synthése protéique, a également permis de
montrer que cette diminution de la teneur en amidon reliée aux basses températures serait au

moins en partie le résultat d’une synthése de novo de cette enzyme (Elle et Sauter, 2000).

Les analyses du contenu en amidon et en sucres solubles du xyléme de tiges soumises a des
traitements thermiques ont permis de montrer la dépendance des interconversions amidon/sucres
solubles vis-&vis de la température. En effet, en plagant des portions de troncs de feuillus et de
coniferes en pleine dormance a des températures comprises entre -2°C et +5°C pendant plusieurs

semaines, Sauter (1967 ; 1988) a observé des modifications des quantités d’amidon et de sucres
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solubles comparables a ce qui avait é&é observé chez des arbres soumis aux températures
extérieures uniquement. De méme, chez le peuplier deltoide (Populus deltoides) dont la
dormance a été induite artificiellement, un stockage des arbres a +3°C pendant deux semaines
provoque une diminution des teneurs en amidon des tiges qui s’accompagne d’une augmentation
des teneurs en sucres solubles (Nelson et Dickson, 1981). Des études ont également été menées
pour des températures plus douces. Sauter (1967) a montré que des troncs de feuillus et de
coniferes en pleine dormance, placés a +20°C présentent une synthése d’amidon puis une
nouvelle hydrolyse. Sauter et Ambrosius (1986) ont montré que des rameaux de bouleau (Betula

pendula) prélevés a la fin de I’hiver et placées a +10°C présentent une synthese d’amidon. Les
branches placées a +21°C présenteraient une synthese suivie d’une hydrolyse d’amidon. A
nouveau, on peut constater que des traitements thermiques, mais cette fois a des températures

douces, permettent de reproduire les évolutions observées au printemps en conditions naturel les.

3.5.4. Lequercital

Le quercitol (L-1,3,4/2,5-cyclohexanepentol) est le cyclitol prédominant dans Q. robur
(Popp €t al., 1997 in Thomas et al., 2004). Une réduction significative de la concentration du
quercitol a été trouvée dans I’écorce des chénes sessiles de 21 ans (Quercus petraea), apres une
défoliation manuelle simple en juin, en hiver suivant (Orthen et Popp, 2000). Il fonctionne
comme un osmoticum stable dans des espéces d'Eucal yptus et contribue de maniére significative
au potentiel osmotique cellulaire dans les feuilles, mais son role dans I'ajustement osmotique
n'est pas encore entierement compris. La plupart des recherches de quercitol réalisées sur les
jeunes arbres sous serre, montrent que son accumulation est uniquement présente dans les
feuilles. Des éudes faites sur le chéne pédoncul é (Quercus robur) indiquent que le quercitol peut
étre transféré entre les feuilles et les tissus du bois durant I'année (Popp €t al., 1997), et des
quantités importantes de quercitol ont éé mesurées dans la seve de xyleme dans une gamme
d’espéces d'Eucalyptus. Il semble possible que le transfert du quercitol entre les différents

organes peut jouer un réle dans le transport du carbone ou son stockage.

Ains le raffinose (oligosacharide de glucose-fructose-galactose) agirait comme un
cryoprotecteur dans les plantes tolérantes au gel apres acclimatation au froid (Gilmour et al.,
2000). La glycine betaine est aussi connue pour son action stabilisante et protectrice des
protéines et des membranes dans des conditions défavorables, notamment en cas de stress

thermiques (De Ronde et al., 2004).
36



Chapitre | : Synthése bibliographique

4. Caractéristiques généralesdu chéneliege

4.1. Caracteres botaniques et forestiers

C’est un arbre qui ne dépasse pas les 12 m en France qui peut atteindre 15 a 20 m en
Afrique du Nord et au Portugal, certains sujets dépassent 1 m de diamétre, avec un &ge
maximum d’environ 200 ans (Boudy, 1955). Son port est variable en fonction de la densité du
peuplement : tronc court et houppier étalé dans les peuplements clairs (impact anthropique) ou
tronc long et houppier élancé dans les peuplements denses. Il s’agit d’un chéne avec des feuilles
persistantes, de forme ovale, coriace vert foncée et lisse sur sa face supérieure, blanchétre et
tomenteuse sur sa face inferieure. Le pétiole est court. Les feuilles de plus d’un an meurent et
tombent quelques mois apres le développement des jeunes feuilles. Le chéne liege est
essentiellement allogame bien qu’il soit monoique comme tous les chénes d’ou sa grande
richesse génétique. Les fleurs méles apparaissent en bouquet entre avril-mai a I’extrémité des
pousses de I’année. Le fruit ou gland, rarement comestible par I’homme a cause de son go(t
amer, se forme dans I’année et tombe d’octobre a novembre jusqu’a janvier (Seigue, 1985). La
durée de maturation annuelle de glands nous permet de différencier le chéne liege du chéne
occidental qui lui est identique mais dont les glands présentent une durée de maturation
biannuelle. C’est une espéce qui fleurit et fructifie de bonne heure, quelques fois dés I’age de 12
a 15 ans (Margot, 2006). L’originalité de cette espece est de produire une écorce épaisse
périodiquement récoltable sans trop affaiblir les arbres, fournissant du liege, matériau assez
unique pour ses propriétés physiques, chimiques et esthétiques (Zeraia, 1982).

4.2. Caracteres écologiques

En dtitude, il monte en Afrique du Nord, de 0 a 1200 et 1300 métres (on le trouve
cependant au Maroc jusqu’a 2200 metres dans le Grand Atlas). C’est donc une essence de plaine

et de moyenne montagne (Boudy, 1955).

Le Chéne-liege est exigent en chaleur et en humidité, ce qui explique sarépartition en zone
meéditerranéenne. Température moyenne annuelle : 13,5°C. Des |ésions irréversibles apparai ssent
sur les feuilles en dessous de - 5°C. Il lui faut une tranche pluviométrique de 550 a 600 mm au

minimum, une humidité atmosphérique de 60% au moins durant lasaison seche. Ces exigences
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varient en fonction des particularités stationnelles et topographiques (Nord/sud, fond de vallon,
proximité de la mer...) (Lamey, 1993).

Au point de vue du sol, le chéne liege est essentiellement calcifuge. Il préféere les sols
aérés, profonds, frais, riches en matiére organique, acides et franchement siliceux (rocheux,
granitique, porphyriques, schisteux ou gréseux). Il craint sols hydromorphes. I marque
nettement sa préférence pour les terrains siliceux tels que les gres numidiens (Algérie-Tunisie)

ou les sables pliocénes (Maroc).

4.3. Airedu chéneliége

Le chéne-liege est une essence typiquement méditerranéenne par sa distribution et par ses
qualités biologiques. Son habitat est exactement et uniguement le bassin méditerranéen
occidental et déborde sur les cotes atlantiques, du Maroc au golf du Gascogne recouvrant une
superficie de 2 250 000 (Seigue, 1985). Il se situe entre 34° et 44° de latitude nord (Carte 1). On

ne le trouve nulle part ailleurs aI’état spontané dans le monde.
Les principales subéraies agériennes sont localisees dans le Tell Oriental, situées
essentiellement en zones sub-humides et humides au Nord-Est de I’ Algérie jusqu’a la frontiere

tunisienne (Zeraia, 1982).

Le chéne liege s’étend d’une maniere assez continue le long de la zone littorale et reste

disséminé sous forme d’ilots de moindre importance dans la partie Ouest.
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Carte 1: Distribution du chéne-liege dans son aire géographique Méditerranéenne et atlantique
(source : CEFE 2005, programme européen CREOAK in WWF, 2006).

5.4. Importance socio-économique des subéraies

L’ importance socio-économique des subéraies n’est pas a demontrer, les subéraies ont
toujours été une source appréciable de revenus pour les forestiers et pour les riverains. Le liege
provient de six pays principaux qui sont : le Portugal, I’Espagne, I’Algérie, le Maroc, la Tunisie

et la France.

En Algérie, la demande nominale pour couvrir les besoins locaux et dégager un surplus a
I’exportation serait de 30 000 T/an. Sur la base des capacités de transformation installées, ce
chiffre ne sera atteint qu’avec I’augmentation des surfaces de liege exploitées en améliorant les

conditions d’acces a certains massifs (Nsibi et al., 2006).
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Par ses propriétés physiques et mécaniques, le liege occupe une place importante dans
I’économie industrielle, ses principaux domaines d’utilisation sont résumes dans le tableau 1. En
agriculture, la poudre de liege joue le rdle d’amendement et les poussiéres sont auss
recommandées comme substrat au niveau des pépiniéres forestieres, les résultats obtenus avec

CES poussi eres sont satisfai sants.

Tableau 1 : Les principaux domaines d’utilisation du liege.

Domaine Description Propriété
Cristallerie Poncage au liege Abrasive du liege
Poncage de marbre, granit Produit abrasif
Construction Isolation d’espaces restreints Encombrement réduit
Isolation thermique, phonique Pouvoir retardant au feu
Construction Circuits de calorifugeage Isolant thermique
navale Gaines de ventilation Imputrescible
Revétements avec caoutchouc Antidérapant
Aérospatiae Isolation épaisseur 3-15 mm Ecran thermique
Nucléaire Capsule aisotope radioactif Doublage contre choc et feu
Jauge de flottaison Flottabilité, résistance aux
Mécanique Joints mixtes avec caoutchouc agents chimiques
Joints d’étanchéité Elasticité
Joints paliers transmission Compressibilité
Maroquinerie Sacs, nécessaire de bureau,
portefeuilles...
Bouchage Pharmacie, bouteilles d’huile,
fonneaux...
Balles, jouets, raguettes de tennis,
Loisirs jeu de fléchettes, flotteurs (péche),
bourres pour cartouches de chasse.

4.5. Importance écologique

L’ importance écologique du chéne liége réside dans son role de conservation des sols et la
lutte contre la désertification. C’est aussi un anti polluant de I’environnement par la séquestration
du dioxyde de carbone et la lutte contre I’effet de serre atténuant ainsi les effets du changement
climatique. En effet, les foréts de chéne liege dans le monde absorbant environ 14 millions de
tonnes de CO./an. Il faut aussi savoir qu’un arbre écorcé absorbera 3 a 5 fois plus de CO,qu’un
autre non écorcé (association portugaise du liege). Le chéne liege contribue aussi a la recharge
des réserves en eau et le controle des ruissellements (Berrahmouni et Regato, 2008). D’autre

part, laforét de chéne liege, abrite une biodiversité considérable.
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5. Croissance rythmique

La croissance par vagues intéresse tous les Chénes etudiés jusqu’a présent, mais ce sont les
Chénes pédonculés, les Chénes sessiles (Champagnat et al., 1986a) et les Chénes rouges
(Hanson et al., 1986 et 1988 ; Dickson, 1988) qui sont analysés le plus précisément. Les données
sont moins nombreuses pour les Chénes méditerranéens, Chéne vert (Lavarenne, 1975), Chéne
liege (Alatou et al., 1989), Chéne zeen (Alatou et al., 1995) et absentes, a notre connaissance,
pour les Chénes tropicaux (Schenell, 1986 in Alatou, 1990).

La croissance rythmique endogéne des arbres est caractériseée par le fait que dans un milieu
permettant un développement optimum, les tiges manifestent des alternances de temps d’activité
et de repos assez réguliéres pour qu’apparaisse une périodicité (Champagnat et al., 19864). Ainsi
la tige s’édifie par des vagues de croissance successives qui d’un point de vue morphologigue se
traduisent par la superposition de différents étages ainsi que par la production, au cours de
chague vague de croissance, de différents types foliaires. Ce dernier phénomene est qualifié de
dével oppement hétéroblastique. Ce mode de croissance est fréquemment rencontré chez les
especes ligneuses des régions tempérées e méditerranéennes (Chénes, Bouleau,
Chétaignier, Saule...) mais c’est dans le monde équatorial et tropical qu’il trouve sa pleine
expansion (Hévéa, Cacaoyer, Manguier...) (Crabbé, 1996). Parmi les différentes especes
utilisées pour étudier le déterminisme de la croissance rythmique, les Chénes dont e Chéne liege
(Quercus suber L.) occupe une place importante. Cette espece présente en effet un rythme de
croissance de la tige marqué, que I’on peut aisément obtenir en conditions contrdlées. Ainsi,
placée a 25°C, en jours longs, cette espéce produit une vague de croissance toutes les 5 semaines
(Alatou et al., 1995). La fréguence des vagues de croissance rend donc son utilisation tres
favorable a I’expérimentation. Chaque vague de croissance formée est composée d’ensembles
foliaires de nature différente (ensembles foliaires a stipules écailleuses, ensembles foliaires a
limbe assimilateur et les ensembles foliaires a limbe avorté qui marquent la fin de la vague
répartie sur un axe orthotrope, ce phénomene est qualifié de développement hétéroblastique ou
polymorphisme foliaire. De plus, il a été suggéré que le défaut d’accessibilité des nutriments ou
des régulateurs de croissance constituerait des limitations majeures a I’'une ou I’autre des
manifestations de la croissance et pourrait ainsi intervenir dans I’apparition et I’expression du
rythme (Champagnat et al., 1986b; Barnola et al., 1993). Cependant, & I’heure actuelle trop
d’incertitudes subsistent quant a I’enchainement des phénomenes conduisant a I’expression de la

croissance rythmique.
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6. Aspects et causes de dégradation du chéneliége

La présence du chéne liege dans la M éditerranée occidentale remonte a plus de 60 millions
d’années. Depuis sa répartition géographique a beaucoup régresse sous I’influence de plusieurs

facteurs de nature biotiques et abiotiques (Amandier, 2006).

En Algérie, comme on I’a précédemment signalé, la superficie occupée par cette espece est
étroitement réduite (Harfouche et al., 2003). Cette régression s’est répercutée sur la production

du liege.

Les changements climatiques ne sont pas les seuls coupables d’une telle régression.
L’augmentation de la pression exercée par les populations sur cette importante ressource
naturelle s’est manifestée par des phénoménes de mauvaise pratique de gestion telle que le
surpéturage et les défrichements des foréts, la surexploitation, lamauvaise technique de récolte
du liege et bien d’autres. Cette mauvaise gestion combinée aux changements climatiques a
profondément marqué I’état sanitaire des foréts de chéne liege les rendant moins résistantes aux
attaques d’insectes, aux maladies et aux incendies de foréts (Figure 7) (Amandier, 2006). Toutes
ces données exposent I’état critique que connaissent les foréts de chéne liege a I’échelle
mondiale mais aussi a I’échelle de notre pays malgré I’incontestable valeur économique de cette
espece. Les changements climatiques que connait notre planéte semblent jouer le plus grand role
dans le dépérissement des subéraies. Il apparait donc impératif d’étudier les conséquences
exactes de ces changements climatiques (en particulier les températures extrémes) sur le
comportement écophysiologique de cette espece pour élaborer des stratégies de tolérance et

d’adaptation afin de contrecarrer, sinon, atténuer ces effets.
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1. Matériel végétal
1.1. Récolte

Notre étude est réalisée sur des semis de chéne liége (Quercus suber L.) issus de glands
récoltés sur des sujets adultes de la région de la wilaya de Skikda (Filfila, au lieu-dit Col
Besbes), sous une ambiance climatique sub-humide a hiver doux (m = 10.55°C, M = 24.25°C
et P est 830 mm) en novembre au moment de leur chute. Le site de préléevement est localisé
sensiblement & I’intersection du parallele 36°37" de latitude Nord et du méridien 7°30" de
longitude Est, a une altitude de 500 m.

1.2. Germination

Les glands sont triés et mis a tremper pendant quelques minutes dans I’eau courante. Ils
sont mis a germer dans la vermiculite saturée d’eau a une température ambiante de 16°C et a
I’obscurité, afin de limiter la production de semis a tiges multiples (Guibert et Pichon, 2001)

pendant 20-30 jours.
1.3. Cultureen pots

Les plantules sélectionnées (hypocotyle de 6 a 14 cm et un épicotyle de 1 a 2 cm de
longueur), sont transférés en pots de 50 cm de diametre et 60 cm de profondeur, remplis de la
tourbe (matiére organique 2%, matiere seche 3%, rétention en eau 30%, pH=6.5). Les pots sont
placés en conditions semi-contrdlées, sous un éclairement de 6000 lux a la base des plants, une

température de 25°C + 2°C et une photopériode de 16 heures et arroser réguliérement avec I’eau.

2. Description des stades et choix de préévement du matériel végétal

La totalité de I’étude porte sur la deuxiéme vague de croissance qui débute en moyenne 5
semaines apres la mise en pots de semis. Le choix de la deuxieme vague de croissance se justifie
par Payan (1982) qui montre que le premier étage n’est pas représentatif de I’étage moyen car
il se développe encore sous I’influence des réserves cotylédonaires qui varient d’un gland a
I’autre (Alouie-Sosse et al., 1994). Cette influence devient négligeable lors de I’installation de la

2°™ vague de croissance, choisie ici pour I’étude (Photo 1).
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( ,7 Stade de transfert

zéme

vague <

19 vague<

Photo 1 : plant de chéne liege ayant édifié deux vagues (Alatou et al., 2007).

3. Traitements appliqués

Les semis de chéne liege sont transférés a des températures comprises entre -2°C et 44°C
(-2, 0, 2, 5, 38, 40, 42 et 44°C) durant une période de 3 heures, puis remis en conditions initiales
de culture. Les semis subissent trois stress successifs a ces mémes températures apres 24 heures
d’intervalle entre le 3°™ et le 5™ jour au stade repos apparent de la deuxiéme vague de

croissance.
4. Analyse dela croissance

Les mesures sont effectuées régulierement tous les deux jours ; pour chague semis en 3ome

vague de croissance, les paramétres pris en compte sont les composantes temporelles (durées en
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jours des phases de croissance en longueur de la tige et de repos du bourgeon apical), les
composantes spatiales (ensembles foliaires a stipules écailleuses, ensembles foliaires a limbe
assimilateur et ensembles foliaires a limbe avorté) et les parametres morphologiques (nombre de
feuilles, hauteur de latige et la surface foliaire). La hauteur est déterminée a I’aide d’un ruban de
qeme

précision 0.5 mm et la surface foliaire est mesurée sur la totalité de feuilles de la vague de

croissance par un Scanner de type (AreaMeter AM 200).
5. Analyses biochimiques
5.1. Dosage de sucres solubles, du quercitol et de I’amidon
5.1.1. Préparation du matérid végétal

- Congelation immeédiate des prélevements avec I’azote liquide durant une minute apres le transfert
de semis aux différentes températures ;

- Conservation au congélateur (- 20°C), quelques jours a quelques semaines ;

- Séchage par lyophilisation ;

- Stockage au sec (sac plastique étanche avec du Silicagel) ;

- Broyage le plus fin possible et homogéne (0.1 20.25 mm) ;

- Conservation au sec.

5.1.2. Extraction

Les sucres solubles, le quercitol et I’amidon contenus dans les différents organes sont
extraits par incubation de 20 mg de poudre dans 1 ml d’éthanol a 80% (Moing et Gaudilliere,
1992) pendant 30 minutes suivie d’une centrifugation & 14000 g pendant 10 minutes. Trois
extractions successives sont effectuées en faisant varier la solution d’éthanol utilisée. Lors de la
1%¢ extraction, nous utilisons une solution d’éthanol & 80% contenant du mannitol & 0.125¢/l
qui sert d’étalon interne lors des dosages par HPLC (High performance liquid chromatography).
Pour la 2°™ extraction, nous utilisons toujours de I’éthanol a 80% mais sans mannitol. Enfin
geme

pour la extraction, I’éthanol est a 50% afin d’extraire des métabolites peu solubles dans

I’alcool (Figure 8).
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EXTRACTION

1%© extraction

Echantillon + 1ml éthanol 80%
Agitation Vortex
Bain marie 80°C durant 30 min +
agitation 215 min
Centrifugation 10 min a 14 000g

Surnageant

l

Cartouche de filtration

l

Ringage cartouche
2 x 0.5 éthanol 80%

l

Séchage au Speed

Dosage de sucres

A

2°™ extraction

Culot + 1 ml éthanol 80%
Agitation Vortex
Bain marie 80°C, 15 min + agitation &
7min
Centrifugation 10 min a 14 000g

l 3™ extraction

Culot + 1 ml éthanol 50%
Agitation Vortex
Bain marie 80°C, 30 min + agitation &
15min
Centrifugation 10 min a 14 000g

Culot + 0.5 ml éhanol 80%
Conservé au frais

Dosage del’amidon

Figure 8: Extraction des sucres
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5.1.3. Préparation desrésines (annexel.l)
5.1.4. Filtration des sucres solubles sur le charbon actif

Des colonnes sont préparées a I’aide d’embouts de pipettes coupés a I’extrémité puis

remplis comme suit :

(Carré de toile polyester + 100 pl de Dowex 50 + 150 ul AGX + 100 PVPP : polyvinyl
polyprolidone + 550 pl du charbon actif) (annexe 1.2), ensuite vider le surnageant d’un seul coup
en velllant & ne pas perdre la matiere séche. Le charbon actif est uniquement utilisé dans le cas
des extraits alcooliques obtenus a partir des poudres des échantillons. Il sert a éiminer les
molécules non retenues par le PVPP ainsi qu’a clarifier les extraits. Le PVPP sert a éliminer les
grosses molécules et les polyphénols. Préalablement, chaque colonne est réhumidifiée avec 100
ul d’éthanol a 80%. Ainsi, une légere pression est appliquée pour accélérer le passage de I’extrait
alcoolique. Le but de résines est de piéger toutes les molécules chargées. Elles ne laissent donc
passer gque les glucides. Les extraits alcooliques issus de la totalité des trois surnageants sont
filtrés au fur et a mesure de leur récolte. Nous ringons ensuite deux fois par 1 ml de I’éthanol a
80% avant de faire sécher les solutions ainsi obtenues au « Speed-Vac » pendant une nuit. Pour
doser les sucres et le quercitol, nous avons utilisé une colonne échangeuse de cations (type
METROHM AG CH-9101 Herisau). La séparation des sucres se fait selon deux criteres:

- Les polyoses sont séparés selon leur degré de polymeérisation (le temps de rétention des
sucres et en relation inverse avec leur degré de polymeérisation).

- Les hexoses sont séparés selon leur affinité.

- L ordre d’élution des différents sucres étudiés (annexe 1.3).

- La détection ala sortie de la colonne se fait par réfractomeétrie différentielle. Pour chague
composé, il y a apparition d’un pic dont la surface est proportionnelle a la quantité de ce

COMPOSE.
5.2. Amidon

Lors de I’extraction des sucres solubles, nous obtenons un culot contenant I’amidon. Celui
Ci est séché sous vide au Speed Vac, au moins une heure et s’assurer que les poudres sont seches
(appréciation visuelle) ; les grains de poudre doivent se détacher et peser I’ensemble : culot sec +
tube bouché (P1).
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Ajouter 1 ml de solution de NaOH a 0.02N et bien remettre en suspension le culot au rotor.

5.2.1. Digpersion de l'amidon

- Pour détruire les parois cellulaires et libérer I’amidon des amyloplastes, les micros tubes
étaient placés au bain marie 290°C, pendant 60 minutes, avec 2 agitations a 20 et 40 minutes.

- Apres dispersion, centrifuger |égérement les micros tubes pendant 30 secondes pour les
refroidir.

5.2.2. Hydrolyse de I’amidon

- Préparation des solutions (annexe 1.4).

- Ajouter 100 pul d’amyloglucosidase a pH 4.2 (Boehringer, 1984).

- Agitation au rotor.

- Incuber pendant une heure a50°C au bain marie, bien agiter & 20 et 40 minutes.

- Centrifuger a 14 000 g pendant 10 mn et ramener les échantillons a température ambiante.

- Peser I’ensemble : culot + tube boucheé + hydrolysat (P2) et P2-P1 donne le volume total
d’échantillon dans le tube.

- On utilise un portoir avec une micro cuve pour le blanc réactif, une pour chacune des
solutions témoins glucose (0.1g/1 et 0.4g/l) et une pour chagque essai.

- Apres I’ajout du tampon réactionnel (750 pl) (préparation des microcuves : Annexe 1.5) ;
on fait une prélecture des densités optiques (DO1) au spectrophotomeétre a 340 nm (micro cuves
blancs).

- Ajout de 10 pl de mélange enzymatique hexokinase/glucose 6 Phosphate déshydrogénase

(HK/G6PDH) (Kunst et al., 1984), agitation pendant 20 a 30 minutes au Vortex a vitesse lente,
attente 10 minutes.

- Lecture des DO2 (glucose).
- Le dosage de I’amidon passe d’abord par son conversion en glucose élémentaire :

a-Amyloglucosidase

Amidon + (n-1) H,O n Glucose
L’oxydation en glucose est couplée a une réduction du NAD(P) en NAD(P)H :

Hexokinase
Glucose + ATP > Glucose 6 P+ ADP

y
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G6P-Déshydrogénase >

Glucose6 P + NADP* Gluconate 6 P+ NADPH + H*

La formation de NAD(P)H est proportionnelle a la quantité de glucose (courbe
d’étalonnage : annexe 1.6). Cette molécule a une absorbance spécifique a 340 nm, alalimite du

rayonnement UV.
On déduit la quantité de glucose en appliquant laloi de Beer-Lambert (Boehringer, 1984) :
ADO=Excxd

A DO =ADO2(glc) - ADO1(glc)
E : coefficient d’extinction molaire du NADPH : 6.3 (I/ mmol/cm a 340 nm)
C: concentration en mg de glucose/ g M.S.

d : épaisseur delacuve (1 cm)
5.3. Dosage de la proline

La méthode utilisée est celle de Troll et Luidsley en 1955. Pour chague échantillon
prélevé (100 mg de la matiere végétale), est immediatement pese, puis placé dans un tube a .
Un volume de 2 ml de méthanol a 40 % est ajouté a I’échantillon, et le tout est chauffé a 85°C
dans un bain-marie pendant 1h a 85°C. Apres refroidissement, 1 ml de la solution d’extraction
est gouté a 2 ml d’acide acétique, 25 mg de ninhydrine et 1 ml du mélange eau distillée-acide
acétique-acide orthophosphorique de densité 1.7 (120, 300, 80 : v/v/v). L’ensemble est porté a
ébullition pendant 30 mn au bain-marie a 100°C, puisrefroidi et additionné’5 ml de toluene.

Apres agitation au Vortex, 5 mg de sulfates de sodium (Na, SO,) est goutée dans chague

tube. Lalecture de la densité optique sefait 2528 nm.
5.4. Dosage de proténes
5.4.1. Extraction

Dans le cas particulier des proténes pariétales, insolubles dans nos conditions
expé&rimentales, il est nécessaire d'utiliser une extraction a la soude 1IN avant un dosage
colorimétrique par la méthode de Lowry (1951). Cette extraction a la soude permet d’obtenir les
protéines solubles et les protéines insolubles (protéines total es).
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Peser 2x2g de tissu foliaire (limbes matures de la 1% et la 2°™ vague de croissance, tiges
et racines), les broyer dans 1 ml de soude 1M. A lafin du broyage 3 ml de soude sont gjoutés.
Laisser en contact pendant 1h 30mn (au minimum) a la température ambiante. Transvaser le
broyat dans un tube a centrifuger et rincer le mortier et le pilon soigneusement avec 2 x 1mL de
soude 1IM. Le tres fin broyat obtenu est centrifugé 10 minutes & 4000 RPM, puis le surnageant
recueilli est amené a 10 ml dans une éprouvette (avec NaOH 1M). Le dosage est réalisé sur une

partie aliquote aprées avoir dilué 10 fois et 20 fois I’extrait.
5.4.2. Dosage colorimétrique

Les protéines donnent en présence des réactifs de Lowry et de Folin, une coloration bleue
caractéristique. La coloration finale résulte :

- Delaréaction du biuret qui se produit avec le réactif de Lowry (cuivre en milieu alcalin) ;

- De la réduction des acides phosphotungstique et phosphomolybdique (réactif de Folin)
par la tyrosine et le tryptophane des proténes. Dans la gamme de concentrations données,
I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans la

solution.

- Les solutions étalons sont obtenues & partir d’une solution de sérum-abumine a1 g.l™?,

réaliser 50 pug.mi?, 100 pg.mi™, 150 pg.ml™, 300 pg.ml™ dans des jaugés de 50 ml.
5.4.3. Mode opératoire

Laméthode de Lowry consiste a préparer quatre types de solutions :

1 ml de Tartrate double Na et K a 2%

100 ml de Bicarbonate de sodium (NaxCO3 a 2% dans 0.1 N NaOH)
Solution A {
1 ml de Sulfates de cuivre (CuSO4a 1%)

Et ce juste avant le dosage, on prépare la solution B qui est constitue de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué 1/3.

52



Chapitrell : Matériel et méhodes

Echantillon ou standard
(1 ml)

;

[ + 5 ml dela Solution A }

Attente 10 minutes

|

[ + 0.5 ml dela Solution B }

Attente 30 minutes

J

[Lecture de ladensité optique }

a 650 nm

Figure 9 : Dosage de protéines

Les teneurs en protéines sont obtenus a partir de I'éguation suivante :

Y =1.4751x
Y : densité optique

X : quantité de protéines en mg.gMF*
5. Analyse statistique

L’analyse de la variance a été appliquée a toutes les variables étudiées. Des différences
significatives entre les différents traitements pour chague parametre mesuré ont été testées grace
au test de Newman-Keuls calculé au seuil de 5 %. Le logiciel utilisé est Excel STAT (2009).
Pour déterminer la dépendance et la proportionnalité intervariables, le degré de coefficient de
signification des corrdlations (r) est caculé au seuil de 5 % (P = 0,05). Les corrélations
existantes entre les stress et les différents métabolites identifiés sont mises en évidence par
I’analyse en composantes principales (ACP) dont le principe est de représenter un phénomeéne

multidimensionnel par un graphique a deux ou plusieurs dimensions.
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|. Résultats

Les parameétres de croissance (longueur de tiges, nombre de feuilles et surface foliaire,
allongement caulinaire et repos apparent) et les paraméetres biochimiques : teneurs en proline,
sucres solubles (glucose, fructose, saccharose), quercitol, amidon et protéines totales ont été
mesurés dans les différents organes des semis de chéne liege soumis ou non aux stress
thermiques.

1. Les basses températures
1.1. Croissance en hauteur, surfacefoliaire et nombre defeuilles

L’analyse statistique des résultats obtenus révéle I’existence d’une différence tres
significative entre les différentes températures concernant les parametres précédents pour la
troisiéme vague de croissance de semis de chéne liege soumis a des basses températures
comprises entre 5°C et -2°C durant une période de 3 heures (S1) (Annexe I1.1). Les températures
5°C, 2°C et 0°C sont dtatistiquement similaires avec le témoin pour la croissance en hauteur
(Figure 10a) et le nombre des feuilles (Figure 10b). Latempérature -2°C aréduit la croissance en
hauteur et e nombre des feuilles d’une fagon considérable; ces taux sont respectivement de 32%
et 25% par rapport au témoin ; alors que pour la surface foliaire aucune différence n’est observée

pour les différentes températures (Figure 10c).

Les résultats obtenus lors du transfert des semis de chéne liege durant une période de 6
heures (S2) sont illustrés dans la figure 10. Les traitements 5°C et 2°C n’ont pas de différence
significative avec le témoin pour la croissance en hauteur et |le nombre de feuilles (Annexell.1) ;
tandis que les traitements 0°C et -2°C ont un effet néfaste en réduisant la croissance en hauteur
(Figure 10a) et le nombre de feuilles enregistrées (Figure 10b). L analyse de la variance pour la
surface foliaire indique également une différence trés significative entre les différentes
températures (Figure 10c). Chaque température est significativement différente de I’autre. En
effet, le test de Newman-Keuls accorde un groupe de moyenne différente pour chague
traitement ; A pour le témoin (25°C) avec 1145 mm? qui caractérise la plus forte moyenne de la
surface foliaire, B pour la température 5°C, BC pour 2°C, C pour 0°C et enfin D pour la

température -2°C qui caractérise la plus faible moyenne (634 mm?).
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Cette méme anal yse statistique sur la croissance en hauteur, du nombre de feuilles et de la
surface foliaire de semis de chéne liége soumis aux mémes températures précédentes durant une
période de 9 heures (S3) indique que les différences sont trés significatives (Annexe 11.1). Les
réductions dues au stress au froid sont proportionnelles avec son intensité et elles sont illustrées
par lafigure 10. Les taux de réduction les plus importants sont observés a -2°C, ils sont de 62%
pour la surface foliaire, 57% pour le nombre de feuilles et 72% pour la croissance en hauteur de

latige par rapport au témoin.

20 a
£
I
) = m Témoin
= o
< 10 =>C
-] m2°C
g S 0°C
& (-2°C)
S o
Stress 1 (3h) Stress 2 (6h) Stress 3 (9h)
12 - b
(7]
%10' L T"-r.;_l_ I
§ 8 1 L_‘f . :’.3'. . ',k{ - ®m Témoin
) | [ B o | o [ m5°C
T 6 # 4 il
v [ - | s > 2°C
o 4 - ';:,": e - el — o
[ .4 EF‘ .;,' . 1 o°C
22 W o & = (2°0)
| | 2 ([~ il |
0 - — T “ T
Stress 1 (3h) Stress 2 (6h) Stress 3 (9h)
1400 -
= C
£ 1200
£ 1000
()] , .
'E 800 ® Témoin
S 600 5°C
S 400 m2°C
h = 0°C
35 200
a m (-2°C)
0
Stress 1 (3h) Stress 2 (6h) Stress 3 (9h)

Figure 10 : Paramétres morphologiques a: hauteur destiges ; b : nombre
defeuilles, c: surfacefoliaire.
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La comparaison de trois stress pour |a hauteur de latige, le nombre de feuilles et |1a surface
foliaire montre des différences significatives entre eux (Annexe 11.1). Le S1 vient toujours en
premier groupe A pour les trois paramétres précédents; alors que le S2 vient en 2°™ groupe
pour la croissance en hauteur et le nombre de feuilles et occupe le méme groupe avec le S3 pour

lasurfacefoliaire.

1.2. Repos appar ent, allongement caulinaire et I’hétéroblastie

Les semis de chéne liege transférés a des températures comprises entre 5°C et -2°C durant
une période de 3 heures (S1), 6 heures (S2) et 9 heures (S3), ont subi des changements au niveau

des composantes spatio-temporelles.

D’apres nos résultats, le chéne liege cultivé a 25°C £ 2°C (témoin) présente une croissance
rythmique caractérisée par une succession d’unites structurales identiques (vagues ou flushs).
Une vague de croissance dure en moyenne 5 semaines, réparties respectivement en une phase
d’allongement caulinaire qui dure 15 jours et une phase de repos apparent de trois semaines
(Tableau 2). Le nombre d’ensembles foliaires a limbe assimilateur diminue progressivement
d’une vague de croissance a la suivante (Figure 11) et I’hétéroblastie reste faible et marquée par

un nombre de 2 & 3 écailles.

Tableau 2: Durées moyennes (en jours) des phases d’allongement de la tige, de repos
apparent du bourgeon apical et ensembles foliaires des semis de chéne liege cultivés a
25°C + 2°C, en jours longs de 16h, (n=7).

Vagues de Allongement Repos apparent Ecailles Limbes Limbes

croissance caulinaire (jours) (jours) assimilateurs avortés
1 19.33+ 15 26.2+ 3.2 2.7+0.2 1216 £ 1 1.7+£04
2 143+ 14 21.3+1.6 25+04 102+14 | 22+£0.2
3 156+ 0.7 225+ 3.6 2.2+0.7 9.3+1.6 24+05
4 16+1.2 20+ 45 25+1.0 9.0+1.3 26+05

Les phases d’allongement couvrent une période de deux semaines pour I’ensemble de
semis traités durant 3h (S1) et elles sont identiques a celles du témoin. Les périodes de repos
pouvant atteindre plus de 4 semaines, sont plus longues par rapport au témoin pour la pome vague

de croissance (Tableau 3).
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Tableau 3 : Durées moyennes des phases d’allongement de la tige et de repos apparent (en
jours) des semis de chéne liége cultivés a 25°C en jours longs de 16h et transférés pendant
3h (S1), 6h (S2) et 9h (S3) aux basses températures.

Facteurs Vagues | Allongement caulinaire (jours) Repos apparent (jours)
Stress 1 (durée: 3h)
2 14.7 + 1.40 325+353
& 3 175+ 353 182+ 141
853 2 147+ 1.40 305+ 353
s & 3 19.1+9.89 155+ 4.94
3 2 147 + 1.40 245+ 6.36
= & 3 205+ 163 1754353
o 2 147 + 1.40 11.0+565
& 3 461+ 141 9.50 + 3.53
Stress 2 (durée: 6h)
2 147+ 1.40 190+ 565
& 3 175+ 353 260+ 4.24
853 2 147 + 1.40 180+ 2.82
g 3 175+ 361 225+353
3 2 147 + 1.40 31.0+2.82
=g 3 185+ 2.12 17.0+2.82
o 2 147+ 1.40 32.£ 565
& 3 245+ 353 115+ 212
Stress 3 (durée: 9h)
2 147 + 1.40 212+ 171
& 3 148+ 1.90 221+123
g 2 147 + 1.40 202+ 2.41
g 3 1431282 195+ 212
3 2 147+ 1.40 30.3+2.82
S 3 16.1+ 0.8 235+ 0.70
o 2 147+ 1.40 305+ 0.70
& 3 105+ 1.70 235+ 4.94
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Concernant la 3™ vague de croissance, les durées des phases d’élongation sont
légerement supérieures au témoin pour les traitements 5°C et 2°C; alors qu’elles sont
augmentées fortement & 0°C et -2°C (29.5 £+ 1.61js et 46 £ 1.41js). Si les durées d’allongement
sont augmentées, les périodes de repos sont diminuées surtout pour la température -2°C (9,5 +
3.53)s). Le nombre de feuilles a limbe assimilateur est sensiblement diminué par rapport au

témoin (Figure 12).

En ce qui concerne les semis soumis aux basses températures durant une période de 6
heures (S2), les phases d’allongement sont identiques aux témoins ; les périodes de repos sont
importantes pour les traitements 0°C et -2°C, on note & la fin de la 2°™ vague de croissance en
moyenne 1 mois pour I’ensemble des semis traités. La durée de repos de la 3°™ vague de
croissance est plus courte pour latempérature -2°C et 0°C (11.5+ 2.12js; 17 + 2.82s), ele
est identique autémoin a 2°C, et sensiblement supérieure au témoin a 5°C (26 + 4.24js). Les
phases d’allongement sont plus longues par rapport au témoin surtout pour le traitement -2°C
(24.5 + 3.53js). Le nombre de feuilles est réduit & 50% par rapport a celui cultivé a 25°C.

Les durées de la phase d’allongement sont également similaires a celles des témoins
cultivés a 25°C pour les températures 5°C et 2°C, elles sont augmentées plus que 4 semaines a
0°C et -2°C pour la 2°™ vague de croissance pour les semis de chéne liége transférés durant une
période de 9 heures (S3) (Figure 13) . En ce qui concerne la 3™ vague de croissance, |es phases
d’allongement de I’axe sont en durées sensiblement proches de celles observés chez le témoin
pour les traitements 5°C, 2°C et 0°C; par contre elles sont diminuées d’une fagon trés
importante a-2°C (10,5 + 0.70js). Les périodes de repos restent proches de celles du témoin pour

I’ensemble des traitements. L héteroblastie est faible, marquée par un nombre réduit d’écailles.
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Figure 11: Morphogenese d’un semis de
chéne liége cultivé en conditions contrélées
a 25°C en jours longs de 16 heures (plant
témoin). 0 : écailles; x : limbes avortés.

Figure 12: Morphogenése d’un semis de
chéne liege transféré a -2°C durant 3h (S1)
puis retour aux conditions initides de
culture.
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Figure 13: Morphogenese d’un semis de
chéne liege transféré a -2°C durant 9 h (S9)
puis retour aux conditions initiales de culture.




Chapitre |l : Résultats et discussion

1.3. Lescaractéres biochimiques
1.3.1. Laproline

Les résultats obtenus indiquent qu’une évolution du contenu en proline dans les différents
organes soumis aux basses températures durant une période de 3 heures (S1). Cette évolution est
2 fois plus importante a -2°C dans les feuilles de deux vagues de croissance et les racines
(Figure 14a). Dans les tiges, une légére augmentation est a noter a 5°C, 2°C et 0°C, qui est
respectivement de (40%, 51% et 24%) ; alors qu’elle est similaire au témoin pour le traitement
-2°C. Comparativement aux feuilles de deux vagues de croissance, ainsi qu’aux tiges, les racines
accumulent plus de proline. Les taux d’accumulation sont proportionnels a I’intensité de froid ou
ilsvarient entre 21 % a5°C et 173% a-2°C.

Les mesures obtenues indiquent que les variations des teneurs en proline dépendent de la
température et parfois de I’organe considére pour les semis transférés durant une période de 6
heures (S2) (Figure 14b). A I’exception de la feuille de la vague 2 ou la quantité de proline reste
quasiment doublée, les quantités les plus importantes sont observées a 2°C. La valeur la plus
élevée est observée chez les racines (8.32 umol mg/M.S). Dans nos conditions expérimentales,
I’évolution de la teneur en proline peut globalement ére décomposée en deux phases bien
distinctes : une phase d’accroissement observée entre 25°C et 2°C et une phase de décroissance
observée entre 2°C et -2°C. Toutefois, cette diminution de la quantité de proline est plus rapide

au niveau des feuilles que de latige et laracine.

Au niveau des différents organes de semis de chéne liege, les basses températures
appliquées durant 9 h (S3) ont provoqué des variations d’accumulation de proline (Figure 14c)
ou une augmentation considérable est obtenue a 5°C et 2°C (234.5% et 165%) ; aors que les
teneurs en proline sont identiques au témoin a 0°C et restent inférieures a -2°C (31%) dans les
feilles de la 1%® vague de croissance. Au niveau de la 2°™ vague de croissance, les teneurs en
proline sont similaires a celles de la vague précédente, avec une teneur maximale a 2°C et 5°C
(128%). Au niveau des tiges et des racines, on note une accumulation forte a 2°C qui est
respectivement (61% et 209%). Cependant, cette augmentation n’a pas été significative a 0°C.
Ainsi, une diminution de 58% au niveau des tiges et de 52% au niveau des racines et donc

marquée a-2°C.
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L’analyse de la variance est trés significative entre les températures, entre organes et entre
les stress (Annexe |1, Tableaux 2, 3 et 4). Selon les stress, les températures et les organes, les

teneurs décroissantes sont dans I’ordre suivant :

[S2] >[S1] >[S3] ; [2°C] > [0°C] > [-2°C] > [5°C] > [Témoin] ; [R] >[T] >[V1] >[V2]
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Figure 14: Teneur en proline chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a:Sl:b:S2:c: S3.
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1.3.2. Lesprotéines

Les résultats de la figure 15a montrent que les plus importantes teneurs en proténes sont
retrouvées dans les feuilles de la 1% vague de croissance, comparativement aux feilles de la
geme vague de croissance, aux tiges et aux racines. Les taux d’augmentation de protéines dansles
fevilles de la 1% vague de croissance des semis soumis aux basses températures durant une
période de 3 heures (S1) sont trés significatifs (Annexe 1l, Tableau 5). Les semis stressés
produisent plus de protéines foliaires en comparaison avec le témoin. Les gains dus au stress au
froid sont plus élevés et varient entre 22% au traitement -2°C a 107% au traitement 5°C. Au
niveau des feuilles de la 2°™ vague de croissance, une forte accumulation de protéines est
observée a partir de 5°C, elle atteint son maximum a 2°C (40%), et une diminution a -2°C de
25%. Dans les tiges, une accumulation a 5°C de 42% est observeée, puis elle retrouve son niveau
initial a partir de 0°C. Au niveau racinaire, les taux d’augmentation sont inversement

proportionnels a I’intensité de froid. Ces taux varient entre 88% a-2°C a 132% a 5°C.

Une Anova (5%) est effectuée sur les valeurs de protéines dans les semis transférés a des basses
températures comprises entre 5°C et -2°C. Elle révele une différence trés hautement significative
entre les traitements d’une part, et entre les organes d’autre part (Annexe Il, Tableau 6). Au niveau
des semis, I’Anova confirme qu’il a une augmentation de proteines induite par le stress au froid.
Cette augmentation est plus importante au traitement 5°C qui occupe le groupe A avec la moyenne
la plus élevée et les traitements 2°C, 0°C et -2°C sont affectés successivement aux groupes B et C
avec des moyennes plus élevées par rapport au témoin. Le groupe D correspond au témoin. Au
niveau des organes, les différences sont trés hautement significatives (test Newman-Keuls au seuil
5%). Les feuilles de la 1%© et la 2°™ vague de croissance (A et B) produisent une quantité plus
élevée de protéines que celle des tiges et racines qui occupent le dernier groupe C avec les plus

faibles moyennes.

Les plants stressés pendant 6 heures (S2) produisent des teneurs en protéines statistiquement
différentes. A 2°C et 0°C, I’accumulation est nettement plus grande au niveau des feuilles de la 19e
vague de croissance, elle est respectivement de 201% et 91% ; alors qu’on note une diminution de
24% au traitement -2°C. En ce qui concerne les feuilles de la 20me vague de croissance, une
augmentation de la teneur en protéines est également augmentée & 2°C et 0°C ; les taux

d’augmentation sont respectivement de69% et 44%; aors que pour les traitements5°C et
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-2°C, lesteneurs en protéines sont identiques a celles de témoin. L’analyse de la variance indique que
les différences entre les teneurs en proténes dans les tiges de semis stressés aux basses températures
sont tres significatives (Annexe Il, Tableau 5). Les gains dus au stress thermique (basses
températures) sont proportionnels avec son intensité sauf a 5°C ou ils sont identiques au témoin
(Figure 15b) et atteignent leur maximum a 0°C (62%). Comme pour les tiges, la teneur en protéines
des racines de semis est globalement influencée positivement par le stress au froid. Les taux

d’augmentation liées au stress thermique varient de 97% a 5°C 4 119% a -2°C.

L’analyse statistique des résultats des teneurs en protéines chez les semis de chéne liege
Soumis a un stress thermique de 6 heures (S2), montre une accumulation tres nette par rapport au
témoin (Annexe 11, Tableau 6). Les différences sont trés hautement significatives entre les différentes
températures. Les fortes moyennes sont enregistrées aux groupes A et B et correspondent
successivement aux traitements 2°C et 0°C. Aing, le groupe C correspond au traitement -2°C et 5°C
avec le témoin. On peut conclure que les basses températures ont induit une augmentation des
protéines chez les semis de chéne liege. Au niveau des organes, I’analyse statistique montre
également des différences tres hautement significatives. Les feuilles de la 1%¢ vague de croissance
oéme

(groupe A) accumulent plus de protéines par rapport ala vague de croissance (groupe B) et aux

tiges et aux racines qui occupent le dernier groupe C avec les plus faibles moyennes.

Lateneur en protéines dans les feuilles de la 1%¢ vague de croissance des semis de chéne liege
soumises aux basses températures durant 9 heures (S3) a augmentée de 84% au traitement -2°C, de
168% au traitement 2°C. Les résultats illustrés dans la figure 15c, montrent que le stress au froid a
induit une accumulation remarquable de protéines dans les feuilles de la 2°™ vague de croissance a
2°C et 5°C, lateneur en protéines est deux fois plus importante comparativement au témoin. Pour les
autres traitements, les teneurs sont similaires au témoin. En comparant I’évolution de la quantité de
protéines chez les tiges stressées a différentes températures, on note que les résultats obtenus sont
similaires & ceux obtenus & la 2°™ vague de croissance. Le dosage des protéines totales, extraites &

partir des racines des semis stressees, a montre une forte concentration & 5°C (234%).

L’analyse statistique des résultats des teneurs en protéines dans les semis transférés a un stress
au froid compris entre 5°C et -2°C, montre une accumulation trés nette par rapport au témoin. Les
différences sont significatives entre les différents traitements. Les fortes moyennes sont enregistrées
dont les groupes A et B correspondant successivement aux traitements 5°C, 2°C, 0°C et -2°C. Aing,

le groupe C correspond au témoin avec la plus faible moyenne (Annexe |1, Tableau 6). Au niveau
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des organes, I’analyse statistique montre également des différences trés significatives. Les feuilles de

la 1% vague de croissance accumulent plus de protéines par rapport a celles de la pall vague de

croissance, tiges et racines. D’aprés la figure 15, on remarque que les valeurs moyennes de protéines

relevées au niveau de différents organes de semis de chéne liége soumis aux basses températures

trois stress successifs se présentent dans I’ordre suivant (Annexell, Tableau 7) :

s3] > [S2] > [S1]; [2°C] > [5°C] > [0°C] > [-2°C] > [Témoin]; [V1] > [V2] > [T et ]
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Figure 15: Teneur en protéines totales chez les semis de chéne
liége soumis auix basses températures: a: S1;b: S2; c: S3.
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1.3.3. Lessucres solubles
1.3.3.1. Le saccharose

Le saccharose est présent dans les feuilles témoins de deux vagues de croissance (Figure
164). Il est également présent dans les feuilles stressées mais avec une quantité trés faible.
Contrairement aux feuilles, une Iégere augmentation est observée dans les tiges a 5°C (23%)
avec une diminution pour les autres traitements et qui atteint son maximum de 47% a -2°C. Dans
les racines, la teneur en saccharose est augmentée a 5°C et 2°C et elle est identique au témoin a
0°C et -2°C (Annexe l1, Tableau 8).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification montre une différence trés
significative (Annexe I, Tableau 9). Pour les températures, le témoin et 5°C sont classés en
premier groupe avec la plus grande moyenne, le second contient 2°C et le dernier groupe
correspond a 0°C et -2°C avec les plus faibles moyennes. Pour |es organes, |les racines occupent

le premier groupe et les feuilles correspondent au dernier groupe.

Les résultats de la figure 16b montrent que les teneurs en saccharose les plus faibles sont
retrouvées dans les feuilles (S2), comparativement aux tiges et aux racines (plus de 12 mg/g
M.S). Dans les tiges, les teneurs en saccharose diminuent légérement a partir de 2°C avec une
|égere augmentation a 5°C (27%). Les teneurs en saccharose dans les racines sont supérieures a
celles du témoin jusqu’a un niveau thermique de 2°C, puis diminue a partir de 0°C. Ces résultats
sont confirmés par I’analyse statistique a un critere de classification (Annexe I, Tableau 8).

La variation entre les températures pour |le caractére saccharose reste tres significative et
elle se structure en quatre groupes dont le traitement 5°C correspond au premier groupe avec la
moyenne la plus élevée et le dernier comprend les températures 0°C et -2°C qui sont
caractérisées par les moyennes les plus faibles. Elle est également tres significative entre les
organes dont les racines occupent le premier groupe avec la plus grande moyenne, le second
correspond aux tiges et les deux derniers groupes correspondent respectivement aux feuillesde la

2°™ et 1a 1%® vague de croissance (Annexe |1, Tableau 9).
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Les mesures obtenues dans les feuilles de la 1® vague de croissance de semis de chéne
liege transférés durant une période de 9 heures (S3) indiquent que les teneurs en saccharose du
témoin sont supérieures a celles des traitements (Figure 16c). Dans les feuilles de la
2°™ yague de croissance, une augmentation a 2°C et 5°C est observée par rapport au témoin,
elle est similaire a ce dernier a 0°C alors qu’elle diminue a -2°C (36%). Dans les tiges, une
augmentation a 5°C (94%) est obtenue, par contre une diminution est obtenue a -2°C et 0°C. La
teneur en saccharose & 2°C est similaire a celle du témoin. Dans les racines, les résultats obtenus
a 2°C sont identiques a ceux du témoin ; une augmentation est observée pour les traitements 0°C
et -2°C et atteint son maximum a 5°C (100%).

L’analyse de variance montre une variation significative entre les températures pour le
caractere saccharose dont le premier groupe correspond a 5°C qui est caractérisée par la
moyenne la plus forte. Il n’y a pas de différence entre le témoin et 2°C qui occupent le second
groupe. Les derniers groupes se constituent respectivement des températures -2°C et 0°C. Des
différences significatives de la teneur en saccharose ont été obtenues entre les quatre organes
étudiés (Annexe I, Tableau 9). Les racines semblent donner les meilleurs résultats par rapport

aux tiges et aux feuilles avec une moyenne tres élevée (21.44 mg/g M..S).

L’analyse de la variance a trois critéres de classification montre une différence trés
significative (Annexe |, Tableau 10). La comparaison des moyennes separe |les températures en
trois groupes, le premier constitue le traitement 5°C qui accumule plus de saccharose par rapport
aux autres températures. Ainsi, les racines occupent le premier groupe avec la plus forte
moyenne, viennent ensuite les tiges et les feuilles. Concernant les stress, le troisieme stress se
classe au 1% groupe; ce qui signifie que la durée de stress influe sur I’accumulation de

saccharose alors que le premier stress correspond au dernier groupe.

[S3] > [S2] > [S1]; [5°C] > [Témoin] > [2°C] >-2°C] > [0°C]; [R] > [T] >[V2] > [V1]]
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Figure 16 : Teneur en saccharose chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a: Sl; b: S2;c: S3.
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1.3.3.2. Leglucose

Les résultats de la teneur en glucose au niveau des différents organes de semis de chéne
liege transférés 3 heures (S1) sont illustrés dans la figure 17a. Elle augmente dans les feuilles de
la 1%®vague decroissance a5°C et 2°C (26% et 33%) et statistiquement, il n’ya pas une
différence entre ces deux températures puisqu’elles sont classées dans le méme groupe A,
alors qu’une diminution constante est observée pour les autres traitements qui occupent le

méme groupe C (Annexe |1, Tableau 11).

Dans les fedilles de la 2°™ vague de croissance soumises au froid, le contenu en glucose
diminue significativement par rapport a celui du témoin et le plus faible taux est enregistré a
-2°C (40%). Le contenu en glucose retrouve dans les tiges est quasi similaire a celui obtenu dans
les fevilles de la 1%© vague de croissance ou les traitements 2°C et 5°C sont marqués par les
moyennes les plus élevées qui sont respectivement 10.45 et 11.2 mg/g M.S ; alors que I’analyse
statistique pour les autres températures ne donne pas des différences significatives par rapport au
témoin (Annexe I, Tableau 11). Dans les racines, une diminution trés importante de son contenu

est observée a partir de 5°C et atteint son maximum a-2°C.

Globalement, I’effet de basses températures sur I’accumulation de glucose au niveau des
semis est un caractére variable (Annexe 1l, Tableau 12). Le test Newman-Keuls, comparant
simultanément les moyennes, réparti les quatre températures en deux groupes dont le premier est
composé du témoin avec 2°C et 5°C et le second regroupe les températures restantes. Comme
pour les températures, les organes présentent une variation trés importante pour I’accumulation
de glucose. Le test Newman-Keuls permet |a constitution de quatre groupes dont le premier et le
ome

second sont respectivement constitués des feuilles de la 1% et la vague de croissance alors

que le troisieme comprend les tiges et le dernier correspond aux racines.

Les teneurs en glucose les plus élevées sont obtenues au niveau des feuilles de la 19¢ vague
de croissance (Figure 17b) pour les semis transférés durant une période de 6 heures (S2). Pour
les feuilles soumises aux basses températures, les résultats obtenus a 5°C sont similaires a ceux
du témoin alors qu’une diminution de 36% est notee a 0°C. Ces diminutions sont plus
importantes dans les feuilles de la gome vague de croissance ou le taux de glucose a chuté de 58%
a 0°C. Dans les tiges, une augmentation a 2°C de 52% et des diminutions pour les autres

traitements ont toutefois été observées.
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Au niveau racinaire, la diminution de glucose aux différentes températures est de 41% a
5°C et elle est plusimportante a -2°C (800%).

Les résultats de I’analyse de variance de I’accumulation de glucose au niveau de semis
montrent une variation hautement significative. Le test de comparaison des moyennes
(Newman-Keuls) range les quatre températures en trois groupes homogenes dont le premier
comprend le témoin avec la moyenne la plus élevée par rapport aux deux groupes qui englobent
les traitements et marquent les moyennes les plus faibles. La variation entre organes pour ce

caractere reste significative et similaire a celle du stress précédent (S1) (Annexe Il, Tableau 12).

Les résultats de I’analyse de la variance montrent des différences significatives pour la
teneur en glucose dans les différents organes de semis soumis a des basses températures
comprises entre 5°C et -2°C pour une période de 9 heures (S3) (Figure 17c). Ainsi, ces
températures ont induit une diminution de la teneur en glucose dans les feuilles de deux vagues
de croissance et les racines et une augmentation au niveau des tiges est a noter ou elle est trés
importante a2°C (97%) (Annexe I1, Tableau 12).

Pour les semis de chéne liege ayant subi trois stress successifs (S3), la comparaison des
moyennes de la teneur en glucose donne des différences tres significatives (Annexe Il,
Tableau 12) dont le groupe A comprend le témoin avec la moyenne la plus élevée et les groupes
restants comprennent les traitements avec les moyennes faibles. La méme comparaison effectuée
sur la teneur en glucose dans les différents organes révele I’existence des différences
significatives ou le groupe A comprend les feuilles de deux vagues de croissance et les racines

correspondent toujours au dernier groupe.

La comparaison des moyennes de semis de chéne liége transférés durant une période de 3h,
6h et 9h révele I’existence des différences significatives d’une part entre les températures, les
organes et d’autre part entre les stress (Annexe Il, Tableau 13). Les basses températures
induisent une diminution de I’accumulation de glucose par rapport au témoin. Ainsi les feuilles
de la 1%© vague de croissance accumulent plus de glucose par rapport aux feuilles de la 2™
vague de croissance, aux tiges et aux racines. L’accumulation de glucose au niveau du 1% stress

est plus éevée par rapport aux 3°™ et 2°™ stress.
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En fonction de stress, des températures et des organes, la répartition du glucose se fait en

moyenne dans I’ordre suivant :

[S1] > [S3] > [S2]; [Témoain] > [2°C] > [5°C] > [-2°C] > [0°C]; [V1] > [V2] >[T] > [R]
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Figure 17 : Teneur en glucose chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a: Sl;b: S2; c: S3.
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1.3.3.3. Lefructose

A I’instar du glucose, les quantités de fructose sont plus importantes dans les feuilles que
les autres organes pour les différents stress (Figure 18a). A I’exception des températures 2°C et
5°C oul les fedilles de la 1%© vague de croissance (S1) qui ont accumulés plus de fructose par
rapport au témoin avec des taux respectivement (34% et 22%) ; les feuilles stressées durant une
périodede 3heures(S1) présentent moins de fructose avec un niveau trés faible a -2°C
et qui sont statistiqguement indifférentes. Les tiges placées a 5°C et 2°C contiennent plus de
fructose (77% et 54%) alors que celles de -2°C présentant une réduction de leur teneur. Les
teneurs en fructose dans les racines sont augmentées pour |es basses températures positives avec
un maximum a 2°C (203%) (Annexe |1, Tableau 14).

L analyse de la variance a deux criteres de classification montre qu’il existe une différence
trés significative d’une part entre les traitements et d’autre part entre les organes pour le fructose
(Annexe 1l, Tableau 15). Ce caractére présente une variation trés forte. La comparaison des
moyennes sépare les traitements en quatre groupes, le premier, constitue les traitements 5°C et
2°C, le second comprend le témoin et les groupes restants englobent les autres températures. La
variation entre les organes est également trés forte pour ce caractére. Les feuilles de la 1% et la
2°™ vague de croissance présentent les deux groupes A et B adors que les tiges et les racines

présentent successivement les groupes C et D.

Les quantités de fructose diminuent quand les feuilles sont soumises aux basses
températures durant 6 heures (S2), avec un niveau tres faible a -2°C (Figure 18b). Par contre les
tiges placées a 2°C contiennent plus de fructose (58%) alors que celles a 5°C, 0°C et -2°C
présentent une réduction de leur teneur, comparativement au témoin. Dans les racines, une
augmentation des teneurs en fructose est observée pour tous les traitements avec un maximum de

164% a 2°C par rapport au témoin.

L analyse de la variance & deux critéres de classification montre une différence tres
significative entre les traitements et entre les organes pour le caractere fructose (Annexe I,
Tableau 15). Ce caractere présente une variation trés forte. La comparaison des moyennes sépare
les traitements en quatre groupes, le premier, constitue le témoin avec lamoyenne la plus é evée,
les groupes restants englobent les autres températures. La variation entre les organes est

également tres forte pour ce caractere.
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Les fevilles de la 1%© et la 2°™ vague de croissance présentent les deux premiers groupes

A et B alors quelestiges et les racines correspondent au groupe C.

Les teneurs en fructose diminuent quand les feuilles sont également soumises aux basses
températures durant 9 heures (S3). Par contre les tiges placées a 0°C contiennent plus de
fructose (94%) alors que cellesa 2°C ne présentent aucune différence avec le témoin. Dans les
racines, le fructose n’est observé que dans le témoin (Figure 18c). L’analyse de la variance a
deux criteres classe le témoin en premier groupe (A). Les feuilles présentent les moyennes les

plus élevées par rapport aux tiges et aux racines (groupe A) (Annexe I, Tableau 15).

La comparaison des moyennes de semis de chéne liege transférés durant une période de 3h,
6h et 9h révele I’existence des différences significatives d’une part entre les températures, les

organes et d’autre part entre les stress (Annexe |1, Tableau 16) selon la répartition suivante :

[S1] >[S2] > [S3]; [Témoain] > [2°C] > [5°C] > [0°C] >[-2°C]; [V1] >[V2] > [T] > [R]
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Figure 18: Teneur en fructose chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a: S1;b:S2;c: S3.

1.3.4. Lequercitol

Lateneur en quercitol diminue dans les feuilles de la

1% vague de croissance soumises auix

basses températures comprises entre 5°C et -2°C (S1). Cette diminution est similaire pour toutes

les températures qui est de 25%. Par contre, elle augmente significativement dans les feuilles de

|a 2™

vague de croissance de 2 a 3 fois respectivement a 5°C et -2°C par rapport au témoin. En

ce qui concerne les tiges, I’augmentation est moins importante par rapport aux feuilles de la 2™

vague de croissance ; elle varie de 24% a 5°C et de 47% a-2°C.
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Le contenu en quercitol dans les racines est similaire a celui du témoin a 2°C et 5°C alors

qu’une augmentation d’environ 58% est observée a 0°C et -2°C (Figure 19a).

Une Anova (5%) est effectuée sur les valeurs de quercitol dans les semis transférés a des basses
températures comprises entre 5°C et -2°C (S1). Elle révele une différence tres hautement
significative entre les traitements d’une part, et entre les organes d’autre part (Annexe I, Tableau
18). Au niveau des semis, I’Anova confirme qu’il y a une augmentation de quercitol induite par le
stress au froid. Cette augmentation est plus importante pour le traitement -2°C qui occupe le groupe
A avec la moyenne la plus élevée adors que les traitements 5°C, 2°C et 0°C sont affectés
successivement aux groupes B et C avec des moyennes plus importantes par rapport au témoin ; ce
dernier correspond au groupe D. Au niveau des organes, les différences sont tres hautement
oeme

significatives. Les feuilles de la vague de croissance (A) produisent une quantité 5 fois plus de

quercitol que celle des racines qui occupent le dernier groupe C avec les plus faibles moyennes. Les
léfe

feuillesdela 1™ vague et les tiges occupent le second groupe (B).

Les taux d’augmentation de quercitol dans les différents organes de semis soumis a des
basses températures durant une période de 6 heures (S2) sont proportionnels a I’intensité de froid,
plus particulierement pour les feuilles (Figure 19b). Les taux d’augmentation de quercitol dans les
feuilles de la 1% vague de croissance sont respectivement 146%, 190%, 211% et 245% & 5°C,
2°C, 0°C et -2°C. Les variations de quercitol dans les fevilles de la 2°™ vague de croissance sont
plus importantes que celles observées chez les feuilles de la 1% vague de croissance. Elles passent
de 460% a 5°C a 642% a -2°C. Les teneurs de quercitol au niveau des tiges pour les différents
traitements manifeste des variations d’accumulation distinctes avec des pourcentages
d’augmentation de 340% a -0°C. Dans les racines, et par rapport au témoin, les teneurs en quercitol
augmentent dés 5°C (307%), restent quasiment stables jusqu’a 0°C avant d’atteindre un maximum a
-2°C (536%) (Annexe |1, Tableau 17).

L analyse statistique des résultats des teneurs en quercitol chez les semis de chéne liége
transférés a un stress compris entre 5°C et -2°C (S2), montre une accumulation tres nette par
rapport au témoin. Les différences sont trés hautement significatives entre les différentes
températures (Annexe |l, Tableau 18). Les fortes moyennes sont enregistrées au groupe A
correspondant aux traitements -2°C et 0°C. Le dernier groupe D est affecté au témoin qui est

marqué par la plus faible moyenne.
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Au niveau des organes, I’analyse statistigue montre également des différences tres

hautement significatives. Les feuilles de la 2°™ vague de croissance (groupe A) accumulent plus

de quercitol par rapport & la 1% vague de croissance (groupe B), aux tiges et aux racines qui

occupent successivement les groupes C et D avec les plus faibles moyennes.

La teneur en quercitol dans les feilles de la 1% vague de croissance des semis de chéne
liége soumises aux basses températures durant 9h (S3) a diminue de 32% aux traitements 5°C et
2°C et une augmentation a 0°C (37%). Les résultats illustrés dans la figure 19c, montrent que le
stress au froid a induit une accumulation de quercitol dans les feuilles de la 2°™ vague de
croissance a 5°C, 2°C et 0°C et reste identique & -2°C. En comparant I’évolution de la quantité
de quercitol chez les tiges stressées a différentes températures, on note que les résultats obtenus
montrent une augmentation a 0°C (50%) avec une légére diminution a 5°C, 2° et -2°C (Annexe
[, Tableau 17). Le dosage de quercitol, extrait a partir des racines des semis stressées, montre

qu’il existe une forte concentration a 0°C (58%).

L analyse statistique des résultats des teneurs en quercitol dans les semis transférés a un
stress au froid compris entre 5°C et -2°C (S3), montre des différences significatives entre les
différents traitements. Les fortes moyennes sont enregistrées dont les groupes A et B
correspondant successivement aux traitements 0°C, 2°C, et 5°C. Ainsi, le groupe C correspond
au témoin et -2°C avec les plus faibles moyennes (Annexe I, Tableau 18). Au niveau des
organes, I’analyse statistique montre également des différences tres significatives. Les feuilles de
deux vagues de croissance accumulent plus de quercitol par rapport a celles des tiges et des

racines.

La comparaison des moyennes de semis de chéne liége transférés durant une période de 3h,
6h et 9h révele I’existence des différences significatives d’une part entre les températures, les
organes et d’autre part entre les stress. Les basses températures induisent une augmentation de
quercitol par rapport au témoin. Ainsi les feuilles dela2®™ vague de croissance accumulent plus
de quercitol par rapport aux feuilles de la 1%® vague de croissance, tiges et racines.
L’accumulation de quercitol au niveau du 2°™ stress est plus élevée par rapport aux 1% et 3°™
stress (Annexe |1, Tableau 19).

76



Chapitre |1l : Résultats et discussion

En fonction de stress, des températures et des organes, la répartition du quercitol se fait en

moyenne dans I’ordre suivant :

[S2] > [S1] > [S3]; [-2°C] > [0°C] > [5°C] > [2°C] > [Témoain]; [V2] > [V1] > [T] > [R]
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Figure 19: Teneur en quercitol chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a: S1;b:S2;c: S3.
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1.3.5. L’amidon

La quantité d’amidon diminue significativement dans les feuilles des deux vagues de
croissance (Figure 20a). Dans les tiges, cette quantité diminue a partir de 5°C (32%) ; elle atteint
son maximum a -2°C (68%). Les quantités en amidon dans les racines sont les plus importantes
par rapport a celles des feuilles et des tiges (Annexe |1, Tableau 20); ainsi une augmentation est
obtenue des 5°C et atteint son maximum a 0°C (51%) alors qu’une légére diminution est
observée a-2°C (12%).

Les analyses statistiques de I’accumulation de I’amidon au niveau de semis de chéne liege
transférés 3 heures (S1) confirment ces résultats (Annexe Il, Tableau 21) et indiquent que le
premier groupe correspond a 0°C avec la forte moyenne. 1l n’y a pas de différence significative
entre le témoin et les traitements 5°C et 2°C qui occupent le second groupe. Ces mémes
statistiques montrent aussi que les racines accumulent plus d’amidon (groupe A) par rapport aux

tiges (B) et aux feuilles de deux vagues de croissance (C).

Il est intéressant de noter que les quantités d’amidon les plus élevées sont retrouvées dans
les racines de semis transférés durant une période de 6h (S2), et ce quelque soit la température.
Dans nos conditions expérimentales, nous observons une quantité tres faible d’amidon dans les
feuilles. Dans les tiges et les racines, nous notons une chute trés significative de la teneur en
amidon a 5 et a 2°C, qui est suivie par une augmentation selon I’intensité du froid (Figure 20b).
Les basses températures ont réduit I’accumulation de I’amidon d’une maniere significative
(Annexe I, Tableau 21). Les analyses statistiques au niveau des différents organes donnent des

résultats similaires a ceux du stress précédent.

Les concentrations de I’amidon des semis transferés entre 5°C et -2°C (S3) sont inférieures
a celles du témoin dans les feuilles de deux vagues de croissance et des tiges tandis qu’une
augmentation est uniquement observée dans les racines a -2°C (20%) (Figure 20c). Ainsi, les
analyses statistiques de I’accumulation de I’amidon au niveau de semis confirment ces résultats
et indiquent que le premier groupe correspond a -2°C et au témoin avec les plus grandes
moyennes. Les analyses statistiques au niveau des différents organes donnent des résultats

similaires a ceux des deux stress précédents (Annexe I, Tableau 21).
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Les résultats de I’analyse de la variance rapportés sur le tableau 22 (Annexe I1l), montrent
une variation hautement significative entre les différents traitements appliqués sur des semis de
chéne liege durant une période de 3 heures (S1), 6 heures (S2) et 9 heures (S3), entre les organes
et entre les différents stress. En fonction de ces trois variables, la répartition d’amidon suit la

séguence suivante :

[S1] > [S2] > [S1]; [Témoin] > [0°C] > [-2°C] > [2°C] > [5°C]; [R] > [T] > [V1] >[VZ2]
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Figure 20: Teneur en amidon chez les semis de chéne liege
soumis aux basses températures: a: Sl;b:S2;c: S3.
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2. Leshautestempératures

2.1. Croissance en hauteur, surfacefoliaire e nombre desfeuilles

La surface foliaire est mesurée au niveau de la 3*™ vague de croissance pour chague stress
(Figure 21). Pour les deux stress: S1 (3 heures) et S2 (6 heures), I’analyse statistique ne fait
apparaitre aucune influence des hautes températures sur ce paramétre par rapport au témoin. Par
contre pour le stress 3 (9 heures), on note une |égere diminution de la surface foliaire lorsgue la
température du milieu augmente jusqu’a 44°C, soit une surface foliaire de 976.40 mm?®. Les

anal yses statistiques confirment les résultats précédents (Annexe 111, Tableau 1).
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Figure 21 : Surface foliaire de la 3*™ vague de croissance de
semis de chéne liege stresses.

La figure 22 illustre la croissance de nombre de feuilles de trois stress. L’analyse de la
variance a un critere signae une différence significative en fonction des traitements. Ces
résultats sont vérifiés par le biais du test de Newman et Keuls a 5%, faisant ressortir 4 groupes
pour Slet S2 et 2 groupes pour S3 ou letraitement 38°C marque toujours le nombre le plus
éleve de feuilles. Pour S1 et S2, la croissance du nombre de feuilles stressées est supérieure aux
feuilles témoins quelque soit I’intensité du stress. Par contre pour S3 et a I’exception de 38°C, les
résultats obtenus sont similaires a ceux du témoin. Ces résultats sont confirmés statistiquement
(Annexelll, Tableau 1).
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Figure 22 : Nombre de feuilles de la 3™ vague de croissance
de semis de chéne liége stressés

D’apreés la figure 23, la longueur des tiges des semis du chéne lieége transférés a un stress
thermique de 3 heures est plus importante que celle du témoin quelque soit la température

considérée.

L’analyse de la variance a un critéere de classification appliquée aux moyennes des
températures montre une différence tres significative (p< 0.002). En effet, le test de Newman et
Keuls a 5%, fait ressortir trois groupes différents, ou on note que le taux de croissance le plus
élevé est enregistré a 38°C et 40°C (groupe A), les températures 42°C et 44°C ayant un taux de
croissance modérée, appartenant au groupe AB, enfin le troisiéme groupe B qui est destiné au
témoin, présente le taux de croissance le plus faible (Annexe I11, Tableau 1).

Lafigure 23 illustre la variation de lalongueur des tiges des semis du chéne liege soumis a
un stress thermique de 6 heures. Elle montre une évolution assez différente en fonction des
températures ou 38°C marque lalongueur de latige la plus importante (groupe A) par rapport au
témoin et 40°C qui occupent statistiquement le second groupe AB. Par opposition, les
températures 42°C et 44°C possedent les taux de croissance les plus faibles par rapport au

témoin, d’ou une affectation au groupe B.

Contrairement aux résultats précédents, les résultats illustrés par la figure 23, montre
I’évolution de la longueur de la tige des semis du chéne liege qui ayant subi trois stress
successifs (9 heures). Lalongueur la plus importante est obtenue pour le témoin et latempérature
38°C ; alors que I’augmentation de la température influe négativement sur la croissance de la tige

et letaux le plusfaible est au niveau de latempérature 44°C.
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Figure 23 : hauteur destiges de semis du chéne liége stressés.

2.2. Lescomposantes tempor elles

A I’exception de la température 44°C ou tous les individus soumis a un stress thermique de
3 heures (S1) présentent des phases d’allongement de 4 semaines a la pome vague de croissance,
les autres températures (38°C, 40°C et 42°C) sont semblables au témoin (Tableau 4). Si les
durées d’allongement sont semblables, les durees de repos sont variables entre les températures

et les vagues de croissance.

Chez les semis de la 2°™ vague de croissance, |a phase de repos est élevée par rapport au

témoin ; elle varie entre 66.5 jours + 3.2 a38°C a 31 jours a44°C.

A la 3*™vague de croissance, les durées de repos sont identiques & celles du témoin sauf
pour latempérature 44°C ou la durée chute significativement a 10.5 jours £ 1.5.

Concernant les semis ayant subi un stress thermique de 6 heures (S2), la croissance par
vagues est bien maintenue quelque soit I’intensité thermique. Aux phases d’allongement de
durées variables de 18.5 jours a 38°C a 33 jours a 44°C, font suite des périodes de repos assez
longues a 38°C et 40°C, soient 39 jours + 1.5 et 57 jours = 1.2 ; alors qu’elles sont Iégerement

supérieures au témoin a42°C et 44°C pour |a seconde vague de croissance.

Pour la 3°™ vague de croissance, ces phases d’élongation sont augmentées d’une semaine
a 38°C et 40°C, identiques au témoin a 42°C alors qu’elles sont Iégerement réduites a 44°C (10
jours + 2). Les périodes de repos a la 2°™ vague de croissance suivent la méme évolution que
celles des phases d’allongement pour les semis transférés a 38°C, 40°C et 42°C alors qu’elles

sont |égerement augmentées a 44°C.
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La durée de la phase d’élongation de la tige est légérement réduite pour la 2°™ vague de
croissance a 38°C (9 jours £ 0.62) et tend a augmenter progressivement jusqu’a 44°C (44 jours +
2.5) chez les semis de chéne liége ayant subi un stress thermique de 9 heures (S3). A la 3™
vague de croissance, cette durée est augmentée avec une moyenne de 8 jours a 38°C et reste
identique pour les températures 40°C, 42°C et 44°C. Si les phases d’élongation augmentent
proportionnellement avec I’intensité du stress, les durées de repos augmentent inversement avec
ce stress oll on note 61 jours + 2.25 & 38°C ala 2°™ vague de croissance. A la 3*™ vague de
croissance, les durées de repos sont augmentées d’un mois a 38°C et restent identiques au témoin

pour |es autres températures.

Tableau 4 : Durées moyennes des phases d’allongement de la tige et (A.C) de repos apparent
(R.A) (en jours) des semis de chéne liege cultivés a 25°C en jours longs de 16h et transférés
pendant 3h (S1), 6h (S2) et 9h (S3) aux hautes températures.

Stress Stress1 Stress 2 Stress 3
T (°C) \ A.C R.A A.C R.A A.C R.A
Témoin | V2 | 14.30+14 | 21.3+16 - - - -
V3 | 15.50+£0.7 | 22.0+3.6 - - - -
38°C | V2 |14.70+1.40 | 66+1.41 18.5+1.15 | 57+1.2 9+2.62 61+2.35
V3 | 151016 |21+2.8 245+25 | 23+1.6 23+25 31+1.73
40°C | V2 | 13.60+2.60 | 65+£1.82 22+2.25 | 39+15 16+1.62 | 54+1.73
V3 | 15.70£15 | 20+3.25 20+155 | 22+1.2 14.5+2.28 | 21+2.3
42°C V2 14125 31+1.32 25+1.8 24405 20.5+1.41 | 49.5+2.25
V3 | 14.5+3 21+2.25 14+3.8 21433 15+1.5 22+1.15
44°C | V2 | 26%1.2 27+1.18 33+1.41 | 24.2+0.8 | 44+25 30+2.15
V3 | 17.1+2 10.5+15 10.2+2.1 | 36+1.3 16+0.2 20+4.5
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2.3. Caracteres biochimiques

2.3.1. Proline

Les résultats de la figure 24a montrent que les teneurs les plus importantes en proline sont
retrouvées dans les racines, comparativement aux feuilles de deux vagues de croissance et aux
tiges. Les taux d’augmentation de proline dans les racines des semis soumis aux hautes
températures comprises entre 38°C et 44°C durant une période de 3 heures (S1) sont trés
significatifs (P< 0.0001). Ces taux sont similaires a ceux du témoin a 38°C puis augmentent a
partir de 40°C (29%) et atteignent leur maximum de 285% a 44°C. Au niveau des feuilles de
deux vagues de croissance et des tiges, une accumulation de proline est également observée a
partir de 38°C, elle atteint son maximum a 44°C avec respectivement 354% dans les feuilles de

lavague 1 ; 378% dans lesfeuilles de lavague 2 et 235 % dans lestiges.

Chez les semis transférés aux températures précédentes durant une période de 6 heures
(S2), les mesures obtenues indiquent que les variations des teneurs en proline dépendent d’une
part de la température et d’autre part de I’organe considéré (Figure 24b). A I’exception des tiges
ou la quantité de proline reste quasiment constante a 38°C et 40°C, les quantités les plus
importantes sont observées a 44°C et la teneur la plus élevée est obtenue chez les racines (6.85
pmol/mg M.S) (Annexe 1, Tableau 2).

L’ exposition des semis de chéne liege aux hautes températures comprises entre 38°C et
44°C durant 9 heures (S3) a induit en général une augmentation importante de la teneur en
proline dans les différents organes (Figure 24c). L’accumulation de la proline augmente
proportionnellement avec la température et atteint son maximum a 44°C dans les différents
organes. L’analyse de la variance a 2 criteres de classification signale une différence tres
significative en fonction de hautes températures (p<0.0001). Le test de Newman Keuls au seuil
de 5% révele I’existence de 4 groupes homogeénes, le groupe A comprend la température 44°C
avec lamoyenne la plus élevée (4.05 umol/mg M.S) alors gque le groupe D correspond au témoin
avec la plus faible moyenne (0.68 pumol/mg M.S). L’effet des hautes températures sur
I’accumulation de la proline dans les différents organes des semis de chéne liege montre que

celle-ci est toujours plus importante au niveau des racines (Annexe |11, Tableau 3).
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Les valeurs en proline en fonction de température et de stress présentent les séquences
suivantes (Annexe |11, Tableau 4) :

[S3] > [S2] > [S1]; [44°C] > [42°C] > [40°C] > [38°C] > [Témoin]; [R] > [V2] >[T] > [V]]
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Figure 24: Teneur en proline chez les semis de chéne liege
soumis aux hautes températures. a: S1; b: S2; c: S3.
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3.2. Protéines

Lors de notre expérimentation, la comparaison de la concentration des protéines des semis
de chéne liége stressés a des températures comprises entre 38°C et 44°C durant une période de 3
heures, montre une variation trés hautement significative (p< 0.000). Au niveau des feuillesdela
1€ gt |a 2% vague de croissance, |es traitements appliqués, présentent des fluctuations entre les
deux conditions (témoin et stressées). Nous avons observé une augmentation de la quantité des
protéines a partir de 38°C dans les différents organes et atteint son maximum a44°C. Les valeurs
moyennes des protéines dans les différents organes des semis du chéne liége sont illustrées par |a
figure 25a. Les feuilles de deux vagues de croissance signalent les moyennes les plus éevées en
occupant le groupe A selon le test Newman-Keuls a 5% ; aors que les valeurs les plus faibles
sont obtenues au niveau des tiges et des racines qui correspondant au groupe B (Annexe llIl,
Tableau 5).

Pour les semis soumis a une durée de stress de 6 heures (S2), I’accumulation des protéines
dans les différents organes montre une diminution importante selon I’intensité du stress appliqué
par rapport au témoin (Figure 25b). La quantité protéique a augmenté de maniére trés
significative entre les quatre températures dans chaque organe (Annexe Ill, Tableau 5). Ces
variations confirmees par I’analyse de la variance a deux critéres de classification qui montre des
différences tres significatives en fonction des températures (p<0.0001) et en fonction des
organes. On enregistre les valeurs les plus élevées au niveau de deux vagues de croissance par
rapport aux tiges et aux racines et au traitement 38°C par rapport aux autres températures

stressantes et au témoin (Annexe I11, Tableau 6).

Les différents stress appliqués ont des effets sur I’accumulation des protéines chez les
semis du chéne liége. Les taux de protéines obtenus a une exposition de température comprise
entre 38°C et 44°C sont résumés sur la figure 25c. L’analyse de la variance a un critére de
classification montre qu’il existe de différence entre les températures stressantes 38°C, 40°C,
42°C, 44°C et le témoin. Ces températures induisent I’augmentation de la teneur en protéines au

niveau de différents organes (Annexe 11, Tableau 5).

La comparaison des moyennes des taux des protéines relatives aux traitements au seuil de
5% montre I’existence de 4 groupes. Le groupe A correspond a la température 38°C au quelle est

attribue la plus grande teneur et le dernier groupe correspond au témoin avec la moyenne la plus
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faible. Aingi, les feuilles comprennent les teneurs les plus fortes en protéines par rapport aux

tiges et aux racines (Annexe I11, Tableau 1).

L analyse de la variance a 3 criteres montre que I’accumulation de protéines durant 3h (S1)

est supérieure aux stress 3 et stress 2.

[S1] > [S3] >[S2]; [38°C] > [40°C] > [42°C] > [44°C] > [Témoin]; [V2] > [V1] >[T] >[R]
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Figure 25: Teneur en protéines chez les semis de chéne liege

soumis aux hautes températures.
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2.3.3. Lessucressolubles
2.3.3.1. Le saccharose

Les résultats de la figure 26 montrent que les plus faibles teneurs en saccharose sont
retrouvées dans les feuilles quelque soit la durée et I’intensité du stress comparativement aux
tiges et aux racines. Dans les feuilles, une |égere accumulation du saccharose est observée chez
les semis placés a 38°C pour les deux premiers stress (S1 et S2) et devient plus importante dans
les tiges et les racines, puis diminue d’une maniére considérable en fonction de la température et
la durée du stress (S3). Ces résultats sont confirmés statistiquement par I’analyse de la variance a
deux critere fixes par (p<0.000 et p<0.0001), ou la teneur du saccharose est toujours importante a

38°C par rapport au témoin et aux autres températures stressantes (Annexe |11, Tableaux 8 et 9).

Les résultats des teneurs en saccharose selon les différents organes des semis, de
température et I’intensité de stress (p<0.0001) montrent une nette augmentation des racines par
rapport aux tiges et aux feuilles. Ces variations sont confirmées par I’analyse de la variance a
deux critéres et a 3 critéeres de classification (p<0.0001). La comparaison des moyennes relatives
aux quatre traitements au seuil de 5% montre que la température 38°C et le témoin occupent le
premier groupe avec la valeur la plus importante ; les autres températures occupent les groupes

B, C et D avec les moyennes les plus faibles (Annexe |11, Tableaux 9 et 10).

De ces résultats, il convient de retenir les points essentiels:
- Lateneur en saccharose varie selon I’organe et le niveau du stress thermique.
- L’accumulation du saccharose varie dans le sens racines, tiges, feuilles (1ére vague de

croissance et 2°™ vague de croissance) pour toutes les températures : [R] > [T] > [V1] > [VZ2]
En fonction des températures et des stress, les teneurs en saccharose varient dans le sens :

[38°C] > Témoin] > [40°C] > [42°C] > [44°C; [S]] > [S2] > [ST]

Les valeurs les plus élevés sont enregistrées au niveau des racines par rapport aux autres

organes et pour 38°C (S1) par rapport aux autres températures.
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Figure 26 : Teneur en saccharose chez les semis de chéne liege

soumis aux hautes températures.
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2.3.3.2. Leglucose et lefructose

Les résultats de la teneur en glucose et fructose au niveau des différents organes des semis
de chéne liege transférés 3 heures (S1) et 6 heures (S2) sont illustrés dans les figures 27 et 28.
Cette teneur augmente |égérement dans les feuilles de la 1%© vague de croissance stressées a
38°C (S1) sans étre significative ; alors qu’elle diminue pour les autres traitements et le taux le
plus bas est obtenu a 44°C, soit 42% pour le fructose et 46% pour le glucose dans les feuilles
transférées deux stress successifs (6h). Dans les feuilles de la 2%me vague de croissance, leur
contenu diminue significativement par rapport a celui du témoin et le taux le plus faible est
enregistré a 44°C (73% pour le fructose 74% pour le glucose). Dans les tiges, une augmentation
de glucose et fructose & 38°C et 40°C est obtenue et des diminutions pour les traitements restants
ont toutefois été observées. Au niveau des racines, une diminution de glucose trés importante est
observée a partir de 38°C et atteint son maximum de 70% a 44°C quelque soit |a durée de stress.
Contrairement au glucose et a I’exception de la température 44°C ou les racines presentent des
teneurs en fructose similaires au témoin; les racines stressées durant une période de 3h et 6h
accumulent plus de fructose avec un niveau trés élevé a 38°C (103% pour les racines stressées 3h

et 52% pour une durée de 6h) (Annexe 11, Tableaux 11 et 14).

Au cours du stress aux hautes temperatures, I’accumulation de glucose et de fructose est
différente au niveau des organes et en fonction de température. De ce fait, les teneurs les plus
élevées en glucose sont enregistrées au niveau du témoin; aors que les plus faibles sont
enregistrées a 44°C pour tous les stress. Ainsi pour les organes, les résultats obtenus indiquent
que les feuilles de la 1%° vague de croissance accumulent les quantités les plus éevées en
glucose et les racines accumulent les plus faibles. Ces résultats sont statistiqguement confirmés a
I’aide de I’analyse de la variance a 2 critéres de classification (p<0.0001) (Annexe Il1, Tableau
12). Concernant le fructose, les analyses statistiques montrent que les résultats sont similaires a
ceux du glucose sauf pour la température 38°C (S1) ou les teneurs obtenues sont identiques a

celles du témoin (Figures 28a et 29a).

Pour les semis soumis a un stress compris entre 38°C et 44°C pendant 9h (S3), les résultats
obtenus montrent qu’il y a une diminution du glucose et du fructose dans les différents organes
quelque soit I’intensité du stress ; les taux les plus faibles sont enregistrés a 44°C (Figures 27c et
28¢).
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L analyse de la variance a 2 critéres de classification montre que le témoin correspond au

1% groupe A, viennent ensite les autres températures en occupant les groupes B et C et les
1ére

feuilles de la

2éme

vague de croissance se classent également en 1% groupe par rapport aux
feuilles de la vague de croissance, aux tiges et aux racines qui occupent successivement les

groupes B et C (Annexe lll, Tableaux 12 et 15) .

La comparaison des moyennes de semis du chéne liege transférés durant une période de
3h, 6h et 9h révele I’existence des différences significatives d’une part entre les températures, les
organes et d’autre part entre les stress (Annexe |11, Tableaux 13 et 16) Les hautes températures

induisent une diminution de I’accumulation de glucose et de fructose par rapport au témoin.

Ainsi les feuilles de la 1%® vague de croissance accumulent plus du glucose et du fructose
par rapport aux feuilles de la ome vague de croissance, aux tiges et aux racines. L’accumulation
du glucose et du fructose est plus élevée au niveau du 1 stress par rapport aux autres stress. Les
sequences des moyennes du glucose et du fructose au niveau des différents organes des semis

ayant subi des stress sont respectivement suivantes :

Pour le glucose :
[S1] > [S3] > [S2]; [Témoin] > [38°C] > [40°C] > [42°C] > [44°C]; [V1] > [V2] > [T] > [R]

Pour le fructose:
[S1] > [S2] > [S3]; [Témoin] > [38°C] > [40°C] > [42°C] > [44°C]; [V1] > [V2] > [T] > [R]
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Figure 28: Teneur erglucosechez les semis de chéne liege soumis aux hautes températuresbaS3;1c. S3.
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Figure 29: Teneur erfructosechez les semis de chéne liege soumis aux hautes températuresbaS3]1c: S3.
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